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1 Uvod

Urceni pohlavi jedince je proces, ktery je mezi organismy velice diverzifikovany.
Procesy determinujici pohlavi pracuji pfes molekularni signaliza¢ni kaskady a vyustuji
ve vyvoj samiciho ¢i samciho jedince. Podnéty této pohlavné determinacni kaskddy mohou
byt genetického ¢i environmentdlniho pivodu. Existuji ovSem i organismy, u kterych se
hranice mezi genetickym a environmentalnim zpisobem determinace pohlavi stiraji a systémy
se vzajemné dopliuji a tvofi kontinuum (Sarre et al. 2004; Pen et al. 2010; Changwei et al.

2014).

1.1 Environmentalni ureni pohlavi

Pfi environmentalnim urceni pohlavi jedinci nedédi pohlavné specifické chromosomy
od svych rodict, nybrz je jejich pohlavi uréeno stimulem z prostiedi (Crews et al. 1994). Tyto
environmentalni faktory ur€ujici pohlavi jsou mezi organismy rtznorodé. NejcastéjSim
takovym faktorem je teplota okoli.

Teplotni uréeni pohlavi bylo poprvé popsano u jestért a Zelv, pozd¢ji i u dalSich druhti
napiiklad u aligatort, hatérie a ryb (shrnuto v Beukeboom and Perrin 2014). Okolni teplota
ovlivituje odlisné Zivoc¢ichy rizné, napiiklad u ryby menidie kanadské (Menidia menidia) vede
nizké teploté¢ diiv nez samci, ziskaji delsi dobu pro rist a vyvoj své télesné stavby (Conover
and Heins 1987). U dal$iho rybiho zastupce, kancika citronového (Cichlasoma citrinellum) se
setkavame s opanym principem, kde je velikost vyhodnéjsi pro samce nez samice, ponévadz
veétsi samci maji vySSi Sance k ubranéni svého paficiho teritoria, a tak jsou samicemi
uptednostiiovani. U kancika citrénového vede tedy nizsi teplota inkubace k vyvoji v samce
(Francis and Barlow 1993). Teplota pii inkubaci ovlivni expresi genti kddujicich steroidogenni
enzymy a receptory steroidnich hormont, které spolecné navedou diferenciaci embryonalnich
gonad bud’ v testes nebo v ovaria (Crews et al. 1994).

Dalsim faktorem ovlivitujicim pohlavi mtze byt fotoperioda, jako je tomu u nékterych
svijonozcii a riznonozct (Walker 2005; Guler et al. 2012). Ptikladem riznonozce jehoz
pohlavi ovlivituje fotoperioda budiz Gammarus duebeni, ktery se vyviji v samce pokud je
dlouha denni perioda a v samice pii kratkodenni periodé (Naylor et al. 1988). Pohlavi jedince
muze byt rovnéz ovlivnéno pritomnosti ¢i absenci opacného pohlavi jako je tomu u rypohlavce

dvouhlavého (Bonellia viridis) (Bachtrog et al. 2014).



1.2 Genetické urceni pohlavi

Pti genetickém urceni pohlavi zalezi pohlavi jedince na genetické informaci zdédéné
od rodic¢t. Druhy s genetickym ur€enim pohlavi maji Casto jeden nebo nékolik malo
pohlavnich determinantt. Existuji ovSem i jiné typy genetického urceni pohlavi. Naptiklad u
dania pruhovaného (Danio rerio) byl identifikovan polygenni determinacni systém. To
znamena, ze pohlavi neni uréeno pouze jednim fidicim determinantem, ale je determinovano

mnoha lokusy genomu jejichz Gi¢inek se akumuluje (Bradley et al. 2011; Liew et al. 2012).

1.2.1 Haplodiploidie

Haplodiploidie je podtyp genetického urceni pohlavi, pfi némz nehraji roli pohlavni
chromosomy, nybrz zalezi na tom, zda je vajicko oplozeno ¢i ne. Samice se vyviji z vajicka
oplozeného a samci z vajicka neoplozeného. Samice dédi polovinu genetického materialu jak
od matky, tak od otce a jsou tedy diploidni, zatimco samci dédi pouze polovinu matcina
genomu a jsou tak haploidni. Udava se, Zze haplodiploidni organismy tvoii 12 % druhii
zivociSné fiSe, haplodiploidie je vSak nejlépe prostudovana u blanokiidlého hmyzu
(Hymenoptera) (Beukeboom 1995; Beye et al. 2003; Bachtrog et al. 2014; Blackmon et al.
2017; Ross et al. 2019). Haplodiploidie se vyvinula z chromosomalniho systému, kde
heterogameticky je samec, nejpravdépodobnéji ze systému X0 (shrnuto v Ross et al. 2019).
Molekularni podstata haplodiploidie je zaloZzena minimalné na dvou riiznych principech, které

budou popsany dale, viz kapitolu 1.3.3 a 1.3.4.

1.2.2 Pohlavni chromosomy

Za genetickym urenim pohlavi stoji ve vétSin€ pfipadii pohlavni chromosomy.
RozliSujeme v zasadé dva systémy liSici se v tom, které pohlavi, samice nebo samec, je
heterogametické. Pokud je heterogameticky samec, pak se jednd o chromosomalni konstituci
s pohlavnimi chromosomy XX/XY (9/d) a pokud je heterogameticka samice, tak hovotfime
o konstituci WZ/ZZ (?/3). Pohlavni chromosomy, které uréuji vyvoj v samici ¢i samce, dédi
jedinci od svych rodict (Charlesworth 1996). Systém XX/XY, spolu s jeho pocetnimi
variantami v¢etné X0, nachdzime naptiklad u vSech savct, vétSiny hmyzu, korysi, nékterych
plazi, ryb, n€kolika obojzivelnikl. Systém WZ/ZZ se v¢etné¢ numerickych obmén vyskytuje
u vSech ptakd, chrostikti, motyll, vétSiny hadl, nékterych ryb, obojzivelniki a korysi (shrnuto

v Bachtrog et al. 2014).



1.2.3 Evoluce pohlavnich chromosomt

Pohlavni chromosomy vznikly v pribéhu evoluce mnohokrat a nezédvisle na sobé¢,
bud’z paru autosomli nebo adopci chromosomu B. Cely proces vzniku pohlavniho
chromosomu z paru autosomi zacind tak, Ze se na jeden z téchto chromosomi pfemisti
pohlavni determinant (Hackstein et al. 1996; Carvalho 2002; Bachtrog 2006). Na onen
chromosom, W anebo Y, se postupné pfemisti geny, které¢ jsou vyhodné pravé pro pohlavi
uréené determinantem. Jelikoz je selekci upfednostnéno dédeéni takovych gend spolecné,
zacnou mezi sebou tvofit tésnou vazbu a omezi se mezi nimi rekombinace inverzi. Represi
rekombinace vSak nevyhnuteln€ dochazi ke ztrat€ funkci mnoha gent na chromosomu. Vznika
tak chromosom unikatni pro heterogametické pohlavi, Y nebo W, ktery zpravidla nese velmi
nizky pocet funkcnich gentl, je z velké Casti degenerovany, Casto heterochromatizovany a
obsazeny repetitivnimi sekvencemi. Tyto degeneracni procesy mohou vést az k iplné ztraté
onoho chromosomu, tedy vzniku konstituci X0 a Z0, a cely cyklus se mlze od zacatku
opakovat. Chromosomy, které maji v homogametickém pohlavi partnera pro rekombinaci,
X a Z, nedegeneruji, nebot’ se rekombinaci ozdravuji a jsou tak vice podobné autosomim

(Charlesworth 1991; Bachtrog 2013; Wright et al. 2016).

1.2.4 Pohlavni chromosomy motyll

Motyli (Lepidoptera) a jejich nejblizsi ptibuzni chrostici (Trichoptera) sdili spolecny
sami¢i heterogameticky chromosomalni systém. Motyli jsou zarovenl nejvétSim zijicim
taxonem s heterogametickymi samicemi. Pro samice je charakteristickd chromosomalni
konstituce WZ nebo Z0, zatimco samce definuje konstituce ZZ (Traut and Marec 1996).

Ptitomnost chromosomu W v genomu je typicka pro pokrocilé druhy z taxonu Ditrysia
obsahujici 98 % vsSech recentnich druht motylt (Traut and Marec 1996). Byl vSak nalezen
i u nékterych bazalnich skupin motyli. Naptiklad Volenikova ve své diplomové praci z roku
2015 prokazala vyskyt chromosomu W u druhu hrotnokiidlece (Hepialidiae), Phymatopus
californicus. Chromosom W nese maly pocet gent a je z velké ¢asti tvofen mobilnimi
elementy, u samic tvoii ¢asto heterochromatinové télisko, kter¢ je transkripéné malo aktivni a
které je mozno pozorovat béhem interfaze jako takzvany sex chromatin (Traut and Scholz
1978; Traut and Marec 1996; Fukova et al. 2005; Traut et al. 2007).

Konstituce Z0/ZZ je charakteristicka pro bazalni druhy motyla a pro vSechny skupiny
chrostikd, které byly dosud zkoumény a lze tedy povazovat tuto konstituci za piivodni (Traut

and Marec 1996; Marec and Novak 1998; Traut et al. 2007). I ptes tento fakt 1ze nalézt systém



7Z0/ZZ u druhti patticich k odvozené&jsim pokrocilejSim skupinam, naptiklad u Samia cynthia
ricini (Saturnidae), poddruhu martinace pajasanového. V tomto ptipad¢ vznikl systém Z0/ZZ
druhotnou ztratou chromosomu W (Yoshido et al. 2005).

Neni vyjimecné setkat se i s numerickymi variantami téchto chromosomalnich
konstituci (Traut and Marec 1996; Traut et al. 2007). Typickym rodem disponujicim
numerickymi variantami téchto systému je rod bélaskli Leptidea u néjz byly v roce 2015
zkoumany tfi druhy a byly odhaleny pocty jejich pohlavnich chromosomtl. U Leptidea
Jjuvernica byla objevena konstituce WiW2W3Z1Z,7374, u Leptidea sinapis WiW2W3Z1Z273
a u tiettho zkoumaného druhu Leptidea reali WiWaW3sWiZ1Z27374 (Sichova et al. 2015).

U vétSiny druhtt motylii nebyly pohlavni chromosomy doposud dostate¢né
prostudovany (Traut et al. 2007). Ziidka objasnéné jsou taktéZ mechanismy urceni pohlavi
motyld. Primarni signal pro spusSténi specifické pohlavi determinujici drahy u druhd s
chromosomalni konstituci WZ/ZZ mize byt teoreticky utvofen bud’ maskuliniza¢nim
genem/geny na chromosomu Z nebo feminizacnim genem na W. V piipad¢ prvnim, kdy je
pohlavi uréeno chromosomem Z, by nejspise zalezelo na poc¢tu tohoto chromosomu v embryu.
Jeden chromosom Z by inicioval vyvoj v samici a dva v samce. Takovy zptsob ur¢eni pohlavi
se pravdépodobné vyskytuje udruhtt s konstituci Z0/ZZ (Traut et al. 2007), ale jeho
molekularni podstata nebyla u zadného druhu dosud prokdzana. Druhy zminény zptisob by
znamenal, ze v pfitomnosti chromosomu W se z embrya vyvine samice a v nepfitomnosti
samec. Druhem reprezentujicim tento zpiisob wurceni pohlavi-tedy W disponujici
feminizacnim genem, je bourec morusovy (Bombyx mori), u kterého byl na chromosomu W
nalezen samici faktor Feminizer (Fem) (Kiuchi et al. 2014), viz kapitolu 1.3.5.

Jak ukézali Yoshido, Marec a Sahara ve své studii, pti které kiizili dva poddruhy
martinaCe pajasanového Samia cynthia ssp. (Yoshido et al. 2016), ne vzdy ma piitomnost
chromosomu W pfimy vliv na pohlavi jedince. Reciprokym kiiZzenim poddruhu S. c. walkeri
a poddruhu S. c. pryeri vzniklo hybridni potomstvo, mezi nimz byly pomoci metody FISH
nalezeny samice bez chromosomu W, a naopak samci, ktefi chromosom W m¢éli. Je tedy
zfejmé, ze pohlavi martinace pajasanového urcuje odlisSny mechanismus, nez jaky byl nalezen
u bource morusového (kapitola 1.3.5) (Kiuchi et al. 2014; Yoshido et al. 2016).

Dalsimi motyly, u nichz byl ¢astecné prostudovan mechanismus urceni pohlavi jsou
Trilocha varians (Bombycidae) (Lee et al. 2015), rod zavije¢it Ostrinia (Crambidae) (Fukui
et al. 2015), osenice ypsilonova, Agrotis ipsilon (Noctuidae) (Wang et al. 2019) a zaptednicek
polni, Plutella xylostella (Plutellidae) (Harvey-Samuel et al. 2020).



1.3 Molekularni podstata pohlavni determinace

Mechanismy urceni pohlavi jsou mezi organismy velice riznorodé. U octomilky
obecné (Drosophila melanogaster) zalezi na poméru poctu chromosomu X vici autosomtim,
u blanoktidlych (Hymenoptera) zavisi pohlavi na ploidii (Beukeboom 1995), nékteré druhy
hmyzu maji pohlavi ur¢ené autosomalnim genem (Baker and Sakai 1976), sam¢im faktorem
na chromosomu Y (Traut 1994; Sievert et al. 1997) a u motyll urcuje pohlavi bud’ pfitomnost
chromosomu W nebo pocet chromosomu Z (Traut et al. 2007). Existence takto velkého spektra
mechanismu ur¢eni pohlavi indikuje rychlou evoluci genli zapojenych v pohlavni determinaci

(Marin and Baker 1998).

1.3.1 Pohlavni determinace octomilky obecné

Octomilka obecna (D. melanogaster) je organismem s nejlépe prostudovanou
molekularné genetickou podstatou urceni pohlavi (Burtis and Baker 1989; Schiitt and Nothiger
2000). Primarnim signalem pohlavné determinacni kaskéady je genova davka z chromosomu X
a autosomtl, chromosom Y v tomto pfipadé pohlavi neovlivni (Cline 1993).

Pokud se pomér poctu X ku poctu autosomil rovna jedné (konstituce XX), zaktivuje se
pomoci XSE (X-linked signal elements), coz jsou transkripéni faktory, hlavni feminizujici
gen Sex-lethal (SxI). Pfi konstituci XY je pocet XSE poloviéni, coz je nedostacujici
pro aktivaci genu Sx/, a tak z né¢j nemiZze vzniknout funk¢ni protein (Cline 1993; Schiitt and
Néthiger 2000; Erickson and Quintero 2007).

Zaktivovany Sx/ funguje autoregulacné tak, Ze protein SXL indukuje aktivni
transkripci a samici sestiih mRNA genu Sx/ (Bell et al. 1991). SXL se v samici vaze na pre-
mRNA genu transformer (tra), ¢imz dojde k pohlavné specifickému sesttizeni a produkci
proteinu. Protein TRA se nasledné, spolecné s proteinem kdédovanym genem transformer-2,
navaze na pre-mRNA genu doublesex (dsx) (Baker and Wolfner 1988; Amrein et al. 1988;
Hoshijima et al. 1991; Inoue et al. 1992). mRNA genu dsx ma dva mozné alternativni sestfihy,
pro kazdé pohlavi jeden. Oba proteiny, prelozené z dsx, pracuji jako transkripcni faktory, ale
chovaji se pohlavné specificky. Vazi se se na rizna mista v genomu, ¢imz ovliviiuji genovou
expresi a pohlavni diferenciaci (Burtis and Baker 1989; Burtis et al. 1991; Jursnich and Burtis
1993; An and Wensink 1995; Clough et al. 2014). Tato draha je schematicky shrnuta
na Obrazku 1.
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Obrazek 1: Urceni pohlavi u octomilky obecné (Drosophila melanogaster). Pokud se
v jedinci nachazi dva chromosomy X, je jejich pomér vici autosomim jedna, tim se iniciuje
sestfizeni mRNA genu Sx/ do samic¢i formy. Gen Sx/ pracuje autoregulacné a dava vznik
proteinu SXL. Protein SXL ovlivni sestfizeni mRNA genu fra do samici varianty, a ten se
ptelozi do proteinu. Protein TRA spole¢né s proteinem TRA2 plisobi na sestfizeni mRNA
genu dsx do samici formy. V ptipad¢, kdy se pomér poc¢tu X viici autosomiim rovna poloving,
se gen Sx/ vyskytuje vsaméi podobé, ktera se kvuli predCasnému stop kodonu pielozi
do nefunkéniho proteinu. mRNA genu tra tak neni ovlivnéna proteinem SXL a vznikéd z ni
nefunk¢ni protein, rovnéz kviili pred¢asnému stop kodonu. mRNA genu dsx se tak sestfihne
do své vychozi podoby a pielozi se do samc¢iho proteinu DSX indukujiciho vyvoj samce.

Schéma upraveno podle Cline and Meyer 1996.



1.3.2 Pohlavni determinace mouchy domaci

Moucha doméci (Musca domestica) je druhem ukazujicim Sirokou diverzitu a rychlou
evoluci mechanismi urcujicich pohlavi u hmyzu. Moucha totiz disponuje hned nékolika
mechanismy determinujici pohlavi (Hediger et al. 2010). Bézné se u ni vyskytuji
nediferencované pohlavni chromosomy XY, které urCuji pohlavi, ovSem v nékterych
populacich byly nalezeny dominantni alely umisténé na riznych chromosomech s u¢inkem
jak feminiza¢nim, tak maskulinizacnim. V populacich mouchy domaci tedy koexistuje fada
systému urcujicich pohlavi, které jsou shrnuty v praci Diibendorfer et al. 2002.

Prvnim ze systémul determinujicich pohlavi je pfitomnost dominantniho faktoru M
na chromosomu Y ¢i na libovolném autosomu, ktery urCuje vyvoj v samce. Samice pak
charakterizuje chromosomalni konstituce postradajici chromosom Y nebo autosom nesouci
M. Faktor M urcuje sam¢i vyvoj tim, ze aktivné inhibuje aktivitu genu Mdtra (ortolog tra
D. melanogaster), ¢imz nedojde k utvoteni aktivniho proteinu TRA, ktery neovlivni sestfih
pre-mRNA genu Mddsx (ortolog dsx D. melanogaster). dsx se tak sestiihne do své vychozi

formy a vznikad sam¢i potomek. Systémy jsou vyobrazeny na Obrazku 2.

Maternal Mdtra2 mat
germline
Maitra mat

e J\/M
7 J’ ? o8

XX =—— XY" XX; +/+=—— XX; M/+ Mdtra2
| — | | — | Mddsx male
XX XY" XX; ++  XX; M/+ \
¢ J ¢ d
male
development

Obrazek 2: Pritomnost faktoru M na chromosomu Y (schéma vlevo) ¢i na autosomu (schéma
uprostied) mouchy domaci indukuje vyvoj v samce kaskadou, ktera je zobrazena vpravo.

Schémata upravena dle Diibendorfer et al. 2002 a poskytnuta Magdou Zrzavou.

Dal8im alternativnim zpiisobem urceni pohlavi u mouchy je pfitomnost mutantni
dominantni alely genu F (= FP), ktera udava vyvoj jedince v samici, a to i za pFitomnosti
dominantniho M. Bylo ukazano, Ze gen F miZe mit i ,loss of function® alelu FM4N, kdy se
homozygotni jedinci F*4N/ FMAN yyviji v samce a jedinci s normalni alelou F v samice. Gen F

je ortologem genu transformer D. melanogaster. Maternalni tra aktivuje zygoticky tra, ktery
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ovlivni specificky sestfih genu dsx v sami¢i formu. Dominantni alela " nevyzaduje pro svoji

aktivaci maternalni #7a a nevykazuje Zadnou odezvu na M. Systém s dominantni alelou F je

schematicky vyobrazen na Obrazku 3 a systém s alelou F*4Y na Obrazku 4.

c Maternal Mdtra2 mat
germline
Maltra mat
Zygotic J
n tivit
? & SRS Mdtra® \/ -
D
MM; F°/+ MM; +/+ l/
Mdtra2
l I Mddsx female
D
MM; F~/+ MM; +/+ /
(-E OZ female
development

Obrizek 3: Pritomnost dominantniho faktoru F' (= Mdtra®) v genomu mouchy domaci. Vlevo
dédicnost faktoru. Vpravo genova kaskada vedouci k sami¢imu vyvoji. Schéma bylo upraveno

dle Diibendorfer et al. 2002 a bylo poskytnuto Magdou Zrzavou.

Maternal Mdtra2 mat
germline
Matra ™

2Zygotic - J
gene activity ‘ \
Mdtram

Fman/+ Fman/Fman .

-

Madtra2

! Mddsx male

I o Y

Q o8

male
development

Obriazek 4: Vlevo dédi¢nost alely FM4N, vpravo genova podstata uréeni pohlavi alelou FM4V

(= Mdtra™™) u mouchy domaci. Exprese Mdtra™ je nizkd a nedokaze stimulovat sestiih
mRNA genu dsx v sami¢i verzi. Schéma bylo upraveno dle Diibendorfer et al. 2002 a

poskytnuto Magdou Zrzavou.

Déle bylo objeveno, Ze existuje linie, jejiz pohlavi urcuje determinant Ag
(Arrhenogenic) dédény od matky, pfi¢emz otec nemé na pohlavi potomka vliv. Heterozygotni

samice pro tento determinant produkuji syny, homozygotni jedinci umiraji. Samic¢imu



potomstvu davaji vznik matky s divokymi alelami. Alela Ag inhibuje materndlni tra, ¢cimz
nedojde k aktivaci zygotického tra, a tak se mRNA genu dsx sestiihne do své samc¢i formy.

Schéma funkce determinantu Ag je naznac¢eno na Obrazku 5.

Maternal Mdtra2 mat
germline
Ag — Mdiram

Zygotic

9 ? gene activity

Aglt m—p— Ag/+ —_— [+ T
+/+ dtra

| — | | — | Mddsx male

+/+ Agl+  ++ Agl+ \

g d 9 7

development

Obrazek 5: Dédicnost alely Ag u mouchy doméci vlevo, pohlavné determinacni draha
napravo. Mdtra = tra, Mdtra2 = tra2. Schémata upravena dle Diibendorfer et al. 2002 a
poskytnuta Magdou Zrzavou.

1.3.3 Pohlavni determinace vcely medonosné

Vcela medonosna (Apis mellifera) je jednim z modelovych druhi fadu blanokitidlych
(Hymenoptera), u kterého je, jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2.1, haplodiploidni systém
uréeni pohlavi. Primarnim signalem pro vyvoj v samici ¢i samce je gen csd, ktery byl nalezen
pouze u rodu Apis a v populacich existuje v 19 alelach (Cook 1993; Hasselmann and Beye
2004). Gen csd pravdépodobné vznikl duplikaci genu tra, ktery ovliviiuje specificky sestiih
transkriptu genu dsx u dvoukiidlych (Diptera) (Hasselmann et al. 2008).

Heterozygozita pro tento gen, kterd nastava v piipad¢ oplodnéni vajicka otcem
s odliSnou alelou pro csd nez ma matka, dava vznik funkénimu heterodimeru proteini CSD, a
tak sami¢imu potomstvu. Pokud se v embryu sejdou dvé stejné alely nebo pouze jedna, tak
gen csd svym piepisem a prekladem tvoii proteiny, které funkéni heterodimer netvoii a jedinec
se vyvine v samce (Beye et al. 2003; Beye 2004). V ptipadé¢ homozygozity samec vétSinou
hyne nebo dava vznik triploidnimu potomstvu, které je zlikvidovano délnicemi (Cook 1993).

U vcely ovliviiuji pohlavi také dal§i geny jako je feminizer (ortolog tra
D. melanogaster) a Amdsx (ortolog dsx D. melanogaster) (Cho et al. 2007; Hasselmann et al.
2008). Na pocatku navrzené pohlavné determinacni molekularni kaskady vcely stoji primarni

signdl z csd, ten je ve formé funkéniho heterodimeru proteintt CSD a ovliviiuje sesttizeni pre-



mRNA genu feminizer (fem). Produkt sestfizené mRNA genu fem pak kontroluje sestfih
mRNA genu Amdsx. Vychozi verzi drahy urcujici pohlavi je pohlavi sam¢i, jelikoz nevyzaduje
funkéni heterodimer pielozeny z genu csd, funkéni protein FEM a pohlavné specificky sestiih
Amdsx, zatimco samic¢i draha je regulovana aktivnim specifickym sestfihem (Gempe et al.

2009). Tyto procesy jsou schematicky popsané na Obrazku 6.

csd heterozygot csd homozygot
C [T D C 1
@ | | D @ [ D

v v v

csd hemizygot
C 0 D

CSD funkcni CSD nefunkéni CSD nefunkéni
— fenf _ fent _ fent

v v v

(i) \FEM protein

¥ 3 3

Obrazek 6: Molekularni draha urceni pohlavi u veely Apis mellifera. Jestlize se v jedinci
sejdou heterozygotni alely pro lokus csd, tak proteiny pielozené z onoho lokusu tvoii funkéni
heterodimer. Heterodimer proteinid CSD ovlivni sestfizeni pre-mRNA genu fem, ktery da
vznik proteinu FEM a ktery funguje autoregulacné. Protein FEM ovlivni gen dsx, jehoz
mRNA, a tim padem i protein, bude samic¢i formy. DSX tak indukuje samici vyvoj. V piipade,
ze je jedinec v genu csd homozygotni nebo hemizygotni, netvoii CSD proteiny funkcni
heterodimer. Z genu fem pak nevznika protein, ktery by ovlivnil dsx. dsx se pielozi do vychozi

samc¢i formy a dava vznik sam¢imu jedinci. Schéma upraveno podle Sanchez 2008.
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1.3.4 Pohlavni determinace vosicky Nasonia vitripennis

Nasonia je parazitickd vosicka fadu Hymenoptera, u které roli primarniho pohlavné
determinacniho signdlu nezastavd lokus csd, ponévadz homozygotni diploidi se vyviji
v samice, a ne v samce. Je tedy zfejmé, ze haplodiploidie miize fungovat i na jiném principu
nez na jakém funguje u vcely A. mellifera (Verhulst et al. 2010a).

Bylo experimentaln¢ ukazano, ze podnétem pro vyvoj jednoho z pohlavi neni stupeii
ploidie, nybrz pfitomnost ¢i absence genomu otce. Mechanismus, ktery urcuje pohlavi je
zalozen na principu maternalniho genového imprintingu genu Nvtra (ortolog D. melanogaster
tra). Pii oplodnéni se do vajicka dostdva imprintovana alela genu Nvfra od matky a
neimprintovana od otce. Funk¢ni alela ptichazi tedy do vajicka pouze pii oplodnéni otcem.
Pokud je gen Nvtra funkéni, etabluje autoregulacni smycku a svym produktem ovlivni sestiih
pre-mRNA genu Nvdsx (ortolog dsx D. melanogaster), a tak ur¢i vyvoj v samici (Verhulst et
al. 2010a).

Vajicka, kterd nejsou oplodnéna, nesou pouze imprintovanou a tedy nefunkéni verzi
Nvtra od matky. Neprobihd v nich tedy zygotickd exprese genu Nvtra a nenastoli se jeho
autoregulacni smycka. Embrya jsou tak pireduréena k vyvoji samc¢iho potomstva (Verhulst et
al. 2010a). Vysledky dosazené studiem haplodiploidnich druhiti ukazuji, Ze oproti diploidnim
organismiim je samic¢i vyvoj zavisly na paternalnim genomu, ktery ovlivni, aktivné ¢i pasivné,

aktivitu genu fra (Verhulst et al. 2010b).

1.3.5 Pohlavni determinace bource moru$ového

Bourec morusovy (B. mori) se diky své ekonomické dulezitosti stal modelovym
organismem v genetickém vyzkumu motyli (Goldsmith et al. 2005). Bourec je jedinym
motylem, u kterého byla odhalena témé&f cela pohlavné determinacni drdha, v€etné primarniho

Pohlavni chromosomy bource vykazuji konstituci WZ/ZZ (Q/3), kde je pohlavi
uréeno piitomnosti ¢i absenci chromosomu W. Navic bylo ukédzano, ze nezélezi
na numerickych variantach systému a ze jeden jediny chromosom W urcuje vyvoj v samici
iza piitomnosti n€kolika kopii chromosomu Z. Tento poznatek vedl k tvaham, ze
chromosom W pravdépodobné nese gen determinujici vyvoj samice a Ze tento dominantni
feminizac¢ni gen hraje hlavni roli v pohlavné determina¢ni kaskadé (Traut et al. 2007; Fujii
and Shimada 2007). Ovsem po dlouhou dobu byly na chromosomu W nachdzeny pouze

transpozibilni elementy a nebyly zndmé zadné genové prepisy €i protein kodujici geny (Abe
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et al. 1998, 2005; Sahara et al. 2003). Az v roce 2011 se podafilo identifikovat specifickou
sami¢i PIWI-interacting RNA (piRNA), u které bylo zjisténo, Ze se nachazi na chromosomu
W a je zodpovédna za determinaci pohlavi (Kawaoka et al. 2011; Kiuchi et al. 2014).

piRNAs jsou malé¢ molekuly RNA o délce 23-30 nukleotidd, které ve zvitfecich
gonddach navadi, diky specifické sekvenci, PIWI proteiny k umlceni aktivity transpozibilnich
elementil. piRNA pracuje prostiednictvim takzvaného ping-pong mechanismu, ktery zahrnuje
dva rozdilné PIWI proteiny. Mezi "sense" a "antisense" piRNA se utvoii desetinukleotidovy
ptekryv, v jehoz mist¢ katalyzuji PIWI proteiny $tépici reakci, a tak je komplementarni cilova
sekvence rozstépena (Brennecke et al. 2007; Gunawardane et al. 2007; Jinek and Doudna
2009).

Ve studii zabyvajici se identifikaci specifické sami¢i piRNA (Kiuchi et al. 2014) bylo
odhaleno pomoci sekvenovani RNA z rtzné starych embryi a naslednym proSetfenim
knihoven piRNA tfi rliznych linii B. mori, Ze je tato piRNA produktem oblasti chromosomu
W determinujici pohlavi. Dale bylo zjisténo, Ze je tato piRNA vyzadovéana pro degradaci
mRNA dals$iho genu, a tim nepfimo ovlivituje specificky sestfih samic¢i varianty mRNA genu
Bmdsx. JelikoZ ma zminéné piRNA feminizacni Gc€inek, byl jeji gen nazvan Feminizer (Fem).
Tak se stal bourec morusovy viibec prvnim objevenym zivocisSnym druhem, u kterého neni
pohlavi ur¢ovéano proteinem, nybrz pomoci nekddujici RNA (shrnuto v Katsuma et al. 2018).

Komplementarni sekvence k Fem piRNA byla nalezena v IX. exonu neznamého genu
lokalizovaném na chromosomu Z. Onen gen byl pojmenovan Masculinizer (Masc) (Kiuchi et
al. 2014). Prokédzalo se, ze piRNA odvozend od Masc mRNA (Masc piRNA) je
komplementarnim partnerem Fem piRNA béhem ping-pong mechanismu, ktery zahrnuje dva
PIWI proteiny, Siwi a BmAgo3 (popsano v Kawaoka et al. 2009; Katsuma et al. 2018).

Interakce mezi Fem piRNA a Masc mRNA zptisobi rozstipnuti Masc mRNA, coz vede
ke specifickému sesttihu mRNA Bmdsx do samici isoformy. Jakym pfesnym zplisobem
ovliviiuje Masc sesttih Bmdsx nebylo dosud objasnéno. Pomoci RNAi bylo potvrzeno, ze Fem
piRNA je primarnim determinantem pohlavi bource a je esencialni pro jeho feminizaci, a Ze
je gen Masc nezbytny pro vyvoj samcu. Ukézalo se, ze tento gen Masc je také zodpovédny za
kompenzaci genové davky, ¢imz se bourec morusovy stal prvnim motylem, u n¢jz byl objeven
tento mechanismus (Kiuchi et al. 2014).

Gen B. mori doublesex (Bmdsx), ortolog genu dsx nalezeného u drozofily
(D. melanogaster), je specificky sestiihan dle pohlavi a piekladan do pohlavné specifického
proteinu, ktery nasledné ovlivni télesny vyvoj bud’ v samce nebo samici (Ohbayashi et al.

2001; Clough et al. 2014). Behem rané faze embryondlniho vyvoje je samici verze Bmdsx
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verzi primarni, sam¢i verze se zacina objevovat 21 hodin po nakladeni vaji¢ek. To koreluje s
hypotézou, Ze feminiza¢ni faktor Fem je transkribovan pied 21 hodinovym stafim
nakladenych vajicek (Katsuma et al. 2018). Molekularni podstata ureni pohlavi u bource

morusového je schematicky vyobrazena na Obrazku 7.

Masc Masc Fem
Z € | D Z @ | D @ [ | > W
Z C M D)

v

Masc mRNA Masc mRNA )
m— Fem piRNA

v v

{ M ! MASC protein —>
D) sestfih Masc mMRNA

Bmdsx Bmdsx
I = | o — ) — (-]

v v

M%&&l Bmdsx' M% BmdsxX

| |
38 ¥

Obrazek 7: Pohlavné determinacni kaskdda bource moruSového (Bombyx mori).

Na chromosomu Z se nachazi gen Masc, ktery se bézné prepisuje do mRNA. U samcii, ktefi
maji chromosomy Z dva, se mRNA tohoto genu pteklada do funk&niho proteinu, ktery ovlivni
sestfizeni pre-mRNA genu Bmdsx do sam¢i formy. Sam¢i mRNA genu Bmdsx se preklada
do samciho proteinu, ktery uréuje vyvoj v samce. Samice maji jeden chromosom Z a jeden
chromosom W. Na chromosomu W je umistén lokus Fem, ktery se pfepisuje do piRNA. Tato
Fem piRNA indukuje rozstfizeni mRNA genu Masc z chromosomu Z, a tak z né¢j nemtize
vznikat funkéni protein. Sestfizeni Bmdsx tedy neni ovlivnéno a vznika vychozi samici verze
proteinu BMDSX, kterd indukuje vyvoj embrya v samici. Schéma upraveno podle Kiuchi et

al. 2014.
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1.4 Pohlavné determina¢ni geny hmyzu

Geny urcujici pohlavi spolupracuji pfes molekularni signaliza¢ni kaskady, vzajemné
se ovliviiuji a piisobi na geny, které maji pfimy vliv na vyvoj samiciho ¢i samciho téla.
Na pocatku téchto kaskad stoji primdrni signal. Tento signdl je velice variabilni, podléha
rychlé evoluci a mlize byt rizného piivodu. Pohlavni chromosomy tak mohou i nemusi mit
vliv na pohlavi (Sanchez 2008). U octomilky obecné (D. melanogaster) zastava roli
primarniho signalu pocet chromosomti X (Erickson and Quintero 2007), druhy pohlavni
chromosom, chromosom Y, nema na urceni pohlavi vliv. Naopak u mnoha jinych druhii
hmyzu pohlavni chromosom unikatni pro heterogametické pohlavi roli hraje. Tak tomu mtze
byt naptiklad u mouchy domaci (M. domestica) (Dlibendorfer et al. 2002) a je tomu tak i
u bource morusového (B. mori) (Kiuchi et al. 2014). U vcely medonosné (4. mellifera) je
primarnim determinantem lokus csd ovliviiyjici pohlavi dle toho v jakém alelovém slozeni se
nachazi (Beye et al. 2003). Primarni spoustéce se Casto rekrutuji z gend, které se jiz v nékteré
pohlavné determinacni draze nachazi. Takovym piipadem je naptiklad pravé zminény gen csd,
ktery vznikl duplikaci genu tra, jez se nachazi v pohlavné determinacni kaskad¢ u octomilky
obecné a pilisobi na gen dsx (Hasselmann et al. 2008). Dal§im piikladem primarniho
determinantu, ktery je ortologem genu tra D. melanogaster je gen F, jehoz dominantni alela
urcuje samici pohlavi u mouchy doméci (Diibendorfer et al. 2002).

Jak se v kaskad¢ postupuje nize, geny zacinaji byt mezi druhy konzervativnéjsi
(shrnuto v Sanchez 2008). NejkonzervativngjSim identifikovanym genem je gen dsx, jehoz
funkce byla nejprve objevena u octomilky obecné, ale od té doby byly jeho ortology nalezeny
ke konci témét kazdé pohlavné determinacni drdhy. Na gen dsx, pusobi geny, které jsou
v pohlavné determinacni kaskad¢ postaveny vySe. Timto plsobenim se mRNA genu dsx
transkripéni faktor ovlivitujici vyvoj jedince v samici nebo samce (shrnuto v Verhulst and van
de Zande 2015).

Studium pohlavné determinacnich kaskad je pfinosné pro vyvoj programu
kontrolujicich hmyzi sktidce. Mohou se tak vyvinout dostupnéjsi a udrzitelnéjsi programy s
pfimym zacilenim na geny determinujici pohlavi. Obale¢ jablecny, Cydia pomonella
(Lepidoptera: Tortricidae) je vyznamnym Sktidcem plodii ovocnych stromtl, predev§im pak
jablek a hrusek. V temperatnich oblastech svéta plisobi svym poc¢inanim velké ekonomické
ztraty, a proto je snahou omezit jeho rozmnozovani (Marec and Vreysen 2019). Vysledky
ziskané touto bakalafskou praci mohou piispét k vyuziti gend determinujicich pohlavi

v eliminaci tohoto Skudce.

14



2 Cile prace

Navzdory tomu, ze jsou motyli (Lepidoptera) jednim z nejpocetnéjSich hmyzich fadu,
molekularni mechanismy stojici za jejich uréenim pohlavi nebyly dosud dostatecné
prostudovany. Jedinym motylim druhem, u kterého je molekularni podstata determinace
pohlavi ¢astecné znamad, je modelovy organismus bourec morusovy (B. mori). Klicovym
primarnim genem, ktery nasméruje vyvoj jedince v sam¢i pohlavi, je Masculinizer (Masc).
Ten je u samic bource inaktivovan prostfednictvim Fem-piRNA lokalizované na chromosomu
W. Gen nachdzejici se na konci této molekuldrni pohlavné determinacni drahy, doublesex
(dsx), je konzervativni a jeho ortology byly nalezeny u mnoha studovanych druht hmyzu.

Cilem této bakalarské prace je zmapovat expresi genu Masc a ur€it, zda ma mRNA
genu dsx pohlavné specifické varianty u obalece jable¢ného (Cydia pomonella), zastupce
celedi obalecoviti (Tortricidae), a piispét tak

1) k odhaleni mechanismu determinace pohlavi u dal§iho motyliho druhu,

2) k porozuméni, do jaké miry je mechanismus determinace pohlavi u motylt

univerzalni.
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3 Material a metody

3.1 Pokusny organismus

Veskeré experimenty byly provedeny na laboratornim chovu Krym-61 obalece
jable¢ného (Cydia pomonella), vyznamného Skidce z celedi Tortricidae. Chov byl
do laboratote uveden v roce 2005 a dalsi informace o ném jsou popséany ve studii Fukova et
al. 2005. Pro experimentalni Gcely poslouzila tkan z vajicek obalece, tkan z dospélce byla

pouzita pouze jako pozitivni kontrola spravné probéhlych pokusi.

3.2 Izolace nukleovych kyselin

K extrakci RNA a DNA z vajicek byla vyuzita metoda sekvenc¢ni izolace, pfi které
z jednoho vzorku ziskdvame jak RNA, tak i DNA. Vajicka byla sbirdna a pomoci sterilniho
tlou¢ku homogenizovana v 500 pul TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, USA) 12, 16, 20, 24 a 48
hodin po jejich nakladeni. Bylo sesbirdno 16 vzorkll z kazdého ¢asu, dohromady tedy 80
vzorkll. Zkumavky s rozmélnénou tkani byly uchovavany v -80 °C. Izolace DNA a RNA
probihala do ziskani tii jedinct samiciho i sam¢iho pohlavi od kazdého stafi. Celkovée byla
DNA a RNA izolovana z 69 jedinct. Pohlavi vajicek bylo urc¢eno dle postupu uvedeném

v kapitole 3.5.1.

3.2.1 Izolace RNA

Povrchy pracovnich ploch byly oSetfeny inhibitorem RN&z RNaseZAP (Sigma-
Aldrich, USA), aby se ptedeslo poniceni izolované RNA. Zkumavky obsahujici jednotlivé
vzorky homogenizované v 500 ul TRI Reagent® byly vyjmuty z -80 °C a k nim bylo pfidano
100 pl 100% chloroformu. Smés byla rdzné¢ protfepana po dobu 15 sekund, nasledné
ponechana 3 minuty pii pokojové teploté a poté centrifugovéana 15 minut pifi 4 °C na 12 000 g.
Oddélena horni vrstva, obsahujici RNA, byla pfenesena do Cisté zkumavky, spodni vrstva
v dalsich krocich poslouzila pro izolaci DNA.

K vrstvé obsahujici RNA byl pfidan 1 pl glykogenu ve vodném roztoku o koncentraci
5 pg/ul, smés byla promichana pipetou, poté k ni bylo pfiddno stejné mnozstvi
100% isopropanolu a nechala se 10 minut inkubovat. Po inkubaci byla smés centrifugovana
10 minut pti 4 °C na 12 000 g. Nasledn¢ byla odstranéna vodna vrstva a utvotreny pelet byl 2x
promyt 75% etanolem vyrobenym z vody zbavené RNazy pomoci DEPC

(diethylpyrokarbonat). Po druhém promyti nebyl etanol odsat, ale byl ponechan ve zkumavce
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spole¢né s peletem. Timto zptisobem byla RNA uchovavana v -80 °C do dalsiho pouziti. Pied

pouzitim byl etanol odsat a pelet byl rozpustén v 10 pl vody osetiené DEPC.

3.2.2 Izolace DNA

Ke spodni organické vrstvé ziskané pfi izolaci RNA bylo pfidano stejné mnozstvi
pufru pro zpétnou extrakci. Pufr pro zpétnou extrakci obsahoval 4 M guanidin thiokyanatu,
50 mM citronanu sodného a 1 M Trizma® base (Sigma-Aldrich, USA), jeho objem byl
doplnén na 100 ml MiliQ vodou a jeho pH bylo pomoci HCI upraveno na 9. Smés organické
vrstvy obsahujici DNA a pufru pro zpétnou extrakei byla dikladné protfepana, ponechana
15 minut inkubovat a centrifugovana 5 minut na 12 000 g. Poté byla horni vrstva pfenesena
do nové zkumavky a k ni bylo pfidano 5 pg glykogenu. Smés byla promichana a bylo k ni
pfidano stejné mnozstvi 100% isopropanolu. Smés byla opét zlehka promichana a inkubovana
5 minut. Nasledn¢ probéhla centrifugace po dobu 10 minut pfi 12 000 g, utvoteny pelet byl
dvakrat promyt ledovym 70% etanolem. Po odsati poslednich zbytki etanolu bylo ptidano
20 pl sterilni MiliQ vody a v ni byl pelet rozpustén. Koncentrace ziskané DNA byla zméfena

na spektrofotometru NanoDrop 2000 (ThermoScientific, Waltham, USA).

3.3 Ptecisténi vyizolované RNA

Vyizolovanad RNA byla nésledné podrobena pisobeni DNézy, pfi¢emz se redukovala
pfipadna kontaminace genomovou DNA (gDNA). K pfecisténi RNA od gDNA byl pouzit
komer¢ni kit TURBO DNA-free™ Kit (ThermoFisher Scientific, USA). Pii precisténi se
postupovalo dle pokynd od vyrobce, pti vstupnim objemu reakce 10 pl. Koncentrace takto
oSetfené RNA byla zméfend na spektrofotometru NanoDrop 2000 a tato RNA byla ihned

pouzita pro reverzni transkripci do komplementarni DNA (cDNA).

3.4 Reverzni transkripce RNA do cDNA

RNA piecisténa od zbytku gDNA byla pomoci komeréniho kitu ImProm-II™ Reverse
Transcription System (Promega, USA) zpétné piepsdna do cDNA za vyuziti Oligo(dT) a
nahodnych primert z kitu. Celkova koncentrace iontt Mg2+ v reakci €inila 3 mM. Pro zvyseni
ucinnosti transkripce byl do reakce pfidan RNasin® Plus RNase Inhibitor (Promega, USA).
Reakce byla provedena v objemu 20 pl dle pokynt vyrobce a obsahovala cca 400 ng RNA.
Ziskana cDNA byla tiikrat zftedénd na vyslednou koncentraci 5-7 ng/pl.
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3.5PCR

3.5.1 Multiplex PCR k identifikaci pohlavi

Metodou polymerazové fetézové reakce s dvéma pary primert byla zjisténa pohlavi
jednotlivych embryi. K tomu byly vyuzity dva pary primert, jeden jakoZzto marker
pro chromosom W a druhy pro gen nachazejici se na chromozomu Z Per (Fukova et al. 2009).
Sekvence primert, vcetn¢ jejich teploty nasedani a délky ocekavaného produktu jsou
zaznamenany v Tabulce I.

Reakce v celkovém objemu 25 pl obsahovala 20-55 ng gDNA, 1x OneTaq Quick-Load
pufr (New England, BioLabs, USA), 200 uM kazdého z nukleotidii (TaKaRa, Japonsko),
0,5 uM od kazdého primeru a 0,04 U/ul OneTaq Quick-Load polymerazy (New England,
BioLabs, USA). Do kazdé reak¢éni smési byla také zapocitana negativni kontrola, ktera
neobsahovala zadnou templatovou DNA a poslouzila jako indikator piipadné kontaminace.
Amplifikace probihala v termocycleru (TProfessional TRIO PCR Thermocycler, Biometra,
Némecko) dle nasledujiciho protokolu: 2 minuty pocate¢ni denaturace DNA pii 94 °C,
35 cyklt opakujicich 20 s denaturace pii 94 °C, 20 s nasedani primert pii 60 °C a 20 s elongaci
pti 72 °C, po dokonceni 35 cykld probéhla postelongace pii 72 °C na 3 min. Vysledné PCR
produkty byly elektroforeticky separovany v 1,5% agarézovém gelu v TAE pufru a po barveni

v ethidium bromidu vizualizovany pod UV detekénim zafizeni.

3.5.2 RT-PCR k identifikaci pohlavné specifického sestfihu dsx

K identifikaci pohlavné specifického sestfizeni mRNA genu dsx byla vyuzita metoda
reverzng transkripéni PCR (RT-PCR). Jako templat reakce byla vyuzita cDNA z jednotlivych
embryi, u kterych bylo pfedem stanoveno pohlavi pomoci PCR metody popsané v kapitole
3.5.1. Sekvence genu byla ziskana bioinformatickou analyzou provedenou Sanderem
Visserem. Primery, viz Tabulku I, byly navrzeny v programu Geneious 7.1.5 a vyhotoveny
firmou Generi Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, Ceska republika).

Reakeéni smés o celkovém objemu 10 pl zahrnovala 20-25 ng templatové cDNA, 1x
ExTaq pufr (TaKaRa, Japonsko), 200 uM od kazdého nukleotidu (TaKaRa, Japonsko),
0,2 uM od obou primerti a 0,025 U/ul ExTaq polymerdzy (TaKaRa, Japonsko). Reakce
probihaly vzdy spole¢né s negativni kontrolou. Amplifikace byla provedena v termocycleru
(TProfessional TRIO PCR Thermocycler) a zacala pocatecni dvouminutovou denaturaci
pti 94 °C, poté probchlo 35 cyklu, které opakovaly 30 s denaturace pii 94 °C, 30 s nasedani

primerti pii 62 °C a 30 s elongace pii 72 °C, nasledovala konecna tii minutova postelongace
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pti 72 °C. Analyza amplifikovanych fragmenti probéhla elektroforeticky v 1,5% agardézovém

gelu v TAE pufru obarveném ethidium bromidem a prosvicenym pod UV svétlem.

Tabulka I: Piehled primerti pouzitych pti PCR.

Nasedaci Velikost
Usek Sekvence primerd 5'-3' teplota oc¢ekavaného Piivod primerti
(°O) produktu (bp)
CGCTCGTGCTGGTCATCCTCAA cca 250 u samic
dsx 62 tato prace
CGCGGTGTGGGGCTACAAGT cca 550 u samct
CCAATGAGGCGATTGAAGA (Fukova et al.
Cpper 60 202
CTGCCTTGCTTGACGATG 2009)
W- TTCTCACATACCCCGATGGT 60 101 (Fukova et al.
marker | TGCTTTCTCGGGATAACGTC 2009)

3.6 Kvantitativni RT-PCR

Kvantitativni reverzni transkriptdzova PCR, oznacovana jako RT-qPCR, je metoda,
kterd byla v této praci vyuZita pro stanoveni relativni miry exprese zkoumaného genu
ve vzorcich. Byla srovnavana relativni Groven exprese genu Masculinizer mezi samicemi a
samci v riznych fazich embryonédlniho vyvoje. Relativni Groven exprese genu mohla byt
stanovena diky porovnani s referen¢nim genem, v naSem piipad¢ rp49.

Jako templat poslouzila cDNA ziskana z jednotlivych rtizné starych embryi obalece
jable¢ného. Stafi embryi bylo 12, 16, 20 a 24 hodin po nakladeni vaji¢ka (hpo). Pro stanoveni
standardni kiivky byla pouzita cDNA z 10-15 embryi dohromady. Pro postup ptipravy cDNA
viz kapitolu 3.4.

Sekvence genli Masc a rp49 byly zjistény bioinformatickou analyzou, kterou provedl
Sander Visser. Primery pro oba geny byly navrhnuty v programu Geneious 7.1.5, tak aby daly
vznik produktu o stejné velikosti a mély podobnou idealni nasedaci teplotu. Ptehled pouzitych
primerti je zaznamenan v Tabulce II. Vhodné primery byly zhotovené firmou Generi

Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, Ceska republika).
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Tabulka II: Prehled primera pouzitych pii RT-qPCR.

) Nasedaci Velikost o¢ekavaného
Gen Sekvence primera 5'-3'
teplota (°C) produktu (bp)
TCCGTTTCTCAACTTCGCCC
Masc 60 97
TTTCCGGTACCACAATCGCC
TTCGTCACCAGTCAGACCGA
rp49 60 97
TACTGGCCCTTGAAGCGC

Kazdy z genii byl analyzovan na jedné desticce s 96 jamkami spolecné s reakci
pro stanoveni standardni kiivky a negativni kontrolou. Analyza geni Masc a rp49 probihala
ve tfech nezavislych biologickych i technickych replikdtech pro ob€ pohlavi. Do prvni fady
qPCR desticky byly v fedici fadé naneseny vzorky pro urceni standardni kiivky. Prvni tii
kolonky obsahovaly nefedénou cDNA, dalsi tfi 5x fedénou, nasledujici tfi 25x fedénou a
posledni tii 125x fedénou cDNA. Do dalSich fad byly naneseny zkoumané samici a sam¢i
vzorky v triplikatech. Do posledniho fadku desti¢ky byla nanesena negativni kontrola, tedy
reakce bez templatové cDNA. Schéma rozvrzeni vzorkll na destiCce je mozné vidét

na Obrazku 8.

BEEEEEEEE @@
BHEBE®EEEEEEM®
OO00OOOOO®OOO '~
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ggg@@@@@@@@@

Obrazek 8: RozvrZzeni experimentu na qPCR desticce. V prvni fadé se nachazi vzorky pro
stanoveni standardni kiivky. Sami¢i vzorky jsou v druhém az ¢tvrtém tadku, samci v patém
az sedmém. Cisla oznacuji stafi vajicka v hodindch, pismena od sebe odliSuji jednotlivé

biologické triplikaty. Osmy fadek obsahuje negativni kontroly.
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Standardni kiivka pro ovéfeni uc¢innosti reakce RT-qPCR byla ptipravena v fedici fadé
v technickych triplikdtech, kdy byla ¢cDNA ziskdna z 10-15 obalecich embryi. Pivodni
koncentrace cDNA pro standardni kiivku byla 10-15 ng/ul, ta byla dale fedéna 5x, 25x a 125x.

Reakéni smés pro RT-qPCR o celkovém objemu 10 pl obsahovala 1x Xceed SG
qPCR Mix Lo-ROX (Institute of Applied Biotechnologies, Praha, Cesko), 0,4 uM od obou
primerti z jednoho paru a 10-15 ng cDNA. Na desticku byla nanesena reakéni smés, poté byla
zakryta ochrannou f6lii a nasledn¢ kratce zcentrifugovana. Reakce byla provedena
v termocycleru CFX Connect RealTime system (Bio-Rad, California, USA) dle nasledujiciho
protokolu: pocate¢ni denaturace po dobu tii minut pii 95 °C, 45 cykll 30 vtetinové denaturace
pti 94 °C, 20 vtefinové nasedani primert a elongace pii 60 °C, po kazdém z téchto cyklii byla
zaznamenana uroven fluorescence. Po ub&hlych 45 cyklech se teplota zvysila na 95 °C po
dobu 15 vtefin a poté klesla na 65 °C. Naslednym postupnym zvySovanim teploty po 0,5 °C
az na 95 °C byla ziskana kiivka tani.

Vysledky probéhlé reakce byly analyzovany programem Bio-Rad CFX Manager 3.1.
Relativni pocet kopii genu Masc (R) byl stanoven vypoctem z ucinnosti reakce (E) a hodnoty

Ct pomoci vzorce:

1+ ERef)CtRef
- (1 + ETaryCtTar>

kde index Ref stoji za referen¢nim genem a index Tar za genem studovanym. Statistické

zhodnoceni vysledk bylo provedeno dvouvybérovym t-testem v programu RStudio.
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4 Vysledky

4.1 Identifikace pohlavi jednotlivych embryi

Pro identifikaci pohlavi jednotlivych embryi bylo vyuzito metody multiplex PCR. Byly
pouzity dva pary primerd, viz Tabulku I. Diky prvnimu z péaru primerti, W-markeru, bylo
mozné amplifikovat sekvenci unikatni pro chromosom W. Primer tvofil u samic produkt o
velikosti cca 400 parti bazi, u samct se produkt netvofil, jelikoz nedisponuji chromosomem
W. Druhy par primert amplifikoval usek na chromosomu Z, gen Per, a tvofil produkt o cca
200 para bazi.

Velikosti vyslednych produktl PCR reakce byly ovéfeny elektroforetickou separaci
v 1,5% agar6zovém gelu. Jako velikostni standard byl pouzit PCRBIO Ladder 1 (PCR
Biosystems, Velkd Britanie). Piiklad vysledku pohlavni identifikace je ukéazany
na Obrazku 9. Jde vzdy o dvé embrya staré 12 hodin, dvé staré 16 hodin, 20 hodin a 24 hodin.

2 3 4 5 6 7 8 L

Obrazek 9: Elektroforeticky snimek jedné z PCR reakci uréenych pro identifikaci pohlavi
jedincti. Cisla 1-8 odpovidaji jednotlivym vzorkiim zréiznych jedinct. "K-" = negativni
kontrola, @ = sami¢i pozitivni kontrola, & = sam¢i pozitivni kontrola, "L" = velikostni
zebticek, v tomto ptipadé PCRBIO Ladder I (PCR Biosystems, Velkd Britanie). Samici
pohlavi vykazuji vzorky ¢islo 2, 3, 4. Naopak samciho pohlavi jsou vzorky ¢islo 1, 5. U vzorki

Cislo 6, 7 a 8 nelze pohlavi s jistotou urcit.

Bylo ovéfeno, ze i u velmi ranych embryi obalece jable¢ného je dostatek DNA na to,
aby pti PCR reakci, v kombinaci s pouZzitymi primery, bylo mozné identifikovat jejich pohlavi.
Diky urceni pohlavi embryi bylo mozné porovnavat samice a samce v relativnim mnozstvi
exprese genu Masc v riznych Casech po nakladeni a také identifikaci pohlavné specifickych

variant mRNA genu dsx.
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4.2 Stanoveni relativni miry exprese genu Masc

Porovnani miry exprese genu Masc mezi pohlavimi rizné starych embryi bylo
provedeno kvantitativni reverzné transkripéni polymerazovou fetézovou reakci. Pro stanoveni
relativniho mnozstvi mRNA genu Masc byl vyuzit autosomalni referencni gen rp49, u néjz se
predpokladd, ze se bchem embryonalniho vyvoje exprimuje stile stejnou mérou.
Bioinformatickou analyzou, kterou provedl Sander Visser bylo ovéfeno, ze se gen rp49
u obalece jable¢ného nenachédzi na pohlavnim chromosomu.

Kvili pfipadnému tvofeni nespecifickych produkti a tvorb¢é primer-dimert byla
pfi analyze zohlednéna kiivka tani, kterd by tyto pfipadné nezddouci produkty odhalila. Diky
sklonu standardni kfivky bylo mozné vykalkulovat G¢innost reakce. Ucinnosti reakce
pro kazdy gen byly zahrnuty do findlniho vypoctu, jehoz vzorec je uveden v kapitole 3.6.
Uginnost reakce referenéniho genu 7p49 byla stanovena na 98 % a genu Masc na 94,2 %.

Nulovéa hypotéza, ze se mira exprese genu Masc v jednotlivych casech mezi samicemi
a samci neli$i, byla testovana dvouvybérovym t-testem na 5% hladiné¢ vyznamnosti.
Experimenty ukézaly signifikantni variabilitu miry exprese genu Masc mezi samicemi a samci
v Casech 12 (p = 0,0309) a 20 (p = 0,001249) hodin po nakladeni, bylo u nich tedy mozné
nulovou hypotézu zavrhnout. Co je ovSem na vysledcich zajimavé je to, Ze v téchto Casech se
exprimuje gen Masc ve veét§i mife u samic nez u samcd, coz je, jak bude dale diskutovano,
v rozporu s analyzami provedenymi u bource morusového. Vysledky shrnuje Tabulka III a

graficky zndzornuje Obrazek 10.

Tabulka III: Souhrnny vysledek RT-qPCR porovnavajici relativni Groven exprese genu Masc
vici genu 7p49 mezi pohlavimi rizn€ starych embryi. Hpo = stafi embrya v hodinach,
F = samice, M = samec, S.D. = smérodatnd odchylka. Primérna relativni exprese byla
vypoctena zprimérovanim Ct hodnot, tedy relativnich poc¢tu kopii genu biologickych

triplikatd. Hodnoty byly zaokrouhleny na desetitisiciny.

Hpo Pohlavi Prumérna relativni exprese genu Masc S. D.
12 F 0,1868 0,0431
M 0,0556 0,0052
16 F 0,0508 0,0047
M 0,0536 0,0152
20 F 0,2072 0,0203
M 0,0445 0,0103
24 F 0,0501 0,0097
M 0,0371 0,0019
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Obrazek 10: Graf vyobrazujici vysledné hodnoty RT-qPCR. Na ose x je vyneseno staii
vajicek v jednotkach hodin (hpo). Osa y reprezentuje primérnou relativni miru exprese genu
Masc vici rp49. Samice reprezentuje kiivka rizova se symboly trojuhelnikli, samce kiivka
modra se symboly te¢ek. Nulovou hypotézu, Ze se exprese genu Masc nelisi mezi samicemi a
samci, bylo mozné zavrhnout v ¢asech 12 a 20 hodin po nakladeni (p < 0,05). V grafu jsou
také zndzornény chybové usecky smérodatné odchylky od priméru. Schéma bylo vytvofeno

v programu RStudio.

4.3 Analyza pohlavné specifického genu dsx pomoci RT-PCR

Pro analyzu alternativniho sestiihu pre-mRNA genu doublesex do sami¢i a samci
mRNA bylo pouzito metody polymerazové fetézové reakce s genové-specifickymi primery.
Pro sekvenci primerti viz Tabulku I. Jako templat reakce byla pouzita komplementarni DNA,
jelikoz cDNA neobsahuje introny, protoze pochazi z mRNA, kterd je jiz sestfiZena. Postup
ziskani cDNA je popsan v kapitole 3.4.

Pokud by k pohlavné specifickému sestiihu mRNA genu dsx dochdzelo, tvotila by
PCR reakce rozdiln¢ velké produkty u samicich a samcich vzorkli. Z obrazku (Obr. 11)
elektroforetické separace PCR produkti je zfejmé, Ze jinak velky produkt vznika u samic a
jinak velky u samci. Samici specificky produkt je o velikosti ptiblizné 550 bp. Sam¢i produkt
se tvoii mensi, a to o velikosti cca 250 bp.

Lze také vidét, ze produkt, ktery neni unikatni pro dané pohlavi, postupné sldbne. Je

mozné se tedy domnivat, Ze pohlavné specificky sestiih mRNA genu dsx se stabilizuje kolem
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20. hodiny po nakladeni vajicka (hpo). To lze pozorovat z Obrazku 11, kde embrya stard 12,
16 a 20 hodin tvoii produkty dva, kdezto embrya stard 24 hodin jiz ukazuji pouze jeden
produkt, specificky pro své vlastni pohlavi. Lze tak tvrdit, Ze pohlavni determinace mezi 12.
a 20. hpo jiz zacala. Jelikoz se v nejmlad$im studovaném embryu nachazi oba sesttihy, nelze

urcit, ktery sestfih je sestiihem vychozim.

Q d

12 16 20 24 48 L 12 16 20 24 48 K-

Obrazek 11: Snimek agar6zového gelu s elektroforeticky separovanymi vzorky RT-PCR
reakce genu dsx. V levé Casti jsou naneseny samici vzorky, v pravé samci. Vzorky pochazi
z jednotlivych embryi starych 12, 16, 20, 24 a 48 hodin. "K-" = negativni kontrola. Velikost
zebiicku PCRBIO Ladder I ("L") je uvedena po stranach v jednotkach part bazi.
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5 Diskuze

5.1 Mira exprese genu Masculinizer

Hlavnim cilem této prace bylo zmapovani miry exprese genu Masculinizer (Masc)
v riznych stadiich embryonalniho vyvoje u samic a samct obalece jable¢ného (C. pomonella).
Gen Masc byl u obalece jable¢ného zkouman jakozto potencidlni primarni pohlavné
determinacni gen. Gen Masc stoji na vrcholku kaskady a hraje kli¢ovou roli v ur¢eni pohlavi
u druhu s nejlépe prostudovanou pohlavné determina¢ni drahou v fadu motyll, bource
morusového. Zda je Masc univerzalnim kli¢ovym genem urcujicim pohlavi mezi motyly neni
dosud dostateéné prozkoumané. OvSem u nékterych motylii byly jiz ortology genu Masc
identifikovany. Naptiklad u druhu blizce ptfibuzného bourci (B. mori) Trilocha varians
(Bombycidae) byla potvrzena klicova funkce genu Masc v pohlavni determinaci (Lee et al.
2015). Stejné tak byly ortology genu Masc objeveny i u piibuzné vzdalenéjSich druhd, a to
u rodu zaviject Ostrinia (Crambidae) (Fukui et al. 2015), osenice ypsilonové, Agrotis ipsilon
(Noctuidae) (Wang et al. 2019) a zaptednicka polniho, Plutella xylostella (Plutellidae)
(Harvey-Samuel et al. 2020).

Gen Masc kdduje protein s motivem tandemového zinkového prstu. Takové proteiny
navazanim na mRNA a jeji naslednou degradaci reguluji genovou expresi (Blackshear 2002).
V ptipadé bource (B. mori) bylo zjisténo, ze pro maskulinizaci nejsou esencidlni domény
zinkovych prstli na N konci proteinu, nybrz v oblasti nachazejici se na C konci (Katsuma et
al. 2015). Jak bylo ukazédno v neddvnych studiich, gen Masc je u bource moruSového
vyzadovan nejen pro sam¢i vyvoj, ale také pro kompenzaci genové davky z chromosomu Z
u samci, pfesny mechanismus kompenzace dosud neni znam. Nicméné bylo potvrzeno, Ze
produkt genu Masc je jaderny protein, coz podporuje hypotézu jeho role v kompenzaci genové
davky, jelikoZz ta by se méla odehravat pravé v jadie (Katsuma et al. 2015). Role tohoto genu
v kompenzaci genové davky byla objevena u rodu zaviject Ostrinia v souvislosti s manipulaci
pohlavi indukovanou endosymbiotickou bakterii Wolbachia. Tato endosymbioticka bakterie
cili na gen Masc a skrz jeho inaktivaci znemozni kompenzaci genové davky u samci, coz
u infikovanych samcti vede ke smrti (Fukui et al. 2015).

K ucelu stanoveni relativni exprese genu Masc béhem embryonalniho vyvoje obalece
jable¢ného byla vyuzita metoda kvantitativni RT-PCR. Tato metoda byla zvolena z toho
diivodu, Ze umoznuje stanoveni relativni miry exprese studovaného genu porovnanim
s expresi genu, ktery se v genomu studovaného organismu exprimuje stale stejnou meérou.

Pro tuto analyzu byla pouzita vajicka stard 12, 16, 20 a 24 hodin. Tyto Casy byly vybrany
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z divodi domnének, ze pravé mezi 12. a 24. hodinu po nakladeni se pohlavi jedince
determinuje, jak je tomu naptiklad u bource morusového (B. mori) (Kiuchi et al. 2014), ¢i
zavijece moucného (Ephestia kuehniella) (Sander Visser, nepublikovano).

Jako referencni gen, jehoZ exprese byla porovnavana s expresi genu Masc, byl vybran
autosomalni gen kodujici ribozomalni protein, rp49. Tento gen byl zvolen podle vzoru studia
genu Masc u bource morusového (B. mori) (Kiuchi et al. 2014), kde prave rp49 slouzil jako
gen referencni. Tento gen byl jakozto vnitini standard pouzit i pfi analyzach miry exprese
genu Masc u zavijeCe moucného, E. kuehniella (Lepidoptera) (S. Visser, nepublikovano).
Spatné volba referen¢niho genu by mohla zapi#i¢init ovlivnéni vysledki pokusu. V piipadg,
kdy by se gen pouzity jako vnitini standard exprimoval jinak u samic a jinak u samct, tak by
zmanipuloval vysledky exprese genu Masc, jehoz expresi pravé mezi samicemi a samci
porovnavame.

Vysledky v této praci, dosazené metodou RT-qPCR, ukazuji, Ze relativni exprese genu
Masc je béhem embryondlniho vyvoje mezi samicemi a samci rozdilna. Statistické zhodnoceni
dat prokdzalo na 5% hladin€ vyznamnosti odliSnou miru exprese v embryich starych 12 a
20 hodin. V casech 16 a 24 hodin po nakladeni vajicka rozdily signifikantni nejsou.
Z Obrazku 10 v kapitole 4.2 je ziejmé, Ze u samic se gen Masc exprimuje ve vetsi mife nez
u samci, a to v embryich starych 12 a 20 hodin. Relativni exprese studovaného genu se
u samcu v prubéhu casu téméf neméni, od 16. hodiny po nakladeni (hpo) mirné klesa. Naopak
u samic se exprese méni rapidné. V case 12 hpo je exprese vyssi, poté prudce klesa, od 16. do
20. hodiny stéii znovu stoupd, nasledné mezi 20. a 24. hodinou opét klesa. Tyto vysledky jsou
v rozporu se zavery ziskané studiem mechanismu pohlavni determinace u bource morusového.
U tohoto motyliho druhu byla zanalyzovana exprese genu Masc védeckou skupinou Kiuchi et
al. v roce 2014 a byl ur€en jakozto primarni faktor zodpoveédny za saméi vyvoj. Gen Masc byl
u bource morusového studovan v embryich starych 15, 18, 21 a 24 hodin. Vysledky ukézaly,
ze se exprese genu Masc v samcich embryich mezi 15 a 18 hpo piekotné zvySuje a nasledné
mezi 18 a 21 hpo prudce klesa. U samic je situace jind, od 15 hpo exprese klesd a nadale
zUstava mirna. V porovnani s vysledky analyz v této praci Ize jasné fici, ze exprese genu Masc
u obalece (C. pomonella) a bource (B. mori) vykazuje odlisné schéma. Je tedy mozné se
domnivat, Ze pohlavi u obalece jable¢ného a u bource morusového je uréeno rozdilnym
zpusobem. Vysledky ziskané v této praci by teoreticky bylo mozné vysvétlit i tim, ze se gen
Masc u obalece (C. pomonella) exprimuje diive nez ve 12 hpo. V takovém piipadé by byl
tento gen stale potencidlnim klicovym genem v uréeni pohlavi obalec¢e jable¢ného. Takovou

situaci nelze nyni posoudit, nebot’ v této praci byla nejmladsi studovana embrya stard 12 hodin.
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U bource (B. mori) byl pozdéji identifikovany i jiny maskuliniza¢ni gen, Bmznf-2. Tento gen
dava vznik CCCH prstovému zinkovému proteinu, ktery ovliviiuje pohlavné specifické
sestfizeni mRNA genu dsx. Funkce tohoto proteinu byla studovdna v bunécéné linii in vitro,
kdy v samicich buiikach protein funkéni nebyl, kdezto v saméich funkéni byl a indukoval
sestfizeni mRNA genu dsx do sam¢i formy (Gopinath et al. 2016). Je tedy mozné, Ze se takovy

gen nachazi i v genomu obalece (C. pomonella) a prevzal maskuliniza¢ni funkei genu Masc.

5.2 Analyza genu doublesex

Gen doublesex (dsx) je oproti primarnim spoustéétim pohlavné determinacnich drah
mezi zivoCiSnymi druhy konzervativni. Poprvé byl objeven u octomilky obecné
(D. melanogaster) (Nagoshi et al. 1988) a od té doby byly jeho ortology identifikovany
u mnoha jinych hmyzich druhti. dsx je dosud jedinym objevenym pohlavné determina¢nim
genem s konzervativni funkei v fddu motyld. dsx je gen, jehoz mRNA ma pohlavné specifické
alternativni sestiihy. Ktery alternativni sestfih vznikne zalezi na tom, zda na pre-mRNA dsx
pusobi produkty jinych pohlavné determinacnich genti. Proteiny pielozené ze sestfizené
mRNA pracuji jako transkripéni faktory ovlivilujici mnoho mist v genomu a tim davaji vznik
jednomu z pohlavi (Verhulst and van de Zande 2015). Bourec morusovy (B. mori) byl prvnim
hmyzim druhem, u kterého byl ortolog genu dsx nalezen (Nagoshi et al. 1988). U bource byly
identifikovany alternativni sestfihy jak pro samici, tak pro samce.

Jednim z cili této bakaldiské prace bylo zjistit, zda se pohlavné specifické mRNA genu
dsx vyskytuji 1 u obalece jable¢ného (C. pomonella). K tomu bylo vyuzito metody RT-PCR,
do které¢ se jako templat k amplifikaci pouzivd cDNA. Tato ¢cDNA byla izolovana
z jednotlivych embryi starych 12, 16, 20, 24 a 48 hodin a postup jejiho ziskani je popsan
v kapitole 3.4. Usp&sné se podafilo identifikovat dva produkty o rtizné velikosti, viz Obrazek
11. Vétsi z produkti se typicky tvoril u vzorkli se sami¢i tkdni, mensi produkt se tvofil
u samcu. To zhruba odpovida i situaci u bource morusového, kde se vétsi z produkti také
tvoril u samic a mensi u samct (Kiuchi et al. 2014).

U bource (B. mori) bylo ukazano, Ze vychozi variantou mRNA genu dsx je varianta
specificka pro samice a jeji velikost byla stanovena na 475 bp. U embryi starych 15 a 18 hodin
se nachazi pouze samici varianta. Sam¢i varianta se objevuje az 21 hpo a vykazuje velikost
226 bp. U samic se v ¢asech 21 a 24 hpo tvoii velmi slabé sam¢i produkty. U samct se sila
samciho produktu od 21. hodiny po nakladeni postupné zvySuje, zatimco sami¢i produkt
slabne. Z té€chto vysledk 1ze vyvodit, ze sami¢i Fem piRNA zaciné ptsobit pravé pied 21 hpo

(Kiuchi et al. 2014). Jako vychozi byl samici sestfih mRNA genu dsx objeven i u motyla
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T. varians z celedi bourcovitych. U tohoto blizkého ptfibuzného bource (B. mori) se
ve 12 hodin starych embryich ukazuje pouze samici sestiih. V embryich starych 16 a 24 hodin
se nachazi oba sestfihy jak samici, tak i sam¢i. V dobé 48 hpo je jiz produkt ustdlen na variantu
daného pohlavi embrya (Lee et al. 2015).

Z vysledki analyzy exprese genu dsx u obalece jablecného ziskanych v této praci, nelze
ze nejmladsi zkoumand embrya byla 12 hodin stard a v tomto Case vykazuji vzorky jiz oba
pohlavni sestfihy. V case 24 hpo se jiz vyskytuje pouze jeden produkt specificky pro dané
pohlavi. Je tedy ziejmé, ze kaskada genli ovliviiujici gen dsx se u obalece (C. pomonella)
aktivuje dfive nez ve 12 hodinich po nakladeni. Tento vysledek poukazuje na odliSny
mechanismus regulace sestiihu mRNA dsx v ranych fazich embryonélniho vyvoje obalece
(C. pomonella) a bource (B. mori).

Muze se jednat o stejny ptipad jako u osenice ypsilonové (P. xylostella), kde bylo
v préci z roku 2020 zjisténo, ze se pohlavné specificky produkt genu dsx ustéli jiz 24 hodin
po nakladeni. U embryi starych tii hodiny se nachézi pouze samici varianta, je tudiz variantou
vychozi. U embryi starych 6 hodin se nachazi obé formy a u 24 hodin starych embryi jen
varianta charakteristickd pro pohlavi jednotlivych embryi. Stejné vzorky byly pouzity i
pro analyzu genu Masc. Bylo ovéfeno, ze se samc¢i varianta genu dsx nachdzi pouze

ve vzorcich, u kterych se gen Masc exprimuje (Harvey-Samuel et al. 2020).
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6 Zavér

Obalec¢ jable¢ny (Cydia pomonella) je ekonomicky vyrazny Skidce jadrového ovoce,
k jeho eliminaci se vyviji kontrolni programy, které se pokousi cilit na pohlavné determinacni
kaskéadu. Tato bakalafska prace se zabyvala analyzou dvou pohlavné determinacnich gent,
Masculinizer (Masc) a doublesex (dsx), obalece jablecného. Ke studiu genu Masc byla pouzita
metoda kvantitativni reverzné transkripéni PCR (RT-qPCR) a ke studiu genu dsx reverzné
transkripéni PCR (RT-PCR).

Diky metodé¢ RT-qPCR bylo odhaleno, Ze se u samci hladina exprese genu Masc
v raném embryondlnim vyvoji neméni a je nizkd. Oproti tomu u samic se mira exprese
prekotné méni, v priibéhu Casu se zvySuje a poté zase klesd. Tyto vysledky nepodpoftily
schéma pohlavni determinace bource morusového (B. mori), kde béhem raného
embryonalniho vyvoje je mira exprese genu Masc vyS$i u samcii nezli u samic. Byly
identifikovany pohlavné specifické sestiihy mRNA genu dsx, jeden samici a jeden sam¢i. V
nami studovaném c¢asovém okné (12-48 hpo) se nepodafilo urcit, ktery sestiih je pro obalece
vychozim, jelikoz jiz v nejmlad$im embryu se ukazaly oba sesttihy. Je tedy pravdépodobné,
ze pohlavni determinace zac¢ina u obalece dfive nez ve stafi 12 hodin.

Prestoze jsou motyli (Lepidoptera) druhové nejpocetnéjsim hmyzim fadem a
nejpocetnéjsi skupinou zivocichii disponujici heterogametickymi samicemi, o molekularnich
mechanismech urceni jejich pohlavi existuji pouze kusé informace. Vysledky ziskané v této
praci mohou pomoci k identifikaci pohlavné determinacni kaskddy u druhu z celedi

obalecoviti (Tortricidae), obalece jablecného (C. pomonella).
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