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1. Uvod

1.1. Evoluce pohlavnich chromozomii

U vétSiny druhit zivocicht a nékterych druhd rostlin je pohlavi jedince urceno
geneticky, pomoci pohlavnich chromozomi. Typicky je jedno pohlavi homogametické, jehoz
genom obsahuje dva stejné pohlavni chromozomy (XX, ZZ), a druhé pohlavi heterogametické,
jehoz jadro obsahuje dva odlisné pohlavni chromozomy (XY, WZ). U téchto jedincu je
sexualni vyvoj fizen genem urcujicim pohlavi, ktery spousti kaskadu procest, jez vedou
k vyvoji sam¢iho ¢i samic¢iho pohlavi (Abbott, Nordén, Hansson, 2017). Tento typ se vyvinul
béhem evoluce nezavisle mnohokrat, a dochazi pti ném k postupné degeneraci gent

na chromozomu, ktery je pro heterogametické pohlavi unikatni (Y, W) (Bachtrog, 2006).

Obecné uznavana je teorie, ze pohlavni chromozomy se vyvinuly z paru autozomd.
Evoluce tohoto paru v pohlavni chromozomy zacala v okamziku, kdy jeden chromozom
z tohoto paru ziskal gen uréujici pohlavi pro sam¢i ¢i samici pohlavi (Charlesworth, 1996;
Rice, 1996). Tento gen mohl vzniknout pomoci mutaci, nebo byt pfenesen z jiného paru
chromozomt, kdy se tento piesun nazyva “turnover* (Abbott et al., 2017; Wright et al., 2016).
U zivoc€icht s uréenim pohlavi pomoci pohlavnich chromozomi Y a W se u tohoto genu
nasledn¢ zaCaly shromazd’ovat dalSi geny vyhodné pro toto pohlavi a pro druhé pohlavi
nepotiebné. Pro tyto geny je vyhodné, aby se do dalSi generace prendsely spole¢né, proto
zacala selekce v této oblasti chromozomu upiednostiiovat urcité nahodné vznikajici pfestavby
(inverze), ¢imz bylo zamezeno rekombinaci béhem crossing overu (Beukeboom a Perrin,
2014; Charlesworth, Charlesworth, Marais, 2005). S pfibyvajicimi prospéSnymi geny se
i oblast s priestavbami zacala zvétSovat, az zaujimala vétSinu chromozomu. Ztrata
rekombinace a s ni spojena akumulace mutaci zptsobila postupnou degeneraci a ztratu vétsiny
geni na tomto chromozomu (Felsenstein, 1974; Charlesworth a Charlesvorth 1978;
Charlesworth a Charlesworth, 2000). Pomoci téchto procest muze dojit az k Gplné ztraté
chromozomu Y nebo W, kdyz se hlavni gen ur¢ujici pohlavi pfesune na jiny chromozom ¢i je
nahrazen genem novym a cely proces za¢ne znovu (Charlesworth, 2005; Kaiser, Bachtrog,
2010). Timto cyklem prochazeji vSechny pohlavni chromozomy druhii s chromozomalnim

uréenim pohlavi, ale u kazdého druhu se nachazeji v rizné fazi.

Chromozom, ktery neprodélal tyto zmény (X a Z), prochazi vlastni evoluci. Tento
chromozom se V heretogametickém pohlavi vyskytuje pouze v jedné kopii, tudiz kazda

recesivni alela, ktera se objevi na tomto chromozomu a dava heterogametickému pohlavi



reprodukéni vyhodu, je ihned viditelna pro selekci. Soucasné se tyto chromozomy vétSinu své
existence (2/3) vyskytuji v homogametickém pohlavi, coz dava selekci moznost na téchto
chromozomech shromazd’ovat geny prospésné pro pohlavi homogametické. Chromozomy X
a Z tak neodrazi pouze podobu autozomu, z n¢hoz vznikly, ale mohou nést velké mnozstvi

gend prospéSnych jak pro sam¢i, tak i sami¢i pohlavi (Bachtrog, 2006; Rice, 1984).

Diferenciace mezi chromozomy X a Y (ptipadné Z a W) a ztrata vétSiny funkénich
gent na chromozomu Y (W) miize byt urychlovana dal$imi procesy, jako je Mullerova rohatka
(Charlesworth, 1978; Muller, 1964), geneticky hitchhiking (Rice, 1987) a selekce na pozadi
(Charlesworth 1994).

1.2. Pohlavni chromozomy motyli

U motylid (fad Lepidoptera) a jejich blizce ptibuzného fadu chrostiki (Trichoptera)
nalezneme  chromozomové urCeni pohlavi s heterogametickymi  samicemi a
homogametickymi samci, stejné¢ jako u ptaka ¢i veétSiny hadt. Motyli jsou také nejvétSim
taxonem s timto urcenim pohlavi a spole¢né s chrostiky a né€kolika druhy dvoukiidlich
(konkrétné z Celedi Tephritidae, Diptera) také jedinymi zastupci hmyzu s timto pohlavnim
uréenim (Bull, 1983; Bush 1966; Traut a Marec, 1996). Chromozomovy systém
S heterogametickymi samicemi Se oznaCuje systétm WZ/ZZ nebo Z0/ZZ v zavislosti

na pritomnosti chromozomu W (Traut, Sahara, Marec, 2007).

Za puvodné&;jsi konstituci se povazuje Z0/ZZ, ktery nalezneme u chrostikt a bazalnich
motyld. Systém WZ/ZZ se dnes vyskytuje u vétsiny druhit motylu (viz Obrazek 1) a existuje
nékolik teorii o jeho vzniku, konkrétn¢ o vzniku chromozomu W. Jednou z nich je ta, ze
chromozom W vznikl fazi ptivodniho chromozomu Z s autozomem (Traut a Marec, 1996;
Traut a Marec, 1997; Yoshido, Marec, Sahara, 2005). Tuto hypotézu podporuje napiiklad to,
ze urceni pohlavi s heterogametickymi samicemi se u spolecného piedka motyla a chrostiki
objevilo pted vice nez 180 miliony let, zatimco chromozom W se u spole¢ného piedka vyvinul
ptiblizné az ped 97 miliony let (Kristensen a Skalski, 1999; Grimaldi a Engel, 2005). Druhou
teorii je, Zze chromozom W vznikl z chromozomu B (nadbyte¢ny chromozom, vyskytujici se
pouze u nékterych jedincti v ramci druhu), ktery se zacal parovat s chromozomem Z. Tuto
teorii podporuji n¢které studie chromozomi Z a W (Dalikova et al., 2017a; Fraisse, Picard,
Vicoso, 2017).



Trichoptera

cely rad Trichoptera Z
f Lepidoptera Micropterigidae z
Eriocraniidae n.d.
5 Hepialidae WZ
= Nepticulidae n.d.
@ N [ Adelidae n.d.
g \@Q L Incurvariidae n.d.
3 AP Tischeriidae Wz
° Meessiidae n.d.
g Psychidae zZ
Tineidae z
\L‘_@ Gracillariidae wZ
,{/\‘30.\ — Plutellidae WZ
e Yponomeutidae WZ.2Z,
Tortricidae WZ, WZ.Z,
Papilionidae wzZ
Hesperidae n.d.
Pieridae WZ;, W Z,
Lycaenidae Wz
Nymphalidae WZ; WZ.Z,
Gelechiidae wWZ
r: Coleophoridae WZ
Xyloryctidae WZ
Lt Oecophoridae WZ
Depressariidae WZ
Crambidae Wz, WW,Z
Pyralidae wZ
Erebidae WZ; WW.Z
Noctuidae W2z
Geometridae WZ,WZ.Z
Lasiocampidae WZ.Z,
Bombycidae W2z
Saturniidae Wz, WZZ,; Z
_: Sphingidae WZ

Obrazek 1: Cytogeneticky potvrzené systémy pohlavnich chromozomii mapované
na fylogenezi fadu Lepidoptera (autor obrazku: prof. RNDr. FrantiSek Marec, CSc.). Celkova
fylogeneze zalozend na praci Kawahara et al., 2019 a Mitter, Davis, Cummings, 2017.
Fylogeneze nadceledi s vice nez dvéma celedémi: Papilionoidea — Espeland et al.,
2018; Gelechioidea — Sohn et al., 2016; Bombycoidea - Hamilton, St Laurent, Dexter et al.,
2019. Zdroje pro wurCeni chromozomovych systému: Trichoptera - Marec, Novak,
1998; Micropterigidae - Traut, Marec, 1997; Hepialidae - Kawazoe, 1987 a Volenikova,
2015; Tischeriidae, Tineidae, Gracillariidae, Plutellidae — Dalikova et al., 2017; Psychidae
- Hejni¢kova et al., 2019; Tortricidae — Sichova et al., 2013; Pieridae (Wnzn) — Sichova et al.,
2015; Lycaenidae — Kreklova, 2020; Nymphalidae (WZ; WZ1Z>) - Yoshido, Yamada, Sahara,
2006 a Smith et al.,, 2016; Gelechioidea - Carabajal Paladino et al., 2019; Noctuidae
- Yoshido, Yamada, Sahara, 2006; Geometridae — Hejnickova et al., 2021; pro ostatni data a

rodiny - Marec, Sahara, Traut, 2010.



Kromé¢ standardniho, hojné se vyskytujiciho systému WZ/ZZ najdeme u motyll
I odvozengjsi systémy jako jsou Wi1W2Z/ZZ nebo WZ12,/Z217,7,75). 1 u odvozengjsich druhti
motyld vSak mizeme nalézt systém Z0/ZZ, kde se tento systém objevil diky druhotné ztraté

chromozomu W (Sahara, Yoshido, Traut, 2011).

Identifikace jednotlivych motylich chromozomu byla fadu let velice problematicka,
protoze tyto chromozomy maji stejny tvar i velikost, nemaji primarni konstrikce a dosud
znamé metody nebyly vyhovujici (Wolf, 1996). Detailngjsi studie umoznil az vznik modernich
technik jako je fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) ¢i komparativni genomova
hybridizace (CGH) a genomova in situ hybridizace (GISH) (Traut et al., 1999; Sahara et al.,
2003a; Sahara et al., 2003b)

1.2.1. Chromozom Z
Molekularni struktura chromozomu Z je velice podobna konstituci autozomu a je
konzervativni u vSech druhtt motyli (Sahara, Yoshido, Traut, 2011). Genové sloZeni

chromozomti Z navic neni konzervativni pouze v ramci motyld, ale i v ramci vSech druht

ptakt (Nanda et al., 2008).

Zkoumanim minovni¢ka dubového (Tischeria ekebladella), klinénky jirovcové
(Cameraria ohridella), zaptednicka polniho (Plutella xylostella) a mola Satniho (Plutella
xylostella) (Dalikova et al., 2017a) byla prokazana konzervativnost chromozomu Z V ramci
skupiny Heteroneura, zkoumanim hrotnokiidlece chmelového (Hepialus humuli) a
amerického hrotnoktidlece Phymatopus californicus byla prokazana konzervativnost u ¢eledi
hrotnokfidlecovitych (Hepialidae) (Volenikova, 2015) a zkoumanim hrotnokiidlece
salatového (Triodia sylvina), adély pestré (Nemophora degeerella), k. jirovcové, b.
moruSového a chrostika Limnephilus lunatus (Fraisse et al., 2017) byla prokazana

konzervativnost chromozomu nejen napii¢ nékolika ¢eledémi motylu, ale i s fadem chrostika.

1.2.2. Chromozom W

Motyli chromozom W casto predstavuje nejvétsi a nékdy 1 jediny blok
heterochromatinu, ktery se v bufice vyskytuje. Tato konstituce naznacuje, Ze chromozom W
je z velké casti tvoren repetitivni DNA, ktera se béhem evoluce kumuluje na pohlavnich
chromozomech, které neprochazeji rekombinaci (Kaiser a Bachtrog, 2010). Nejcast&jsim
komponentem na chromozomu W jsou mobilni elementy, coz bylo potvrzeno studii b.
morusového, obaleCe jablecného (Cydia pomonella) a zavijece moucného (Ephestia
kuehniella) (Abe et al., 2005; Fukova et al., 2007; Traut et al., 2013). Diky tomu je mnozstvi



kédujicich sekvenci eukaryotickych genti velmi malé a tyto sekvence nejsou mezi druhy
sdilené (Gotter, Levine, Reppert, 1999; Van’t hof et al., 2013; Kiuchi et al, 2014; Nagaraju et
al., 2014; Fuijii et al., 2015). Repetitivni sekvence prodélavaji velmi rychlou evoluci a stavaji
se tak hlavnim motorem degenerace chromozomu W (Marec, 1996; Sahara et al., 2003a).
Kromé mobilnich elementti v8ak K rychlému vyvoji chromozomu W piispiva také samici
achiasmaticka meidza neboli meidza bez crossing overu. Diky tomu degenerace chromozomu

W zacina prakticky ihned po jeho vzniku (Traut, 1977).

Ptestoze nekteré informace o motylim chromozomu W ziskané béhem let poslouzily
k lep$imu porozuméni o evoluci tohoto chromozomu (Nguyen a Carabajal Paladino, 2016;
Traut, Sahara, Marec, 2007), o jeho specifickém sekvenénim slozeni vime velice malo, a to
Z n¢kolika divodi. Jednim z nich je fakt, ze chromozom W je, jak uz bylo zminéno vyse,
z velké casti tvoren repetitivni DNA, kterd tvoii velké heterochromatinové bloky. Rané
platformy pro sekvenovani genomu produkovaly kratka ¢teni a v této dob¢ jesté nebyly znamy
nastroje schopné z téchto kratkych usekl sestavovat useky repetitivni DNA, coz znemoznilo
ziskavani informaci o mistech genomu bohatych na repetice, a tak se sekvenovani soustfedilo
spiSe na samc¢i genomy (Gasparotto et al., 2022). DalsSim je, Ze na rozdil od chromozomu Z,
ktery je do zna¢né miry konzervovany i1 mezi malo piibuznymi druhy motyl, prochézi
chromozom W velice rychlou evoluci, coz vede k velké variabilit¢ chromozomt W i mezi
blizce pribuznymi druhy. Skutecnost, Ze i blizce piibuzné druhy maji velice odlisSné sekvence
na chromozomu W, byla prokdzana pomoci CGH a Zoo-FISH u zavijeCt: zavijec
Cadra cautella, zavije¢ paprikovy (Plodia interpunctella) a zavije¢ voskovy (Galleria
mellonella) (Vitkova et al.,, 2007), u skvrnopasnikii: skvrnopasnik angreStovy (Abraxas
grossulariata) a skvrnopasnik jilmovy (Abraxas sylvata) (Zrzava et al.,, 2018) a také
u travaiikt: z. kukufi¢ny, zavije¢ zimostrazovy (Cydalima perspectalis) a travaiika Diatraea
postlineella (Cabral-de-Mello et al., 2021).

Slozeni chromozomu W je stale nezndmé, piesto na ném byly identifikovany nékteré
satelity, mikrosatelity, mobilni elementy a ve vyjime¢nych ptipadech 1 klastry rDNA (Abe
et al. 2005; Traut et al. 2013; Véchtova et al. 2016; Dalikova et al. 2017b; Zrzava et al. 2018;
Cabral-de-Mello et al. 2021). Konkrétn¢ jsou dnes znamé naptiklad rtizné transpozony,
mikrosatelity a sekvence mitochondrialni DNA z. mou¢ného (Traut et al., 2013), LTR (dlouhé
terminalni sekvence) a non-LTR retrotranspozony o. jable¢ného (Fukova et al., 2007), LTR,
non-LTR a DNA retrotranspozony b. morusového (B. mori) (Abe et al., 2005), dva

transpozony travatika Diatraea saccharalis (Gasparotto et al., 2022) a n¢kolik non-LTR a
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LTR retrotranspozonti riznorozce trnkového (Peribatodes rhomboidaria) (Hejni¢kova et al.,
2023).

1.3. Repetitivni DNA

Genom eukaryot je velmi bohaty na sekvence, které nekoduji proteiny, a tyto sekvence
tvofi nejvetsi a zaroven nejméné prozkoumanou cast genomové DNA. TradiCné se tyto
sekvence rozdélovaly na sekvence uspotradané jako tandemové repetice a sekvence rozptylené
po celém genomu (Biscotti, Olmo, Heslop-Harrison, 2015; Lopez-Flores, Garrido-Ramos,
2012). Tandemové repetice dale délime na satelity, minisatelity a mikrosatelity, které se
od sebe lisi nejen délkou opakujici se sekvence a po¢tem opakovani, ale také mechanismem
vzniku (Satovi¢, Tunji¢ Cvitanié, Plohl, 2020). Druhou skupinu pak tvoii repetice rozptylené
po genomu, které vznikaji jako vysledek transpozi¢nich procesii, pomoci kterych se mobilni
elementy dostavaji do novych lokalit v genomu a béhem tohoto procesu mohou ménit jeho
strukturu (Bennetzen J.L., Wang, 2014; Marsano R.M., Dimitri, 2022; Piacentini et al., 2014;
Wells, Feschotte, 2020). Diky jejich obtiznému sekvenovani a naslednému sestavovani
V ramci genomu, se zacaly vice zkoumat az po nastupu specialnich bioinformatickych nastrojt
a sekvenovani na dlouhou vzdalenost (Ahmad et al., 2020; Peona, Weissensteiner, Suh, 2018;
Sedlazeck et al., 2018; Satovié, Tunji¢ Cvitani¢, Plohl, 2020).

Vsechny repetitivni sekvence, véetné satelitii a mobilnich elementt (viz kapitola 1.3.1.
a 1.3.2.) prochézeji procesem tzv. concerted evolution, coz je koncept, ktery piredpoklada, ze
se monomery vyvijeji spole¢né a je mezi nimi nizka sekvenc¢ni variabilita. Je tomu tak diky
fad¢ procest nereciprocniho pirenosu DNA mezi chromozomy, jako jsou nerovnomeérny
crossing over, genova konverze, skluz DNA polymerazy pfi replikaci, transpozice, vymena
zprostiedkovana RNA (RNA-mediated exchange) a replikace pomoci valivé kruznice (rolling
circle replication) (Satovié-Vuksié, Plohl, 2023). Vysledkem téchto procesii je homogenizace
Vv oblasti repetice a nasledna fixace v sexualni populaci, tzv. molecular drive (Charlesworth et

al., 1994; Dover, 2002; Elder, Turner, 1995; Smith, 1976; Stephan, 1986).

Repetitivni sekvence ztézuji skladani a anotaci genomu, tudiz byly fadu let
ze sekvenovani vynechavany. To se zménilo se sekvenovanim nové generace (NGS), které
umoznilo sekvenovani dlouhych oblasti a zpisobilo tak revoluci v metodach pro vyhledavani
repetic. Bylo vyvinuto vice neZ 50 bioinformatickych néstroji pro detekci tandemovych
opakovani a soucasné vznikaly i vefejné pfistupné databaze téchto repetic. Mezi znamé

databaze patii napt. Human Genome Browser od UCSC (Kent et al., 2002), Dfam (Hubley et



al., 2016), Tandem Repeats Database (Gelfand et al., 2007) nebo STRBase (Ruitbertg et al.,
2001). VétSina  téchto databazi shromazd’uje data ziskand nejpouzivanéjSimi
bioinformatickymi néstroji jako je Tandem Repeats Finder (Benson, 1999) a RepeatMasker
(Smit, 2015). RepeatMasker je nejcastéji pouzivanym nastrojem pro identifikaci repetic
vV nove slozeném genomu. Pouziti t€chto nastrojii vSak neni schopné odhalit veskeré repetice,
diky statistickym chybam a nizké schopnosti piedpovidat divergované repetice. K vyieSeni
téchto nedostatkil se pouziva napiiklad program Tandem Repeat Annotation Library (Schaper
et al., 2015), ktery vyrazné€ zlepSuje anotaci a identifikaci repetic, které mohly byt vynechany
(Ahmad et al., 2020).

1.3.1. Satelitni sekvence

Satelitni DNA (satDNA) jsou az megabaze dlouhé sekvence tisici tandemové se
opakujicich jednotek (monomerti), nejCastéji usporddanych do dlouhych past, které tvoii
znacnou cast eukaryotniho genomu a také jsou hlavni slozkou konstitutivniho
heterochromatinu (Garrido-Ramos, 2017; Plohl, Mestrovi¢, Mravinac, 2017; Satovi¢ Vuksi¢,
Plohl, 2021). Ten se nejéastéji vyskytuje v pericentromerickych a telomerickych oblastech
chromozomu (Charlesworth et al., 1994). Rostouci mnozstvi studovanych druhti a data
nasbirana diky rozvoji sekvena¢nich metod a specializovanych bioinformatickych programii
odhalily ohromnou variabilitu v architektufe satDNA. Rozdily nalezneme nejen v poétu a
abundanci, ale také v distribuci v genomu, délce, asociaci s mobilnimi elementy a lokalizaci

v heterochromatinu a/nebo euchromatinu (Satovi¢ Vuksié, Plohl, 2021).

Satelity vSak nejsou pouze nefunkcni bloky DNA tvofici heterochromatin. SatDNA se
podili na evoluci, funkci a utvafeni struktury chromozomu (Adega, Guedes-Pinto, Chaves,
2009; Louzada et al., 2020; Shatskikhet al., 2020; Slamovits et al., 2002; Thakur, Packiaraj,
Henikoff, 2021). Tvofi nejéastéjsi slozku centromer a podili se na stavbé centromerického
chromatinu (Hartley, O’Neill, 2019; Plohl, Mestrovi¢, Mravinac, 2014; Talbert, Henikoff,
2022). Dale se podili také na segregaci chromozomu a meiotickém drivu (Henikoff, Ahmad
K, Malik, 2001; Larracuente, 2014). Pericentromericka satDNA zajistuje vyS$i organizaci
jadra a ptispiva k zachovani integrity genomu (Podgornaya, 2022). Evoluce satDNA muze
také zpisobit reprodukéni izolaci a speciaci (Ferree, Barbash, 2009). I transkripce této DNA
ma svou funkci, napfiklad pii tvorbé a udrZovani struktury heterochromatinu, udrzovani
centromery a zachovani stability genomu (Ahmad et al., 2020; Biscotti et al., 2015; Shatskikh

et al., 2020). Nespravna regulace transkripce satDNA muze vést k abnormalitdm ve stavbé



genomu, Spatnému rozchodu chromozomii a chybam pii gametogenezi (Lopes et al., 2023;

Louzada et al., 2020).

Co se tyce distribuce, mohou byt satelity druhové specifické, jako napt. u 542 bazi
dlouhého satelitu cvrcka dvojskvrnného (Gryllus bimaculatus) (Yoshimura et al., 2006), nebo
mohou byt sdilené mezi razné ptibuznymi druhy, jako je tomu u 180 bazi dlouhého satelitu
vyskytujiciho se u Drosophila ambigua, Drosophila tristis a Drosophila obscura (Bachmann
a Sperlich, 1993). Satelity vyskytujici se vramci jednoho jedince muZeme rozliSovat
na satelity vyskytujici se na nékterych ¢i vSech chromozomech, satelity chromozomové
specifické, napiiklad centromerické sekvence u D. melanogaster (Bonaccorsi a Lohe, 1991) a
satelity specifické pro pohlavni chromozom, naptiklad specificky satelitni blok

na chromozomu X u msic rodu Megoura (Bizzaro, Manicardi, Bianchi, 1996).

Vyskyt velkych blokii heterochromatinu, ve kterém se nejcastéji vyskytuje satelitni
DNA, je u motyli ojedinély a Casto omezeny pouze na chromozom W. Tato skutecnost miize
byt divodem, pro¢ bylo dosud nalezeno v genomu motyli omezené mnozstvi satelitt (Viz

Tabulka 1) (Cabral-de-mello et al., 2021).

Tabulka 1: Piehled znamych motylich satelitd. Data: Taql (Mahendran et al., 2006), Cp-SAT1
(Véchtova et al., 2016), MBSATI1 (Mandrioli et al., 2003), FR (Lu et al., 1994), PiSAT1
(Dalikovéa et al 2017b), satelit predivky brslenové (Pilikova, 2019), DsaSat01 — DsaSat14
(Gasparotto et al., 2022), Cper-Sat01, Dpos-Sat01 a Dpos-Sat02 a Onub-Sat01- Onub-Sat04
(Cabral-de-Mello et al., 2021), CL04, CL26, CL183 a CL187 (Pinkrova, 2020), Lmar-SATO01
— Lmar-SAT04 (Trehubenko, 2023), CL94, CL175 a CL219 (Vajnarova, 2022)



Nazev satelitu | Misto vyskytu Druh
Taql autozomy Antheraea mylitta
Cp-SAT1 autozomy obale¢ jable¢ny (C. pomonella)
CLO4 autozomy bélasek zelny (Pieris brassicae)
CL183 autozom bélasek zelny (P. brassicae)
CL175 autozomy pid’alka podzimni (Operopthera brumata)
MBSAT1 chromozom W mdura zelna (Mamestra brassicae)
FR chromozom W blyskavka kukuii¢na (Spodoptera frugiperda)
PiISAT1 chromozom W zavije¢ paprikovy (P. interpunctella)
satelit chromozom W predivka brslenova (Yponomeuta cagnagella)
DsaSat01 — chromozom W travatik D. saccharalis
DsaSat14
Cper-Sat01 chromozom W zavije¢ zimostrazovy (Cydalima perspectalis)
Dpos-Sat01 chromozom W travatik D. postlineella
Dpos-Sat02
Onub-Sat01 — chromozom W zavije¢ kukufi¢ny (Ostrinia nubilalis)
Onub-Sat04
CL187 chromozom W bélasek tepkovy (Pieris napi)
CL26 autozomy a bélasek zelny (P. brassicae)
chromozom W
Lmar-SATO01 — | autozomy a skvrnopasnik liskovy (Lomaspilis marginata)
Lmar-SAT04 chromozom W
CL94 aCL219 | autozomy a pidalka podzimni (Operopthera brumata)
pohlavni
chromozom
(neurceno, zda W
CiZ)

1.3.2 Mobilni elementy

Dilezitou kategorii repetitivni DNA jsou mobilni elementy (ME). To jsou useky
repetitivni DNA, které jsou roztrouSené¢ po genomu a maji vysokou frekvenci opakovani.
Stejn¢ jako ostatni repetitivni sekvence (napi. satDNA) se mohou castéji vyskytovat

ve specifickych chromozomovych oblastech, predevsim v heterochromatinu, a vytvaret tak
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dilezitou organizac¢ni a funkéni jednotku genomu (Biscotti et al., 2015; Charlesworth et al.,

1994; Lopez-Flores a Garrido-Ramos, 2012).

Mobilni elementy jsou tseky, které jsou schopné se v genomu pohybovat a vkladat se
na jind mista v genomu. Piestoze je tato schopnost pro ME typicka, velka ¢ast z nich v genomu
setrvava na jednom misté jako relikty, které jiz nejsou schopné se piesouvat (Mills et al.,
2007). V zavislosti na zpusobu pienosu se ME d¢li na DNA transpozony a retrotranspozony.
Zatimco DNA transpozony se z DNA vystépi a vlozi jinde, retrotranspozony se v genomu
pfesouvaji pomoci RNA transkriptu. Retrotranspozony déale délime na LTR a non-LTR
elementy. Mezi non-LTR elementy patii napiiklad LINE (long interspersed nuclear elements
= dlouhé¢ rozptylené¢ jaderné elementy) a SINE (short interspersed nuclear elements = kratkeé
rozptylené jaderné elementy), které se hojné vyskytuji Vv centromerickych a
pericentromerickych oblastech a zaujimaji asi 30 % lidského genomu (Makatlowski, Pande,

Makatowska, 2019).

Dilezitou roli maji ME také v evoluci a diferenciaci pohlavnich chromozomii a mohou
mit vliv na tvofeni a nieni genomu. Na nifeni genti se podili predevSim vkladdnim
do funk¢nich gend ¢i jejich promotoru, ¢imz ovliviuji jejich funkci, coz muze vést az
ke snizeni fitness a fadé onemocnéni (Ostertag a Kazazian, 2001). Na druhou stranu
domestikaci genti mobilnich elementt vznikly dulezité proteiny jako RAG, ktery se podili na
rekombinaci imunoglobulinovych gent (Fugmann, 2010), nebo telomeraza, ktera udrzuje
chromozomové konce (Belford, Curcio, Lued, 2011). Navic se mohou ME podilet na expanzi
genomu a speciaci, napiiklad retrotranspozon LINE-1 muze sniZzovat genovou expresi a
poskytovat nové exony pro protein kodujici geny (Kazazian, 2004). Mobilni elementy mohou
pomdhat formovat genom a ovlivilovat tvorbu pohlavnich chromozomi, coz mize vést az

ke speciaci ¢i pohlavnimu dimorfismu (Dechaud et al., 2019).

Akumulace ME v ur¢ité oblasti vede k formovani heterochromatinu, coz do této oblasti
ptitahuje jesté vice ME, protoze nckteré z nich preferuji uml€ené tseky pro své vlozeni (Zhu
et al., 2003). Ke shromazd’ovani ME a satDNA v oblastech heterochromatinu dochéazi nejen
u motyld, ale i u rostlin (Kejnovsky et al., 2009), hub (Hood, 2005), lidi (Erlandsson, Wilson,
Padbo, 2000), jinych savct (Toder, Wakefield, Graves, 2000), ptaka (Peona et al., 2021),
octomilek (Junakovic et al., 1998), brouku (Rosolen, Vicari, Almeida, 2019) a dalsich druhd
(Sliwinska, Martyka, Tryjanowski, 2016).
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Jak uz bylo zminéno vySe, ME se vyskytuji i u motyli. U D. saccharalis tvoti ME
39,18 % genomu samcu a az 41,35 % genomu samic (Gasparotto et al., 2022). U b.
morusového a Bombyx mandarina jsou retrotranspozony dokonce hlavni slozkou

chromozomu W (Abe et al., 2005; Abe et al., 2002)

1.4. Chromozomy motyli

Motyli jsou nesmirn¢ rozmanity fad hmyzu s vice nez 160 000 druhy (Van Nieukerken
etal., 2011). Motyli chromozomy jsou malé a uniformni bez morfologickych znacek jako jsou
centromery. Takové chromozomy se nazyvaji holokinetické a standardnim poétem je u motylt
2n = 60-62 (Lukhtanov, 2000; Robinson, 1971b; Traut et al., 2007; Sahara et al., 2011).
Chromozomalni prestavby jako fuze, St€peni a inverze vSak u fady druhil zpisobily dynamicky
vyvoj karyotypu a tim i rozdilny po¢et chromozomui (Hill et al., 2019; Lukhtanov, 2015; Marec
et al., 2001; Sahara et al., 2007; Sahara et al., 2012; Sichova et al., 2015; Yasukochi et al.,
2006). K témto piestavbam doslo u podrodu modrasku Agrodiaetus sp. s n = 10-134 (Kandul,
Lukhtanov, Pierce, 2007), rodu modraskt Lysandra sp. s n = 24-93 (Talavera et al., 2013),
rodu Godyris sp. sn = 13-120 (Brown et al., 2004) a u ¢eledi bélaskovitych Pieridae s 2n=
51-208 (Gasparotto et al., 2022). Krom¢ ruzného po¢tu chromozomu byla u bélaskovitych
nalezena fada rozdilnych systému s vice pohlavnimi chromozomy napt.: W1.3Z1.4/Z1.4Z1.4, W1-
3Z1-31Z1:3Z1-3, W1-4Z1-41Z1-47 1.4 @ W1-3Z1.6/Z16Z1.6 (Sichova et al., 2015; Sichova et al., 2016;
Yoshido et al., 2020).

Data ze sekvenovani pomoci dlouhych cteni odhalila rozsahlé¢ chromozomalni
preuspoiadani blokti chromatinu u bélaska fepkového (Pieris napi) (Hill et al., 2019) a dvé
nezavislé prace na sekvenovani genomu bélaska fepového (Pieris rapae) nalezla mnoho
podobnych ptestaveb genomu i u tohoto druhu, coZ naznacuje, Ze by mohly byt tyto
reorganizace piitomné i u dalSich bélaski rodu Pieris (Nallu et al., 2018; Shen et al., 2016).
Tento fakt spolecné s vySe zminénym rozdilnym poctem chromozoml u této celedi a
skute¢nosti, ze u b. zelného nalezneme velké heterochromatinové bloky 1 na autozomech

(Nguyen et al., 2010), jsou divody, pro¢ byli ke studiu vybrani pravé bélasci.

1.4.1. Bélasek zelny (Pieris brassicae)

Bélasek zelny je velky bélokiidly motyl, znamy predevsim jako Sktiidce brukvovitych
rostlin. Tento druh mizeme nalézt v severni Africe, Evropé a Asii (Hill, 1987) odkud se roku
1995 rozsitil na ostrov Hokkaido (Japonsko) a do jizni Afriky (Tanaka et al., 2007). Pocet

chromozom v jadie v haploidnim stavu je n = 15 (Beliajeff, 1930; Bigger, 1960; Doncaster,
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1912; Lorkovi¢, 1941; Robinson, 1971a). Tento druh je zajimavy tim, Ze oproti vétSiné
zastupcti fadu motyll u néj nalezneme velké heterochromatinové bloky na autozomech
(Nguyen et al., 2010). Podle sekvenovani ma genom tohoto bélaska velikost 292 Mbp (Lohse,
2021) a je k dispozici i chromosome level assembly.

1.4.2. Bélasek repkovy (Pieris napi)
Bélasek fepkovy je maly béloktidly motyl ptivodné se vyskytujici od zapadni Evropy az
do vychodni Asie a Japonska (Eitschberger, 1984). V haploidnim stavu ma pocet chromozomu
n = 25 (Federley, 1938; Lorkovi¢, 1941; Bigger, 1960). Podle sekvenovani je jeho genom
velky 299 Mbp (Nallu et al., 2018) nebo 320 Mbp (Lohse, Hayward, Ebdon, 2021) a je
k dispozici chromosome level assembly.
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2. Cil prace

Studium na bélascich rodu Pieris bylo provadéno jiz béhem mého bakalaiského
studia, kdy byla odhalena struktura a tvar chromozomu W u bé¢laska zelné¢ho, bélaska
fepkového a bélaska fepového a malé mnozstvi satelitnich sekvenci vyskytujicich se ve vetsi
mife v heterochromatinu chromozomu W. V této praci jsem se pokusila poznatky o bélascich

rodu Pieris prohloubit.
Cilem této prace bylo:

1. Zjistit, zda se u b. zelného a b. fepkového vyskytuje vnitrodruhova variabilita
chromozomu W.

2. Analyzovat a lokalizovat na téchto druzich vybrané satelitni sekvence a mobilni
elementy.

3. Zmgérit velikosti genomti vybranych druhti a zjistit, zda je velikost genomu

u jedinct stejného druhu variabilni.
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3. Materialy a metody

3.1. Pouzity hmyz

Vajicka a housenky b. zelného byly nasbirany z listd rizickové kapusty a bilého zeli
na zahrad¢é rodinného domu v Novém M¢sté na Moravé. Dospélé samice obou druhti byly
chytany v okoli Ceskych Bud&jovic a Nového Mésta na Moravé. Samice byly nechany
v plastovych krabickach naklast pfi pokojové teploté. Jako zivnad rostlina byla pouzita
barborka obecna (Barbarea vulgaris) a bilé zeli. Dospéli samci obou druhi byli nachytani
na stezce u feky VItavy v Ceskych Budgjovicich, na louce u Vrabé&e (okres Ceské Budgjovice),
v okoli Lhoty (okres Kladno), v okoli Mladé Boleslavi a na louce Dvoru Koroseky (okres
Ceské Budgjovice).
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Obrazek 2: Lokality nalezi b. zelného a b. fepkového. 1 — Ceské Budgjovice, 2 — Vrabée, 3 —
Dvur Koroseky, 4 — Lhota, 5 — Mlada Boleslav, 6 — Nové mésto na Moravé

3.2.  Priprava chromozomalnich preparatia
K ptipravé chromozomalnich preparatli byla pouzita ovaria z larev housenek
posledniho instaru. Ovaria byla pitvana ve fyziologickém roztoku a po vyjmuti z larvy byla
premisténa do fixa¢niho roztoku Carnoy (6:3:1 = ethanol — 99 %: chloroform: kyselina octova
— 99,5 %) a fixovana 15 minut. Béhem této doby bylo pfipraveno podlozni sklo (Superfrost,
Menzel — Gldser, Némecko) tak, ze bylo ponofeno do kyselého ethanolu (roztok 1% HCI

v 96% ethanolu) a nasledn¢ vylesténo savym papirem. Na takto oSetfené podlozni sklo do
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kapky 60% kyseliny octové (20 ul) byla ovaria pfenesena a macerovana pomoci
wolframovych jehel. Po Giplném rozpusténi tkané bylo podlozni sklo piesunuto na ploténku
vyhtatou na 42 °C. Rovnomérnym posouvanim kapky byl material rozprostien po skle az do
témet uplného vysusSeni. Zbyvajici mnozstvi (13 az % z ptivodni velikosti) bylo odstranéno
sklepnutim. VSechny vytvofené preparaty byly nasledné odvodnény pomoci ethanolové fady
(70 %, 80 % a 100 %) a uskladnény v mrazaku pii -20 °C. Zbytky tél byly zmrazeny tekutym
dusikem a uschovany pro izolaci DNA pti -20 °C (Traut, 1979; Sahara, Marec, Traut, 1999).

3.3. lzolace DNA
Kizolaci byla vyuzita metoda celogenomové extrakce DNA pomoci
hexydecyltrimethylammonium bromidu (CTAB) (Winnepenninckx, Backeljau, Wachter
1993). Smichanim vsech slozek uvedenych v Tabulce 2 byl vytvoten extrakéni pufr. V 1,5ml
zkumavce v 800 ul tohoto pufru byla pomoci tloucku rozmélnéna polovina az celé t€lo jedince
(v zavislosti na velikosti larvy). Nasledné¢ byla zkumavka inkubovana do druhého dne

v termobloku pfi teploté 60 °C a otackach 300 rpm.

Tabulka 2: Slozeni extrakéniho pufru.

Chemikalie MnozZstvi na 10 ml Koncentrace
CTAB 0,29 2%

1 M Tris 1 mil 100 mM

5M NaCl 2,8 mi 1,4 M
0,5MEDTA, pH =8 0,8 mi 40 mM

B — mercapthoethanol 20 ul 0,2 %
Proteinaza K (Macherey — 50 pl 0,1 mg/ml
Nagel, Némecko)

H20 5,33 ml

Nasledujici den byla suspenze pfemisténa do 2ml zkumavky, kde k ni bylo pfidano
stejné mnoZstvi (800 pl) chloroformu. Po 2 minutich michéni byly vzorky 10 minut
centrifugovany (4 °C, 14 000 rpm, r = 8 cm). Do nové 2ml zkumavky byla pfepipetovana
horni faze (obsahuje DNA) a cely postup byl zopakovan. Opét byla odebrana horni faze a
umisténa do 1,5ml zkumavky. Nésledné bylo pfidano 5 pl RNAzy A (10 mg/ml) (Sigma —
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a vzorky byly 30 minut inkubovany pfi teploté 37 °C. Po

inkubaci bylo pfiddno 2/3 mnozstvi isopropanolu a vzorky byly ponechény do druhého dne
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pfi pokojové teploté. Néasledné byly vzorky 15 minut centrifugovany (4 °C, 14 000 rpm, r =8
cm). Po odstranéni supernatantu bylo do zkumavky pfidano 700 ul studeného 70% ethanolu a
probéhla dalsi centrifugace. Promyvani bylo jest¢ jednou zopakovano a po odstranéni
supernatantu byl pelet rozpustén v 30-50 ul sterilni vody (podle velikosti peletu). Ptipadna
fragmentace DNA byla kontrolovana pomoci elektroforetické separace a koncentrace DNA
byla zméfena pomoci fluorometru Qubit a spektrofotometru Nanodrop 2000 (oba
ThermoScientific, Waltham, USA).

3.4. Priprava sond pro CGH
Sondy pro metodu CGH byly znaceny pomoci kitu Atto488 NT labeling kit a Cy3 NT
labeling kit (Jena Bioscience, Jena, Némecko). Pii znaceni dochézi k naruSeni fetézce pomoci
DNAzy I a jeho opraveni DNA polymerazou I v pfitomnosti fluorochromy znacenych

nukleotidi: cervena-Cy3 dUTP, zelena-ATTO green (Jena Bioscience, Jena, Némecko).

Reakéni smés byla ptipravena podle navodu kitu a smés byla inkubovana po dobu 1,5
hodiny pfi teploté 15 °C v thermocycleru. Po uplynuti této doby bylo ptidano 5 ul Stop pufru
a velikost sondy byla zkontrolovana elektroforetickou separaci v 1% agarézovém gelu. Sondy

byly nésledn¢€ uchovavany v mrazaku pfi teploté -20 °C.

3.5. CGH

Metoda komparativni genomové hybridizace se vyuziva k porovnani dvou
genomovych DNA, které jsou fluorescencné znaCené a hybridizuji na spoleny
chromozomalni preparat. V tomto piipadé byla metoda CGH pouzita k detekci chromozomu
W u vSech zkoumanych druhli pomoci hybridizace sam¢i a samic¢i celogenomové sondy na

samici chromozomalni preparat.

Do 1,5ml zkumavky byla pfipravena hybridizacni smés smichdnim 300 ng cervené
znacené celogenomové samci sondy, 300 ng zelené znacené samic¢i sondy, 25 ng DNA
lososich spermii, 1/10 objemu octanu sodného (3M, pH 8) a 2,5x objemu studeného 100%
ethanolu. Tato smés byla ponechdna precipitovat v -20 °C po dobu 15 minut. Nasledné byla
smés 15 minut centrifugovana (4 °C, 14 000 rpm, r = 8 cm) a po odstranéni supernatantu bylo
k peletu pridano 100 ul studeného 70% ethanolu. Vzorek byl promichan a centrifugovan 10
minut za stejnych podminek. Po peclivém odebrani supernatantu bylo do zkumavky ptidano
5 pl deionizovaného formamidu a vzorek byl ponechan 30 minut inkubovat pfi teploté 37 °C.

Nasledné bylo ptidano 5 pl 20% dextran sulfatu (v 4x SSC) a vzorek byl 5 minut denaturovan
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ve vodni lazni o teploté 90 °C. Aby doslo k rychlému zchlazeni, byl vzorek ihned pfenesen na

led a nasledné 1,5 hodiny prehybridizovan pii 37 °C.

Soucasné byly pripravené preparaty nejprve odvodnény pomoci ethanolové tady (70
%, 80 %, 100 %) a nasledné osuSeny a 30 minut zapékany pii 67 °C. Nasledné bylo na kazdy
preparat naneseno 100 pl roztoku RNAzy A (20 ng RNAzy v 20x SSC) a po piikryti krycim
sklem (24x50 mm) byl preparat pii 37 °C hodinu inkubovan ve vlhké komote (krabicka
s utérkou s 2x SSC). Sklo bylo poté 2x promyto v kyveté s 2x SSC. Chromozomy na preparatu
byly denaturovany ptidanim 100 pl 70% roztoku formamidu ve 2x SSC, ten byl ptikryt krycim
sklem (24x50 mm) a denaturovan 3,5 minuty pii 68 °C v thermobloku. Nasledn¢ bylo sklo
sklepnuto a preparat umistén na 2 minuty do chladného 70% ethanolu. Odvodnéni pokracovalo

v 80% a 100% ethanolu po dobu 30 vtefin.

Na suché sklo byla néasledné nanesena prehybridizovana sonda, ktera byla piekryta
sklem (24x32 mm). Nasledné byly hrany kryciho skla zalepeny lepidlem Rubbercement
(Marabu, Némecko) a preparat byl umistén do vlhké komory, ve které byl pti 37 °C inkubovan
3 dny.

Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo lepidlo a kryci sklo odstranény a preparat byl
promyvan 5 minut v kyveté pii 42 °C v 1% roztoku Triton X (Sigma — Aldrich, USA) v 0,1x
SSC. Preparat byl pfenesen na 1 minutu do 1% roztoku Kodak PhotoFlo v miliQ vod¢. Poté
bylo na suché sklo naneseno 25 pl smési DAPI (500 ng/ul) + DABCO (Sigma — Aldrich,
USA) a preparat prikryt krycim sklem (24x40 mm). Zbytky smési byly odstranény filtracnim
papirem a hrany skla zalakovany lakem na nehty. Preparaty byly az do prohlizeni ulozeny

V lednicce pii 4 °C.

3.6. NavrZeni primeri k satelitnim sekvencim a mobilnim elementim

K ziskani sekvenci byla pouzita DNA z tfi samcu a téi samic z kazdého druhu. Jedinci
byli sekvenovéani samostatné firmou Novogene (Peking, Cina) na platformé Ilumina za
nasledujicich podminek: parové cteni, byly pouZzity inzerty o velikosti 450 bp, délka sekvenci
150 bp, kontrola kvality byla provedena programem FastQC (verze 0.11.5), sekvence byly
sjednoceny na délku 130 bp programem Trimmomatic (verze 0.32). Analyza vysledki
probéhla pomoci programu Repeat Explorer (verze 2.3.7) (Novak et al. 2013) s nastrojem
TAREAN pro detekci tandemovych repetic. Tento nastroj je umistén na platformeé Galaxy.
Byly pouZity ptfednastavené parametry, kromé pouziti databidze pro anotaci sekvenci

(METAZOA 3.0) a komparativni analyzy. Ty byly provedeny jak oddé€lené pro kazdy druh

17



(samec vs. samice) tak i pro oba druhy a ob¢ pohlavi najednou. Pro analyzu byl pouzit nahodny
vzorek 500 000 sekvenci a pro odhad zastoupeni repetic v genomu samce a samice byly

provedeny analyzy pro jednotliva pohlavi.

Satelity a mobilni elementy byly nejprve protiidény tak, ze byly z vybéru odstranény
repetice, jejichz procentualni zastoupeni bylo nizs§i nez 0,01 % genomu. Repetice pro
mapovani byly pak vybirany na zakladé zastoupeni v genomu, poméru F/M ratio a zda byly

RepeatExplorerem anotovany.

Pro navrzeni primert a vyhledavani homologl v dalSich databazich (viz kapitola 3.13.)
byly, u repetic anotovanych RepeatExplorerem jako satelity, pouZzity konsensus sekvence
z tohoto nastroje. U repetic anotovanych timto néstrojem jako mobilni elementy ¢i
neanotovanych viibec, byly zjednotlivych klastri pouzity kontigy. Tyto kontigy byly
analyzovany pomoci programu Nucleotide BLAST (analyza proti standardni databazi,
optimalizace pro vysoce podobné sekvence - High similar sequences) a ty s nejvétsim poctem
zasahli na W pro kazdou sekvenci byly pouzity k navrzeni primeri a pro anotaci dal§imi

programy.

Pro navrZeni primera byl pouzit program Geneious 2023.1.1. a funkce Design New
Primers for Sequences (modul Primer3 ver. 2.3.7). Primery pro satelity byly navrzeny na
monomeru a primery pro mobilni elementy byly navrzeny do konzervativnich oblasti za
pomoci funkce ,,mapovani na referenci®, kde jako reference byl pouzit monomer mobilniho

elementu. Primery syntetizovala firma GENERI BIOTECH s.r.o. (Hradec Kralové).

3.7.  Polymerazova retézova reakce (PCR)

Principem polymerdzové ftetézové reakce je opakovand denaturace a ndsledna
renaturace dvousroubovice DNA za pfitomnosti primert, které jsou komplementdrni ke
konciim amplifikované DNA. Syntéza probihd pomoci termostabilni DNA polymerazy.
SloZeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 3 a sekvence pouzitych forward a reverse primert

v Tabulce 4.
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Tabulka 3: Slozeni reakéni smési pro PCR.

Chemikalie Mnozstvi v 25 pl reakce Finalni koncentrace
5x OneTagq pufr Sul 1x
dNTP (25 mM dATP, |2l 0,2 mM
dTTP, dCTP adGTP)
forward primer (10 uM) 2,5 ul 1 uM
reverse primer (10 uM) 2,5 ul 1 uM
OneTag DNA polymeraza I | 0,2 ul 0,04 U
(5U/ul)  (New  England
BioLabs, USA)
H20 12,8 ul — objem DNA
DNA 1ng
Tabulka 4: Primery.
Nazev Sekvence Druh bélaska
primeru
CL21F ACTTATACGGCCTCTCCTGA b. fepkovy
CL21R TTCTTTGGGAAACTTATGTTTACAT
CL41F TTTCATGAAAGAAGTCCCGCG b. fepkovy
CL41R TCGCATGACGTAATGTTGCC
CL72F GCGCGTATCCAACACAACAC b. zelny
CL72R TGATCTGCTTCGTGATGGCA
CL94F ATCTCGCATCCATCGCTTGT b. zelny
CL94 R ATCGAGCATTCGGGCATGAT
CL118 F GGAGGTTCGAGGGATACA b. zelny
CL118R ATGGGTTGTTGTCTGCCG
CL145F GCCCTATGTAAGACAGGCCA b. fepkovy
CL145R AGCCTGCGTAAAACCTCCAAA
CL240 F CGACGCATTCAGTGAGGAGA b. fepkovy
CL240 R GTTTGACTGCAGGTGACTCG
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Reakce s témito primery probihala za nasledujicich podminek: inicialni denaturace po
dobu 10 minut pti 92 °C, nasledovalo 30 cyklt slozenych z denaturace pii 92 °C po dobu 30
sekund, annealingu (nasedani primert) pii idealni teploté pro dany primer (viz Tabulka 4) po
dobu 30 sekund a extenze pii 72 °C po dobu 45 sekund. Reakce byla zakonc¢ena finalni extenzi

pti 72 °C po dobu 10 minut a zchlazenim na 4 °C.

Produkty byly piekontrolovany pomoci elektroforézy. Produkty této PCR byly
precistény pomoci sady EXOSAP-IT (Applied Biosystems, USA). Precisténé produkty byly

zaklonovany a osekvenovany (viz kapitola 3.8. Klonovani).

3.8.  Klonovani
Precisténé produkty PCR byly zaligovany do vektoru pomoci kitu Promega pGem T-
Easy Vector (Promega, USA). Ligacni smé&s o objemu 10 pl byla namichana nasledovné: 5 pl
2x ligaéni pufr, 1 ul Easy Vector, 1 ul ligaza, 50 ng DNA a voda byla doplnéna do 10 pl. Tato

smés byla pies noc ponechana v lednicce pii 4 °C.

Druhy den byl provedena teplotni transformace kompetentnich bunék bakterie
Escherischia coli DH5a.. Buniky byly vyjmuty z -80 °C a rozehiaty v ruce. Nasledné byly 10
minut ponechdny na ledu a po uplynuti této doby k nim byla pfidana ligacni smés (2,5 pl
ligacni smési na 50 ul kompetentnich bunék. Nasledovala inkubace 30 minut na ledu.
Nasledn¢ byly buriky pieneseny na 90 sekund do 42 °C a poté okamzité zchlazeny na ledu,
kde k nim po uplynuti 2 minut bylo pfidano 810 ul LB media a 90 pl 20% glukézy. Nasledné
byla smés ponechana po dobu 1 hodiny ve 37 °C. Po uplynuti této doby byly bunky
cetrifugovany po dobu 30 s (7500 g) a byla odstran¢na vétSina supernatantu. Ve zbytku byly
buriky opét rozmichany a rovnomérné rozprostieny (asi 100 ul bunék na plotnu) na Petriho
misku s LB médiem, agarem, 0,5 mM izopropyl f-D-1-tiogalaktopyranosidem (IPTG), 143
mM soli ampicilinu a 122 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranosidem.

Misky byly inkubovany ve 37 °C po dobu asi 18 hodin.

Nasledné byly kolonie bun€k podrobeny modro-bilé selekci, pficemz bilé kolonie byly
pfeockovany a ponechédny pii 37 °C do dalSiho dne, kdy byl proveden klontest. Klontest je
PCR provedena s univerzalnimi primery M13 slouZici k ovéfeni pfitomnosti inzertu. PCR
probihala za nasledujicich podminek: inicidlni denaturace po dobu 3 minut pii 94 °C,
nasledovalo 30 cykli slozenych z denaturace pii 94 °C po dobu 30 sekund, annealingu pii
teploté 57 °C po dobu 30 sekund a extenze pti 72 °C po dobu 3 minut. Reakce byla zakoncena

finalni extenzi pfi 72 °C po dobu 5 minut a zchlazenim na 4 °C. Produkty PCR se spravnym
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inzertem byly piecisStény pomoci ExoSAP-IT a poslany na sekvenovani Sangerovym
sekvenovanim u firmy SEQme (Dobtis, Ceska republika). Timto bylo ovéfeno, Ze se pii PCR
namnozili pozadované sekvence. Ovérené produkty byly pouzity jako templat k PCR, ktera

probéhla za podminek zminénych v ptedchozi kapitole.

3.9. Znaceni satelitnich sond pro FISH pomoci PCR a nick translace
Sondy pro metodu nepiimé FISH byly biotinem znaceny nasledovné: repetice s délkou
do 1 000 bp pomoci PCR za ptitomnosti znacenych dNTP (viz Tabulka 5) a repetice s délkou
nad 1 000 bp pomoci nick translace (s pouzitim Biotine 16 NT Labeling Kit) (Jena Bioscience,
Jena, Némecko). Podle Tabulky 6 byla namichana reakéni smés pro PCR a PCR byla
provedena za stejnych podminek pouze s prodlouzenou dobou extenze na 1,5 minuty. Jako

templat byly pouzity precisténé produkty PCR reakce plazmida po klonovani.

Tabulka 5: Slozeni smési dNTP se zna¢enym nukleotidem.

Chemikalie Mnozstvi Koncentrace
2,5mM dATP 4 pl 0,25 mM
2,5mM dCTP 4 pl 0,25 mM
2,5mM dGTP 4 pl 0,25 mM
2,5mMdTTP 1,5 pl 0,09 mM
biotine-16-dUTP 6,4 ul 0,16 mM
H20 20,16 ul
Celkem 40 ul
Tabulka 6: Slozeni reakéni smési pro PCR znaceni.
Chemikalie MnozZstvi ve 25 pl reakce Koncentrace
10x ExTaq pufr 2,5ul 1x
dNTP’s pro znac¢eni PCR 4 ul 0,04 mM dATP, dCTP,
dGTP a 0,014 mM dTTP
Forward primer (10 uM) 2,5ul 1 uM
Reverse primer (10 uM) 2,5ul 1 uM
ExTaq polymeréaza (5U/ul) | 0,125 pl 0,625 U
DNA 10 ng
H20 13,4 ul — objem DNA
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3.10. Neprima FISH s amplifikaci signalu
Metoda neptimé fluorescencéni in situ hybridizace (FISH) se vyuziva k lokalizaci urcité
sekvence na chromozomu pomoci znacené DNA ¢i RNA sondy. Pomoci této metody byly

vybrané repetitivni sekvence lokalizovany na chromozomech.

Do 1,5ml zkumavky byla namichana reakéni smés nésledujiciho slozeni: 50 ng
biotinem znacenych produkti PCR, 25 ug DNA lososich spermii, 1/10 objemu octanu sodného
(3M, pH 8) a 2,5x objemu studené¢ho 100% ethanolu. Dalsi kroky prvniho dne probihaly stejné
jako u metody CGH, s vyjimkou prehybridizace sond, ktera byla vynechana.

Nasledujici den byly nejprve piipraveny nasledujici roztoky: 400 ml 2x SSC, 160 ml
0,1x SSC, 800 ml WBB (160 ml 20x SSC, 630 ml miliQ vody, 800 pul Tweenu, 8 g
odtuénéného mléka), Streptavidine-Cy3 ve WBB (0,1 ul streptavidinu ve 100 ul; 200 pul na
preparat) a antistreptavidin (2 p antistreptavidinu v 50 ul WBB na preparat).

Z preparatu bylo sejmuto kryci sklo a byl promyvéan nasledovné: dvakrat v kyvetach
s 2x SSC po dobu 5 minut pfi teploté 42 °C s tiepanim, dvakrat v kyvetach s 0,1x SSC po
dobu 5 minut pfi teploté 42 °C s tfepanim, jednou v kyveté s 2x SSC po dobu 5 minut pfi
teploté 42 °C s tiepanim, jednou v kyveté s 2x SSC po dobu 10 minut pii pokojové teploté

S tfepanim a poté byl preparat inkubovan 15 minut v kyveté¢ s WBB pii pokojové teploté.

Nasledné bylo na preparat napipetovano 100 ul streptavidine-Cy3, preparat byl prikryt
krycim sklem (24x50 mm) a 1 hodinu inkubovan pii 37 °C. Po uplynuti této doby bylo
odstranéno kryci sklo a preparat tiikrat promyt v kyvet¢ s WBB po dobu 5 minut pfi teploté
45 °C se tfepanim. Na preparat bylo naneseno 50 pl antistreptavidinu a preparat piekryt krycim
sklem (24x40 mm) a inkubovan 30 minut pfi 37 °C. Nasledné bylo kryci sklo odstranéno, na
preparat naneseno 100 pl streptavidine-Cy3 a po piikryti krycim sklem (24x50 mm) byl
preparat opét 30 minut inkubovan pfi teploté 37 °C. Nésledné bylo kryci sklo sejmuto a
preparat byl tfikrat promyt v kyveté¢ s WBB po dobu 5 minut pfi teploté 45 °C se tfepanim.

Na preparat bylo napipetovano 25 pl smési DAPI + DABCO a preparat byl prekryt
krycim sklem (24x40 mm). Zbytky smési byly odstranény filtraénim papirem a hrany skla
byly zalakovany lakem na nehty. Nasledné byly preparaty az do prohlizeni skladovany

Vv lednicce pfi teploté 4 °C.
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3.11. ProhliZeni preparati
K prohlizeni a fotografovani preparatt byly pouzity objektivy 63x a 100x mikroskopu
Zeiss Axioplan 2. Preparaty byly foceny za pouziti 3 filtrGi: zeleného pro samici sondu,
cerveného pro saméi sondu a sondy znacenych repetitivnich sekvenci a modrého pro
podbarveni DAPI. K fotografovani byl pouzit fotoaparat Olympus CCD XMI10 a program
cellSens 1.9. Obrazky byly upravovany a skladany v programu Adobe Photoshop CS4 (verze
11.0).

3.12. Prutokova cytometrie

K méteni velikosti genomu byla pouzita metoda pritokové cytometrie. Méfena byla
velikost genomu pét jedinct b. zelného a osm jedinct b. fepkového. Pro méfeni byly pouzity
hlavicky mrazenych dospé€lcti samciho pohlavi (pro jeden méteny vzorek pilka hlavicky).
Jako standard znamé velikosti genomu byly pouziti dospéli samci ruménice pospolné
(Pyrrhocoris apterus), ze kterych byla pouzita mozkova tkan. Z méteného jedince byla
odebrana polovina hlavy a k ni byla pfiddna mozkova tkan standardu. Spole¢né byly tkdné
nasekany pomoci ziletky ve 250 ul pufru (0,1% Triton X-100; 0,1M Tris HCI pH 7,5; 2 mM
MgCl,). Ke kapce bylo piidano 250 ul pufru a celkovy objem byl pipetovan pies nylonovy
filtr do zkumavky. Do zkumavky bylo pfidano dalSich 500 ul pufru a 40 pl propidium iodidu.
Vzorky byly inkubovéany 30-35 minut pifi pokojové teploté a nasledné métfeny prutokovym
cytometrem Partec CyFlow SL (Partec, Miinster, Némecko) a sofwarem FlowJo™ v10.8
Software (BD Life Sciences). Méfeni na cytometru a odecteni vysledki bylo provedeno Mgr.
Petrem Kouteckym, Ph.D.

3.13. Anotace repetitivni DNA pomoci bioinformatickych nastroji

K ziskani informaci o vybranych sekvencich byly pouzity kromé RepeatExploreru

bioinformatické nastroje BLAST (NCBI) a RepeatMasker.

V datab4dzi NCBI byly sekvence hledany pomoci funkce Nucleotide BLAST
S prednastavenymi parametry proti standardni databazi a optimalizaci pro vysoce podobné
sekvence (Highly similar sequences (megablast)). V programu RepratMasker byl pouzit
vyhledavaci nastroj RMBlast, coZ je verze kompatibilni se sadou néstroji NCBI BLAST.

Citlivost vyhledavani byla ponechdna na pfednastavené standartni hodnoté.
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4. Vysledky
41. CGH

Ke zjisténi pfipadné variability chromozomi W byla pouzita metoda CGH. Obé¢
barevné sondy na preparaty hybridizovaly, a tak oznacily ¢ervené useky DNA v genomu
obohacené pro samce, zelené useky DNA ptitomné pouze v genomu samice a kombinaci obou
barev (zluté) useky spole¢né pro genom obou pohlavi. Tato metoda byla provadéna na péti
neptibuznych jedincich b. zelného a péti neptibuznych jedincich b. fepkového. V jadrech
zkoumanych neptibuznych jedincti b. zelného ani b. fepkového nebyly nalezené Zadné rozdily
ve tvaru €1 sloZzeni chromozom W. Chromozom W b. zelného byl u vSech jedincti podobného
vzhledu s uré¢itym mnozstvim heterochromatinu témét po celé své délce, pti¢emz se po celé
jeho délce sttidaly useky vice znacené zelené a useky znacené Zluté. U jader b. fepkového byl
chromozom W tvofen z vétsi ¢asti masivnim blokem heterochromatinu, ktery byl vice znacen
zelené a zbytek jeho délky znafen zluté. Na obrazcich 3 a 4 jsou vyobrazeny typické

hybridizace na pachytennich jadrech zkoumanych bélaski.
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Obrazek 3: Komparativni genomova hybridizace na jadie samice b. zelného. Podbarveni
DAPI (a), piekryv samiéi a saméi sondy (b), saméi sonda (c), samici sonda (d). Sipky ukazuji

bivalent WZ. Méritko = 10 pm.

Obrazek 4: Komparativni genomova hybridizace na jadfe samice b. fepkového. Podbarveni
DAPI (a), piekryv samiéi a saméi sondy (b), saméi sonda (c), samici sonda (d). Sipky ukazuji
bivalent WZ. M¢titko = 10 um.

4.2. Amplifikace vybranych sekvenci pomoci PCR
PCR byla provadéna s vyuZzitim gDNA bélaska, u kterého byl satelit ¢i mobilni element
nalezen. Nejprve byla provadéna u vsech repetic za riiznych teplot annealingu (Obrazek 5),

aby bylo mozné zjistit idealni teplotu pro dany par primera (viz Tabulka 7).
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Obrazek 5: Produkty PCR provadéné za riznych teplot annealingu.
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Tabulka 7: Zjisténa idealni teplota annealingu pro amplifikaci vybranych repetic pomoci

PCR.

Satelit Druh bélaska Teplota annealingu | O¢ekavana
délka produktu

CL21 b. fepkovy (P. napi) 54 °C 654 bp

cL41 b. fepkovy (P. napi) 54 °C 840 bp

CL72 b. zelny (P. brassicae) 54 °C 452 bp

CL94 b. zelny (P. brassicae) 58 °C 1102 bp

CL118 b. zelny (P. brassicae) 56 °C 103 bp

CL240 b. fepkovy (P. napi) 56 °C 1 066 bp

Produkty PCR u repetic clustert 41, 94 a 240 byly po piecisténi zaklonovany, nicméné
repetice CL21, CL72 a CL118 se opakovan¢ zaklonovat nepodafilo. Aby bylo ovéteno, Ze se
zaklonovala spravna repetice, byla provedena PCR a produkty o spravné délce pro jednotlivé
repetice byly odeslany na sekvenovani. Po potvrzeni zaklonovani spravné repetice (CL41-12,
CL94-6, CL145-2-29 a CL240-27) byly produkty PCR pouzity jako templat pro dalsi PCR
za stejnych podminek. Produkty této PCR byly po ptecisténi znaceny biotinem pomoci PCR
(CL41, CL94) a pomoci Nick Translace (CL145 a CL240).

Produkty PCR repetic CL21 a CL72 byly vyfezany z gelu (Obrazek 6), piecistény a
odeslany na sekvenovani. Poté, co bylo potvrzeno, Ze vyfezané produkty jsou ty spravné
repetice, byly produkty PCR znaceny biotinem pomoci PCR. Oc¢ekavana délka repetice CL118
byla 103 bp, a proto byl navrzen oligonukleotid dlouhy 99 bazi stejného sloZeni jako repetice
CL118 a na koncich se sekvencemi (na 5konci — CCTCCAAGCTCCCTATGT a na 3 konci
— TACCCAACAACAGACGGC) vazajicimi univerzalni primery z ptakopyska podivného
(Ornithorhynchus anatinus). Tento oligonukleotid byl také naznacen biotinem pomoci PCR.

Znacené sondy byly nasledné pouzity pro nepfimou fluorescenéni in situ hybridizaci.
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Obrazek 6: CL 21 a CL72 pied vyfezanim (a) a po vyfezani z gelu (b).

4.3. Anotace repetitivni DNA
Vybrané repetitivni sekvence byly anotovany pomoci tfi bioinformatickych
programi (BLAST, RepeatMasker, RepeatExplorer), aby byly ziskdny informace

0 pravdépodobném misté vyskytu téchto sekvenci jesté pred lokalizaci. Informace ziskané

z bioinformatickych nastroju jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8: Piehled repetic s anotacemi. F/M — pomér ¢teni (readtt) obsahujicich danou repetici
mezi samici a samcem, SD F — smérodatna odchylka v poctu ¢teni obsahujicich danou repetici
u tii samicich biologickych vzorkl, SD M — smérodatna odchylka v poctu ¢teni obsahujicich
danou repetici u tfi samcich biologickych vzorkd, RM — anotace pomoci nastroje
RepeatMasker, RE — anotace pomoci nastroje RepeatExplorer, BLAST — pocet a lokalizace
podobnych sekvenci nalezenych v nukleotidové databazi NCBI, Pbra — Pieris brassicae, Pnap
— Pieris napi, sat HC — s vysokou pravdépodobnosti satelit (High confidence), sat LC —

s nizkou pravdépodobnosti satelit (Low confidence)
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Nazev |F/IM |SDF |SDM |RM RE BLAST
CL21 0,98 11,32 | 18,80 | Jednoduché sat HC Na nékolika autozomech
repetice
(AAAATTA)
CL41 1,30 8,38 11,26 sat LC Na nékolika autozomech
CL72 27,17 | 3,40 |0,82 nic nic 129 nalezti na W u Pbra a
hity na nékolika
autozomech
CL94 |25 287 |4,92 |nic class | 17 nalezti na W u Pbra a
LTR hity na nékolika
autozomech
CL118 | 1,15 |7,87 |0,47 |nic Sat LC 57 nalezti na W u Pbra a
hity na nékolika
autozomech
CL240 | 2,45 |4)55 2,05 | Jednoduché | class |l MRNA, 2 hity na W u
repetice LINE- Pnap a hity na nékolika
(GTATTA) RT autozomech
4.4. Neprima FISH

Misto vyskytu sateliti a mobilnich elementi bylo zjistovano pomoci metody FISH.

Metoda byla provadéna pomoci sondy znac¢ené biotinem vzdy na ovaridlnim preparatu druhu

bélaska, u néhoz byla dana repetice identifikovana.

RepeatExplorer urcil, ze CL21 je s vysokou pravdépodobnosti satelit s pomérem

zastoupeni u samic ku u samct (F/M) 0,98, coz znaci, Ze satelit s nejvétsi pravdépodobnosti

nebude W obohaceny a nebude se vyskytovat na chromozomu W. To se pii lokalizaci

potvrdilo, kdyz sonda hybridizovala do jadra, ale vyhradné na autozomy (Obrazek 7).
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Obrazek 7: Fluorescenc¢ni in situ hybridizace CL21 na jadfe b. fepkového. Sonda na pozadi
DAPI (a), podbarveni DAPI (b), sonda (c¢). Vyiez ukazuje bivalent WZ z jiného jadra. Métitko
=10 pm.

Jako repetice, ktera je s nizkou pravdépodobnosti satelit, byla RepeatExplorerem
oznacena repetice CL41. Pomér F/M je 1,30, takze bylo predpokladano Ze se tento satelit bude
ve vetsi mife vyskytovat na chromozomu W v porovnani s autozomy, coz se ale nepotvrdilo.

Sonda hybridizovala hojn€ na v§echny chromozomy, nicméné na chromozomu W se vyskytuje

pouze Vv par kopiich (Obrazek 8).

Obrazek 8: Fluorescencni in situ hybridizace CL41 na jadre b. fepkového. Sonda na pozadi

DAPI (a), podbarveni DAPI (b), sonda (c). Sipky ukazuji bivalent WZ. Mé&fitko = 10 um.

CL72 nebyl Zadnym pouzitym nastrojem anotovan, nicméné mél nejvyssi pomér F/M
a to 27,2, tudiz by se m¢l vyskytovat na chromozomu W opravdu hojné. Hybridizace sondy
na jadro b. zelného toto potvrdila a na Obrazku 9 mizeme pozorovat, ze je chromozom W

po celé své délce znacen Cerveng.
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Obrazek 9: Fluorescencni in situ hybridizace CL72 na jadie b. zelného. Sonda na pozadi DAPI
(a), podbarveni DAPI (b), sonda (c), detail chromozomu W (d, e, f). Sipky ukazuji bivalent
WZ. Métitko = 10 pm.

Mobilni element CL94 byl anotovan pomoci RepeatExploreru jako LTR
retrotranspozon spomérem F/M = 2,5. Tato skuteCnost napovida, ze by se tento
retrotranspozon mél vyskytovat vice na chromozomu W v porovnani s autozomy. Znacena

sonda hybridizovala nejen do nékolika mist na autozomech, ale také do heterochromatinu

na chromozomu W (Obrazek 10), ¢imz byla tato domnénka potvrzena.

Obrazek 10: Fluorescenc¢ni in situ hybridizace CL94 na jadie b. zelného. Sonda na pozadi

DAPI (a), podbarveni DAPI (b), sonda (c). Sipky ukazuji bivalent WZ. Mé&fitko = 10 um.

Dalsi repetici anotovanou RepeatExplorerem s nizkou pravdépodobnosti jako satelit
byl CL118, ktery ma pomér F/M 1,15, tudiz by se mél v mensi mife vyskytovat i1
na chromozomu W. Sonda hybridizovala jako velky blok na jeden autozomalni bivalent,
V malém mnozstvi na dal$i autozomy a v né¢kolika malo kopiich i na chromozom W (Obrazek

11).

Obrazek 11: Fluorescenc¢ni in situ hybridizace CL118 na jadie b. zelného. Sonda na pozadi

DAPI (a), podbarveni DAPI (b), sonda (c). Sipky ukazuji bivalent WZ. Méfitko = 10 um.
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Repetice CL 240 byla RepeatExplorerem anotovana jako retrotranspozon a meéla
pomér F/M 2,45, coz naznacovalo, Ze se bude hojn¢ vyskytovat na chromozomu W. Tato

domnénka byla potvrzena, kdyz tento retrotranspozon hybridizoval témét vyhradné

do heterochromatinového bloku na chromozomu W (Obrazek 12).

Obrazek 12: Fluorescencni in situ hybridizace CL240 na jadfe b. fepkového. Sonda na pozadi
DAPI (a), podbarveni DAPI (b), sonda (c). Sipky ukazuji bivalent WZ. M&titko = 10 um.

4.5. Velikost genomi
Pomoci pritokové cytometrie bylo mozné zjistit velikost genomt danych druha
bélaskli a zjistit, zda existuje rozdil ve velikosti mezi jednotlivci. Byla zmétfena velikost
genomu osmi jedinci b. fepkového a péti jedinct b. zelného. Méfeni bylo provadéno
na samcich, protoze méteni samic by bylo zkomplikovano pfitomnosti chromozomu W, ktery
mize mit variabilni pocet heterochromatinovych bloki. VSichni jedinci byli métfeni dvakrat a
rozptyl mezi métenimi nepiesahoval hodnotu 4 %, coZ je u téchto analyz béznd chyba méfeni

a je castecn¢ eliminovana vytvorenim primeéru téchto hodnot.

U b. zelného byla nejvétsi naméiena hodnota 0,375 pg u jedince M23-02 z Ceskych
Bud¢jovic a nejmensi hodnota 0,354 pg u jedince M23-01 ze Lhoty. Rozdil mezi témito
naméfenymi hodnotami je 5,6 %. U b. fepkového byla nejvétsi zjiSténd hodnota 0,456 pg
u jedince M23-03 z Ceskych Budé&jovic a nejmensi hodnota 0,390 pg u jedince M23-06
z Ceskych Budgjovic. Rozdil mezi nejvétsi a nejmensi naméfenou hodnotou u tohoto druhu je

14,5 %.

Tabulka 9: Vysledky méfeni genomu. 1C-pg PA-EK a 1C-Mbp PA-EK ukazuji velikosti
genomu na zakladé hodnoty pro ruménici pospolnou (P. apterus) 1C = 1,336 pg kalibrovanou
proti z. mou¢nému (E. kuehniella) 1C = 0,45 pg. Nejniz§i naméfené hodnoty jsou znaeny

oranzove, nejvyssi namétené hodnoty znaceny zelené.
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Druh Jedinec Lokalita Pomér 1C-pg PA-  1C-Mbp PA-
EK EK
Pieris napi M23-01 Koroseky 0,318 0,425 416
Pieris napi M23-03 Lhota 0,300 0,401 392
Pieris napi M23-02 Lhota 0,303 0,405 396
Pieris napi M23-02 Vrabce 0,298 0,398 389
Pieris napi M23-06 Ceské Budgjovice
Pieris napi M23-11 Ceské Budgjovice 0,304 0,406 397
Pieris napi M23-02 Ceské Budgjovice 0,312 0,417 408
Pieris napi M23-03 Ceské Budgjovice 0,341 0,456 446
Pieris brassicae  M23-01 Lhota
Pieris brassicae  M23-02 Lhota 0,274 0,366 358
Pieris brassicae  M23-03 Lhota 0,270 0,361 353
Pieris brassicae  M23-02 Ceské Budgjovice 0,281 0,375 367
Pieris brassicae  M23-05 Mlada Boleslav 0,270 0,361 353
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5. Diskuze

5.1. SloZeni chromozomu W
Chromozom W prochézi velice rychlou evoluci, jejimz disledkem je, ze i U blizce
ptibuznych druhii jsou mezi chromosomy W velké rozdily (Hejnickova et al, 2021; Vitkova
et al., 2007; Zrzava et al., 2018). Tento stav nalezneme i u zkoumanych bélasku, kdy na prvni
pohled vidime, ze se chromozomy =zasadn¢ li§i nejen velikosti, ale i mnozstvim
heterochromatinu. Pro lepsi porozuméni slozeni téchto chromozomt byla pouzita metoda
CGH, ktera odhalila u obou druhti kromé sekvenci spole¢nych pro ob¢ pohlavi také sekvence

obohacené pro chromozom W.

Hybridizace sond pomoci metody CGH na pachytennich jadrech b. zelného a b.
fepkového byla provadéna jiz v mé bakalafské praci, nicméné protoZze od té doby byla
u nekterych druhli motyll nalezena vnitrodruhova variabilita ve tvaru a slozeni chromozomu
W, byl tento postup opakovan ve snaze zjistit, zda se podobna variabilita nevyskytuje 1
u zkoumanych b¢lasku. Pti studii zejkovce hluchavkového (Pseudopanthera macularia) bylo
zjisténo, Ze u nekterych samic se nachazi bivalent WZ s nediferencovanym chromozomem W,
zatimco u jinych samic se byl pomoci CGH odhalen bivalent WZ s chromozomem W, ktery
byl velmi vyrazné¢ znacen sami¢i sondou, ¢imz byla u tohoto druhu odhalena variabilita
chromozomu W (Hejnickova et al., 2021). K odhaleni variability chromozomu W v rdmci
jednoho druhu doslo i u skvrnopasnika liskového (Lomaspilis marginata). V praci Demkova,
2022 byly pomoci CGH u tohoto druhu identifikovany tii razné typy chromozomu W
vyskytujici se u samic z rtiznych rodin a tento rok byly objeveny dalsi dva typy chromozomu

W vyskytujici se u samic tohoto druhu (Trehubenko, 2023).

Hybridizace sond pfi metodé CGH u b. zelného a b. fepkového vsak zZadnou takovou
variabilitu chromozomu W u samic neodhalila. U b. zelného bylo moZzné pozorovat
chromozom W, u kterého byly useky siln€jsi hybridizace samici sondy témét po celé délce
chromozomu W stiidany s tseky, kde obé sondy hybridizovaly s podobné silnou intenzitou.
Mista se stejnou intenzitou hybridizace se vyskytuji také na obou koncich chromozomu W.
Chromozom W b. fepkového je z vEtsi Casti tvoren heterochromatinovym blokem, a praveé
V této oblasti je moZné pozorovat silngj$i signal hybridizace samici sondy, zatimco zbytek
tohoto chromozomu je znacen obéma sondami signalem s podobné silnou intenzitou. Tento

stav odpovida také skuteCnostem zjisténym v mé bakalaiské praci (Pinkrova, 2020).
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5.2. Lokalizace satelitnich sekvenci a mobilnich elementi

Jak uz bylo zminéno vyse, repetitivni DNA tvofi vyznamnou ¢ast genomu vSech
eukaryot. Repetice jsou hlavni slozkou konstitutivniho heterochromatinu, kterd se vyskytuje
Vv telomerickych a pericentromerickych oblastech (Charlesworth et al., 1994). U motyli je
vSak vyskyt heterochromatinovych blokl velice ojedin€ly a heterochromatin u vétSiny druhii
nalezneme pouze na chromozomu W. Repetitivni sekvence byly tfadu let vynechavany
ze sekvenovani, protoze ztézovaly skladani genomu a bez sekvenovani bylo velice slozité je
jinymi molekuldrnimi metodami odhalit. Doneddvna bylo proto zndmo velmi malo repetic
vyskytujicich se u motyld, nicméné srozvojem sekvenovani nové generace a

bioinformatickych néstroji se tato situace velice rychle méni (Satovi¢-Vuksié, Plohl, 2023).

Velkou dynamiku nalézame nejen v poctu satelitli a mobilnich elementii v genomu
ale také v distribuci a lokalizaci (Satovi¢ Vuksi¢, Plohl, 2021). Naptiklad u sluné¢ka pestrého
(Hippodamia variegata) bylo nalezeno 30 satelitd, které zabiraji 15 % genomu (Mora et al,
2020), naopak u plostice (Rhodnius prolixus), kde bylo v genomu satelitli nalezeno dokonce
39 ale zabiraji pouze 8 % genomu (Montiel et al., 2021). Velké rozdily v§ak mizeme nalézt i
mezi jedinci jednoho druhu z riznych populaci, jako u plostice Triatoma infestans, kde
u andské populace zabiraji satelity 33 % genomu, zatimco u neandské pouze 25 % (Pita et al.,
2017), nebo mezi samci a samicemi stejného druhu, jako napiiklad u motyla D. saccharalis,
kde mobilni elementy u samcii tvoii 38,19 % genomu, zatimco u samic az 41,35 % (Gasparotto
et al., 2022). Neni proto zadnym piekvapenim, ze se pocet sateliti a mobilnich elementt

nalezenych u dvou zkoumanych druht bélaska lisi.

V této praci byly lokalizovany celkem tfi satelity, dva mobilni elementy a jedna
repetice, ktera nebyla anotovana. Pro lokalizaci byly vybrany repetice s podezienim vyskytu
na chromozomu W, aby bylo mozné zjistit, co se na tomto chromozomu nachézi. Z Sesti
zkoumanych repetic bylo pét lokalizovano alespont v malé mife na chromozomu W. U vétSiny
lokalizovanych repetic ptedpokladana lokalizace na zakladé poméru zastoupeni repetice
u samic a u samcu odpovidala skute¢nosti. Pokud sondy hybridizovaly ve vétsim mnozstvi
na chromozom W, hybridizovaly do oblasti heterochtomatinovych bloku, coz dale potvrzuje
fakt, Ze heterochromatin je hlavnim mistem vyskytu repetic. Tato skutecnost byla ocekavana,
prestoze analyza satelitnich sekvenci u s. liskového (L. marginata) ukézala, Ze zkoumané

satelitni sekvence mohou byt lokalizovany mimo mista heterochromatinovych bloki
(Trehubenko, 2023).
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Dlvody, pro¢ byly nékteré satelity RepeatExplorerem predpokladany
na chromozomu W ve velkém mnozstvi, ale nebyly tam ve stejné mife lokalizovany, mohou
byt dva. Prvnim vysvétlenim by mohla byt vnitrodruhova variabilita, kdy u sekvenovani
samice je tento satelit obohaceny na W, zatimco u samice, ze které byl vyhotoven preparat
obohaceny nebyl. Druhym diivodem muze byt analyza RepeatExplorerem. Analyzuje se jen
urcité mnozstvi ¢teni, takze mohla byt v této analyze vlivem néhody repetice zastoupena vic,

nez odpovida realité v genomu.

5.3.  Velikost genomu
Velikost genomu je jednou ze zakladnich charakteristik eukaryotniho organizmu a
obsahuje celkové mnozZstvi DNA obsazené v jedné kopii jediného genomu (hodnota C) a
vyjadiuje se bud’ v mnozstvi (pg) nebo v poctu parti bazi (bp) (Gregory, 2005). U b. zelné¢ho
se naméfené hodnoty pohybovaly v rozmezi 0.354 — 0,375 pg a u b. fepkového v rozmezi
0,390 — 0,456 pg, coz podle teorie z prace Liu et al., 2020 piiblizné odpovida ancestralnimu
motylimu genomu, ktery mél velikost 0,5 pg, pfi¢emz V jednotlivych podrodinach dochéazelo

béhem vyvoje k poklestim ¢i nartstim této velikosti.

Zajimavé jsou rozdily ve velikosti genomu zjisténé u jedincii stejného pohlavi b.
zelného a predevsSim b. fepkového. U tohoto druhu byl zjistén rozdil mezi nejvétSim a
nejmenSim naméfenym genomem 14,5 %, coz neni zanedbatelné. Tento druh vSak neni
jedinym, u kterého byla zjiSténa vnitrodruhova variabilita. U s. liskového byl pii méteni
genomu jedincti stejného pohlavi zjistén rozdil mezi nejvétSim a nejmenSim naméfenym
genomem az 23 % (Trehubenko, 2023). Moznym vysvétlenim téchto rozdild by mohlo byt
mnozstvi nakumulované repetitivni DNA, jako jsou satelity a mobilni elementy, které byly
U obou druhii lokalizovany jak v této praci, tak v roce 2020 (Pinkrova, 2020). Tato skutecnost
byla zjisténa u bélaska hrachorového (Leptidea sinapis) a bélaska luéniho (Leptidea
juvernica), u nichZz velikost genomu koreluje s mnozstvim akumulovanych mobilnich

elementt (Talla et al., 2017).

Pomoci sekvenovani a nésledného sloZeni genomu byla u bélaska zelného
predikovana velikost genomu 292 Mbp (Lohse, 2021), coz neodpovidd hodnotdm ziskanym
pomoci pritokové cytometrie naméfenych v této praci, které se pohybovaly v rozmezi 346 —
367 Mbp. Podobna je situace 1 u b. fepkového, u néhoz byl podle sekvenovani ur¢en genom
velikosti 299 Mbp (Nallu et al., 2018) nebo 320 Mbp (Lohse, Hayward, Ebdon, 2021), coz je

opét vyrazn€ méné nez hodnoty zjisténé pomoci prutokové cytometrie, jez jsou v rozmezi 382
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—446 Mbp. Tyto rozdily mohou byt zptisobeny tim, ze pti skladani genomu mohou byt nékteré
kopie stejné repetice ignorovany (zkolabovany), ¢imz dochazi ke snizovani poctu jednotlivych
opakovani. Tato skutecnost jen dale potvrzuje, ze genomy obou zkoumanych druht bélaskt

jsou velice bohaté na repetitivni DNA.
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6. Zavér

Cilem této prace byla analyza vnitrodruhové variability chromozomu W, velikosti
genomu a repetitivni DNA u dvou druht bélaski, konkrétné b. zelného a b. fepkového.
Komparativni genomovou hybridizaci nebyla ani u jednoho ze zkoumanych druhti nalezena
vnitrodruhova variabilita. Chromozomy W nepiibuznych jedinct stejného druhu
nevykazovaly rozdily ve tvaru chromozomu W, poctu heterochromatinovych blokd ani

V obsahu sekvenci obohacenych pro W.

Genomy obou zkoumanych druhtl jsou bohaté na repetice, coz potvrdila i lokalizace
vybranych satelitd a mobilnich elementt. Uspdsné se podaiilo izolovat a zamapovat Sest
repetic, z toho tii jsou satelity, dvé repetice jsou mobilni elementy a jedna repetice nebyla
anotovana. Lokalizace téchto repetic prokazala, Zze pét téchto sekvenci se vyskytuje

na chromozomu W a nékteré jsou na chromozomu W silné obohacené.

U obou druhii byly pratokovou cytometrii zméfeny velikosti genomu, které byly
vysS8i neZ publikované hodnoty uréené sekvenovanim genomu. Métfenim byly také zjiStény
rozdily ve velikostech genomu mezi jedinci stejn¢ho druhu, u b. zelného 5,6 % a u b,

fepkového 14,5 %, které mohou byt zplisobeny riiznou mirou akumulace repetitivni DNA.

Tato prace odhalila dalsi informace o genomu a pohlavnim chromozomu W dvou
vybranych druht bélaska rodu Pieris. Dal$im smérem vyzkumu by mohla byt analyza

mikrosatelit nebo lokalizace jiz objevenych satelitii u dalSich zastupci rodu Pieris.
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