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1. Úvod 

1.1. Evoluce pohlavních chromozomů 

U většiny druhů živočichů a některých druhů rostlin je pohlaví jedince určeno 

geneticky, pomocí pohlavních chromozomů. Typicky je jedno pohlaví homogametické, jehož 

genom obsahuje dva stejné pohlavní chromozomy (XX, ZZ), a druhé pohlaví heterogametické, 

jehož jádro obsahuje dva odlišné pohlavní chromozomy (XY, WZ). U těchto jedinců je 

sexuální vývoj řízen genem určujícím pohlaví, který spouští kaskádu procesů, jež vedou 

k vývoji samčího či samičího pohlaví (Abbott, Nordén, Hansson, 2017). Tento typ se vyvinul 

během evoluce nezávisle mnohokrát, a dochází při něm k postupné degeneraci genů 

na chromozomu, který je pro heterogametické pohlaví unikátní (Y, W) (Bachtrog, 2006). 

Obecně uznávaná je teorie, že pohlavní chromozomy se vyvinuly z páru autozomů. 

Evoluce tohoto páru v pohlavní chromozomy začala v okamžiku, kdy jeden chromozom 

z tohoto páru získal gen určující pohlaví pro samčí či samičí pohlaví (Charlesworth, 1996; 

Rice, 1996). Tento gen mohl vzniknout pomocí mutací, nebo být přenesen z jiného páru 

chromozomů, kdy se tento přesun nazývá “turnover“ (Abbott et al., 2017; Wright et al., 2016). 

U živočichů s určením pohlaví pomocí pohlavních chromozomů Y a W se u tohoto genu 

následně začaly shromažďovat další geny výhodné pro toto pohlaví a pro druhé pohlaví 

nepotřebné. Pro tyto geny je výhodné, aby se do další generace přenášely společně, proto 

začala selekce v této oblasti chromozomu upřednostňovat určité náhodně vznikající přestavby 

(inverze), čímž bylo zamezeno rekombinaci během crossing overu (Beukeboom a Perrin, 

2014; Charlesworth, Charlesworth, Marais, 2005). S přibývajícími prospěšnými geny se 

i oblast s přestavbami začala zvětšovat, až zaujímala většinu chromozomu. Ztráta 

rekombinace a s ní spojená akumulace mutací způsobila postupnou degeneraci a ztrátu většiny 

genů na tomto chromozomu (Felsenstein, 1974; Charlesworth a Charlesvorth 1978; 

Charlesworth a Charlesworth, 2000). Pomocí těchto procesů může dojít až k úplné ztrátě 

chromozomu Y nebo W, když se hlavní gen určující pohlaví přesune na jiný chromozom či je 

nahrazen genem novým a celý proces začne znovu (Charlesworth, 2005; Kaiser, Bachtrog, 

2010). Tímto cyklem procházejí všechny pohlavní chromozomy druhů s chromozomálním 

určením pohlaví, ale u každého druhu se nacházejí v různé fázi. 

Chromozom, který neprodělal tyto změny (X a Z), prochází vlastní evolucí. Tento 

chromozom se v heretogametickém pohlaví vyskytuje pouze v jedné kopii, tudíž každá 

recesivní alela, která se objeví na tomto chromozomu a dává heterogametickému pohlaví 
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reprodukční výhodu, je ihned viditelná pro selekci. Současně se tyto chromozomy většinu své 

existence (2/3) vyskytují v homogametickém pohlaví, což dává selekci možnost na těchto 

chromozomech shromažďovat geny prospěšné pro pohlaví homogametické. Chromozomy X 

a Z tak neodráží pouze podobu autozomu, z něhož vznikly, ale mohou nést velké množství 

genů prospěšných jak pro samčí, tak i samičí pohlaví (Bachtrog, 2006; Rice, 1984). 

Diferenciace mezi chromozomy X a Y (případně Z a W) a ztráta většiny funkčních 

genů na chromozomu Y (W) může být urychlována dalšími procesy, jako je Mullerova rohatka 

(Charlesworth, 1978; Muller, 1964), genetický hitchhiking (Rice, 1987) a selekce na pozadí 

(Charlesworth 1994). 

1.2. Pohlavní chromozomy motýlů 

U motýlů (řád Lepidoptera) a jejich blízce příbuzného řádu chrostíků (Trichoptera) 

nalezneme chromozomové určení pohlaví s heterogametickými samicemi a 

homogametickými samci, stejně jako u ptáků či většiny hadů. Motýli jsou také největším 

taxonem s tímto určením pohlaví a společně s chrostíky a několika druhy dvoukřídlích 

(konkrétně z čeledi Tephritidae, Diptera) také jedinými zástupci hmyzu s tímto pohlavním 

určením (Bull, 1983; Bush 1966; Traut a Marec, 1996). Chromozomový systém 

s heterogametickými samicemi se označuje systém WZ/ZZ nebo Z0/ZZ v závislosti 

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

Za původnější konstituci se považuje Z0/ZZ, který nalezneme u chrostíků a bazálních 

motýlů. Systém WZ/ZZ se dnes vyskytuje u většiny druhů motýlu (viz Obrázek 1) a existuje 

několik teorií o jeho vzniku, konkrétně o vzniku chromozomu W. Jednou z nich je ta, že 

chromozom W vznikl fúzí původního chromozomu Z s autozomem (Traut a Marec, 1996; 

Traut a Marec, 1997; Yoshido, Marec, Sahara, 2005). Tuto hypotézu podporuje například to, 

že určení pohlaví s heterogametickými samicemi se u společného předka motýlů a chrostíků 

objevilo před více než 180 miliony let, zatímco chromozom W se u společného předka vyvinul 

přibližně až před 97 miliony let (Kristensen a Skalski, 1999; Grimaldi a Engel, 2005). Druhou 

teorií je, že chromozom W vznikl z chromozomu B (nadbytečný chromozom, vyskytující se 

pouze u některých jedinců v rámci druhu), který se začal párovat s chromozomem Z. Tuto 

teorii podporují některé studie chromozomů Z a W (Dalíková et al., 2017a; Fraisse, Picard, 

Vicoso, 2017). 
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Obrázek 1: Cytogeneticky potvrzené systémy pohlavních chromozomů mapované 

na fylogenezi řádu Lepidoptera (autor obrázku: prof. RNDr. František Marec, CSc.). Celková 

fylogeneze založená na práci Kawahara et al., 2019 a Mitter, Davis, Cummings, 2017. 

Fylogeneze nadčeledí s více než dvěma čeleděmi: Papilionoidea – Espeland et al., 

2018; Gelechioidea – Sohn et al., 2016; Bombycoidea - Hamilton, St Laurent, Dexter et al., 

2019. Zdroje pro určení chromozomových systémů: Trichoptera - Marec, Novák, 

1998; Micropterigidae - Traut, Marec, 1997; Hepialidae - Kawazoe, 1987 a Voleníková, 

2015; Tischeriidae, Tineidae, Gracillariidae, Plutellidae – Dalíková et al., 2017; Psychidae 

- Hejníčková et al., 2019; Tortricidae – Šíchová et al., 2013; Pieridae (WnZn) – Šíchová et al., 

2015; Lycaenidae – Kreklová, 2020; Nymphalidae (WZ; WZ1Z2) - Yoshido, Yamada, Sahara, 

2006 a Smith et al., 2016; Gelechioidea - Carabajal Paladino et al., 2019; Noctuidae 

- Yoshido, Yamada, Sahara, 2006; Geometridae – Hejníčková et al., 2021; pro ostatní data a 

rodiny - Marec, Sahara, Traut, 2010. 
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Kromě standardního, hojně se vyskytujícího systému WZ/ZZ najdeme u motýlů 

i odvozenější systémy jako jsou W1W2Z/ZZ nebo WZ1Z2/Z1Z1Z2Z2). I u odvozenějších druhů 

motýlů však můžeme nalézt systém Z0/ZZ, kde se tento systém objevil díky druhotné ztrátě 

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

Identifikace jednotlivých motýlích chromozomů byla řadu let velice problematická, 

protože tyto chromozomy mají stejný tvar i velikost, nemají primární konstrikce a dosud 

známé metody nebyly vyhovující (Wolf, 1996). Detailnější studie umožnil až vznik moderních 

technik jako je fluorescenční in situ hybridizace (FISH) či komparativní genomová 

hybridizace (CGH) a genomová in situ hybridizace (GISH) (Traut et al., 1999; Sahara et al., 

2003a; Sahara et al., 2003b) 

1.2.1. Chromozom Z 

Molekulární struktura chromozomu Z je velice podobná konstituci autozomů a je 

konzervativní u všech druhů motýlů (Sahara, Yoshido, Traut, 2011). Genové složení 

chromozomů Z navíc není konzervativní pouze v rámci motýlů, ale i v rámci všech druhů 

ptáků (Nanda et al., 2008). 

Zkoumáním minovníčka dubového (Tischeria ekebladella), klíněnky jírovcové 

(Cameraria ohridella), zápředníčka polního (Plutella xylostella) a mola šatního (Plutella 

xylostella) (Dalíková et al., 2017a) byla prokázána konzervativnost chromozomu Z v rámci 

skupiny Heteroneura, zkoumáním hrotnokřídlece chmelového (Hepialus humuli) a 

amerického hrotnokřídlece Phymatopus californicus byla prokázána konzervativnost u čeledi 

hrotnokřídlecovitých (Hepialidae) (Voleníková, 2015) a zkoumáním hrotnokřídlece 

salátového (Triodia sylvina), adély pestré (Nemophora degeerella), k. jírovcové, b. 

morušového a chrostíka Limnephilus lunatus (Fraisse et al., 2017) byla prokázána 

konzervativnost chromozomu nejen napříč několika čeleděmi motýlů, ale i s řádem chrostíků. 

1.2.2. Chromozom W 

Motýlí chromozom W často představuje největší a někdy i jediný blok 

heterochromatinu, který se v buňce vyskytuje. Tato konstituce naznačuje, že chromozom W 

je z velké části tvořen repetitivní DNA, která se během evoluce kumuluje na pohlavních 

chromozomech, které neprocházejí rekombinací (Kaiser a Bachtrog, 2010). Nejčastějším 

komponentem na chromozomu W jsou mobilní elementy, což bylo potvrzeno studií b. 

morušového, obaleče jablečného (Cydia pomonella) a zavíječe moučného (Ephestia 

kuehniella) (Abe et al., 2005; Fuková et al., 2007; Traut et al., 2013). Díky tomu je množství 
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kódujících sekvencí eukaryotických genů velmi malé a tyto sekvence nejsou mezi druhy 

sdílené (Gotter, Levine, Reppert, 1999; Van’t hof et al., 2013; Kiuchi et al, 2014; Nagaraju et 

al., 2014; Fuijii et al., 2015). Repetitivní sekvence prodělávají velmi rychlou evoluci a stávají 

se tak hlavním motorem degenerace chromozomu W (Marec, 1996; Sahara et al., 2003a). 

Kromě mobilních elementů však k rychlému vývoji chromozomu W přispívá také samičí 

achiasmatická meióza neboli meióza bez crossing overu. Díky tomu degenerace chromozomu 

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

Přestože některé informace o motýlím chromozomu W získané během let posloužily 

k lepšímu porozumění o evoluci tohoto chromozomu (Nguyen a Carabajal Paladino, 2016; 

Traut, Sahara, Marec, 2007), o jeho specifickém sekvenčním složení víme velice málo, a to 

z několika důvodů. Jedním z nich je fakt, že chromozom W je, jak už bylo zmíněno výše, 

z velké části tvořen repetitivní DNA, která tvoří velké heterochromatinové bloky. Rané 

platformy pro sekvenování genomu produkovaly krátká čtení a v této době ještě nebyly známy 

nástroje schopné z těchto krátkých úseků sestavovat úseky repetitivní DNA, což znemožnilo 

získávání informací o místech genomu bohatých na repetice, a tak se sekvenování soustředilo 

spíše na samčí genomy (Gasparotto et al., 2022). Dalším je, že na rozdíl od chromozomu Z, 

který je do značné míry konzervovaný i mezi málo příbuznými druhy motýlů, prochází 

chromozom W velice rychlou evolucí, což vede k velké variabilitě chromozomů W i mezi 

blízce příbuznými druhy. Skutečnost, že i blízce příbuzné druhy mají velice odlišné sekvence 

na chromozomu W, byla prokázána pomocí CGH a Zoo-FISH u zavíječů: zavíječ 

Cadra cautella, zavíječ paprikový (Plodia interpunctella) a zavíječ voskový (Galleria 

mellonella) (Vítková et al., 2007), u skvrnopásníků: skvrnopásník angreštový (Abraxas 

grossulariata) a skvrnopásník jilmový (Abraxas sylvata) (Zrzavá et al., 2018) a také 

u travaříků: z. kukuřičný, zavíječ zimostrázový (Cydalima perspectalis) a travaříka Diatraea 

postlineella (Cabral-de-Mello et al., 2021).  

Složení chromozomu W je stále neznámé, přesto na něm byly identifikovány některé 

satelity, mikrosatelity, mobilní elementy a ve výjimečných případech i klastry rDNA (Abe 

et al. 2005; Traut et al. 2013; Věchtová et al. 2016; Dalíková et al. 2017b; Zrzavá et al. 2018; 

Cabral-de-Mello et al. 2021). Konkrétně jsou dnes známé například různé transpozony, 

mikrosatelity a sekvence mitochondriální DNA z. moučného (Traut et al., 2013), LTR (dlouhé 

terminální sekvence) a non-LTR retrotranspozony o. jablečného (Fuková et al., 2007), LTR, 

non-LTR a DNA retrotranspozony b. morušového (B. mori) (Abe et al., 2005), dva 

transpozony travaříka Diatraea saccharalis (Gasparotto et al., 2022) a několik non-LTR a 
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LTR retrotranspozonů různorožce trnkového (Peribatodes rhomboidaria) (Hejníčková et al., 

2023).  

1.3. Repetitivní DNA 

Genom eukaryot je velmi bohatý na sekvence, které nekódují proteiny, a tyto sekvence 

tvoří největší a zároveň nejméně prozkoumanou část genomové DNA. Tradičně se tyto 

sekvence rozdělovaly na sekvence uspořádané jako tandemové repetice a sekvence rozptýlené 

po celém genomu (Biscotti, Olmo, Heslop-Harrison, 2015; López-Flores, Garrido-Ramos, 

2012). Tandemové repetice dále dělíme na satelity, minisatelity a mikrosatelity, které se 

od sebe liší nejen délkou opakující se sekvence a počtem opakování, ale také mechanismem 

vzniku (Šatović, Tunjić Cvitanić, Plohl, 2020). Druhou skupinu pak tvoří repetice rozptýlené 

po genomu, které vznikají jako výsledek transpozičních procesů, pomocí kterých se mobilní 

elementy dostávají do nových lokalit v genomu a během tohoto procesu mohou měnit jeho 

strukturu (Bennetzen J.L., Wang, 2014; Marsano R.M., Dimitri, 2022; Piacentini et al., 2014; 

Wells, Feschotte, 2020). Díky jejich obtížnému sekvenování a následnému sestavování 

v rámci genomu, se začaly více zkoumat až po nástupu speciálních bioinformatických nástrojů 

a sekvenování na dlouhou vzdálenost (Ahmad et al., 2020; Peona, Weissensteiner, Suh, 2018; 

Sedlazeck et al., 2018; Šatović, Tunjić Cvitanić, Plohl, 2020). 

Všechny repetitivní sekvence, včetně satelitů a mobilních elementů (viz kapitola 1.3.1. 

a 1.3.2.) procházejí procesem tzv. concerted evolution, což je koncept, který předpokládá, že 

se monomery vyvíjejí společně a je mezi nimi nízká sekvenční variabilita. Je tomu tak díky 

řadě procesů nerecipročního přenosu DNA mezi chromozomy, jako jsou nerovnoměrný 

crossing over, genová konverze, skluz DNA polymerázy při replikaci, transpozice, výměna 

zprostředkovaná RNA (RNA-mediated exchange) a replikace pomocí valivé kružnice (rolling 

circle replication) (Šatović-Vukšić, Plohl, 2023). Výsledkem těchto procesů je homogenizace 

v oblasti repetice a následná fixace v sexuální populaci, tzv. molecular drive (Charlesworth et 

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

Repetitivní sekvence ztěžují skládání a anotaci genomu, tudíž byly řadu let 

ze sekvenování vynechávány. To se změnilo se sekvenováním nové generace (NGS), které 

umožnilo sekvenování dlouhých oblastí a způsobilo tak revoluci v metodách pro vyhledávání 

repetic. Bylo vyvinuto více než 50 bioinformatických nástrojů pro detekci tandemových 

opakování a současně vznikaly i veřejně přístupné databáze těchto repetic. Mezi známé 

databáze patří např. Human Genome Browser od UCSC (Kent et al., 2002), Dfam (Hubley et 
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al., 2016), Tandem Repeats Database (Gelfand et al., 2007) nebo STRBase (Ruitbertg et al., 

2001). Většina těchto databází shromažďuje data získaná nejpoužívanějšími 

bioinformatickými nástroji jako je Tandem Repeats Finder (Benson, 1999) a RepeatMasker 

(Smit, 2015). RepeatMasker je nejčastěji používaným nástrojem pro identifikaci repetic 

v nově složeném genomu. Použití těchto nástrojů však není schopné odhalit veškeré repetice, 

díky statistickým chybám a nízké schopnosti předpovídat divergované repetice. K vyřešení 

těchto nedostatků se používá například program Tandem Repeat Annotation Library (Schaper 

et al., 2015), který výrazně zlepšuje anotaci a identifikaci repetic, které mohly být vynechány 

(Ahmad et al., 2020). 

1.3.1. Satelitní sekvence 

Satelitní DNA (satDNA) jsou až megabáze dlouhé sekvence tisíců tandemově se 

opakujících jednotek (monomerů), nejčastěji uspořádaných do dlouhých pásů, které tvoří 

značnou část eukaryotního genomu a také jsou hlavní složkou konstitutivního 

heterochromatinu (Garrido-Ramos, 2017; Plohl, Meštrović, Mravinac, 2017; Šatović Vukšić, 

Plohl, 2021). Ten se nejčastěji vyskytuje v pericentromerických a telomerických oblastech 

chromozomu (Charlesworth et al., 1994). Rostoucí množství studovaných druhů a data 

nasbíraná díky rozvoji sekvenačních metod a specializovaných bioinformatických programů 

odhalily ohromnou variabilitu v architektuře satDNA. Rozdíly nalezneme nejen v počtu a 

abundanci, ale také v distribuci v genomu, délce, asociaci s mobilními elementy a lokalizaci 

v heterochromatinu a/nebo euchromatinu (Šatović Vukšić, Plohl, 2021).  

Satelity však nejsou pouze nefunkční bloky DNA tvořící heterochromatin. SatDNA se 

podílí na evoluci, funkci a utváření struktury chromozomu (Adega, Guedes-Pinto, Chaves, 

2009; Louzada et al., 2020; Shatskikhet al., 2020; Slamovits et al., 2002; Thakur, Packiaraj, 

Henikoff, 2021). Tvoří nejčastější složku centromer a podílí se na stavbě centromerického 

chromatinu (Hartley, O’Neill, 2019; Plohl, Meštrović, Mravinac, 2014; Talbert, Henikoff, 

2022). Dále se podílí také na segregaci chromozomů a meiotickém drivu (Henikoff, Ahmad 

K, Malik, 2001; Larracuente, 2014). Pericentromerická satDNA zajišťuje vyšší organizaci 

jádra a přispívá k zachování integrity genomu (Podgornaya, 2022). Evoluce satDNA může 

také způsobit reprodukční izolaci a speciaci (Ferree, Barbash, 2009). I transkripce této DNA 

má svou funkci, například při tvorbě a udržování struktury heterochromatinu, udržování 

centromery a zachování stability genomu (Ahmad et al., 2020; Biscotti et al., 2015; Shatskikh 

et al., 2020). Nesprávná regulace transkripce satDNA může vést k abnormalitám ve stavbě 
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genomu, špatnému rozchodu chromozomů a chybám při gametogenezi (Lopes et al., 2023; 

Louzada et al., 2020).  

Co se týče distribuce, mohou být satelity druhově specifické, jako např. u 542 bazí 

dlouhého satelitu cvrčka dvojskvrnného (Gryllus bimaculatus) (Yoshimura et al., 2006), nebo 

mohou být sdílené mezi různě příbuznými druhy, jako je tomu u 180 bazí dlouhého satelitu 

vyskytujícího se u Drosophila ambigua, Drosophila tristis a Drosophila obscura (Bachmann 

a Sperlich, 1993). Satelity vyskytující se v rámci jednoho jedince můžeme rozlišovat 

na satelity vyskytující se na některých či všech chromozomech, satelity chromozomově 

specifické, například centromerické sekvence u D. melanogaster (Bonaccorsi a Lohe, 1991) a 

satelity specifické pro pohlavní chromozom, například specifický satelitní blok 

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

Výskyt velkých bloků heterochromatinu, ve kterém se nejčastěji vyskytuje satelitní 

DNA, je u motýlů ojedinělý a často omezený pouze na chromozom W. Tato skutečnost může 

být důvodem, proč bylo dosud nalezeno v genomu motýlů omezené množství satelitů (viz 

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

Tabulka 1: Přehled známých motýlích satelitů. Data: TaqI (Mahendran et al., 2006), Cp-SAT1 

(Věchtová et al., 2016), MBSAT1 (Mandrioli et al., 2003), FR (Lu et al., 1994), PiSAT1 

(Dalíková et al 2017b), satelit předivky brslenové (Pilíková, 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 (Pinkrová, 2020), Lmar-SAT01 

– Lmar-SAT04 (Trehubenko, 2023), CL94, CL175 a CL219 (Vajnarová, 2022) 
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Název satelitu Místo výskytu Druh 

TaqI autozomy Antheraea mylitta 

Cp-SAT1 autozomy obaleč jablečný (C. pomonella) 

CL04 autozomy bělásek zelný (Pieris brassicae) 

CL183 autozom bělásek zelný (P. brassicae) 

CL175 autozomy píďalka podzimní (Operopthera brumata) 

MBSAT1 chromozom W můra zelná (Mamestra brassicae) 

FR chromozom W blýskavka kukuřičná (Spodoptera frugiperda) 

PiSAT1 chromozom W zavíječ paprikový (P. interpunctella) 

satelit chromozom W předivka brslenová (Yponomeuta cagnagella) 

DsaSat01 – 

DsaSat14 

chromozom W travařík D. saccharalis 

Cper-Sat01 chromozom W zavíječ zimostrázový (Cydalima perspectalis) 

Dpos-Sat01 

Dpos-Sat02 

chromozom W travařík D. postlineella 

Onub-Sat01 – 

Onub-Sat04 

chromozom W zavíječ kukuřičný (Ostrinia nubilalis) 

CL187 chromozom W bělásek řepkový (Pieris napi) 

CL26 autozomy a 

chromozom W 

bělásek zelný (P. brassicae) 

Lmar-SAT01 – 

Lmar-SAT04 

autozomy a 

chromozom W 

skvrnopásník lískový (Lomaspilis marginata) 

CL94 a CL219 autozomy a 

pohlavní 

chromozom 

(neurčeno, zda W 

či Z) 

píďalka podzimní (Operopthera brumata) 

 

1.3.2 Mobilní elementy 

Důležitou kategorií repetitivní DNA jsou mobilní elementy (ME). To jsou úseky 

repetitivní DNA, které jsou roztroušené po genomu a mají vysokou frekvenci opakování. 

Stejně jako ostatní repetitivní sekvence (např. satDNA) se mohou častěji vyskytovat 

ve specifických chromozomových oblastech, především v heterochromatinu, a vytvářet tak 
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důležitou organizační a funkční jednotku genomu (Biscotti et al., 2015; Charlesworth et al., 

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

Mobilní elementy jsou úseky, které jsou schopné se v genomu pohybovat a vkládat se 

na jiná místa v genomu. Přestože je tato schopnost pro ME typická, velká část z nich v genomu 

setrvává na jednom místě jako relikty, které již nejsou schopné se přesouvat (Mills et al., 

2007). V závislosti na způsobu přenosu se ME dělí na DNA transpozony a retrotranspozony. 

Zatímco DNA transpozony se z DNA vyštěpí a vloží jinde, retrotranspozony se v genomu 

přesouvají pomocí RNA transkriptu. Retrotranspozony dále dělíme na LTR a non-LTR 

elementy. Mezi non-LTR elementy patří například LINE (long interspersed nuclear elements 

= dlouhé rozptýlené jaderné elementy) a SINE (short interspersed nuclear elements = krátké 

rozptýlené jaderné elementy), které se hojně vyskytují v centromerických a 

pericentromerických oblastech a zaujímají asi 30 % lidského genomu (Makałowski, Pande, 

Makałowska, 2019). 

Důležitou roli mají ME také v evoluci a diferenciaci pohlavních chromozomů a mohou 

mít vliv na tvoření a ničení genomu. Na ničení genů se podílí především vkládáním 

do funkčních genů či jejich promotorů, čímž ovlivňují jejich funkci, což může vést až 

ke snížení fitness a řadě onemocnění (Ostertag a Kazazian, 2001). Na druhou stranu 

domestikací genů mobilních elementů vznikly důležité proteiny jako RAG, který se podílí na 

rekombinaci imunoglobulinových genů (Fugmann, 2010), nebo telomeráza, která udržuje 

chromozomové konce (Belford, Curcio, Lued, 2011). Navíc se mohou ME podílet na expanzi 

genomu a speciaci, například retrotranspozon LINE-1 může snižovat genovou expresi a 

poskytovat nové exony pro protein kódující geny (Kazazian, 2004). Mobilní elementy mohou 

pomáhat formovat genom a ovlivňovat tvorbu pohlavních chromozomů, což může vést až 

ke speciaci či pohlavnímu dimorfismu (Dechaud et al., 2019). 

Akumulace ME v určité oblasti vede k formování heterochromatinu, což do této oblasti 

přitahuje ještě více ME, protože některé z nich preferují umlčené úseky pro své vložení (Zhu 

et al., 2003). Ke shromažďování ME a satDNA v oblastech heterochromatinu dochází nejen 

u motýlů, ale i u rostlin (Kejnovský et al., 2009), hub (Hood, 2005), lidí (Erlandsson, Wilson, 

Pääbo, 2000), jiných savců (Toder, Wakefield, Graves, 2000), ptáků (Peona et al., 2021), 

octomilek (Junakovic et al., 1998), brouků (Rosolen, Vicari, Almeida, 2019) a dalších druhů 

(Śliwińska, Martyka, Tryjanowski, 2016). 
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Jak už bylo zmíněno výše, ME se vyskytují i u motýlů. U D. saccharalis tvoří ME 

39,18 % genomu samců a až 41,35 % genomu samic (Gasparotto et al., 2022). U b. 

morušového a Bombyx mandarina jsou retrotranspozony dokonce hlavní složkou 

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

1.4. Chromozomy motýlů 

Motýli jsou nesmírně rozmanitý řád hmyzu s více než 160 000 druhy (Van Nieukerken 

et al., 2011). Motýlí chromozomy jsou malé a uniformní bez morfologických značek jako jsou 

centromery. Takové chromozomy se nazývají holokinetické a standardním počtem je u motýlů 

2n = 60-62 (Lukhtanov, 2000; Robinson, 1971b; Traut et al., 2007; Sahara et al., 2011). 

Chromozomální přestavby jako fúze, štěpení a inverze však u řady druhů způsobily dynamický 

vývoj karyotypu a tím i rozdílný počet chromozomů (Hill et al., 2019; Lukhtanov, 2015; Marec 

et al., 2001; Sahara et al., 2007; Sahara et al., 2012; Šíchová et al., 2015; Yasukochi et al., 

2006). K těmto přestavbám došlo u podrodu modrásků Agrodiaetus sp. s n = 10-134 (Kandul, 

Lukhtanov, Pierce, 2007), rodu modrásků Lysandra sp. s n = 24-93 (Talavera et al., 2013), 

rodu Godyris sp. s n = 13-120 (Brown et al., 2004) a u čeledi běláskovitých Pieridae s 2n= 

51-208 (Gasparotto et al., 2022). Kromě různého počtu chromozomů byla u běláskovitých 

nalezena řada rozdílných systémů s více pohlavními chromozomy např.: W1-3Z1-4/Z1-4Z1-4, W1-

3Z1-3/Z1-3Z1-3, W1-4Z1-4/Z1-4Z1-4 a W1-3Z1-6/Z1-6Z1-6 (Šíchová et al., 2015; Šíchová et al., 2016; 

Yoshido et al., 2020). 

Data ze sekvenování pomocí dlouhých čtení odhalila rozsáhlé chromozomální 

přeuspořádání bloků chromatinu u běláska řepkového (Pieris napi) (Hill et al., 2019) a dvě 

nezávislé práce na sekvenování genomu běláska řepového (Pieris rapae) nalezla mnoho 

podobných přestaveb genomu i u tohoto druhu, což naznačuje, že by mohly být tyto 

reorganizace přítomné i u dalších bělásků rodu Pieris (Nallu et al., 2018; Shen et al., 2016). 

Tento fakt společně s výše zmíněným rozdílným počtem chromozomů u této čeledi a 

skutečností, že u b. zelného nalezneme velké heterochromatinové bloky i na autozomech 

(Nguyen et al., 2010), jsou důvody, proč byli ke studiu vybráni právě bělásci. 

1.4.1. Bělásek zelný (Pieris brassicae) 

Bělásek zelný je velký bělokřídlý motýl, známý především jako škůdce brukvovitých 

rostlin. Tento druh můžeme nalézt v severní Africe, Evropě a Asii (Hill, 1987) odkud se roku 

1995 rozšířil na ostrov Hokkaido (Japonsko) a do jižní Afriky (Tanaka et al., 2007). Počet 

chromozomů v jádře v haploidním stavu je n = 15 (Beliajeff, 1930; Bigger, 1960; Doncaster, 
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1912; Lorković, 1941; Robinson, 1971a). Tento druh je zajímavý tím, že oproti většině 

zástupců řádu motýlů u něj nalezneme velké heterochromatinové bloky na autozomech 

(Nguyen et al., 2010). Podle sekvenování má genom tohoto běláska velikost 292 Mbp (Lohse, 

2021) a je k dispozici i chromosome level assembly. 

1.4.2. Bělásek řepkový (Pieris napi) 

Bělásek řepkový je malý bělokřídlý motýl původně se vyskytující od západní Evropy až 

do východní Asie a Japonska (Eitschberger, 1984). V haploidním stavu má počet chromozomů 

n = 25 (Federley, 1938; Lorković, 1941; Bigger, 1960). Podle sekvenování je jeho genom 

velký 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. Cíl práce 

Studium na běláscích rodu Pieris bylo prováděno již během mého bakalářského 

studia, kdy byla odhalena struktura a tvar chromozomu W u běláska zelného, běláska 

řepkového a běláska řepového a malé množství satelitních sekvencí vyskytujících se ve větší 

míře v heterochromatinu chromozomu W. V této práci jsem se pokusila poznatky o běláscích 

rodu Pieris prohloubit. 

Cílem této práce bylo:  

1. Zjistit, zda se u b. zelného a b. řepkového vyskytuje vnitrodruhová variabilita   

chromozomu W.  

2. Analyzovat a lokalizovat na těchto druzích vybrané satelitní sekvence a mobilní 

elementy. 

3. Změřit velikosti genomů vybraných druhů a zjistit, zda je velikost genomu 

u jedinců stejného druhu variabilní. 

 

  



14 

 

3. Materiály a metody 

3.1. Použitý hmyz 

Vajíčka a housenky b. zelného byly nasbírány z listů růžičkové kapusty a bílého zelí 

na zahradě rodinného domu v Novém Městě na Moravě. Dospělé samice obou druhů byly 

chytány v okolí Českých Budějovic a Nového Města na Moravě. Samice byly nechány 

v plastových krabičkách naklást při pokojové teplotě. Jako živná rostlina byla použita 

barborka obecná (Barbarea vulgaris) a bílé zelí. Dospělí samci obou druhů byli nachytáni 

na stezce u řeky Vltavy v Českých Budějovicích, na louce u Vrábče (okres České Budějovice), 

v okolí Lhoty (okres Kladno), v okolí Mladé Boleslavi a na louce Dvoru Koroseky (okres 

České Budějovice). 

 

Obrázek 2: Lokality nálezů b. zelného a b. řepkového. 1 – České Budějovice, 2 – Vrábče, 3 – 

Dvůr Koroseky, 4 – Lhota, 5 – Mladá Boleslav, 6 – Nové město na Moravě  

3.2. Příprava chromozomálních preparátů 

K přípravě chromozomálních preparátů byla použita ovaria z larev housenek 

posledního instaru. Ovaria byla pitvána ve fyziologickém roztoku a po vyjmutí z larvy byla 

přemístěna do fixačního roztoku Carnoy (6:3:1 = ethanol – 99 %: chloroform: kyselina octová 

– 99,5 %) a fixována 15 minut. Během této doby bylo připraveno podložní sklo (Superfrost, 

Menzel – Gläser, Německo) tak, že bylo ponořeno do kyselého ethanolu (roztok 1% HCl 

v 96% ethanolu) a následně vyleštěno savým papírem. Na takto ošetřené podložní sklo do 
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kapky 60% kyseliny octové (20 µl) byla ovaria přenesena a macerována pomocí 

wolframových jehel. Po úplném rozpuštění tkáně bylo podložní sklo přesunuto na ploténku 

vyhřátou na 42 °C. Rovnoměrným posouváním kapky byl materiál rozprostřen po skle až do 

téměř úplného vysušení. Zbývající množství (1⁄3 až ¼ z původní velikosti) bylo odstraněno 

sklepnutím. Všechny vytvořené preparáty byly následně odvodněny pomocí ethanolové řady 

(70 %, 80 % a 100 %) a uskladněny v mrazáku při -20 °C. Zbytky těl byly zmrazeny tekutým 

dusíkem a uschovány pro izolaci DNA při -20 °C (Traut, 1979; Sahara, Marec, Traut, 1999). 

3.3. Izolace DNA 

K izolaci byla využita metoda celogenomové extrakce DNA pomocí 

hexydecyltrimethylammonium bromidu (CTAB) (Winnepenninckx, Backeljau, Wachter 

1993). Smícháním všech složek uvedených v Tabulce 2 byl vytvořen extrakční pufr. V 1,5ml 

zkumavce v 800 µl tohoto pufru byla pomocí tloučku rozmělněna polovina až celé tělo jedince 

(v závislosti na velikosti larvy). Následně byla zkumavka inkubována do druhého dne 

v termobloku při teplotě 60 °C a otáčkách 300 rpm. 

Tabulka 2: Složení extrakčního pufru. 

Chemikálie Množství na 10 ml Koncentrace 

CTAB 0,2 g 2 % 

1 M Tris 1 ml 100 mM 

5 M NaCl 2,8 ml 1,4 M 

0,5 M EDTA, pH = 8 0,8 ml 40 mM 

β – mercapthoethanol 20 µl 0,2 % 

Proteináza K (Macherey – 

Nagel, Německo) 

50 µl 0,1 mg/ml 

H2O 5,33 ml  

 

Následující den byla suspenze přemístěna do 2ml zkumavky, kde k ní bylo přidáno 

stejné množství (800 µl) chloroformu. Po 2 minutách míchání byly vzorky 10 minut 

centrifugovány (4 °C, 14 000 rpm, r = 8 cm). Do nové 2ml zkumavky byla přepipetována 

horní fáze (obsahuje DNA) a celý postup byl zopakován. Opět byla odebrána horní fáze a 

umístěna do 1,5ml zkumavky. Následně bylo přidáno 5 µl RNAzy A (10 mg/ml) (Sigma – 

Aldrich, St. Louis, MO, USA) a vzorky byly 30 minut inkubovány při teplotě 37 °C. Po 

inkubaci bylo přidáno 2/3 množství isopropanolu a vzorky byly ponechány do druhého dne 
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při pokojové teplotě. Následně byly vzorky 15 minut centrifugovány (4 °C, 14 000 rpm, r = 8 

cm). Po odstranění supernatantu bylo do zkumavky přidáno 700 µl studeného 70% ethanolu a 

proběhla další centrifugace. Promývání bylo ještě jednou zopakováno a po odstranění 

supernatantu byl pelet rozpuštěn v 30-50 µl sterilní vody (podle velikosti peletu). Případná 

fragmentace DNA byla kontrolována pomocí elektroforetické separace a koncentrace DNA 

byla změřena pomocí fluorometru Qubit a spektrofotometru Nanodrop 2000 (oba 

ThermoScientific, Waltham, USA). 

3.4. Příprava sond pro CGH 

Sondy pro metodu CGH byly značeny pomocí kitu Atto488 NT labeling kit a Cy3 NT 

labeling kit (Jena Bioscience, Jena, Německo). Při značení dochází k narušení řetězce pomocí 

DNAzy I a jeho opravení DNA polymerázou I v přítomnosti fluorochromy značených 

nukleotidů: červená-Cy3 dUTP, zelená-ATTO green (Jena Bioscience, Jena, Německo). 

Reakční směs byla připravena podle návodu kitu a směs byla inkubována po dobu 1,5 

hodiny při teplotě 15 °C v thermocycleru. Po uplynutí této doby bylo přidáno 5 µl Stop pufru 

a velikost sondy byla zkontrolována elektroforetickou separací v 1% agarózovém gelu. Sondy 

byly následně uchovávány v mrazáku při teplotě -20 °C. 

3.5. CGH 

Metoda komparativní genomové hybridizace se využívá k porovnání dvou 

genomových DNA, které jsou fluorescenčně značené a hybridizují na společný 

chromozomální preparát. V tomto případě byla metoda CGH použita k detekci chromozomu 

W u všech zkoumaných druhů pomocí hybridizace samčí a samičí celogenomové sondy na 

samičí chromozomální preparát. 

Do 1,5ml zkumavky byla připravena hybridizační směs smícháním 300 ng červeně 

značené celogenomové samčí sondy, 300 ng zeleně značené samičí sondy, 25 ng DNA 

lososích spermií, 1/10 objemu octanu sodného (3M, pH 8) a 2,5x objemu studeného 100% 

ethanolu. Tato směs byla ponechána precipitovat v -20 °C po dobu 15 minut. Následně byla 

směs 15 minut centrifugována (4 °C, 14 000 rpm, r = 8 cm) a po odstranění supernatantu bylo 

k peletu přidáno 100 µl studeného 70% ethanolu. Vzorek byl promíchán a centrifugován 10 

minut za stejných podmínek. Po pečlivém odebrání supernatantu bylo do zkumavky přidáno 

5 µl deionizovaného formamidu a vzorek byl ponechán 30 minut inkubovat při teplotě 37 °C. 

Následně bylo přidáno 5 µl 20% dextran sulfátu (v 4x SSC) a vzorek byl 5 minut denaturován 
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ve vodní lázni o teplotě 90 °C. Aby došlo k rychlému zchlazení, byl vzorek ihned přenesen na 

led a následně 1,5 hodiny prehybridizován při 37 °C. 

Současně byly připravené preparáty nejprve odvodněny pomocí ethanolové řady (70 

%, 80 %, 100 %) a následně osušeny a 30 minut zapékány při 67 °C. Následně bylo na každý 

preparát naneseno 100 µl roztoku RNAzy A (20 ng RNAzy v 20x SSC) a po přikrytí krycím 

sklem (24x50 mm) byl preparát při 37 °C hodinu inkubován ve vlhké komoře (krabička 

s utěrkou s 2x SSC). Sklo bylo poté 2x promyto v kyvetě s 2x SSC. Chromozomy na preparátu 

byly denaturovány přidáním 100 µl 70% roztoku formamidu ve 2x SSC, ten byl přikryt krycím 

sklem (24x50 mm) a denaturován 3,5 minuty při 68 °C v thermobloku. Následně bylo sklo 

sklepnuto a preparát umístěn na 2 minuty do chladného 70% ethanolu. Odvodnění pokračovalo 

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

Na suché sklo byla následně nanesena prehybridizovaná sonda, která byla překryta 

sklem (24x32 mm). Následně byly hrany krycího skla zalepeny lepidlem Rubbercement 

(Marabu, Německo) a preparát byl umístěn do vlhké komory, ve které byl při 37 °C inkubován 

3 dny. 

Po uplynutí inkubační doby bylo lepidlo a krycí sklo odstraněny a preparát byl 

promýván 5 minut v kyvetě při 42 °C v 1% roztoku Triton X (Sigma – Aldrich, USA) v 0,1x 

SSC. Preparát byl přenesen na 1 minutu do 1% roztoku Kodak PhotoFlo v miliQ vodě. Poté 

bylo na suché sklo naneseno 25 µl směsi DAPI (500 ng/µl) + DABCO (Sigma – Aldrich, 

USA) a preparát přikryt krycím sklem (24x40 mm). Zbytky směsi byly odstraněny filtračním 

papírem a hrany skla zalakovány lakem na nehty. Preparáty byly až do prohlížení uloženy 

v ledničče při 4 °C. 

3.6. Navržení primerů k satelitním sekvencím a mobilním elementům 

K získání sekvencí byla použita DNA z tří samců a tří samic z každého druhu. Jedinci 

byli sekvenováni samostatně firmou Novogene (Peking, Čína) na platformě Ilumina za 

následujících podmínek: párové čtení, byly použity inzerty o velikosti 450 bp, délka sekvencí 

150 bp, kontrola kvality byla provedena programem FastQC (verze 0.11.5), sekvence byly 

sjednoceny na délku 130 bp programem Trimmomatic (verze 0.32). Analýza výsledků 

proběhla pomocí programu Repeat Explorer (verze 2.3.7) (Novák et al. 2013) s nástrojem 

TAREAN pro detekci tandemových repetic. Tento nástroj je umístěn na platformě Galaxy. 

Byly použity přednastavené parametry, kromě použití databáze pro anotaci sekvencí 

(METAZOA 3.0) a komparativní analýzy. Ty byly provedeny jak odděleně pro každý druh 
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(samec vs. samice) tak i pro oba druhy a obě pohlaví najednou. Pro analýzu byl použit náhodný 

vzorek 500 000 sekvencí a pro odhad zastoupení repetic v genomu samce a samice byly 

provedeny analýzy pro jednotlivá pohlaví.  

Satelity a mobilní elementy byly nejprve protříděny tak, že byly z výběru odstraněny 

repetice, jejichž procentuální zastoupení bylo nižší než 0,01 % genomu. Repetice pro 

mapování byly pak vybírány na základě zastoupení v genomu, poměru F/M ratio a zda byly 

RepeatExplorerem anotovány. 

Pro navržení primerů a vyhledávání homologů v dalších databázích (viz kapitola 3.13.) 

byly, u repetic anotovaných RepeatExplorerem jako satelity, použity konsensus sekvence 

z tohoto nástroje. U repetic anotovaných tímto nástrojem jako mobilní elementy či 

neanotovaných vůbec, byly z jednotlivých klastrů použity kontigy. Tyto kontigy byly 

analyzovány pomocí programu Nucleotide BLAST (analýza proti standardní databázi, 

optimalizace pro vysoce podobné sekvence - High similar sequences) a ty s největším počtem 

zásahů na W pro každou sekvenci byly použity k navržení primerů a pro anotaci dalšími 

programy. 

Pro navržení primerů byl použit program Geneious 2023.1.1. a funkce Design New 

Primers for Sequences (modul Primer3 ver. 2.3.7). Primery pro satelity byly navrženy na 

monomeru a primery pro mobilní elementy byly navrženy do konzervativních oblastí za 

pomocí funkce „mapování na referenci“, kde jako reference byl použit monomer mobilního 

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

3.7. Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Principem polymerázové řetězové reakce je opakovaná denaturace a následná 

renaturace dvoušroubovice DNA za přítomnosti primerů, které jsou komplementární ke 

koncům amplifikované DNA. Syntéza probíhá pomocí termostabilní DNA polymerázy. 

Složení reakční směsi je uvedeno v Tabulce 3 a sekvence použitých forward a reverse primerů 

v Tabulce 4.  
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 Tabulka 3: Složení reakční směsi pro PCR. 

Chemikálie Množství v 25 µl reakce Finální koncentrace 

5x OneTaq pufr 5 µl 1x 

dNTP (2,5 mM dATP, 

dTTP, dCTP a dGTP) 

2 µl 0,2 mM 

forward primer (10 µM) 2,5 µl 1 µM 

reverse primer (10 µM) 2,5 µl 1 µM 

OneTaq DNA polymeráza I 

(5U/µl) (New England 

BioLabs, USA) 

0,2 µl 0,04 U 

H2O 12,8 µl – objem DNA  

DNA 1 ng  

 

Tabulka 4: Primery. 

Název 

primeru 

Sekvence Druh běláska 

CL21 F ACTTATACGGCCTCTCCTGA b. řepkový 

CL21 R TTCTTTGGGAAACTTATGTTTACAT  

CL41 F TTTCATGAAAGAAGTCCCGCG b. řepkový 

CL41 R TCGCATGACGTAATGTTGCC  

CL72 F GCGCGTATCCAACACAACAC b. zelný 

CL72 R TGATCTGCTTCGTGATGGCA  

CL94 F ATCTCGCATCCATCGCTTGT b. zelný 

CL94 R ATCGAGCATTCGGGCATGAT  

CL118 F GGAGGTTCGAGGGATACA b. zelný 

CL118 R ATGGGTTGTTGTCTGCCG  

CL145 F GCCCTATGTAAGACAGGCCA b. řepkový 

CL145 R AGCCTGCGTAAAACCTCCAAA  

CL240 F CGACGCATTCAGTGAGGAGA b. řepkový 

CL240 R GTTTGACTGCAGGTGACTCG  

 



20 

 

Reakce s těmito primery probíhala za následujících podmínek: iniciální denaturace po 

dobu 10 minut při 92 °C, následovalo 30 cyklů složených z denaturace při 92 °C po dobu 30 

sekund, annealingu (nasedání primerů) při ideální teplotě pro daný primer (viz Tabulka 4) po 

dobu 30 sekund a extenze při 72 °C po dobu 45 sekund. Reakce byla zakončena finální extenzí 

při 72 °C po dobu 10 minut a zchlazením na 4 °C. 

Produkty byly překontrolovány pomocí elektroforézy. Produkty této PCR byly 

přečištěny pomocí sady ExoSAP-IT (Applied Biosystems, USA). Přečištěné produkty byly 

zaklonovány a osekvenovány (viz kapitola 3.8. Klonování).  

3.8. Klonování 

Přečištěné produkty PCR byly zaligovány do vektoru pomocí kitu Promega pGem T-

Easy Vector (Promega, USA). Ligační směs o objemu 10 µl byla namíchána následovně: 5 µl 

2x ligační pufr, 1 µl Easy Vector, 1 µl ligáza, 50 ng DNA a voda byla doplněna do 10 µl. Tato 

směs byla přes noc ponechána v ledničce při 4 °C. 

Druhý den byl provedena teplotní transformace  kompetentních buněk bakterie 

Escherischia coli DH5. Buňky byly vyjmuty z -80 °C a rozehřáty v ruce. Následně byly 10 

minut ponechány na ledu a po uplynutí této doby k nim byla přidána ligační směs (2,5 µl 

ligační směsi na 50 µl kompetentních buněk. Následovala inkubace 30 minut na ledu. 

Následně byly buňky přeneseny na 90 sekund do 42 °C a poté okamžitě zchlazeny na ledu, 

kde k nim po uplynutí 2 minut bylo přidáno 810 µl LB media a 90 µl 20% glukózy. Následně 

byla směs ponechána po dobu 1 hodiny ve 37 °C. Po uplynutí této doby byly buňky 

cetrifugovány po dobu 30 s (7500 g) a byla odstraněna většina supernatantu. Ve zbytku byly 

buňky opět rozmíchány a rovnoměrně rozprostřeny (asi 100 µl buněk na plotnu) na Petriho 

misku s LB médiem, agarem, 0,5 mM izopropyl β-D-1-tiogalaktopyranosidem (IPTG), 143 

mM solí ampicilínu a 122 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranosidem. 

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

Následně byly kolonie buněk podrobeny modro-bílé selekci, přičemž bílé kolonie byly 

přeočkovány a ponechány při 37 °C do dalšího dne, kdy byl proveden klontest. Klontest je 

PCR provedená s univerzálními primery M13 sloužící k ověření přítomnosti inzertu. PCR 

probíhala za následujících podmínek: iniciální denaturace po dobu 3 minut při 94 °C, 

následovalo 30 cyklů složených z denaturace při 94 °C po dobu 30 sekund, annealingu při 

teplotě 57 °C po dobu 30 sekund a extenze při 72 °C po dobu 3 minut. Reakce byla zakončena 

finální extenzí při 72 °C po dobu 5 minut a zchlazením na 4 °C. Produkty PCR se správným 
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inzertem byly přečištěny pomocí ExoSAP-IT a poslány na sekvenování Sangerovým 

sekvenováním u firmy SEQme (Dobříš, Česká republika). Tímto bylo ověřeno, že se při PCR 

namnožili požadované sekvence. Ověřené produkty byly použity jako templát k PCR, která 

proběhla za podmínek zmíněných v předchozí kapitole. 

3.9. Značení satelitních sond pro FISH pomocí PCR a nick translace 

Sondy pro metodu nepřímé FISH byly biotinem značeny následovně: repetice s délkou 

do 1 000 bp pomocí PCR za přítomnosti značených dNTP (viz Tabulka 5) a repetice s délkou 

nad 1 000 bp pomocí nick translace (s použitím Biotine 16 NT Labeling Kit) (Jena Bioscience, 

Jena, Německo). Podle Tabulky 6 byla namíchána reakční směs pro PCR a PCR byla 

provedena za stejných podmínek pouze s prodlouženou dobou extenze na 1,5 minuty. Jako 

templát byly použity přečištěné produkty PCR reakce plazmidů po klonování. 

Tabulka 5: Složení směsi dNTP se značeným nukleotidem. 

Chemikálie Množství Koncentrace 

2,5 mM dATP 4 µl 0,25 mM 

2,5 mM dCTP 4 µl 0,25 mM 

2,5 mM dGTP 4 µl 0,25 mM 

2,5 mM dTTP 1,5 µl 0,09 mM 

biotine-16-dUTP 6,4 µl 0,16 mM 

H2O 20,16 µl  

Celkem 40 µl  

 

Tabulka 6: Složení reakční směsi pro PCR značení. 

Chemikálie Množství ve 25 µl reakce Koncentrace 

10x ExTaq pufr 2,5 µl 1x 

dNTP’s pro značení PCR 4 µl 0,04 mM dATP, dCTP, 

dGTP a 0,014 mM dTTP 

Forward primer (10 µM) 2,5 µl 1 µM 

Reverse primer (10 µM) 2,5 µl 1 µM 

ExTaq polymeráza (5U/µl) 0,125 µl 0,625 U 

DNA 10 ng  

H2O 13,4 µl – objem DNA  
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3.10. Nepřímá FISH s amplifikací signálu 

Metoda nepřímé fluorescenční in situ hybridizace (FISH) se využívá k lokalizaci určité 

sekvence na chromozomu pomocí značené DNA či RNA sondy. Pomocí této metody byly 

vybrané repetitivní sekvence lokalizovány na chromozomech.  

Do 1,5ml zkumavky byla namíchána reakční směs následujícího složení: 50 ng 

biotinem značených produktů PCR, 25 µg DNA lososích spermií, 1/10 objemu octanu sodného 

(3M, pH 8) a 2,5x objemu studeného 100% ethanolu. Další kroky prvního dne probíhaly stejně 

jako u metody CGH, s výjimkou prehybridizace sond, která byla vynechána. 

Následující den byly nejprve připraveny následující roztoky: 400 ml 2x SSC, 160 ml 

0,1x SSC, 800 ml WBB (160 ml 20x SSC, 630 ml miliQ vody, 800 µl Tweenu, 8 g 

odtučněného mléka), Streptavidine-Cy3 ve WBB (0,1 µl streptavidinu ve 100 µl; 200 µl na 

preparát) a antistreptavidin (2 µ antistreptavidinu v 50 µl WBB na preparát).  

Z preparátu bylo sejmuto krycí sklo a byl promýván následovně: dvakrát v kyvetách 

s 2x SSC po dobu 5 minut při teplotě 42 °C s třepáním, dvakrát v kyvetách s 0,1x SSC po 

dobu 5 minut při teplotě 42 °C s třepáním, jednou v kyvetě s 2x SSC po dobu 5 minut při 

teplotě 42 °C s třepáním, jednou v kyvetě s 2x SSC po dobu 10 minut při pokojové teplotě 

s třepáním a poté byl preparát inkubován 15 minut v kyvetě s WBB při pokojové teplotě. 

Následně bylo na preparát napipetováno 100 µl streptavidine-Cy3, preparát byl přikryt 

krycím sklem (24x50 mm) a 1 hodinu inkubován při 37 °C. Po uplynutí této doby bylo 

odstraněno krycí sklo a preparát třikrát promyt v kyvetě s WBB po dobu 5 minut při teplotě 

45 °C se třepáním. Na preparát bylo naneseno 50 µl antistreptavidinu a preparát překryt krycím 

sklem (24x40 mm) a inkubován 30 minut při 37 °C. Následně bylo krycí sklo odstraněno, na 

preparát naneseno 100 µl streptavidine-Cy3 a po přikrytí krycím sklem (24x50 mm) byl 

preparát opět 30 minut inkubován při teplotě 37 °C. Následně bylo krycí sklo sejmuto a 

preparát byl třikrát promyt v kyvetě s WBB po dobu 5 minut při teplotě 45 °C se třepáním. 

Na preparát bylo napipetováno 25 µl směsi DAPI + DABCO a preparát byl překryt 

krycím sklem (24x40 mm). Zbytky směsi byly odstraněny filtračním papírem a hrany skla 

byly zalakovány lakem na nehty. Následně byly preparáty až do prohlížení skladovány 

v ledničce při teplotě 4 °C. 
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3.11. Prohlížení preparátů 

K prohlížení a fotografování preparátů byly použity objektivy 63x a 100x mikroskopu 

Zeiss Axioplan 2. Preparáty byly foceny za použití 3 filtrů: zeleného pro samičí sondu, 

červeného pro samčí sondu a sondy značených repetitivních sekvencí a modrého pro 

podbarvení DAPI. K fotografování byl použit fotoaparát Olympus CCD XM10 a program 

cellSens 1.9. Obrázky byly upravovány a skládány v programu Adobe Photoshop CS4 (verze 

11.0). 

3.12. Průtoková cytometrie 

K měření velikosti genomu byla použita metoda průtokové cytometrie. Měřena byla 

velikost genomu pět jedinců b. zelného a osm jedinců b. řepkového. Pro měření byly použity 

hlavičky mražených dospělců samčího pohlaví (pro jeden měřený vzorek půlka hlavičky). 

Jako standard známé velikosti genomu byly použiti dospělí samci ruměnice pospolné 

(Pyrrhocoris apterus), ze kterých byla použita mozková tkáň. Z měřeného jedince byla 

odebrána polovina hlavy a k ní byla přidána mozková tkáň standardu. Společně byly tkáně 

nasekány pomocí žiletky ve 250 µl pufru (0,1% Triton X-100; 0,1M Tris HCl pH 7,5; 2 mM 

MgCl2). Ke kapce bylo přidáno 250 µl pufru a celkový objem byl pipetován přes nylonový 

filtr do zkumavky. Do zkumavky bylo přidáno dalších 500 µl pufru a 40 µl propidium iodidu. 

Vzorky byly inkubovány 30-35 minut při pokojové teplotě a následně měřeny průtokovým 

cytometrem Partec CyFlow SL (Partec, Münster, Německo) a sofwarem FlowJo™ v10.8 

Software (BD Life Sciences). Měření na cytometru a odečtení výsledků bylo provedeno Mgr. 

Petrem Kouteckým, Ph.D. 

3.13. Anotace repetitivní DNA pomocí bioinformatických nástrojů 

K získání informací o vybraných sekvencích byly použity kromě RepeatExploreru 

bioinformatické nástroje BLAST (NCBI) a RepeatMasker.  

V databázi NCBI byly sekvence hledány pomocí funkce Nucleotide BLAST 

s přednastavenými parametry proti standardní databázi a optimalizací pro vysoce podobné 

sekvence (Highly similar sequences (megablast)). V programu RepratMasker byl použit 

vyhledávací nástroj RMBlast, což je verze kompatibilní se sadou nástrojů NCBI BLAST. 

Citlivost vyhledávání byla ponechána na přednastavené standartní hodnotě. 
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4. Výsledky 

4.1. CGH 

Ke zjištění případné variability chromozomů W byla použita metoda CGH. Obě 

barevné sondy na preparáty hybridizovaly, a tak označily červeně úseky DNA v genomu 

obohacené pro samce, zeleně úseky DNA přítomné pouze v genomu samice a kombinací obou 

barev (žlutě) úseky společné pro genom obou pohlaví. Tato metoda byla prováděna na pěti 

nepříbuzných jedincích b. zelného a pěti nepříbuzných jedincích b. řepkového. V jádrech 

zkoumaných nepříbuzných jedinců b. zelného ani b. řepkového nebyly nalezené žádné rozdíly 

ve tvaru či složení chromozomů W. Chromozom W b. zelného byl u všech jedinců podobného 

vzhledu s určitým množstvím heterochromatinu téměř po celé své délce, přičemž se po celé 

jeho délce střídaly úseky více značené zeleně a úseky značené žlutě. U jader b. řepkového byl 

chromozom W tvořen z větší části masivním blokem heterochromatinu, který byl více značen 

zeleně a zbytek jeho délky značen žlutě. Na obrázcích 3 a 4 jsou vyobrazeny typické 

hybridizace na pachytenních jádrech zkoumaných bělásků.  
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Obrázek 3: Komparativní genomová hybridizace na jádře samice b. zelného. Podbarvení 

DAPI (a), překryv samičí a samčí sondy (b), samčí sonda (c), samičí sonda (d). Šipky ukazují 

bivalent WZ. Měřítko = 10 µm. 

 

Obrázek 4: Komparativní genomová hybridizace na jádře samice b. řepkového. Podbarvení 

DAPI (a), překryv samičí a samčí sondy (b), samčí sonda (c), samičí sonda (d). Šipky ukazují 

bivalent WZ. Měřítko = 10 µm. 

4.2. Amplifikace vybraných sekvencí pomocí PCR 

PCR byla prováděna s využitím gDNA běláska, u kterého byl satelit či mobilní element 

nalezen. Nejprve byla prováděna u všech repetic za různých teplot annealingu (Obrázek 5), 

aby bylo možné zjistit ideální teplotu pro daný pár primerů (viz Tabulka 7).  
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Obrázek 5: Produkty PCR prováděné za různých teplot annealingu. 
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Tabulka 7: Zjištěná ideální teplota annealingu pro amplifikaci vybraných repetic pomocí 

PCR. 

Satelit Druh běláska Teplota annealingu Očekávaná 

délka produktu 

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

CL41 b. řepkový (P. napi) 54 °C 840 bp 

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

CL94 b. zelný (P. brassicae) 58 °C 1 102 bp 

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

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

 

Produkty PCR u repetic clusterů 41, 94 a 240 byly po přečištění zaklonovány, nicméně 

repetice CL21, CL72 a CL118 se opakovaně zaklonovat nepodařilo. Aby bylo ověřeno, že se 

zaklonovala správná repetice, byla provedena PCR a produkty o správné délce pro jednotlivé 

repetice byly odeslány na sekvenování. Po potvrzení zaklonování správné repetice (CL41-12, 

CL94-6, CL145-2-29 a CL240-27) byly produkty PCR použity jako templát pro další PCR 

za stejných podmínek. Produkty této PCR byly po přečištění značeny biotinem pomocí PCR 

(CL41, CL94) a pomocí Nick Translace (CL145 a CL240). 

Produkty PCR repetic CL21 a CL72 byly vyřezány z gelu (Obrázek 6), přečištěny a 

odeslány na sekvenování. Poté, co bylo potvrzeno, že vyřezané produkty jsou ty správné 

repetice, byly produkty PCR značeny biotinem pomocí PCR. Očekávaná délka repetice CL118 

byla 103 bp, a proto byl navržen oligonukleotid dlouhý 99 bazí stejného složení jako repetice 

CL118 a na koncích se sekvencemi (na 5´konci – CCTCCAAGCTCCCTATGT a na 3´konci 

– TACCCAACAACAGACGGC) vázajícími univerzální primery z ptakopyska podivného 

(Ornithorhynchus anatinus). Tento oligonukleotid byl také naznačen biotinem pomocí PCR. 

Značené sondy byly následně použity pro nepřímou fluorescenční in situ hybridizaci. 
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Obrázek 6: CL 21 a CL72 před vyřezáním (a) a po vyřezání z gelu (b). 

4.3. Anotace repetitivní DNA 

Vybrané repetitivní sekvence byly anotovány pomocí tří bioinformatických 

programů (BLAST, RepeatMasker, RepeatExplorer), aby byly získány informace 

o pravděpodobném místě výskytu těchto sekvencí ještě před lokalizací. Informace získané 

z bioinformatických nástrojů jsou uvedeny v Tabulce 8. 

Tabulka 8: Přehled repetic s anotacemi. F/M – poměr čtení (readů) obsahujících danou repetici 

mezi samicí a samcem, SD F – směrodatná odchylka v počtu čtení obsahujících danou repetici 

u tří samičích biologických vzorků, SD M – směrodatná odchylka v počtu čtení obsahujících 

danou repetici u tří samčích biologických vzorků, RM – anotace pomocí nástroje 

RepeatMasker, RE – anotace pomocí nástroje RepeatExplorer, BLAST – počet a lokalizace 

podobných sekvencí nalezených v nukleotidové databázi NCBI, Pbra – Pieris brassicae, Pnap 

– Pieris napi, sat HC – s vysokou pravděpodobností satelit (High confidence), sat LC – 

s nízkou pravděpodobností satelit (Low confidence) 
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Název F/M SD F SD M RM RE BLAST 

CL21 0,98 11,32 18,80 Jednoduché 

repetice 

(AAAATTA) 

sat HC Na několika autozomech 

CL41 1,30 8,38 11,26  sat LC Na několika autozomech 

CL72 27,17 3,40 0,82 nic nic 129 nálezů na W u Pbra a 

hity na několika 

autozomech 

CL94 2,5 2,87 4,92 nic class I 

LTR 

17 nálezů na W u Pbra a 

hity na několika 

autozomech 

CL118 1,15 7,87 0,47 nic Sat LC 57 nálezů na W u Pbra a 

hity na několika 

autozomech 

CL240 2,45 4,55 2,05 Jednoduché 

repetice 

(GTATTA) 

class I 

LINE-

RT 

mRNA, 2 hity na W u 

Pnap a hity na několika 

autozomech 

 

4.4. Nepřímá FISH 

Místo výskytu satelitů a mobilních elementů bylo zjišťováno pomocí metody FISH. 

Metoda byla prováděna pomocí sondy značené biotinem vždy na ovariálním preparátu druhu 

běláska, u něhož byla daná repetice identifikována.  

RepeatExplorer určil, že CL21 je s vysokou pravděpodobností satelit s poměrem 

zastoupení u samic ku u samců (F/M) 0,98, což značí, že satelit s největší pravděpodobností 

nebude W obohacený a nebude se vyskytovat na chromozomu W. To se při lokalizaci 

potvrdilo, když sonda hybridizovala do jádra, ale výhradně na autozomy (Obrázek 7). 
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Obrázek 7: Fluorescenční in situ hybridizace CL21 na jádře b. řepkového. Sonda na pozadí 

DAPI (a), podbarvení DAPI (b), sonda (c). Výřez ukazuje bivalent WZ z jiného jádra. Měřítko 

= 10 µm. 

Jako repetice, která je s nízkou pravděpodobností satelit, byla RepeatExplorerem 

označena repetice CL41. Poměr F/M je 1,30, takže bylo předpokládáno že se tento satelit bude 

ve větší míře vyskytovat na chromozomu W v porovnání s autozomy, což se ale nepotvrdilo. 

Sonda hybridizovala hojně na všechny chromozomy, nicméně na chromozomu W se vyskytuje 

pouze v pár kopiích (Obrázek 8).  

 

Obrázek 8: Fluorescenční in situ hybridizace CL41 na jádře b. řepkového. Sonda na pozadí 

DAPI (a), podbarvení DAPI (b), sonda (c). Šipky ukazují bivalent WZ. Měřítko = 10 µm. 

CL72 nebyl žádným použitým nástrojem anotován, nicméně měl nejvyšší poměr F/M 

a to 27,2, tudíž by se měl vyskytovat na chromozomu W opravdu hojně. Hybridizace sondy 

na jádro b. zelného toto potvrdila a na Obrázku 9 můžeme pozorovat, že je chromozom W 

po celé své délce značen červeně. 
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Obrázek 9: Fluorescenční in situ hybridizace CL72 na jádře b. zelného. Sonda na pozadí DAPI 

(a), podbarvení DAPI (b), sonda (c), detail chromozomu W (d, e, f). Šipky ukazují bivalent 

WZ. Měřítko = 10 µm. 

Mobilní element CL94 byl anotován pomocí RepeatExploreru jako LTR 

retrotranspozon s poměrem F/M = 2,5. Tato skutečnost napovídá, že by se tento 

retrotranspozon měl vyskytovat více na chromozomu W v porovnání s autozomy. Značená 

sonda hybridizovala nejen do několika míst na autozomech, ale také do heterochromatinu 

na chromozomu W (Obrázek 10), čímž byla tato domněnka potvrzena. 

 

Obrázek 10: Fluorescenční in situ hybridizace CL94 na jádře b. zelného. Sonda na pozadí 

DAPI (a), podbarvení DAPI (b), sonda (c). Šipky ukazují bivalent WZ. Měřítko = 10 µm. 

Další repeticí anotovanou RepeatExplorerem s nízkou pravděpodobností jako satelit 

byl CL118, který má poměr F/M 1,15, tudíž by se měl v menší míře vyskytovat i 

na chromozomu W. Sonda hybridizovala jako velký blok na jeden autozomální bivalent, 

v malém množství na další autozomy a v několika málo kopiích i na chromozom W (Obrázek 

11). 

 

Obrázek 11: Fluorescenční in situ hybridizace CL118 na jádře b. zelného. Sonda na pozadí 

DAPI (a), podbarvení DAPI (b), sonda (c). Šipky ukazují bivalent WZ. Měřítko = 10 µm. 
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Repetice CL 240 byla RepeatExplorerem anotována jako retrotranspozon a měla 

poměr F/M 2,45, což naznačovalo, že se bude hojně vyskytovat na chromozomu W. Tato 

domněnka byla potvrzena, když tento retrotranspozon hybridizoval téměř výhradně 

do heterochromatinového bloku na chromozomu W (Obrázek 12). 

 

Obrázek 12: Fluorescenční in situ hybridizace CL240 na jádře b. řepkového. Sonda na pozadí 

DAPI (a), podbarvení DAPI (b), sonda (c). Šipky ukazují bivalent WZ. Měřítko = 10 µm. 

4.5. Velikost genomů 

Pomocí průtokové cytometrie bylo možné zjistit velikost genomů daných druhů 

bělásků a zjistit, zda existuje rozdíl ve velikosti mezi jednotlivci. Byla změřena velikost 

genomu osmi jedinců b. řepkového a pěti jedinců b. zelného. Měření bylo prováděno 

na samcích, protože měření samic by bylo zkomplikováno přítomností chromozomu W, který 

může mít variabilní počet heterochromatinových bloků. Všichni jedinci byli měřeni dvakrát a 

rozptyl mezi měřeními nepřesahoval hodnotu 4 %, což je u těchto analýz běžná chyba měření 

a je částečně eliminována vytvořením průměru těchto hodnot. 

U b. zelného byla největší naměřená hodnota 0,375 pg u jedince M23-02 z Českých 

Budějovic a nejmenší hodnota 0,354 pg u jedince M23-01 ze Lhoty. Rozdíl mezi těmito 

naměřenými hodnotami je 5,6 %. U b. řepkového byla největší zjištěná hodnota 0,456 pg 

u jedince M23-03 z Českých Budějovic a nejmenší hodnota 0,390 pg u jedince M23-06 

z Českých Budějovic. Rozdíl mezi největší a nejmenší naměřenou hodnotou u tohoto druhu je 

14,5 %. 

Tabulka 9: Výsledky měření genomu. 1C-pg PA-EK a 1C-Mbp PA-EK ukazují velikosti 

genomu na základě hodnoty pro ruměnici pospolnou (P. apterus) 1C = 1,336 pg kalibrovanou 

proti z. moučnému (E. kuehniella) 1C = 0,45 pg. Nejnižší naměřené hodnoty jsou značeny 

oranžově, nejvyšší naměřené hodnoty značeny zeleně. 
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 Druh Jedinec Lokalita Poměr 1C-pg PA-

EK 

1C-Mbp PA-

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 Vrábče 0,298 0,398 389 

Pieris napi M23-06 České Budějovice 0,292 0,390 382 

Pieris napi M23-11 České Budějovice 0,304 0,406 397 

Pieris napi M23-02 České Budějovice 0,312 0,417 408 

Pieris napi M23-03 České Budějovice 0,341 0,456 446 

Pieris brassicae M23-01 Lhota 0,265 0,354 346 

Pieris brassicae M23-02 Lhota 0,274 0,366 358 

Pieris brassicae M23-03 Lhota 0,270 0,361 353 

Pieris brassicae M23-02 České Budějovice 0,281 0,375 367 

Pieris brassicae M23-05 Mladá Boleslav 0,270 0,361 353 
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5. Diskuze 

5.1. Složení chromozomu W 

Chromozom W prochází velice rychlou evolucí, jejímž důsledkem je, že i u blízce 

příbuzných druhů jsou mezi chromosomy W velké rozdíly (Hejníčková et al, 2021; Vítková 

et al., 2007; Zrzavá et al., 2018). Tento stav nalezneme i u zkoumaných bělásků, kdy na první 

pohled vidíme, že se chromozomy zásadně liší nejen velikostí, ale i množstvím 

heterochromatinu. Pro lepší porozumění složení těchto chromozomů byla použita metoda 

CGH, která odhalila u obou druhů kromě sekvencí společných pro obě pohlaví také sekvence 

obohacené pro chromozom W. 

Hybridizace sond pomocí metody CGH na pachytenních jádrech b. zelného a b. 

řepkového byla prováděna již v mé bakalářské práci, nicméně protože od té doby byla 

u některých druhů motýlů nalezena vnitrodruhová variabilita ve tvaru a složení chromozomu 

W, byl tento postup opakován ve snaze zjistit, zda se podobná variabilita nevyskytuje i 

u zkoumaných bělásků. Při studii zejkovce hluchavkového (Pseudopanthera macularia) bylo 

zjištěno, že u některých samic se nachází bivalent WZ s nediferencovaným chromozomem W, 

zatímco u jiných samic se byl pomocí CGH odhalen bivalent WZ s chromozomem W, který 

byl velmi výrazně značen samičí sondou, čímž byla u tohoto druhu odhalena variabilita 

chromozomu W (Hejníčková et al., 2021). K odhalení variability chromozomu W v rámci 

jednoho druhu došlo i u skvrnopásníka lískového (Lomaspilis marginata). V práci Demková, 

2022 byly pomocí CGH u tohoto druhu identifikovány tři různé typy chromozomu W 

vyskytující se u samic z různých rodin a tento rok byly objeveny další dva typy chromozomu 

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

Hybridizace sond při metodě CGH u b. zelného a b. řepkového však žádnou takovou 

variabilitu chromozomu W u samic neodhalila. U b. zelného bylo možné pozorovat 

chromozom W, u kterého byly úseky silnější hybridizace samičí sondy téměř po celé délce 

chromozomu W střídány s úseky, kde obě sondy hybridizovaly s podobně silnou intenzitou. 

Místa se stejnou intenzitou hybridizace se vyskytují také na obou koncích chromozomu W. 

Chromozom W b. řepkového je z větší části tvořen heterochromatinovým blokem, a právě 

v této oblasti je možné pozorovat silnější signál hybridizace samičí sondy, zatímco zbytek 

tohoto chromozomu je značen oběma sondami signálem s podobně silnou intenzitou. Tento 

stav odpovídá také skutečnostem zjištěným v mé bakalářské práci (Pinkrová, 2020). 
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5.2. Lokalizace satelitních sekvencí a mobilních elementů 

Jak už bylo zmíněno výše, repetitivní DNA tvoří významnou část genomu všech 

eukaryot. Repetice jsou hlavní složkou konstitutivního heterochromatinu, která se vyskytuje 

v telomerických a pericentromerických oblastech (Charlesworth et al., 1994). U motýlů je 

však výskyt heterochromatinových bloků velice ojedinělý a heterochromatin u většiny druhů 

nalezneme pouze na chromozomu W. Repetitivní sekvence byly řadu let vynechávány 

ze sekvenování, protože ztěžovaly skládání genomu a bez sekvenování bylo velice složité je 

jinými molekulárními metodami odhalit. Donedávna bylo proto známo velmi málo repetic 

vyskytujících se u motýlů, nicméně s rozvojem sekvenování nové generace a 

bioinformatických nástrojů se tato situace velice rychle mění (Šatović-Vukšić, Plohl, 2023).  

Velkou dynamiku nalézáme nejen v počtu satelitů a mobilních elementů v genomu 

ale také v distribuci a lokalizaci (Šatović Vukšić, Plohl, 2021). Například u slunéčka pestrého 

(Hippodamia variegata) bylo nalezeno 30 satelitů, které zabírají 15 % genomu (Mora et al, 

2020), naopak u ploštice (Rhodnius prolixus), kde bylo v genomu satelitů nalezeno dokonce 

39 ale zabírají pouze 8 % genomu (Montiel et al., 2021). Velké rozdíly však můžeme nalézt i 

mezi jedinci jednoho druhu z různých populací, jako u ploštice Triatoma infestans, kde 

u andské populace zabírají satelity 33 % genomu, zatímco u neandské pouze 25 % (Pita et al., 

2017), nebo mezi samci a samicemi stejného druhu, jako například u motýla D. saccharalis, 

kde mobilní elementy u samců tvoří 38,19 % genomu, zatímco u samic až 41,35 % (Gasparotto 

et al., 2022). Není proto žádným překvapením, že se počet satelitů a mobilních elementů 

nalezených u dvou zkoumaných druhů bělásků liší. 

V této práci byly lokalizovány celkem tři satelity, dva mobilní elementy a jedna 

repetice, která nebyla anotována. Pro lokalizaci byly vybrány repetice s podezřením výskytu 

na chromozomu W, aby bylo možné zjistit, co se na tomto chromozomu nachází. Z šesti 

zkoumaných repetic bylo pět lokalizováno alespoň v malé míře na chromozomu W. U většiny 

lokalizovaných repetic předpokládaná lokalizace na základě poměru zastoupení repetice 

u samic a u samců odpovídala skutečnosti. Pokud sondy hybridizovaly ve větším množství 

na chromozom W, hybridizovaly do oblastí heterochtomatinových bloků, což dále potvrzuje 

fakt, že heterochromatin je hlavním místem výskytu repetic. Tato skutečnost byla očekávána, 

přestože analýza satelitních sekvencí u s. lískového (L. marginata) ukázala, že zkoumané 

satelitní sekvence mohou být lokalizovány mimo místa heterochromatinových bloků 

(Trehubenko, 2023). 
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Důvody, proč byly některé satelity RepeatExplorerem předpokládány 

na chromozomu W ve velkém množství, ale nebyly tam ve stejné míře lokalizovány, mohou 

být dva. Prvním vysvětlením by mohla být vnitrodruhová variabilita, kdy u sekvenování 

samice je tento satelit obohacený na W, zatímco u samice, ze které byl vyhotoven preparát 

obohacený nebyl. Druhým důvodem může být analýza RepeatExplorerem. Analyzuje se jen 

určité množství čtení, takže mohla být v této analýze vlivem náhody repetice zastoupena víc, 

než odpovídá realitě v genomu. 

5.3. Velikost genomu 

Velikost genomu je jednou ze základních charakteristik eukaryotního organizmu a 

obsahuje celkové množství DNA obsažené v jedné kopii jediného genomu (hodnota C) a 

vyjadřuje se buď v množství (pg) nebo v počtu párů bazí (bp) (Gregory, 2005). U b. zelného 

se naměřené hodnoty pohybovaly v rozmezí 0.354 – 0,375 pg a u b. řepkového v rozmezí 

0,390 – 0,456 pg, což podle teorie z práce Liu et al., 2020 přibližně odpovídá ancestrálnímu 

motýlímu genomu, který měl velikost 0,5 pg, přičemž v jednotlivých podrodinách docházelo 

během vývoje k poklesům či nárůstům této velikosti.  

Zajímavé jsou rozdíly ve velikosti genomu zjištěné u jedinců stejného pohlaví b. 

zelného a především b. řepkového. U tohoto druhu byl zjištěn rozdíl mezi největším a 

nejmenším naměřeným genomem 14,5 %, což není zanedbatelné. Tento druh však není 

jediným, u kterého byla zjištěna vnitrodruhová variabilita. U s. lískového byl při měření 

genomu jedinců stejného pohlaví zjištěn rozdíl mezi největším a nejmenším naměřeným 

genomem až 23 % (Trehubenko, 2023). Možným vysvětlením těchto rozdílů by mohlo být 

množství nakumulované repetitivní DNA, jako jsou satelity a mobilní elementy, které byly 

u obou druhů lokalizovány jak v této práci, tak v roce 2020 (Pinkrová, 2020). Tato skutečnost 

byla zjištěna u běláska hrachorového (Leptidea sinapis) a běláska lučního (Leptidea 

juvernica), u nichž velikost genomu koreluje s množstvím akumulovaných mobilních 

elementů (Talla et al., 2017).   

Pomocí sekvenování a následného složení genomu byla u běláska zelného 

predikována velikost genomu 292 Mbp (Lohse, 2021), což neodpovídá hodnotám získaným 

pomocí průtokové cytometrie naměřených v této práci, které se pohybovaly v rozmezí 346 – 

367 Mbp. Podobná je situace i u b. řepkového, u něhož byl podle sekvenování určen genom 

velikosti 299 Mbp (Nallu et al., 2018) nebo 320 Mbp (Lohse, Hayward, Ebdon, 2021), což je 

opět výrazně méně než hodnoty zjištěné pomocí průtokové cytometrie, jež jsou v rozmezí 382 
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– 446 Mbp. Tyto rozdíly mohou být způsobeny tím, že při skládání genomu mohou být některé 

kopie stejné repetice ignorovány (zkolabovány), čímž dochází ke snižování počtu jednotlivých 

opakování. Tato skutečnost jen dále potvrzuje, že genomy obou zkoumaných druhů bělásků 

jsou velice bohaté na repetitivní DNA. 
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6. Závěr 

Cílem této práce byla analýza vnitrodruhové variability chromozomu W, velikosti 

genomu a repetitivní DNA u dvou druhů bělásků, konkrétně b. zelného a b. řepkového. 

Komparativní genomovou hybridizací nebyla ani u jednoho ze zkoumaných druhů nalezena 

vnitrodruhová variabilita. Chromozomy W nepříbuzných jedinců stejného druhu 

nevykazovaly rozdíly ve tvaru chromozomu W, počtu heterochromatinových bloků ani 

v obsahu sekvencí obohacených pro W.  

Genomy obou zkoumaných druhů jsou bohaté na repetice, což potvrdila i lokalizace 

vybraných satelitů a mobilních elementů. Úspěšně se podařilo izolovat a zamapovat šest 

repetic, z toho tři jsou satelity, dvě repetice jsou mobilní elementy a jedna repetice nebyla 

anotována. Lokalizace těchto repetic prokázala, že pět těchto sekvencí se vyskytuje 

na chromozomu W a některé jsou na chromozomu W silně obohacené. 

U obou druhů byly průtokovou cytometrií změřeny velikosti genomu, které byly 

vyšší než publikované hodnoty určené sekvenováním genomu. Měřením byly také zjištěny 

rozdíly ve velikostech genomu mezi jedinci stejného druhu, u b. zelného 5,6 % a u b, 

řepkového 14,5 %, které mohou být způsobeny různou mírou akumulace repetitivní DNA. 

Tato práce odhalila další informace o genomu a pohlavním chromozomu W dvou 

vybraných druhů bělásků rodu Pieris. Dalším směrem výzkumu by mohla být analýza 

mikrosatelitů nebo lokalizace již objevených satelitů u dalších zástupců rodu Pieris. 
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