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1. Uvod

Pohlavni rozmnozovéni s jistym stupném dimorfismu gamet je viceméné univerzalni pro
vétsinu eukaryotickych organismi. Gamety mohou byt produkovény jednim jedincem (pak
hovotime o kosexualité / hermafroditismu), nebo jsou produkovany dvéma jedinci (pak se jedna o
gonochorismus / dvoudomost). U vétSiny zivoCichli pfevazuje gonochorismus, zatimco
hermafroditismus je bézny u rostlin a nckterych bezobratlych Zivocichii. Nejbéznéjsim
mechanismem urceni pohlavi je pak systém rozdilnych pohlavnich chromosomi. Tedy takovych
chromosomii, které nesou pohlavi determinujici geny (“sex-determining genes”; SDG) a svou

aktivitou tedy rozhoduji o pohlavi jedince (Charlesworth 1991; shrnuto v préaci Vitkova 2007).

1.1.  Systémy pohlavnich chromosomii

Zname dva hlavni systémy pohlavnich chromosomi. Tim nejznaméjSim a nejrozsitenéj$im
je situace, kdy je heterogametické pohlavi sam¢i - samec ma tedy konstituci pohlavnich
chromosomit XY nebo X0, samicka pak XX. Tento systém se nazyva typ Drosophila podle D.
melanogaster. Typ Drosophila je bézny u vétSiny fadi hmyzu a vSech savci véetné Cloveka. Je
znamy dokonce i u stromu Ginkgo biloba (jinan dvoulalo¢ny) (Lee 1954, Charlesworth 1991).
Opakem je systém, kdy je samice heterogametickd a ma konstituci pohlavnich chromosomtit WZ
nebo Z0, samec chromosomy ZZ — typ Abraxas podle Abraxas glossulariata (pidalka angrestova).
Tento systém je bézny u ptakid (Pigozzi 1999; Ellegren 2000), hadi (Jones & Singh 1985) a také se
objevuje u n¢kterych dalsich plazt, obojzivelniki a ryb (Wallace et al. 1999, Graves & Shetty 2001,
Schmid and Steinlein 2001, Schartl 2004). Neddvno byl WZ systém popsan i1 u parazitickych
motolic Geledi Schistosomatidae (Spakulovd & Casanova 2004). Je uvadén i u nékolika druhti
rostlin, kde vSak nebyl dosud jednoznacné prokdzan (Vyskot & Hobza 2004). U hmyzu se
heterogametické samice vyskytuji pouze u jediné vyvojové vétve, taxonu Amphiesmenoptera,
tvofeného dvéma sesterskymi fady: Trichoptera (chrostici) a Lepidoptera (motyli) (Traut & Marec

1996, Morse 1997).

1.2. Obecné mechanismy evoluce pohlavnich chromosomi

Vseobecné se usuzuje, ze se pohlavni chromosomy vyvinuly z paru homolognich autosomd,
které ziskaly gen nebo skupinu genti, determinujici pohlavi jedince (SDG). Postupnou evoluci nebo
pfenosem z chromosomt urcujicich pohlavi se na novych pohlavnich chromosomech sdruzuji
pohlavné antagonistické geny (tedy ty, které prospivaji jednomu pohlavi, na kor druhého). V této
situaci, je evolucné velmi vyhodné zabréanit rekombinaci mezi pohlavnimi chromosomy, tak aby
nedoslo ke ztraté¢ vyhod dvou oddélenych pohlavi a ke kumulaci (pro dané pohlavi) nevyhodnych

genl. Dusledkem restrikce rekombinace, kterd mize byt na tirovni pohlavnich chromosomt, nebo
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dokonce vSech chromosomil heterogametického pohlavi (znamé u fadi Lepidoptera a Diptera; viz
Marec 1996), je pak mimo jiné degenerace chromosomi Y nebo W (Charlesworth et al. 2005,
Bachtrog 2006, Vitkova 2007).

Degenerace chromosomi Y/W je pravdépodobné zplisobena nékolika soubézné pisobicimi
mechanismy ¢i jevy. Jednim z nich je proces znamy jako ,,Mullerova rohatka®, jev ktery popisuje
nenavratnost Skodlivych mutaci v mistech, kde nedochazi k rekombinaci nebo kde je moznost
rekombinace limitovana. Pfi vzniku takové mutace by se chromosom dostal do pivodniho stavu
pouze velmi nepravdépodobnou zpétnou mutaci v presné stejném misté. DalSim mechanismem,
podilejicim se na degeneraci chromosomti Y/W je pak geneticky draft (,hitchhiking®). Gen na
chromosomu Y/W se v piipad¢ tésné vazby na silné preferovany gen v populaci rychle §iii a je

fixovan i presto, ze nese ¢etné mutace (Bachtrog 2006, Vitkova 2007).



2. Pohlavni chromosomy motyli

Rady Trichoptera a Lepidoptera jsou diky mnoha synapomorfnim znakiim povaZovany za
sesterské linie a dohromady tvofi nadiad Amphiesmenoptera (Morse 1997). Mezi spolecné znaky
patii pravé heterogametické samice a nckteré unikatni cytogenetické vlastnosti. Jednou z téchto
vlastnosti je achiasmatickd meiosa samic, pii které nedochazi k rekombinaci u pohlavnich, ale ani u
zadnych jinych chromsomil.

Achiasmatickd meiosa probihd nésledovné: faze leptotene a zygotene probihaji u samic
stejn¢ jako u samci, v pachytene nedochazi ke crossing-overu a po pachytene se tudiz neformuji
chiasmata. K diplotene a diakinesa nedochazi, misto nich pokracuje modifikovand verze pachytene.
Bivalenty se zkracuji a ztlustuji az do metafaze I, kde zlstavaji spojeny diky “‘elimina¢nimu
chromatinu®, ktery nahrazuje synaptonemalni komplex. Elimina¢ni chromatin je barvitelny DNA-
nespecifickymi barvivy. Tato nahrada synaptonemdlniho komplexu béhem anafaze 1 zistava
v ekvatorialni rovin¢, zatimco homologni chromosomy se posouvaji k polim (shrnuto v pracech
Marec 1996 a Traut et al. 2008).

Chromosomy motyll (a podobné i chrostikll) vykazuji pro cytogenetika mnohé uskali: jsou
ve srovnani s chromosomy obratlovct velmi malé (oproti lidskym cca 1/10 velikosti), uniformni a
je jich zpravidla hodn€ — vychozim poctem je n= 31 u motyli a n=30 u chrostikii, navic jsou u celé
skupiny Amhiesmenoptera chromosomy holokinetického typu, tedy bez jasné¢ definované
centromery (Robinson 1971, Wolf et al. 1997, De Prins & Saitoh 2003). Kinetochory pokryvaji
znacnou ¢ast povrchu (Wolf 1996, shrnuto v praci Nguyen 2006). To spolu s tim, Ze neni mozné
pouzivat standardnich metod prouzkovéani zna¢né¢ komplikuje aplikaci béznych cytogenetickych
metod, pouzivanych u jiného hmyzu a u obratlovcl a je také hlavnim divodem, pro¢ je zatim
detailn¢ cytogeneticky prozkoumano relativné malé mnozstvi (asi 40) z celkem asi 130 000 druhi
motylt; viz Traut et al. (2008). Zakladni mechanismus ur¢eni pohlavi, tj. heterogametické samice,
je spole¢nou vlastnosti chrostikti i motyld. Chromosom W je specialitou motylii, zatimco pro

chrostiky je typicky systém Z0/ZZ (Traut & Marec 1996, Marec & Novak 1998).

2.1. Chromosom W

Chromosom W je obdobou chromosomu Y, s nimz se shoduje ve vétSiné obecnych znakd.
Nachazi se na ném tada repetitivnich sekvenci, cela fada LTR (“long terminal repeat”) i non-LTR
retrotransposont, DNA transposonti a jejich derivati (Abe et al. 2005), které jsou sice rozptyleny
po celém genomu, av§ak na W chromosomu je jejich zastoupeni nesrovnatelné vétsi (Traut et al.
1999, Sahara et al. 2003, Mediouni et al. 2004, Fukova et al. 2007, Vitkova et al. 2007). Obsahuje

vsak i sekvence unikatni pro W chromosom. Jak ve své praci ukazali Fukova et al. (2007).



Nejvétsi znalosti o molekularnim slozeni motyliho chromosomu W jsou u bource morusového
(Bombyx mori) (Abe et al. 2005).

Z prace Sahara et al. (2003) vyplyva uniformita slozeni chromosomu W u B. mori. Sahara a
jeho tym pouzili pro znaceni chromosomu W sondy vytvorené ze Ctyt kloni BAC (“bacterial
artificial chromosome”). Pfestoze délka takové sondy je proti celému chromosomu velmi mala (cca
1% viz citovana prace), stacila jedna, aby oznacila cely chromosom W. Autofi to vysvétluji tim, ze
sonda obsahuje repetitivni sekvence, které jsou rozprostieny po celém chromosomu W.
Osekvenovanim jednoho BAC bylo zjisténo, ze vétSina téchto repetitivnich sekvenci jsou rtizné
transposony.

Dosud se na chromosomu W nepodaftilo najit zddnou celou sekvenci funkéni genu, presto se
vSak predpoklada, Ze chromosom W motyll néjaké geny nese. Gen determinujici velikost vajicek
(“egg size-determining gene”, Esd) byl objeven u B.mori. (Kawamura et al. 1988, 1990). Gen pro
protein Period regulujici cirkadialni rytmy se bézné vyskytuje na chromosomu Z. U martinace
Antheraea pernyi se vsak jeho kopie nasly i na chromosomu W (Gotter et al. 1999). Piedloklada se
také, Ze na chromosomu W jsou geny, které hraji roli pti determinaci pohlavi. Jednim z nich je Fem
(feminizujici faktor), tedy gen, ktery je zodpovédny za to, Ze absence / presence chromosomu W
uréuje pohlavi u B. mori (Tazima 1964, Ohbayashi et al. 2002). Gen Fem se dosud nepodatilo
piesné lokalizovat. Prace kolektivu Fuji & Shimada (2007) vSak zuzila okruh pravdépodobnych
mist, kde bude tfeba gen Fem na chromosomu W hledat.

Chromosom W prodélava diky své konstituci a zmiflované restrikci rekombinace rychly
vyvoj a i u blizce ptibuznych druhli dochazi k rychlé divergenci, jak bylo potvrzeno pomoci
druhové-specifickych sond pro FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace) v praci Vitkova et al.
(2007). Vzhledem k témto vlastnostem je sledovani evoluce W chromosomu, pomoci metod

zamétenych jen na tento chromosom, vice nez obtizné.

2.2.  Chromosom Z

Tak jako je chromosom W obdobou Y, je chromosom Z obdobou X. Obsahuje mnoho
transkripéné aktivnich geni a téméf se neodliSuje od autosomu (Traut et al. 2008). Celkové je vsak
o ném znamo velmi malo. Kromé bource morusového (Yoshido et al. 2005a, Yasukochi et al. 2006)
byl chromosom Z zkouman jen u nékolika druhd, jmenovité¢ u zavijeCe kukufi¢ného, Ostrinia
nubilalis (Dopman et al. 2004), a motylt Heliconius melpomene (Jiggins et al. 2005) a Heliconius
erato (Tobler et al. 2005), u kterych byly vytvofené jeho vazebné mapy. Nejvice je opét znamo
o chromosomu Z B. mori, u kterého byl cely genom osekvenovan nezavisle ¢inskymi i japonskymi
laboratofemi. Vzhledem ke kompozici chromosomu W a problémtim, ktery by jeho obsah mohl

piinést pii sekvenovani, byli na sekvenaci genomu B. mori pouziti pouze samci a chromosom Z je
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tedy pomérné dobie zdokumentovan (Mita et al. 2004, Xia et al. 2004).

Z experimentalnich dat vyplyva, ze u motyli nedochazi ke kompenzaci davky genii na
chromosomu Z u samcii. Potrvzuji to napiiklad studie na motylech H. melpomene a H .erato, kde
byla prokazéna dvojnasobnd aktivita enzymu 6-fosfoglukanat dehydrogenazy (gen 6-PGD, viz
kapitola 5.2.) u samcti ve srovnani se samicemi (Johnson & Turner 1979). Podobné pokusy se
stejnym vysledkem byly provedeny i u B. mori a A. pernyi (Suzuki et al. 1998, 1999; Gotter et al.
1999).

Zkoumani syntenie izolovanych geni mezi B. mori, Drosophila melanogaster a
Caenorhabditis elegans odhalilo, ze potfadi genti u téchto druhi neni konzervované a Koike et al.
(2003) se domnivaji, ze pohlavni chromosomy D. melanogaster se vyvijely nezavisle a né€kolikrat
doslo k promichani potadi jejich gent. Vyjimku tvoii skupina téi gend (Bmkettin, Bmtittinl a
Bmtittin2), ktera ma zachované potadi u vSech tii druhtt (Koike et al. 2003). V ramci fadu
Lepidoptera je vSak situace odliSnd. Podle dosavadnich vyzkumi se zda, Ze poradi gent
na chromosomu Z a na autosomech je konzervované jak mezi druhy z ptibuznych ¢eledi (B. mori:
Bombycidae; Manduca sexta: Sphingidae), tak mezi druhy, které jsou vyvojové vzdaleny (B. mori a
H. melpomene: Nymphalidae) (Yasukochi et al. 2006, Pringle et al. 2007, Sahara et al. 2007).

2.3.  Sex chromatin

U 80% druhti fadu Lepidoptera se u samic v interfaznim jadru objevuje heterochromatinoveé
télisko, zvané sex chromatin. Nejedna se vSak o obdobu Barrova téliska samic savcl, nebot’ u
motyll je sex chromatin tvofen ¢etnymi kopiemi chromosomu W. Nejde tedy o formu kompenzace
davky genii jako je tomu v ptfipad¢ Barrova téliska u savcd. Ve vétsiné samicich tkani se sex
chromatinové télisko nachdzi jen jedno a s rostouci polyploidizaci jadra se zvétSuje (Traut & Marec
1996, Traut et al. 2008). Puvod sex chromatinu byl prokazan naptiklad i diky metodé CGH
(“Comparative Genomic Hybridization”), ktera barvila sex chromatin stejné jako chromosom W, ale
zejména diky specifické malovaci sond€ pro chromosom W, piipravené ze sex chromatinu
laserovou mikrodisekci; tato sonda barvila jak sex chromatin, tak i cely chromosom W (Fukova et
al. 2007, Vitkova et al. 2007). Autoradiografické studie naznacuji, ze W-chromatin je transkripéné
neaktivni, nebo alespoil signifikantné méné aktivni nez euchromatin somatickych bunck (Traut &
Scholz 1978). V souladu s evolu¢nim pohledem na chromosom W je absence sex chromatinu u
fadu Trichoptera a u primitivnich motylt, tedy tam, kde je Z0/ZZ systém chromosomalni
determinace pohlavi. Praktické vyuZiti sex chromatinu je velké. Poskytuje jednoduchy zpiisob, jak
rozpoznat pohlavi u mladych stadii motyld. Je téz dobrym indikatorem aberaci pohlavnich
chromosomtl, jelikoz jeho vzhled je Gizce vazan na strukturu chromosomu W (shrnuto v Traut &

Marec 1996).



2.4. Konstituce pohlavnich chromosomii chrostikii a motyli

Jak jiz bylo feCeno, heterogametické samic¢i pohlavi je charakteristické pro cely nadiad
Amphiesmenoptera. VSichni dosud studovani zdstupci fadu Trichoptera (chrostici), ktery je
sesterskym fadem pro Lepidoptera (motyli) sdili konstituci Z0/ZZ i s primitivnimi druhy motyla,
jako je napiiklad Micropterix calthella (Micropterigidae). Konstituce Z0/ZZ je tedy povazovana za
vychozi podobu systému pohlavnich chromosomti nadiddu Amphiesmenoptera (Traut & Marec
1997, Marec & Novak 1998). Stavem prevazujicim u naprosté vétSiny zatim zkoumanych motyla je
konstituce WZ/ZZ. Neda se vsak fici, ze by taxony odvozenéjSich motyl (skupina Tischeriidae, u
které je poprvé pozorovana konstiutuce WZ/ZZ, plus skupina Ditrysia, zahrnujici nejveétsi cast
motyla), byly v konstituci pohlavnich chromosomt uniformni. U nékolika druhti se vyskytuje
konstituce Z0/ZZ. Pozorovany byly 1 systémy mnohondsobnych pohlavnich chromosomi
WiW,Z/77 a WZ,Z,/2,Z,Z,Z, (Yoshido et al. 2005b, Traut et al. 2008). Ptehled soucasnych
poznatki o vyskytu jednotlivych konstituci pohlavnich chromosomi u vyvojové vétve

Amphiesmenoptera je shrnut v Obrazku 1.



3.  Hypotézy o vzniku pohlavniho chromosomu W u motyli

V zéasadé existuji dvé hlavni hypotézy o vzniku chromosomu W. Prvni z nich formulovali
Traut & Marec (1996), druhou pak Lukhtanov (2000). Ob¢ hypotézy jsou zalozeny na piedpokladu,
ze primitivni motyli a Trichoptera sdili absenci chromosomu W a systém Z0/ZZ je tedy
ancestralnim znakem. Obé hypotézy se na zaklad¢ prokazané pritomnosti sex chromatinu shoduji v
tom, ze se chromosom W objevil u spoleéného predka skupin Ditrysia (vétSina motyli) a
Tischeriina. Lisi se vSak v nazoru na jeho pivod.

Dulezitou tlohu pfi formulovani souc¢asnych hypotéz hralo objeveni sex chromatinu (popsan
v kapitole 2.3.). Sex chromatin je narozdil od motylich chromosomii dobife pozorovatelny
svételnym mikroskopem a jeho identifikace v tkanich samic je jednoducha. Neni tedy ptekvapenim,
ze pocet druhti motylll s popsanym sex chromatinem znacné pievysuje pocet druhti, u kterych jsou
dostupné ucelenéjsi poznatky o pohlavnich chromosomech. Pro srovnani: Traut & Marec (1996)
uvadi 238 druhti s prozkoumanym sex chromatinem, naproti tomu systém pohlavnich chromosomt
je znam u piiblizné 40 druht (Traut & Marec, 2008). Pravé absence sex chromatinu, jako spole¢ny
znak fadu Trichoptera a primitivnich motyll, je jednim ze stézejnich dikazl, podporujici hypotézy

o puvodnosti Z0/ZZ konstituce.

3.1. Hypotéza o autosomalnim piivodu W (Traut & Marec 1996)

Dle této hypotézy nejdiive doslo k fuzi pivodniho chromosomu Z s autosemem za vzniku
tzv. chromosomu neo-Z. Zbyly autosom se dale paroval béhem meidzy s homologni casti
chromosomu neo-Z a segregoval tak k druhému poélu vieténka. Tim se dédil pouze z matky na
dceru, pozbyl moZnost rekombinace a stal se chromosomem W. Tuto hypotézu podporuje existence
podobného mechanismu ptfi vzniku neo-pohlavnich chromosomi napt. u Stétconose trnkového,
Orgyia antiqua (Traut & Marec 1997). Dale by tuto hypotézu bylo mozné podpofit prokazanim
zachované syntenie gent ¢asti chromosomu Z vysSich motylii a chromosomu Z primitivnich motylt
a zaroven zachované syntenie genil jednoho z autosomil primitivnich motyll a ¢asti chromosomu Z
vys$$ich motylt.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.4., konstituce WZ/ZZ neni u vyspélejSich motyll jedina
(viz Obrazek 1.). Traut & Marec (1996) se ve své praci zabyvaji i moznym vznikem odvozenych
systémll pohlavnich chromosomil. Systém Z0/ZZ, ktery se znovu objevuje napiiklad u jarnice
hladké, Orthosia gracilis (Noctuidae), autofi vysvétluji jako sekundarni ztratu chromosomu W.
Systémy mnohonéasobnych pohlavnich chromosomt W W,Z/Z7Z a WZ,Z,/7,7,7Z,Z,, mohou
teoreticky vznikat bud’ rozpadem chromosomu W ¢i Z nebo fuzi jednoho z pohlavnich chromosomu
s autosomem za vzniku neo-W ¢i neo-Z, zatimco zbyvajici autosom se stdva chromosomem W,

nebo Z, (Traut et al. 2008).
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% Hepialidae Zt
=2 Nepticulidae z
2 [ Adelidae z
o —_—  Incurvariidae 7
) Tischeriidae wz
@ Gracillariidae wz*
A —  Argyresthiidae Wz*; Z*
p— Plutellidae Wwz*
——YpONOMeutidae WZ* WZ,.2,; Z*
. COl€Ophoridae wz*
;\\6}(\ p— COsmopterigidae  WZ*
e b Gelechiidae Wz; Z
== b Oecophoridae Wz*; Z*
? Tortricidae WZ; WW.Z; Z*
o r— Limacodidae WZ*
,_‘:2"' e Zygaenidae Wz*; Z*
g- __: Crambidae Wz
Pyralidae WzZ; WW.Z
Bombycidae Wz
pr— Saturniidae WZ, W22, Z
— Sphingidae WZ
Lasiocampidae WzZ*, WZ Z,; Z*
Hesperiidae Wz*
—L— Papilionidae Wz*, 7*
Pieridae Wz, 2%
_E Lycaenidae wz*
| Nymphalidae wz*
Drepanidae wWz*
- _I_: Epicopeidae Wwz*
. Geometridae Wz, 27
Notodontidae WZ*; Z*
] pr— A rctiidae Wz, WW.Z; Z
p— | ymantriidae WzZ; WW.Z
— Noctuidae Wz, Z

Obrazek 1. Soucasny pohled na fylogenezi pohlavnich chromosomti motyli. Pravy sloupec reprezentuje souhrn

konstituci pohlavnich chromosomu samic dané skupiny. Konstituce odvozené pozorovanim W-chromatinu jsou
oznaceny hvézditkou (*). Udaje o pohlavnich chromosomech a sex chromatinu pevzaty ze souhrnych publikaci Traut
and Marec (1996), Traut et al. (2008) a z pivodnich publikaci Marec & Novék (1998) a Lukhtanov (2000). Kladogram
skupiny Trichoptera je zalozen na praci Morse (1997), kladogram skupiny Lepidoptera na praci Kristensen & Skalski

(1999). Upraveno dle pracovni verze kladogramu (F. Marec, pfipravovano do tisku).



3.2. Hypotéza o vzniku W z B-chromosomu (Lukhtanov 2000)

Lukhtanov (2000) ve své praci dava prednost alternativni hypotéze vzniku chromosomu W.
Tvrdi, Ze neo-W chromosom vznika z B-chromosomu. B-chromosom je nadbyte¢ny chromosom,
jehoz pfitomnost v organismu neni letalni. Takovy nadbyte¢ny chromosom by se opravdu mohl
zacit parovat s Z chromosomem (za ptredpokladu vychoziho stavu Z0/ZZ7), napiiklad béhem pozdni
pachytene, kdy se chromosomy snazi parovat tak fikajic “za kazdou cenu‘ (tento jev je nazyvan
heterosynapse; Marec 1996).

Problém, ktery vSak Lukthanov nefe$i je vznik B-chromosomu. Jednou z moznych cest,
kterou by B-chromosom mohl vzniknout je rozpad nékterého z chromosomu a nésledna chybna
segregace jednoho z fragmentil, ¢imz by se tento fragment stal v dal§i generaci nadbyte¢nym.
Vzhledem k holokinetické povaze chromosomi motylli a tomu, ze jejich kinetochory pokryvaji
velkou ¢ast povrchu, je mozné, Ze by se fragment pravidelné dédil. U motyld byly vSak dosud
pozorovany B-chromosomy pouze u O. antigua (Rego & Marec 2003). Problém nastava
s experimentalnim podpotfenim této hypotézy. Testovani homologie hypotetického B-chromosomu a
chromosomu W se zda byt velice obtizné, vzhledem k mnoZstvi repetic, které komplikuji
sekvenovani W a dale k relativné rychlé molekularni divergenci existujicich chromosomtt W (Abe

et al. 2005, Vitkova et al. 2007).



4. Cile prace

Cilem prace bylo zmapovat problematiku evoluce pohlavnich chromosomi motyli se
zamétfenim na Z chromosom, dale najit co nejvice dostupnych gentl, které by mohly poslouzit jako
budouci markery na hledani pfipadné syntenie mezi chromosomem Z vysSich motyli a autosomy
niz$ich motylt. V ptipad¢ nalezeni takové syntenie by bylo velmi pravdépodobné, ze neo-Z a neo-
W chromosomy vznikly pravé fiizi pivodniho chromosomu Z s autosomem. Tim by byla
podpoiena hypotéza Traut & Marec (1996). Vzhledem k tomu, Zze nejkomplexnéjs$i informace

o chromosomu Z jsou znamy u druhu Bombyx mori, (Koike et al. 2003, Yasukochi et al. 2006) stal

se praveé bourec dobrym vychozim bodem.
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5. Identifikace genti chromosomu Z

5.1. Metodika
Hlavni metodou uzitou pti vyhledavani gend bylo vyuziti dostupné literatury, internetovych

databazi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), vyuziti srovnavaci metody BLAST (“Basic Local

Alignment Search Tool”, reference v Altschul et al. 1990), tedy vyhledavani sekvenci nukleotidii /
aminokyselin na zdkladé¢ podobnosti se zndmou sekvenci. Hlavnim kritériem pii vybéru bylo
potvrzené umisténi na chromosomu Z nebo alespoii jeho odtivodnény predpoklad. Preferovany byly
ty geny, u kterych bylo mozno dohledat citaci a tedy davéryhodny zdroj. Uvedeny jsou i
nepublikované sekvence genil, které byly nalezeny na internetovych databazich pomoci technologie
BLAST, u kterych se pro sekvenci podobnou zndmym geniim piedpoklada, ze jsou na chromosomu
Z. Tam, kde to bylo mozné, byly sekvence ovéfeny v databazi genomu B. mori - Kaikoblast

(http://kaikoblast.dna.affrc.go.jp/)

5.2.  Vysledky

Jak jiz bylo feceno, vychozim bodem byl pro dostupnost informaci o chromosomu Z
Bombyx mori. V praci Koike et al. 2003 byl osekvenovan 320 kbp dlouhy segment chromosomu Z .
V tomto segmentu bylo identifikovano celkem 14 ortologi znadmych gend (Tab. 1). Sekvence

jednoho z téchto ortologii, genu pro protein Kettin, byly zjistény u 4 dalSich druhti motyla (Tab. 2).

Tab. 1. Ortology na chromosomu Z u Bombyx mori podle Koike et al. (2003)

Jméno ortologu

Accession no.

Délka sekvence

Produkt

Bmfkbpl3 AB079859 3002 bp Cis-transisomeraza, chaperon

Bmhepa AB079860 4339 bp

Bmhig AB079861 13140 bp Gen ovliviujici vyvoj CNS pro pohybové ustroji
Bm6922 AB079862 3845 bp

Bmlap AB079863 1680 bp Aminopeptidaza

Bmprojectin AB079864 4008 bp Svalovy protein

Bmkettin AB079865 29280 bp Modulérni protein Z-diskt

Bmtitinl AB079866 20360 bp Svalovy protein

Bmtitin2 AB079867 23640 bp Svalovy protein

Bmmiple AB079868 6900 bp Rustovy faktor, vazici se na heparin
Bmsyx6 ABO079869 6834 bp Intercelularni transport vezikul, t-SNARE
Bm PM-Scl ABO079870 13160 bp Transkrip¢ni faktor

Bmtkz AB079871 15701 bp Tyrosinkinaza

BmubcD4 AB079872 4687 bp Ubiquitin konjugujici enzym
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Tab. 2. Prehled sekvenci gent pro kettin v fadu Lepidoptera. Zdroj: NCBI

Druh Accessionno.  D¢lka sekvence  Citace Produkt
Papilio glaucus EF115361 1191 bp  Putnam et al. 2007 kettin
Papilio canadiensis EF115340 1191 bp  Putnam et al. 2007 kettin
Papilio multicaudatus EF115363 1099 bp  Putnam et al. 2007 kettin
Helicoverpa armigera AY253869 1267bp  Niuetal. : kettin
Helicoverpa armigera EU109282 13365bp Qietal.’ HaKettin]

' Niu B, Weng H, Meng Z, Chen D - nepublikovano
2. Qi X, Niu B, He L, Weng H, Liu Y, Shen W, Meng Z: cDNA cloning and analysis of deduced amino acid sequence and
expression of HaKettinl gene from Helicoverpa armigera - nepublikovano

V praci Kanga et al. (2001) je popsana hypotéza, podle které je resistence obaleCe
vychodniho, Grapholita molesta (Tortricidae) viuc¢i karbamatovym insekticidim pohlavné vazana
na chromosom Z. Autofi se domnivaji, Ze jednim z genii zodpovédnym za resistenci je mutovany
gen pro enzym acetylcholinesterazu (AChE, EC 3.1.1.7) a z experimentélniho kiizeni vyvozuji, Ze
se tento gen nachazi pravé na chromosomu Z. Gen ma dvé formy oznacované jako acel a ace2
(Moores et al. 1996). Tabulka 3 je shrnutim nalezenych gent pro AchE v iadu Lepidoptera.
Zdrojem byla databaze NCBI.

Tab. 3. Piehled sekvenci genti pro AChE v fadu Lepidoptera. Zdroj: NCBI

Druh Accession no.  Délka sekvence Citace Ortolog
Chilo suppressalis EF470245 2472bp Quetal.' neupiesnéno
Chilo suppressalis EF453724 2521bp  Jiangetal.? acel
Bombyx mandarina EU262633 2423bp Lietal.’ acel
Bombyx mandarina EU262632 2475bp Lietal.’ ace2
Bombyx mori EU328261 2052bp Lietal.’ acel
Bombyx mori EU328262 1917bp Lietal.’ ace2
Bombyx mori DQ186605 2240bp  Shangetal.* acel
Bombyx mori DQ186606 3851 bp  Shangetal.* acel
Plutella xylostella AY061975 2049 bp  Nietal. (2003) neupiesnéno
Helicoverpa assulta AY817736 2387bp Leeetal. (2006) neupiesnéno

. Qu M, Jiang X, Han Z, Xu X, Chen M, - nepublikovano

2] iang XJ, Han ZJ - nepublikovano

*_Li B, Wu YD, Wang D, Zhao HQ, Xu YX, Wei ZG, Shen WD - nepublikovéno
4 . Shang JY., Zhang CX, Tang ZH - nepublikovano
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Yasukochi et al. (2006) uvadi zachovanou syntenii mezi chromosomy Z u B.mori a H.
melpomene pro geny Tpi a Apterous. Tpi je gen pro enzym triosafosfatisomeraza (EC 5.3.1.1), ktery
se ucastni glykolyzy a je ptfitomen prakticky u vSech organismi, u kterych dochézi ke glykolyze.
Tento enzym ma na starosti presmyk dihydroxyacetonfosfatu na glyceraldehyd 3—fosfat. Apterous je
gen kodujici protein z LIM rodiny. Proteiny z této rodiny reguluji ontogeneticky vyvoj jedince.
Apterous je zodpovédny za vyvoj kiidel (Cohen et al. 1992). Vysledky hledani sekvenci téchto geni

jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tab. 4. Pichled sekvenci gent pro Apterous a Tpi v fadu Lepidoptera. Zdroj: NCBI

Druh Accession no.  Délka sekvence Citace Ortolog
Bombyx mori AY734490 2874bp Niuetal. ' Tpi
Helocoverpa armigera AY736358 2239bp Niuetal. ' Tpi
Heliothis virescens U23080 1184 bp Lodgson et al. (1995) Tpi
Bombyx mori AB024903 522 bp ggg’(‘)l)‘)ka & Fujiwara 5 oo
Precis coenia L42140 591 bp  Carroll et al. 1994) Apterous

'~ Niu BL, Meng ZQ, Lu SL — nepublikovano

U motyla byl nalezen i gen period, pivodné objeveny u D. melanogaster, ktery se podili na
regulaci cirkadidnnich rytmi. Znamé sekvence pro ortology tohoto genu u motyla jsou shrnuty

v Tabulce 5.

Tab. 5. Pichled sekvenci ortologt pro period v fadu Lepidoptera. Zdroj: NCBI

Druh Accession no.  Délka sekvence Citace Ortolog
Bombyx mori DQ393413 3714bp  Iwai et al. 2006 Period
Bombyx mori AB179829 3827bp  Takedaetal. ' Period
Bombyx mori AB179830 3812bp Takedaetal.' Period
Bombyx mori AB184964 9356 bp  Atsumi et al. > Period
Mamestra brassicae AY485221 3017bp  Merlin et al. 2006 Period
Janiodes sp. AF063436 1008 bp  Regier et al. 1998 Period
Danaus plexippus AY237279 3171 bp  Froyetal. 2003 Period
Antheraea pernyi U12769 3652bp  Reppertetal. 1997 Period
Cydia pomonella AF063432 1046 bp  Regier et al. 1998 Cpper
Cydia pomonella EU401727 1500 bp  Fukova et al. 3 Cpper

"' Takeda Y, Chuman Y, Shirasu N, Sato S, Matsushima A, Kaneki A, Tominaga Y, Shimohigashi Y, Shimohigashi M:
Structual analysis and identification of novel isoforms of the circadian clock gene period in the silk moth Bombyx mori
— nepublikovano

2 _ Atsumi T, Yasukochi Y, Iwai S, Fujiwara Y, Shiomi K: Promoter analysis of period gene of Bombyx mori —
nepublikovano

3 _ (submitted) sekvence neni do uvefejnéni &lanku vefejng dostupna
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Piehled zbylych genii nalezenych na chromosomu Z je uveden v Tabulce 6. Ldh je gen

kodujici enzym laktat dehydrogenazu (EC 1.1.1.27), ktera katalyzuje preménu laktatu na pyruvat a

naopak, za soucasné konverze NADH na NAD'. Tento enzym je piitomny u velkého mnozstvi

organismu v¢etn¢ rostlin. 6-pgd je gen pro 6-fosfoglukonat dehydrogenazu (EC 1.1.1.43) - enzym,

ktery je soucasti pentosového cyklu. BmOR-4 je gen pro chemoreceptory tykadel u B. mori.

Tab. 6. Piehled sekvenci dalSich genii chromosomu Z v fadu Lepidoptera. Zdroj: NCBI

Druh Accession no.  Délka sekvence Citace Ortolog
Bombyx mori EU334850 996 bp  Zhuetal. ' Ldh
Bombyx mori EU000385 2556bp Zhuetal.' Ldh
Bombyx mori AB186506 1440 bp  Nakagawa et al. 2005 BmOR-4
Bombyx mori DQ443274 2011bp Niuetal.? 6-pgd
Antheraea paukstadtorum EU020899 1008 bp  Regier etal. 3 6-pgd
Cydia pomonella EU020900 3171bp  Regieretal.’ 6-pgd
Prodoxus Regier et al. * 6-pgd
quinguepunctellus EU020901 3652 bp celer ' Pg

' Zhu M, Chen K, Yao Q: Identification and characterization of Bombyx mori ldh gene through bioinformatics

approaches - nepublikovéno

2. Niu BL, Meng ZQ, Weng HB, Shen WF, He LH, Zheng KF, Ye ST, Lin TB, Chen JE: Blast silkworm EST database for
functional genes — nepublikovano
3. Regier JC, Cunningham CW: primers that amplify across Panarthropoda - nepublikovano
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6. Diskuze

I ptes relativni nedostatek informaci o Z chromosomu existuji dostupné sekvence 22 genu
prokazatelné lokalizovanych na chromosomu Z. Zvlastni pozici ma gen pro AChE, kterému je

vénovana samostatna ¢ast diskuze.

Geny pro Kettin

Skupina gent nalezena v praci Koike et al. (2003) je velice dobrym kandidatem pro budouci
vyzkum. Obsahuje proteiny, které jsou nutné pro spravnou fuknci svali a slibuje tedy dobrou
konzervovanost v organismech. Jelikoz jde o proteiny, které se vyskytuji ve vSech svalovych
tkanich, a tedy i v létacich svalech, da se spekulovat o vyhodach, které by jeho zvySena produkce
(vlivem absence kompenzace davky - viz Suzuki et al. 1999) u samct poskytovala diky jejich
lokalizaci na chromosomu Z, nebot’ samci jsou ¢asto nuceni za samickami 1état na vetsi vzdalenosti.

Dalsim ptikladem genu, ktery by mohl byt pro samce vyhodny diky dvojnasobné produkci,
je gen BmOR-4 (Tab 6.). Produktem tohoto genu jsou pachové receptory na tykadlech samct B.
mori. Tyto receptory slouzi ke zpracovani signalli pohlavnich feromonid a pro samce jsou tedy

velice dulezité.

Gen pro AChE

Acetylcholinesteraza (EC 3.1.1.7) je vyznamnym enzymem, ktery hydrolizuje
neurotransmiter acetylcholin v nervosvalovych ploténkach a na nervovych synapsich, tim pterusuje
pfenos vzruchu. Ve vztahu k motylim je dilezitad prfedevsim proto, Ze je cilem celé fady insekticid
a nervovych jedu, které funguji jako inhibitory AChE. Mutace v genu pro AChE zptsobuje
resistenci proti insekticidim, coz je samo o sob¢ vice nez padnym divodem, pro¢ tyto geny
zkoumat. Geny pro AchE by byly zajimavym objektem ke studiu téz diky skutecnosti, ze u B. mori,
se gen pro formu acel nachdzi na chromosomu 15 a gen pro ace2 na chromosomu 9. Toto jsem
ovétil srovnanim s databazi Kaikoblast. Za ptedpokladu, Ze u Grapholita molesta je
na chromosomu Z (Kanga et al. 2001), bylo by velmi zajimavé vysledovat, ktery stav je ancestralni.
Z dostupnych dat zatim nelze vyvozovat zadné zavéry. D4 se spekulovat o tom, ze piesunuti genu
pro AChE na pohlavni chromosom Z by mélo pro dany druh jisté evolu¢ni vyhody. Translokace
na chromosom Z by totiz pomohla urychlit fixaci mutantnich alel, nebot’ by zabranovala ,,utajeni*
inekticid-sensitivnich alel u samic. Samice sjednim chromosomem Z by tak mohly mit bud’
resistentni alelu - v tom piipad¢ by prezily pod tlakem insekticidu - nebo sensitivni alelu, kterd by

pod tlakem insekticidl jiz gen do dalsi generace nepienesla.
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Geny period

Gen period ovlivilujici cirkadianni rytmy byl u motyli poprvé izolovan a popsan u A.
pernyi. Jeho pfitomnost byla prokazana na chromosomu Z (perZ) a jsou dolozeny i jeho
mnohonasobné kopie na chromosomu W. Gen perW (jak je oznaovéana kopie na W) chybi u samct,
cirkadianni rytmy vsak naruseny nejsou, nebot’ transkripéni aktivita byla prokazana pouze u jedné
kopie, ostatni nejsou uplné a jednd se tedy o pseudogeny. Na W chromosomu je navic jesté
antisense perW, tedy sekvence komplementarni k transkriptu per. Gotter et al. (1999) se ve své
praci domnivd, ze tato antisense sekvence hraje roli pfi regulaci exprese genu per. Zajimava je
kompozice genu perW u A. pernyi z hlediska exonti a introni. U D. melanogaster je period slozen
z 8 exont a 7 intrond, naproti tomu u A. pernyi ma perZ 20 exont a 17 introna (shrnuto v Gotter et
al. 1999). Naopak mnohonasobné kopie pseudogenti perW jsou spiSe dokladem molekularni
degradace chromosomu W u A. pernyi (viz prace Vitkova et al. 2007). Gen period je dozajista
zajimavym kandidatem pro budouci praci. nebot’ nejnovéjsi vysledky v praci Fukova et al. (subm.)

indikuji kopii per na chromosomu Z i u C. pomonella.

Cile budouci prace

Nasledujici krok pii studiu evoluce pohlavnich chromosomi motylti bude vybér vhodnych
druhti. Pro mapovani evolu¢ni historie odvozengjSich skupin motylii budou vybrani zastupci
z kazdé hlavni skupiny. U téchto druhii bude cilem najit ortology vybranych genii a potvrdit tak
syntenii chromosomu Z u odvozenych skupin. Planované metody v tomto kroku jsou PCR za
pouziti degenerovanych primert, sekvenace nalezenych useki a tvorba sond z cDNA. Prvni ovéfeni
vazby na chromosom Z muze byt provedeno naptiklad pomoci Southern hybridizace, kdy geny
chromosomu Z budou hypoteticky davat dvakrat siln€jsi signaly u samcich vzork. Mapovani na
chromosomu bude provadéné metodou FISH. Vyhodou by byla moZnost vyuziti BAC knihoven, ty
jsou vSak dostupné jen u nékolika malo druhti a jejich pouziti je financné a pracovné narocné.

Soubézné bude probihat hledani ortologt u primitivnéjsich motyli, jejichz Gspésny nalez na
nekterém z autosomil by byl silnym dikazem podporujicim teorii o vzniku chromosomu W podle
hypotézy v praci Traut & Marec (1996). Naopak zpochybnénim by bylo nalezeni zachované
syntenie mezi chromosomy Z odvozenych i primitivnich motyld bez zndmek translokace
autosomalnich gend na chromosomy Z u zastupci vyspélych skupin motyll, ktera by potvrdila

konzervovanost chromosomu Z.
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7. Souhrn

Slozeni chromosomu W u motyll zna¢né komplikuje snahy o poznani evolu¢ni historie jeho
vlastniho vzniku. Pfi¢inou je jednak rychla divergence v ramci sesterskych druhii a dale jeho vysoce
repetitivni obsah, ktery maskuje hypotetické geny pred sekvenaci. Nabizi se alternativni cesta -
sledovat evoluci pohlavnich chromosomu prostiednictvim genti nesenych chromosomem Z.

Cilem mé prace bylo shrnout soucasné predstavy o evolucni historii systéml pohlavnich
chromosmul motyld a vyhledat geny pouzitelné pro dalsi vyzkum na poli odhalovéni tajii pohlavnich
chromosomtl a jejich historie v ramci fadu Lepidoptera.

Soucasna piedstava o moznych dé&jich predchéazejicich vzniku chromosomu W vychazi
z ptedpokladu, ze konformace Z0/ZZ je ancestralnim znakem pro fady Trichoptera a Lepidoptera.
Existuji dv¢ alternativni hypotézy o vzniku W. Hypoéza Traut & Marec (1996) hovoii o
autosomalnim pivodu W, naproti tomu hypotéza Lukhtanov (2000) mluvi o ptvodu z B-
chromosomu. Vzhledem ke snadnéjsi prokazatelnosti autosomalni hypotézy, bylo moje hledani
zaméfeno na geny chromosomu Z.

V odborné literatufe a internetovych databazich jsem dohledal celkem 22 kandidétnich gent
a shromazdil relavantni dostupné sekvence spolu se zakladnimi informacemi o piisobeni téchto
genti. Zhodnotil jsem téz jejich vyuzitelnost pro sledovani evolu¢ni historie pohlavnich

chromosomil motyld a naznacil metodické piistupy pro ovéteni hypotézy o plivodu chromosomu W.
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