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1. Uvod

Chromosomalni pfestavby hraji vyznamnou roli v genomové evoluci a speciaci.
Speciace neboli vznik novych druht, je komplexni proces, ktery vede ke vzniku bariér
zamezujicich genovému toku mezi nové vznikajicimi druhy. Existuje mnoho faktort
ovlivitujici vznik bariér na riznych trovnich. Na chromosomdlni urovni jsou to praveé
chromosomalni pfestavby autosomli i pohlavnich chromosomil. Jednim z efektivnich
mechanismi je inverze useku obsahujiciho vyhodné mutace, ktera zabrani meiotické
rekombinaci v invertovaném useku a ochrani tak vyhodny haplotyp (Faria a Navarro, 2010).
Dal$im mechanismem jsou chromosomalni flize, které negativné ovliviuji rekombinaci
sniZzenim poctu chiasmat béhem bunécného déleni (Butlin, 2005). Motyli jsou diky druhové
bohatosti (témét 160 000 popsanych druhli; van Nieukerken a kol.,, 2011) a ekologické
rozmanitosti dobrym modelem pro studium speciace a s ni spojenych chromosomalnich

ptestaveb i evoluce karyotypti.

1.1. Karyotyp motyli

Mitoticky komplement motyl je tvofen velkym poctem malych, morfologicky
uniformnich chromosomu (De Prins a Saitoh, 2003; Mediouni a kol., 2004; Fukova a kol.,
2005). Nejbeznéjsi haploidni pocet chromosomti je n=30 (Robinson, 1971), ale za ancestralni
pocet chromosomtl v haploidnim genomu se povazuje n=31, ktery odpovida poctim
chromosomil u basalnich druhii motyli (Lukhtanov, 2000; Ahola a kol., 2014). Je v§ak znamo
mnoho motylich druhd, které se py$ni neobvyklymi pocty chromosomu. Naptiklad Agathymus
chromosomil n=5, za ktery jsou zodpovédné pravdépodobné chromosomalni fize (De Prins a
Saitoh, 2003; Brown a kol, 2004). Na druhou stranu, Polyommatus atlantica (Lycaneidae) je
zastupce fadu Lepidoptera s nejvysSim poctem chromosomi mezi ZivoCichy (n=224-226)
vzniklymi chromosomélnimi rozpady (Lukhtanov, 2015).

Motyli a jejich sesterska skupina chrostici maji holokineticky typ chromosomi
vyznacujici se absenci primarni konstrikce, tj. centromery (Wolf a kol., 1997). Za spravny
rozchod sesterskych chromatid paralelni disjunkci béhem bunééného déleni zodpovida
kinetochor, ktery pokryva témeét celou délku chromosomili (Murakami a Imai, 1974).
Mikrotubuly déliciho vieténka se napoji na kinetochor pokryvajici ¢ast chromosomt a to
zajisti, ze v pfipadé chromosomalnich zloml nedojde ke ztrat€ genetického materialu

(Carpenter a kol., 2005).



1.2. Pohlavni chromosomy motyli

Motyli maji chromosomalni uréeni pohlavi typu Abraxas pojmenovany podle pidalky
angrestove, Abraxas grossulariata (Geometridae), u které byl tento typ dédicnosti vdzané na
pohlavi poprvé pozorovan. Samci motyli maji homogametické urceni pohlavnich
chromosomit ZZ, zatimco konstituce pohlavnich chromosomti samice je urcena
heterogameticky, tj. WZ nebo Z0. Bazélni skupiny motyl a jejich sesterska skupina chrostici
(Trichoptera) maji konstituci Z0 (Traut a Marec, 1997; Marec a Novak, 1998; Lukhtanov,
2000). Chromosom W se tak patrné vyvinul az u spole¢ného piedka skupin Tischeriina a
Ditrysia, zahrnujici 98% vSech Zijicich druht. Pfitomnost pohlavniho chromosomu W u
basalnich druht motyli byla vSak zpravidla urcena pouze detekci pohlavné specifického
heterochromatinu (tzv. ,,sex-chromatinu‘ nebo téz ,,W-body"), ktery je v interfaznich jadrech
polyploidnich bun€k tvofen mnoha kopiemi chromosomu W (Traut a Marec, 1996;
Lukhtanov, 2000). Tato metoda je vSak pouze orientacni, protoZe absence pohlavné
specifického heterochromatinu v jadrech polyploidnich bun¢k nemusi nutné znamenat i
absenci chromosomu W (Sichova a kol., 2015a). V sou¢asné dobé& existuji dvé hypotézy
vzniku chromosomu W (Traut a kol., 2007; Sahara a kol., 2012). Prvni hypotéza vysvétluje
jeho vznik fuzi ptivodniho pohlavniho chromosomu Z s autosomem, pfi¢emz homolog tohoto
autosomu se stal chromosomem W (Traut a Marec, 1997). Toto tvrzeni podporuje kratky
homologni tisek mezi chromosomy W a Z detekovany u obalece jable¢ného, Cydia pomonella
(Tortricidae), pomoci metody BAC-FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace se sondou
zumélého bakteridlniho chromosomu) (Dalikova, 2009). Podle druhé teorie vznikl
chromosom W znadbytecného chromosomu B, ktery se nasledné zacal parovat
s chromosomem Z (Lukhtanov, 2000). Chromosom Zse svym slozenim vice podoba
autosomilm, je tvofen euchromatinem a nese mnoho gent, zatimco chromosom W je tvoien
pfevazné heterochromatinem a obsahuje mnoho repetic (Fukova a kol., 2007; Vitkova a kol.,
2007; Traut a kol., 2013). I pfes velkou morfologickou rozdilnost a zna¢nou nehomologii se
chromosomy W a Z béhem meiotické profaze nenahodné paruji a po pocateCnim vyrovnani se
po celé délce vytvoii synaptonemalni komplex a zajisti iplné sparovani (Marec a Traut 1994;

Van’t Hof a kol., 2013).

1.3. Metody studia evoluce karyotypt motyla
Jak jiz bylo fe€eno, mitotické chromosomy motylll jsou morfologicky velmi uniformni
a nemaji centromeru. Postradaji také charakteristické chromatinové vzory a je tedy tézkeé

jednotlivé elementy identifikovat (Mediouni a kol., 2004; Fukova a kol., 2005). Vhodn¢&jsim



stadiem pro cytogenetické studium chromosomt je proto pachytene, kterd je soucasti profaze I
meiotického déleni pohlavnich bunék. V tomto stadiu se homologni chromosomy paruji a tvori
bivalenty, které jsou delsi nez mitotické chromosomy a maji patrné chromomerové vzory
(Traut, 1976). Piesto zlstava identifikace individualnich chromosomii znacné obtizna.
Z téchto divodi byl dlouhou dobu cytogeneticky vyzkum omezen na pouhé pocitani
chromosomil. Mezi klasické metody studia chromosomli motylti patfi napiiklad tradi¢ni
barveni Giemsovym c¢inidlem nebo orceinem. Tyto techniky se vyuzivaji predevSim pro
zviditelnéni chromosomt, pfipadné chromomerovych vzori (Goodpasture, 1976; De Prins a
kol., 2002) a detekci chromosomu W (Traut a Marec, 1997; Vitkova a kol., 2007; Sadhotra,
2009). Dalsi klasickou metodou je barveni stfibrem, kterym lze u pachytennich bivalenti

detekovat transkripéné aktivni jadérko (Bigger, 1975; Bedo, 1984; Fukova a kol., 2005).

1.3.1.  Fluorescen¢ni metody

Opravdovy zlom pro cytogeneticky vyzkum nastal az po zavedeni fluorescencnich
hybridiza¢nich technik, ptesnéji fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) a jejich
modifikovanych verzi.

Klasickd metoda FISH s telomerickou sondou (TTAGG), nasla vyznamné uplatnéni pro
detekci telomerickych repetic motyll, ale i dalSich hmyzich tadd, pfispéla k objasnéni
evolu¢niho pivodu telomer hmyzu (Sahara a kol., 1999; Vitkova a kol., 2005) a je také velmi
uZitetna pii presném uréeni poétu chromosomii (Sichova a kol., 2015; 2016; Vershinina a kol.,
2015). Metoda FISH s telomerickou sondou a tyramidovou amplifikaci signalu téZ umoznila
detekoci intersticialnich telomerickych sekvenci motyli jako pozistatek chromosomalnich

fuzi (Rego a Marec, 2003).

Dv¢ varianty FISH, genomova in situ hybridizace (GISH) a komparativni genomova
hybridizace (CGH), se osvédcily pfi studiu pohlavnich chromosomti motylti a identifikaci
chromosomu W (Fukova a kol., 2005; Yoshido a kol., 2005a ; Vitkové a kol., 2007). V ptipadé
GISH se vyuziva znacena celogenomova samici sonda, ktera soupefi s nadbytkem neznacené
sam¢i genomové DNA o cilové sekvence na chromosomech. Vysledkem je zvyraznéni
specifickych samicich sekvenci, tj. chromosomu W (Sahara a kol., 2003b; Fukovéa a kol., 2005;
Sichova a kol., 2015). Telomericka FISH v kombinaci s metodou GISH pak umoznila studium
mnohoéetnych pohlavnich chromosomt motylt (Yoshido a kol., 2005a; Sichové a kol., 2016).
Princip metody CGH spociva v soupeieni odlisné znacenych celogenomovych sond o cilové
sekvence v genomu. U motyli se Casto pouziva pro analyzu sekvencniho sloZeni pohlavnich

chromosomi, kdy spolu soupeti sam¢i a sami¢i DNA (Mediouni a kol., 2004; Fukova a kol.,



2005; Vitkova a kol., 2007). Napt. Vitkova a kol. (2007) pomoci CGH srovnali podobnost
chromosomu W u nékolika zastupcti z ¢eledi Pyralidae a odhalili 2 typy repetitivnich sekvenci
na chromosomu W, W-specifické sekvence a sekvence nachazejici se i jinde v genomu, avSak
akumulované na chromosomu W. Distribuce a pomér téchto sekvenci je druhové specificky
(Traut a kol., 1999; Vitkova a kol., 2007). Dalsi moznosti detekce chromosomu W je FISH
s W-specifickou sondou pfipravenou laserovou mikrodisekci sex chromatinu z polyploidnich

interfaznich jader (Fukova a kol., 2007; Vitkova a kol., 2007).

Vyznamnym meznikem ve vyzkumu chromosomit motyli bylo zvefejnéni sekvence
genomu bource morusového, Bombyx mori (Bombycidae) (Mita a kol., 2004; Xia a kol.,
2004). Wu a kol. (1999) zkonstruovali dvé knihovny bakterialnich umélych chromosomu
(BAC) bource a screeningovou metodou identifikovali znamé geny v jednotlivych klonech.
Tyto BAC-klony vyuzili Yoshido a kol. (2005b) jako sondy a metodou BAC-FISH je
mapovali jako markerové geny jednotlivych chromosomi bource. Nésledné bylo do vazebné
mapy ukotveno 523 BAC-kontigh nesoucich 342 znamych geni a 85 sekvenci EST
(,,Expressed Sequence Tag*) (Yasukochi a kol., 2006). Yamamoto a kol. (2008) jesté navysili
rozliSeni mapy genomu B. mori integrovanim vazebné mapy obsahujici 1775 markert SNP
(,,single nucleotide polymorphism®) a pokryli tak 76% obsahu genomu pomoci BAC klonti.
Kvalitni referenéni genom B. mori a zkonstruovana vazebnd mapa odstartovaly fadu

srovnavacich studii zaméfenych na evoluci karyotypti nemodelovych druhti motyli.

Komparativni analyzy genomickych dat s referencnim genomem B. mori a vyuZiti
BAC-FISH prokazaly vysoce zachovanou syntenii genti na chromosomech nékolika druht
motyll vetné poradi gentl. Zachovana syntenie gend byla zjisténa jak u druhd z nadceledi
Bombycoidea, ¢ili ptibuznych s B. mori (Yasukochi a kol., 2009; Yoshido a kol., 2011), tak u
druhti z evoluéné vzdalenych skupin, naptiklad Papilionoidea (Jiggins a kol., 2005; Pringle a
kol., 2007; Beldade a kol., 2009), Yponomeutoidea (Baxter a kol., 2011), Noctuoidea (Sahara
a kol., 2013a) a Geometroidea (Van’t Hof a kol., 2013) (Obr. 2). Nejcastéji detekované typy
chromosomalnich prestaveb byly inverze a translokace nebo chromosomalni fuze a rozpady

(Yoshido a kol., 2011; Van’t Hof a kol., 2013).

BAC-FISH se osvédcila jako spolehliva a robustni metoda pro fyzické mapovani genti
pouzitym jako sonda (Yasukochi a kol., 2009). DalSim zpisobem mapovani chromosomil
nemodelovych organismt je FISH s amplifikaci signdlu pomoci tyramidu (TSA-FISH), ktera

se vyznacuje velikou citlivosti detekce a nevyzaduje dostupnost ndkladné BAC-knihovny.



Carabajal a kol. (2014) vyuzili TSA-FISH k detekei tzv. ,,single-copy* genti. Dokézali tak
detekovat unikatni sekvence o velikosti 1300 bp na chromosomu Z obalece jable¢ného, Cydia
pomonella (Tortricidae). TSA-FISH tedy pfedstavuje nadéjnou metodu pro mapovani

unikatnich mist, malych repetic a kratkych tisek v genomu.

1.3.2.  Molekularni markery pro studium karyotypi

Rozezndvani chromosoml je problematické nejenom u motyli, ale i u dalSich
zivocCiSnych a rostlinnych druht. A jelikoz je konstrukce BAC-knihoven velmi finan¢né i
technologicky naro¢n4, jsou k dispozici jen pro omezeny pocet druhti. Proto jsou stale Castéji
pii studiu karyotypové evoluce vyuzivany genové rodiny a specifické repetice. Jejich vyhoda
spoc¢iva v universalnim a Sirokém pouziti a niz§im nakladim. Pti vybéru vhodnych markera
musi byt brano v uvahu, Ze universalita riiznych markerti se muze lisit. Naptiklad ribosomalni
rDNA je velmi konzervovana na nukleotidové urovni, ale nukleotidové sekvence histonovych
genll mohou byt druhové variabilni. Vyuziti riznych genovych rodin jako cytogenetickych
markert pro FISH umoznuje identifikaci né&kterych specializovanych chromosomi.
Mapovanim téchto chromosomi u evolu¢né blizkych i vzdalenych druhii je pak mozné
identifikovat napt. zmény v organizaci genomu, které mohou hrat klicovou roli v mnoha
evolu¢nich procesech. V dnesni dobé se vyuZziva cela fada molekularnich markert riznych
typit a velikosti (Nguyen a kol., 2010; Cabral-de-Mello a kol., 2010; Bueno a kol., 2013;
Sichova a kol., 2015).

1.3.2.1. Ribosomalni DNA (rDNA)
Nejvyuzivangj§im molekularnim markerem pro studium karyotypové evoluce jsou

pravdépodobné geny pro hlavni ribosomalni RNA (rDNA). Ribosomélni DNA je pfepisovana
do rRNA, kterd spolu s proteiny tvoii ribosomy, na kterych probihd translace mRNA v
aminokyselinovou sekvenci. Geny pro hlavni ribosomélni rDNA tvofi transkripéni jednotku
skladajici se z 18S, 5,8S a 28S gent, ktera se vyskytuje v genomu v desitkach az stovkach
tandemove¢ uspotadanych kopii. Diky konzervované nukleotidové sekvenci a celkové velikosti
klastru je rDNA vhodnym a spolehlivym markerem. FISH experimenty s pouzitim 18S rDNA
sondy (pfipadné 18S-28S) tisp&€sné identifikovaly chromosomy u rostlin (Schmidt a kol., 1994;
Krishnan a kol, 2000; Cai a kol., 2006; Dhar a kol., 2006) a zivo¢icht (napt. Vitturi a kol.,
2000; Libertini a kol., 2006; Grozeva a kol, 2011; Palacios-Gimenes a kol., 2013; Chirino a
Bressa, 2014) véetné motyli (Nguyen a kol., 2010; Sichova a kol., 2013, 2015, 2016;
Vershinina a kol., 2015). Nguyen a kol. (2010) provedli rozsahlou studii distribuce rDNA genil
u 18 druht motyld pomoci FISH s 18S rDNA sondou. V ramci fadu Lepidoptera byla odhalena

dynamicka evoluce rDNA geni s vyjimkou nadCeledi Noctuoidea, ktera vykazovala
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neobycejnou uniformitu v distribuci rDNA. Nejc¢astéji tvorila rDNA jeden intersticialni nebo
dva termindlni klastry (Nguyen a kol., 2010). Jelikoz ve studii nebyly zahrnuti zastupci
basalnich skupin motyll, nebylo mozné urcit ancestralni stav distribuce ribosomélnich gent.
Sichové a kol. (2013) pouzila rDNA jako marker pii studiu karyotypové evoluce u blizce
pfibuznych druhii obalecti basalni celedi Tortricidae. V haploidnim genomu vSech
zkoumanych druht byl zaznamenan jediny rDNA lokus, ktery se vSak lisil svou polohou na
chromosomu. Zajimavou vyjimkou byl obalecik jednopasny Eupoecilia ambiguella s klastry
rDNA na pohlavnich chromosomech W a Z. Pfitommnost klastru tDNA na pohlavnich
chromosomech W a Z je velmi vzacnd a prozatim byla detekovana pouze u jediného dalsiho
druhu, okéce Bicyclus anynana (Nymphalidae) (Van’t Hof a kol., 2008). Unikatni vyjimkou
v této Celedi je téZ obalec jable¢ny, C. pomonella, u néhoz byly jiz diive lokalizovany 2 klastry
rDNA na opacnych koncich stejného autosomu (Fukova a kol., 2005).

Dale byla rDNA vyuzita jako indik&tor chromosomalnich zmén u bélaski rodu Leptidea,
ktefi jsou zndmi Cetnymi chromosomalnimi piestavbami. Vysledky mapovani ribosomalnich
genl u Ctyi zastupcl tohoto rodu ukazaly nekonzistentnost v poctu a umisténi klastri mezi
jednotlivymi druhy a v ptipadé Leptidea sinapis dokonce mezi potomky jediné samice, coz
jen potvrzuje dynamickou karyotypovou evoluci, kterd mize hrat roli ve speciaci téchto
motyli (Sichova a kol., 2015; 2016). Vershinina a kol. (2015) provedli cytogenetickou studii
u 7 druhtt modraskt rodu Polyommatus s velmi odliSnymi haploidnimi po¢ty chromosomi od
n=10 aZ po n=108. V haploidnim genomu studovanych modréskti byl pozorovan jeden nebo
dva lokusy. JelikoZ v praci byly pouzity pouze mitotické komplementy, nebylo moZné urcit
ptesné pozice signali rDNA genil. VSechny tyto prace potvrzuji rychlou evoluci klastri rDNA
a vyplyva z nich, Zze zmény v poctu klastrii rDNA ziejm¢ nesouvisi se zménou poctu
chromosomi, ale spise s jinymi mechanismy jako naptiklad genovou konverzi (Eickbush a
Eickbush, 2007) nebo ektopickou rekombinaci (Nguyen a kol., 2010), ktera mize byt
podporovana rDNA specifickymi transmobilnimi elementy (Eagle a Crease, 2012; LeRiche a
kol., 2014). Schubert (1984) se zabyval mobilitou klastrii rDNA u ¢esneku, kde pozoroval
variabilitu v poctu, velikosti a umisténi klastri rDNA mezi dvéma druhy a jejich hybridy.
Pozorovanou nestabilitu pifimo vysvétlil aktivitou mobilnich elementd v genomu (Schubert,
1984; Schubert a Wobus, 1985). Mobilni elementy byly prokazany jako pfi¢ina relokalizace a
Sifeni genti hlavni rDNA 1 u dalSich rostlinnych a Zivoc¢isnych druhii (Eickbush and Eickbush,

2003; Penton and Crease, 2004; Kojima a kol., 2006; Roa a Guerra, 2012).



5S rDNA koduje dalsi ribosomalni RNA, ktera je oproti 18S a 28S vyrazné kratsi,
obvykle do 200 bp. Jeji distribuce v genomech je velmi variabilni a zpravidla nazavisla na
hlavni rDNA. Tato genova rodina se nejcastéji vyskytuje v tandemovych repeticich obsahujici
desitky az tisice kopii (Vierna a kol., 2013). Geny mohou tvofit jeden ¢i n¢kolik klastra
(Cabral-de-Mello a kol., 2010; Palacios-Gimenez a kol., 2013), nebo jsou rozptyleny po
genomu (Vierna a kol., 2013). Také byly popsany ptipady, kdy byla 5S rDNA ve vazb¢
s jinymi genovymi rodinami, naptiklad s snRNA (mal¢ jaderné RNA) (Manchado a kol., 2006;
Vierna kol., 2011; Anjos a kol., 2014) nebo s histony (Eirin-Lopez a kol., 2004; Cabral-de-
Mello a kol., 2011a). U motyld se bohuzel zadna studie doposud nezabyvala mapovanim a
evoluci 5S rDNA, pfestoze se tato genova rodina osvédcila jako dobry marker pro studium
evoluce karyotypil diky své dynamické povaze u rtiznych skupin hmyzu, napt. rovnokiidklich
(Bueno a kol., 2013; Palacios-Gimenez a kol., 2013), broukt (Cabral-de-Mello a kol., 2010;
Cabral-de-Mello a kol., 2011a), msic (Bizzaro a kol., 2000) a plostic (Pita a kol., 2013).

1.3.2.2. snRNA
Protein kodujici geny vysSich eukaryot obsahuji mnoho intronti, které jsou z genu

odstranény procesem sestiihu RNA (,,RNA splicing®), ktery probihd na tzv. spliceosomu.
Spliceosom je komplex proteini a U snRNA, tj. malych jadernych RNA bohatych na uridin
(,,U-rich small nuclear RNA*), jmenovité¢ Ul, U2, U4, U5 a U6. Zatimco pocet genli Ul
snRNA se mezi organismy muze lisit, jejich sekvence je pomérné konzervovana (Mount a
kol., 2007; Gardner a kol., 2015). U né¢kterych organismi byly také nalezené rozdilné
sekven¢ni varianty Ul snRNAv raznych klastrech (Sierra-Montes a kol., 2003; Mesa a kol.,
2008; Cabral-de-Mello a kol., 2012; O’Reilly a kol., 2013). Tato variabilita na Grovni
nukleotidové sekvence miize byt zptisobena odlisSnou funkci genu (O’Reilly a kol., 2013) nebo
pseudogenizaci (Mount a kol., 2007). Doposud byla snRNA (pfedev§im Ul) vyuzita jako
cytogeneticky marker ke studiu evoluce karyotypt jen u nékolika mélo organismi. Ul snRNA
byla mapovana na chromosomech rovnokfidlych (Palacios-Gimneez a kol., 2013; Anjos a
kol., 2014), stejnonozct (Barzotti a kol., 2003), cichlid (Cabral-de-Mello a kol., 2012) a U2
snRNA u smuhovitych ryb (Merlo a kol., 2013). U motyli nebyly snRNA jako cytogenetické
markery dosud pouzity. Anjos a kol. (2014) provedli rozsahlou studii u 70 druht z 5 ¢eledi
fadu rovnokiidlich a ukdzali, ze jsou tyto geny uspofadany v tandemovych repeticich. Diky
této detailni studii distribuce Ul a zndmym fylogenetickym vztahtim autoti dospéli k zavéru,
ze jeden klastr na autosomalnim bivalentu pfedstavuje patrné ancestralni stav (Anjos a kol.,
2014). Anjos a kol. (2014) také navrhuji na zakladé vysledkii z komparativni genomové

analyzy dvou druhtl, Ze Ul snRNA vznikaji a zanikaji tzv. procesem "birth-and-death" (Nei a
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Rooney, 2005) a jejich Sifeni v rdmci genomu zplsobuji mobilnimi elementy. Podle modelu
"birth-and-death", ktery vysvétluje proces evoluce genovych rodin, vznikaji nové geny
genovou duplikaci. Nékteré duplikované geny mohou v genomu setrvat nebo jiné jsou

inaktivovany nebo z genomu odstranény (Nei a Rooney, 2005).

1.3.2.3. Histonové geny
Histony jsou proteiny s vysokou afinitou k DNA, které¢ se podili na mnoha diilezitych

procesech v buiice. Jsou zodpovédné za uspotfadani DNA v jadie a regulaci exprese tvorbou
nukleosomtll. Nukleosom je zdkladni strukturni jednotka chromatinu tvofena oktamerem
histonovych dimerit H2A, H2B, H3 a H4, okolo kterych se obtaci vlakno DNA o délce asi 147
bazi (Lohr a kol., 1977; Roehrdanz a kol., 2010). Histon H1 se uplatiiuje pfi organizaci DNA
do struktury vyssiho tadu, tzv. solenoidu. Histonové geny H2A, H2B, H3, H4 a H1 jsou
zpravidla usporadany v klastrech o ¢tyfech (bez histonu H1) nebo vSech péti ¢lenech (Nagel a
kol., 2000; Nagoda a kol., 2005). Tyto klastry jsou uspotfddany v tandemu a jsou regulovany
a transkribovany jako celek, coz je pro organismus z hlediska efektivity nejvyhodnéjsi
(Schienman a kol., 1998; Roehrdanz a kol., 2010). Histonové geny mohou byt ve vazbé
s jinymi multigenovymi rodinami. Roehrdanz a kol. (2010) objevili u nosatce Anthonomus
grandis (Coleoptera), Ze histonové geny se nachdzeji v intergenové spacerové oblasti (IGS)
mezi ribosomalnimi geny 18S a 28S. Vazba mezi histonovymi geny a geny 5S rDNA byla
prokazana také u nékolika druhii rovnoktidlich (Cabral-de-Mello a kol., 2011b), brouki rodu
Dichotomus (Cabral-de-Mello a kol., 2011a) a trnobtichych ryb (Silva a kol., 2013). Histonova
rodina je ve srovnani s TDNA vysoce konzervativni (Turner a kol., 1988; Eirin-Lopez a kol.,
2004; Zhang a kol., 2007; Roehrdanz a kol., 2010; Cabral-de-Mello a kol., 2011b; Neto a kol.,
2013; Silva a kol., 2013) a rozdily v distribuci histonovych klastri tak 1épe indikuji naptiklad
chromosomalni inverze a translokace nebo genomové duplikace (Zhang a kol., 2007). V ramci
fadu Lepidoptera byly doposud histonové geny pro studium karyotypové evoluce pouzity jen
ve tiech pracech. Sichova a kol. (2013) se zabyvali studiem karyotypt nékolika zastupcii
celedi Tortricidae a odhalili stabilitu v architektufe genomi, kterd koreluje s uniformnim
vzorem distribuce klastru histonovych gent. Dalsi dvé studie, Sichova a kol. (2015, 2016), se
zabyvaly ¢tyfmi zastupci rodu Leptidea, ktery je jedine¢ny zna¢né€ nestabilnim karyotypem 1
v ramci druhu, mnohoc€etnymi pohlavnimi chromosomy a celkovou dynamickou evoluci
genomu. Tyto zavéry vyplynuly i z vysledkli mapovani histonu H3 u jednotlivych druht, které
nevykazovaly stabilni vzor, nybrz se druhové liSily pozici, poctem 1 velikosti klastri. Z
vysledkii obou praci vyplyva, Ze histonové geny jsou dobrym ukazatelem dynamiky

karyotypové evoluce nebot mira jejich reorganizace se odrdzi v konzervovanosti c¢i
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dynamickych prestavbach genomi. Nicméné pro potvrzeni této hypotézy, urceni ancestralniho
stavu a pochopeni evolu¢nich procesti formujicich karyotypy motylii je potieba provést

detailni studie na reprezentativnim vzorku motyli.



2. Cile prace

Evoluce motylich chromosomu se t€si dlouhodobému zajmu védecké komunity. Jak jiz
bylo zminéno, studium karyotypt motyli bylo vzhledem k jejich velikosti, absenci centromery
a selhani prouzkovacich technik po dlouhou dobu omezeno na pouhé pocitdni chromosomd.
S nastupem molekularni cytogenetiky a genomiky se oteviela celd fada novych moznosti
studia evoluce chromosoma motyla. Napiiklad vyuziti umélych bakteridlnich chromosomii
(BAC) a fluorescencni in situ hybridizace (FISH) umoziiuje srovnavaci mapovani
chromosomil. Porovnanim vazebnych a fyzickych map s referenénim genomem je mozné
identifikovat chromosomalni pfestavby a evoluci karyotypti mezi rtiiznymi druhy (Yoshido a
kol., 2005b; Yasukochi a kol., 2009). Architekturu genomu je mozné v dnesni dobé také
studovat Cisté in silico s vyuzitim osekvenovych genomu (Mita a kol., 2004; Xia a kol., 2004;

Zhan a kol., 2011; Dasmahapatra a kol., 2012; Ahola a kol., 2014).

Jelikoz je sekvenovani genomu a pfiprava knihoven BAC finan¢n€ i technologicky
velmi naro¢né a jejich pouziti je omezeno jen na dany zkoumany druh, nachdzi stale vyuziti i
FISH s riznymi typy univerzalnich sond jakymi jsou naptiklad geny pro hlavni ribosomalni
RNA (Symonova a kol., 2013; Chirino a Bressa, 2014; Sember a kol., 2015; Vershinina a kol.,
2015). S rozmachem molekularni cytogenetiky roste i pocet genovych rodin pouzivanych pro
studium karyotypové evoluce u riznych skupin hmyzu, jmenovité histony, 5S rDNA a malé
jaderné RNA (snRNA) U1 a U2 (napft. Cabral de Mello a kol. 2011b, Palacios-Gimenez a kol.
2013, Anjos a kol. 2014). Cilem této prace bylo ovétit pouZitelnost téchto genovych rodin
coby indikéatoru evolu¢ni dynamiky motylich karyotypti a zmapovat jejich distribuci u
vybranych zastupct bazdlnich i odvozenych motylich taxont. Dil¢i tikoly zahrnovaly (i)
mapovani vybranych genli pomoci FISH u reprezentativniho vzorku druhi, (ii) vyhodnoceni
vypovédni hodnoty studovanych markert a (iii) zjiSténi pravdépodobného ancestralni stavu

jejich distribuce a trendd v jejich evoluci.
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3. Metody
3.1. Pokusny hmyz

Zkoumané druhy byly odchyceny v pfirodé nebo ziskdny z laboratornich chovt.
Vsechny druhy byly chovany na hostitelské rostliné ¢i umélé dieté. Housenky nalezené
v prirod¢ byly umistény do plastovych krabi¢ek a chovany s normalnim no¢nim a dennim
rezimem. U nékolika druhti byly odchyceny oplozené samice, které byly nasledn¢ umistény
na hostitelskou rostlinu k vykladeni. Druhy z laboratornich chovti byly drzeny za specifickych

podminek. Detailni popis vSech druht, jejich ptivodu a potravy je uveden v Tab. 1.
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Tab. 1: Seznam zkoumanych druhii.

Nadceled’ Druh Pivod Podminky chovu, potrava

Limnephiloidea  Glyphotaelius Znojmo, CR Vodovodni voda, 15°C, bukové listy
pellucidus Fagus sp.

Hepialoidea Hepialus humuli Bochov, CR Venkovni truhlik s Daucus carota
Phymatopus Moftska reservace Bodega, 15°C, Daucus carota
californicus Kalifornie, USA

Tineoidea Tineola bisselliella ~ Ceské Budgjovice, CR 25°C, rezim svétlo : tma 16 : 8 hodin,

vina

Tischeridea Tischeria Ceské Budgjovice, CR -
ekebladella*

Yponomeutoidea  Plutella xylostella Laboratorni kmen 25°C, rezim svétlo : tma 16 : 8 hodin,

uméla dieta

Teinoptila gutella*  Okinawa, Japonsko -
Yponomeuta Meijendel, Nizozemi pokojové podminky, Euonymus
plumbella europaeus
Yponomeuta Amsterdam, Nizozemi pokojové podminky, Prunus padus
evonymella
Yponomeuta Amsterdam, Nizozemi pokojové podminky, Euonymus
cagnagella europaeus

Gelechioidea Depresaria Tabor, CR -
daucella*
Tuta absoluta Laboratorni kmen, Buenos Aires, 25°C, rezim svétlo : tma 16 : 8 hodin,

Argentina Solanum lycopersicum

Limnaecia Ceské Budgjovice, CR -
phragmitella*®
Sitotroga Laboratorni kmen, Buenos Aires, 25°C, rezim svétlo : tma 16 : 8 hodin
cerealella Argentina

Pyraloidea Ephestia Laporatorni kmen WT-C Detaily v Marec (1990)
kuehnuella

Bombycoidea Bombyx mori Laboratorni kmen p50, Japan pokojové podminky, Morus alba
Euthrix potatoria Sedlec (u Mikulova), CR pokojové podminky, Poaceae sp.
Hyalophora Connecticut, USA pokojové podminky, Acer platanoides
cecropia

Gracillaroidea Cameraria Ceské Budgjovice, CR -
ohridella*

Cossoidea Cossus cossus™® Ceské Budgjovice, CR -

Papilionidea Aglais urticae Vrébée, CR pokojové podminky, Urtica dioica
Inachis io Levin, CR pokojové podminky, Urtica dioica
Gonepteryx Levin a Ceské Budgjovice, CR -
rhamni*
Pieris brassicae Levin, CR pokojové podminky, Brassica napus
Pieris rapae Levin, CR pokojové podminky, Brassica oleracea

Noctuoidea Cerura vinula Chrudim, CR pokojové podminky, Salix alba
Phalera Ceské Budgjovice, CR -
bucephala*
Spodoptera Laboratorni kmen R (FLR), D. 25°C, rezim svétlo : tma 16 : 8 hodin,
frugiperda Heckel, Jena, Némecko umgla dieta

Geometroidea Abraxas Zliv, CR Pokojové podminky, Ribes rubrum
glosulariata

Biston betularia

1. Saccheri, Liverpool,VB

pokojové podminky, Betula sp.

*U téchto druhti byly larvy sbirané v terénu ihned pouzity.
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3.2. Priprava chromosomalnich preparati

Meiotické a mitotické chromosomy byly ziskany ze sam¢ich nebo samicich gonad larev
4-5. instaru. Vyjimkou byl pouze zlutasek tesSetldkovy Gomnepteryx rhamni, u kterého byly
chromosomalni preparaty pfipraveny z dospé€lcti. Detailni postup je popsan v Mediouni a kol.
(2004). Strucné, pohlavni organy byly pitvany ve fyziologickém roztoku (Lockwood, 1961),
nasledné hypotonizovany 10 minut v hypotoniza¢nim roztoku (0,075M KCl) a 15 minut
fixovany ve fixazi etanol-chloroform-kyselina octovd v poméru 6:3:1. Material byl poté
rozptylen po sklicku v kapce 60% kyseliny octové pomoci wolframovych jehel za pouziti
plotynky vyhiaté na 45°C. Takto pfipravené chromosomalni preparaty byly odvodnény
v etanolové fade (70%, 80% a 100% etanol, 30-60 s kazdy) a uchovany v -20°C nebo -80°C
pro dalsi pouziti.
3.3. Priprava hybridiza¢nich sond

3.3.1 Klonovani

Castecné sekvence genti 18S a 28S rDNA byly amplifikovany pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) z genomové DNA obalece jableéného, C. pomonella, s pouzitim
specifickych primert (Tab. 2). Druhoveé specifické sekvence histonu H3 byly ziskany pomoci
PCR s parem degenerovanych primert (Tab. 2) a druhové specifickou genomovou DNA jako
templatem, pokud byl k dispozici materidl. V ptidadé P. californicus nebyl k dispozici
material na izolaci gDNA, a tak byla pouzita sonda z H. humuli. Podobny ptipad nastal u P.
rapae a P. brassicae, kde byla pouZzita sonda pfipravena z blizce ptibuzného druhu P. napi, a

u zastupct Celedi Yponomeutidae, kde byla sonda z Y. evonymella pouzita u Y. cagnagella .

Geny pro 5S rRNA a U1 a U2 snRNA byly amplifikovany u obalece jable¢ného a bource
moruSového pomoci specifickych nebo degenerovanych primerti (Tab. 2) a sam¢i gDNA
slouzici jako templat. Genomova DNA vSech druhti byla extrahovana standardni fenol-
chloroformovou metodou (Dalikova, 2009) nebo kitem NucleoSpin Tissue XS (Macherey-

Nagel, GmbH & Co KG, Diiren, Germany).
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Tab. 2: Prehled primert pouzitych pro amplifikaci a znaceni fragmentd.

Gen Ta Forward primer Reverse primer Pivod
185 58°C CGATACCGCGAATGGCTCAATA  ACAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC Fukozv (?02; kol,
288 58°C  GCAGATCTTGGTGGTAGTAGCA GATGTACCGCCCCAGTCAAA Tato price*
Ul 58°C  CAAAAATTACGCGTCCGAG CGTAGGGGACACCGTGAT Tato price
U2 58°C AGATCAAAGTGTAGTATCTGTTC CTGCAATGCCGGGCCRAC Tato price
55 58°C GCCAACGTCCATACCAYGYTGA AAGCCAACGNCACGYGGT Tato price
H3 62°C ATGGCNCGTACNAARCARAC TANGCACGYTCNCGGAT SIChOzVOalg kol,

*L.Z. Carabajal Paladino, nepublikovano

PCR reakce o celkovém objemu 20 pl obsahovala 1x TaKaRa ExTagq pufr, 1 uM
primery, 0,2 mM smés nukleotidd, 100 ng templatové gDNA a 0,5 U TaKaRa ExTaqg DNA
polymerdzy (TaKaRa, Otsu, Japonsko). Reakce probehly v termocykléru T professional TRIO
(Biometra, Gottingen, Némecko). Teplotni profil reakce sestaval z poc¢ate¢ni denaturace pfi
teploté 94°C 3 min, nasledovalo 30 cykli sestavajicich z denaturace pii 94°C 30 s, nasedani
oligonukleotidi pfi 58°C (62°C) 30 s a syntézy pii 72°C po 90 (40) s. Zaverecna syntéza pii
72°C trvala 3 min. Produkty PCR byly separovany na 1,5% agar6ézovém gelu v 1x TAE pufru.
Produkty o ocekévanych velikostech byly z gelu vyfiznuty a pteciStény pomoci soupravy
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison WI, USA) dle navodu
vyrobce. Takto ziskané fragmenty byly ligovany do vektoru Promega pGem T-Easy Vector
(Promega, Madison, USA) dle navodu vyrobce. Liga¢ni smési o objemu 10 pl obsahovaly 100
ng produktu PCR, 50 ng vektoru, 3 U T4 DNA ligazy a 1x liga¢ni pufr. Ligacni reakce byly
inkubovany pii teploté¢ 4°C pifes noc. Druhy den byla provedena transformace vektoru do
chemicky kompetentnich buné¢k E. coli kmene DHS5a teplotnim Sokem dle doporuceni
vyrobce. Transformované buiiky byly kultivovany na Petriho miskach s 1,5% LB agarem
obsahujicim 143 mM sodné soli ampicillinu, 0,5mM IPTG (isopropyl B-D-thiogalactosid) a
122 mM X- Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid). Kolonie nesouci insert,
které byly identifikované na principu modrobilé selekce, byly pfeockovany na €istou Petriho
misku. Délky zaklonovanych insertli byly ovéfeny pomoci PCR s univerzalnimi primery M13.
Vybrané kolonie byly nésledné inokulovany do 3 ml tekut¢ého LB média s 143 mM
ampicillinem a kultury byly inkubovany pfi teploté¢ 37 °C za stalého tfepani ptiblizn€ 14 h.
Izolace plasmida z bakterii byla provedena kitem NucleoSpinPlasmid (Macherey — Nagel,
Diiren, Némecko) podle navodu vyrobce. Koncentrace vzorkli byly zméfeny na
spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) a inserty byly

osekvenovany Sangerovou metodou firmou SEQme s.r.o0. (Dobiis, CR).
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3.3.2. Znaceni pomoci nick translace

Sekvence 18S a 28S rDNA byly nasledné z plasmidu amplifikovany metodou PCR za
vyse uvedenych podminek pomoci specifickych primerti a 1-10 ng plasmidové DNA jako
templatu. Reamplifikovana 18S a 28S rDNA byly piecistény pomoci soupravy Wizard® SV
Gelard PCR Clean-Up System (Promega, Madison, USA) dle doporuceni vyrobce. Znaceni
takto ziskané DNA bylo provedeno pomoci znaciciho systému Nick Translation Kit (Abbott
Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA). Reakce o finalnim objemu 25 pul obsahovala 500 ng
DNA, 40 uM dATP, 40 uM dCTP, 40 uM dGTP, 14,4 uM dTTP a 25,6 uM biotin-16-dUTP
pro 18S nebo digoxigenin-11-dUTP pro 28S (Roche Diagnostics, Basilej, Svycarsko), 1x nick
translacni pufr a 5 pl enzymatické smési. Znacici reakce probihala pii teploté 15°C 105 min a
nasledné byly inaktivovéna pii 70°C 10 min.

3.3.3. Znaceni pomoci PCR

Znaceni pomoci PCR bylo provedeno v ptipad¢ genti pro histon H3, 5S rRNA, Ul a U2
snRNA pro TSA-FISH a Southernovu hybridizaci. Znacici reakce pro TSA-FISH o findlnim
objemu 25 pl obsahovala 1x ExTaq pufr, 1-10 ng plasmidové DNA, degenerovanych primert,
40 uM dATP, 40 uM dCTP, 40 uM dGTP, 14,4 uM dTTP, 25,6 uM znacenych nukleotidl
Fluorescein-12-dUTP (PerkinElmer and Analytical Sciences, Boston, MA, USA) pro TSA-
FISH nebo digexigenin-11-dUTP (Roche Diagnostics) pro Southernovu hybridizaci a 0,25 U
TaKaRa ExTaq DNA polymerazy (TaKaRa, Otsu, Japan). PCR reakce prob¢hla za podminek
uvedenych vySe. Amplifikované sondy byly déle ptreciStény pomoci gelové filtrace na

sefadexu G-50 (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

3.4. Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) s 18S rDNA sondou
FISH experimenty s 18S rDNA sondou byly provedeny dle Fukova a kol. (2005) a
Nguyen a kol.,, 2010). Strucné, chromosomalni preparaty byly vyjmuty z mrazaku a
odvodnény v ethanolové sérii (70%, 80%, a 100%, 30-60 s kazdy). Pro odstranéni nadmérného
mnozstvi RNA byly preparaty oSetieny roztokem RNazy A (100 pg/ml) a inkubovany v 5x
Denhardtovo reagens (0,1% polyvinylpyrolidol, 0,1% BSA, 0,1% Ficoll 400) pti 37°C 30 min
za mirného tfepani ve vodni lazni. Nasledna denaturace preparati probihala 3,5 min pii 68°C
v 70% formamidu v 2x SSC. Preparaty byly po denaturaci opét odvodnény v ethanolové fadé.
Hybridizacni smés obsahovala v 10 ul 30 ng 18S rDNA sondy, 25 pg sonikované DNA
lososich spermii v 50% deionizovaném formamidu a 10% dextran sulfatu. Denaturace
hybridizaéni smési byla provedena ve vodni 14zni o teploté 90°C 5 min a po zchlazeni na ledu

aplikovana na pfipravené preparaty. Hybridizace probihala ve vlhké komtrce pii 37°C ptes
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noc. Druhy den byl k detekci signalti pouzit streptavidin konjugovany s Cy3 (cyanin 3) (fedéni
s blokovacim roztokem 2,5% BSA v 4x SSC, 1:1000) (Jackson ImmunoRes. Labs. Inc, West
Grove, PA, USA), ktery byl s preparaty inkubovan 30 min pfi pokojové teploté. Pro zesileni
hybridizacnich signalti byl pouzit antistreptavidin (fedéni s blokovacim roztokem, 1:25)
(Vector Labs. Inc, Burlingame, CA, USA). Inkubace probihala 20 min pii 37°C. Druha
detekce signall se streptavidinem konjugovanym se Cy3 (fedéni s blokovacim roztokem,
1:1000) byla provedena stejnym zpisobem jako piedesla. Chromosomy byly nakonec
nabarveny smési DAPI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v DABCO (Sigma-Aldrich) o
koncentraci 0,5 pg/ml a prekryty krycim sklickem. Hrany sklicka byly nasledn¢ zatfeny lakem
na nehty a preparaty skladovany ve tmé pfi teploté 4°C.

Do hybridiza¢ni smési pro dvojitou FISH bylo pfidano po 30 ng obou sond. Samotny
experiment byl proveden stejnym zpisobem jako pro FISH s 18S rDNA s vyjimkou
inkubacnich podminek detekce a amplifikace signdlii. Pro prvni detekci signalii obou sond
byla pfipravena smés protilatek streptavidin konjugovany se Cy3 fedény 1:1000 s blokovacim
roztokem a Anti-DIG1 (mouse anti-digoxigenin, Roche Diagnostics) fedény 1:100
s blokovacim roztokem. Pro amplifikaci signali byla pfipravena dal§i smés protilatek,
antistreptavidin fedény s blokovacim roztokem 1:25 a Anti-DIG2 (sheep anti-mouse Ig
konjugovany s digoxigeninem, Merck Millipore, Billerica, MA, USA) fedény s blokovacim
roztokem 1:200. Pro druhé kolo detekce signalti byl ptipraven streptavidin konjugovany s Cy3
v poméru s blokovacim roztokem 1:1000 a AntiDIG3 (sheep anti-digoxigenin konjugovany s
fluoresceinem, Roche Diagnostics) v poméru s blokovacim roztokem 1:200. Inkubace pro

detekci 1 amplifikaci signalu byly prodlouZeny na 1 h pfi teploté 37°C.

3.5. FISH s tyramidovou amplifikaci signalu (TSA-FISH)

FISH s tyramidovou amplifikaci signalu byla provedena podle Carabajal Paladino a kol.
(2014) s drobnymi Upravami. Prvnim krokem bylo odvodnéni preparatii v etanolové fadé
(70%, 80% a 100%, 30-60 s kazdy). Pfipravené preparaty byly oSetfeny roztokem 10 mM HCl
10 min pii 37°C pro odstranéni cytoplasmy, fixovany v 2% formaldehydu (pfipraven Cerstve
z paraformaldehydu) 10 min pii pokojové teploté a inkubovany v 1% peroxidu vodiku 30 min
pfi pokojové teploté. Pro odstranéni nadbytecné RNA byla aplikovana RNéaza A (100 pg/ml),
inkubace probihala ve 37 °C 1 h. Po promyti 2x 5 min v 2x SSC byly preparaty blokovany
v 5x Denhardtovo reagens (viz vyse) ve vodni 14zni o teploté 37°C po dobu 30 min. Poté na
né¢ byla aplikovana hybridiza¢ni smés obsahujici 10-30 ng znacené sondy v 50%

deionizovaném formamidu a 10% dextran sulfatu v 2x SSC a denaturace preparatu a sondy
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byla provedena najednou na plotynce o teploté 70°C po dobu 5 min. Hybridizace probihala
ptes noc pii 37°C ve vlhké komurce s 2x SSC. Druhy den byly preparaty promyvany 3x 5 min
v 50% formamidu v 2x SSC pii 42°C ve vodni lazni, 3x 5 min v 2x SSC v pokojové teploté a
5 min v 1x TNT pufru (0,1 M Tris-Cl, 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20) v pokojové teplot¢,
vSe za mirného tfepani. V dal§im kroku byla reakce na preparatech blokovana pomoci
blokovaciho pufru TNB (0,1 M TRIS-HCI, 0,15 M NaCl, 0,5% blokovaci ¢inidlo)
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 30 min pfi pokojové teploté€. Protilatka proti fluoresceinu
konjugovana s kienovou peroxidazou (,,antifluorescein-HSP*, PerkinElmer) byla nafedéna
1:1000 TNB pufrem, pfiddna na sklicka a inkubovana 1 h pti 37°C. Preparaty byly poté
promyty 3x 5 min v 1x TNT pufru pfi pokojové teploté. Nasledn¢ byl aplikovan roztok
tyramidu fedény 1:50 v 1x amplifikaénim rozpoustédle (TSA Plus Fluorescein system,
PerkinElmer). Inkubace s tyramidem trvala 5-10 min a poté byly preparaty opét promyty 3x 5
min v IXTNT pufru. Na zavér byly preparaty oplachnuty ve vodé s 1% Kodak PhotoFlo
(Sigma-Aldrich). Chromosomy byly nabarveny smési DAPI v DABCO o koncentraci 0,5
png/ml a prekryty krycim sklickem

3.6. Pozorovani preparati

Vysledky FISH experimenti byly dokumentovany mikroskopem Zeiss Axioplan 2
microscope (Carl Zeiss Jena, Germany) vybavenym vhodnymi filtry. Cernobilé fotografie
byly pofizeny pomoci kamery Olympus CCD XMI10 vybavené softwarem cellSens 1.9
(Olympus Europa Holding, Hamburg, Germany). Fotografie byly pofizeny pro kazdy
fluorochrom zvlast a poté byly uméle obarveny a upraveny v programu Adobe Photoshop

CS4, version 11.0.

3.7. Kvantitativni PCR

Kvantitativni Real-time PCR (qPCR) byla provedena za ucelem zjisténi poc¢tu kopii
gentll pro 18S rRNA, histonu H3, 5S rRNA a Ul a U2 snRNA v genomu obalece jable¢ného,
C. pomonella a bource morusového, B. mori. Sam¢i genomova DNA z obou druhli byla
pouzita jako templat pro qPCR experimenty. V ptipadé C. pomonella byly izolovany tfi
nezavislé biologické vzorky pomoci kitu DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen, Hilden,
Némecko) dle instrukci vyrobce a u B. mori standardni fenol-chloroformovou metodou
(Dalikova, 2009). Dva autosomalni unikatni geny, elongacni faktor /la (Ef-la) a
Acetylcholinesterdza-1 (Ace-1), byly pouzity jako referencéni geny (Nguyen a kol., 2013).
VyuZiti dvou (nebo vice) referencnich genli umoziiuje vérohodnéjsi srovnani a spolehlivejsi

vyhodnoceni experimentu (Hellemans a kol, 2007). Sekvence vSech genil obalece jable¢ného
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byly ziskdny vramci této prace (viz vySe) nebo zdatabaze Genebank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) a sekvence genti bource morusového byly ziskany z
databaze KAIKObase (http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/). Primery pro qPCR
experimenty (Tab. 3) byly navrzeny v programu NCBI Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Experimenty byly provedeny v 96-
jamkové PCR desticce (semi-skirted FrameStar, Wotton, UK) s krycimi foliemi Adhesive
Clear Seal (MuLTI, 4titude, Wotton, UK). Reakce probihaly v termocykléru C1000 Thermal
cycler CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Kazda reakce o finalnim
objemu 25 pl obsahovala 1x SYBR Premix ExTag Il (Perfect real Time) (TaKaRa, Otsu,
Japonsko), 0,4 uM forward a reverse primery a 150 ng templatové gDNA. Profil reakce se
skladal z pocatecni denaturace 3 min pii 95°C, kterou néasledovalo 45 cykli denaturace pfi
94°C 15 s, nasedani primert pti 58°C 30 s a elongace pii 72°C 30 s. Reakce byla zakonéena
zaveérecnou elongaci, pfi které se teplota syntézy postupné zvySovala z 65°C na 95°C kazdych
5 sekund o pul stupné. Kalkulace ucinnosti primeri byly provedeny na zakladé¢ série fedici
fady templatové gDNA (1x, 10x, 100x a 1000x). Uinnosti primert byly zahrnuty do nasledné
analyzy. qPCR experimenty vSech genl vcetné referenci byly provedeny najednou ve
titech opakovanich tfi nezavislych biologickych vzorkli. Findlni relativni hodnota obou

referencnich gent byla ziskéna z aritmetického praméru triplikata:

Std; = /Std, X Std,

kde Std, a Std, jsou aritmetické priméry triplikati referencnich genli 1 a 2. Vysledné pocty

kopii vSech zkoumanych genti byly uréeny podle vzorecku:

(1 + ER f) CtReference
e
a (1 + ETarget) CtTarget

kde R je relativni pocet kopii dan¢ho geny, E je Gc¢innost primerd a Ct je tzv. Ct hodnota
(,,threshold cycle”; cyklus amplifikace, ve kterém intenzita fluorescence reakce piekona
prahovou hodnotu). Analyza ziskanych dat byla provedena v programu CFX Manager
Software (Bio-Rad) a Microsoft Office Excel 2003, kde byly vypocitany relativni pocty kopii

genu ve vztahu k relativni hodnoté referencnich gent.
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Tab. 3: Primery pouzité pro kvantitativni PCR pro referen¢ni i zkoumané geny.

Druh Gen Forward Reverse
Cydia pomonella Ef-1o CTGGTTCAAGGGATGGCAGA ACCAATACCGCCGATTTTGT
Ace-1 CTGCCACATTCATGCGTTCA ACCCAAAGCATAACAGCTGC
Ul CAAAAATTACGCGTCCGAG CGTAGGGGACACCGTGAT
U2 AGTGTAGTATCTGTTCTTTTCAGC CCGTGACGGGAGTGGAG
58 CCAACGTCCATACCATGCTGAAT TCACCCATCCAAGTACTGACCT
188 ACCGCAACAATTTTAGTATACGC AATTGGAGGGCAAGTCTGGT
Bombyx mori Ef-la AAATTGTCTGAAATATTGGCACTCT CCTCAGCACTGCATTTTCAC
Ace-1 GCCTTTGGACGGGAATATTTA CGTAGACCACGACCAACTGA
Ul TACTCCATTGCACTGCGGAG AATTACGCGTCCGAGTTACCC
U2 CGGCCTTTTGGCTAAGATCA GGAGCGAGCCCCTAACATC
H3 CGTCTCGTCCGTGAGATAGC TTCACCTCTGATTCTGCGGG
188 AACGAGGAACAATTGGAGGG AAACGTGTCAGTATCACCGC

3.8. Southernova hybridizace
3.8.1. Priprava a Stépeni genomové DNA

Southernova hybridizace byla provedena za G¢elem zjiSténi distribuce geni pro histon
H3, 5S rRNA a Ul a U2 snRNA v genomu obalece jable¢ného. Samci genomova DNA byla
izolovana z n¢kolika kukel fenol-chloroformovou metodou (Dalikovéa, 2009). Pro kazdy gen
byly navrzeny 3 kombinace parQ restrikénich enzyml. Kombinace dvou restriktdz s delsi
rozpozndvaci sekvenci zajisti optimélni délku fragmenti DNA pro kapilarni pfenos na
membranu. Stépeni gDNA (5 pg/vzorek) probihalo pii teploté 37°C piiblizné 16 hodin.
Kombinace restrikénich enzyma a pouzité pufry jsou uvedeny v Tab. 4. Enzymy byly
navrzeny tak, aby nestépily v sekvenci danych gentli ani v mezernikovych oblastech v ptipadé

gent 5S rDNA, Ul a U2 snRNA (Ptiloha 3).

Tab. 4: Seznam gentl, pouzitych restrikénich enzymi a pufra.

Gen Restrikéni enzymy pufr Pivod pufria a enzymu
Not1+ Pst 1 H-+BSA+Triton Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Ul, 58 BamH 1+ Sal 1 CutSmart NEB, Ipswich, MA, USA

Afe 1+ BamH 1 CutSmart NEB, Ipswich, MA, USA

BspH + Afe 1 CutSmart NEB, Ipswich, MA, USA

U2, H3 EcoRI+ Nsp 1 CutSmart NEB, Ipswich, MA, USA

Sal 1+ Afe 1 CutSmart NEB, Ipswich, MA, USA

3.8.2.  Southernova hybridizace
Samotna hybridizace byla provedena dle prace Sichovéa (2009). Digoxigeninem (DIG)
znaceny velikostni DNA marker (,,DNA Molecular Weight Marker III, DIG-labeled”; Roche
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Diagnostics) a 5 pg nastépené genomové DNA bylo naneseno do kazdé jamky v 1%
agarozovém gelu v 1x TBE a separovano horizontalni elektroforézou po 4 h pfi intenzité
elektrického pole 5 V/cm vzdalenosti mezi elektrodami. Blotovani na pozitivné nabitou
nylonovou membranu (GE Healthcare) probihalo asi 16 h ve 20x SSC. Dalsim krokem byla
prehybridizace v prehybridiza¢nim roztoku DIG Easy Hyb (Roche Diagnostics) 1 h pfi téploté
42°C. Nasledna hybridizace s 50 ng sondy v hybridiza¢nim roztoku DIG Easy Hyb (Roche
Diagnostics) byla provedena pies noc pii teploté 42°C. Stringetni odmyvaci kroky probihaly
pii 68°C. Signaly byly amplifikovany pomoci protilatky proti digoxigeninu konjugované s
alkalickou fosfatdzou (,,Anti-Digoxigenin-AP", (Roche Diagnostics) a detekovany inkubaci s
chemiluminiscencnim substratem CDP-Star ready-to-use (Roche Diagnostics). Vysledna
chemiluminiscence na membranach byla zaznamenana pomoci CCD kamery systému Lumi-

Imager LAS-3000 (Fujifilm Life Science, Stamford, CT, USA).
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4. Vysledky

Caste¢na sekvence genu pro 18S rRNA, ktery je souéasti transkripéni jednotky hlavni
rDNA, byla izolovana pomoci PCR z genomu obalece jablecného, Cydia pomonella. Diky
konzervované nukleotidové sekvenci 18S rDNA mohl byt ziskany fragment isp&Sné pouzit
jako hybridiza¢ni sonda pro fluorescenc¢ni in situ hybridizaci (FISH) u vSech 24 zkoumanych
druht motyli tazenych do 13 nadceledi a jednoho zastupce jejich sesterské skupiny
Trichoptera. Jelikoz se ukazalo, Ze nukleotidové sekvence histonu H3 se mezi studovanymi
druhy podstatné lisi, byly ¢aste¢né sekvence histonu H3 izolovany téméi u vSech zkoumanych
druhti. Sondy pouzité pro detekci histonovych genti pomoci FISH s tyramidovou amplifikaci
signalu (TSA-FISH) tak byly v drtivé vétsin€ piipadi druhové specifické. Sekvence genti pro
5S rRNA a Ul a U2 snRNA byly amplifikovany pouze z genomové DNA C. pomonella a B.

mori. VSechny sekvence ziskané v této praci jsou uvedeny v Ptiloze II a III.

4.1. Mapovani genti pro 18S rRNA a histon H3
4.1.1.  Trichoptera a basalni druhy motyla

Jedinym zkoumanym zastupcem fddu Trichoptera byl v této praci chrostik
Glyphotaelius pellucidus (Limnephilidae), ktery slouZil ve studovaném vzorku jako tzv. vné&jsi
skupina (,,outgroup®). Diploidni pocet chromosomu u tohoto druhu byl jiz diive stanoven na
2n=72'60/259, kde rozdil v po¢tu chromosomii mezi pohlavimi je dan konstituci pohlavnich
chromosomil u samce ZZ a u samice Z0 (Kiauta a Lankhorst, 1969). Pocet chromosomu a
pfitomnost pohlavniho univalentu nemohly byt ovéfeny, nebot’ nebyla k dispozici vhodna
mitotickd jadra a pachytenni bivalenty se nepodafilo dostatecné rozvolnit. Barveni pomoci
DAPI zvyraznilo silné heterochromatinové bloky na pachytennich chromosomech, které u
motyll nejsou bézné (Ptiloha I Obr. 1b). Heterochromatinové bloky tvofi jasné chromomerové
vzory, které by mohly umoznit identifikaci nékterych bivalentd. Hybridizace s 18S rDNA
sondou odhalila v samicich pachytennich jadrech jeden terminélni signal na autosomalnim
bivalentu (Pfiloha I Obr. 1a). TSA-FISH se sondou histonu H3 identifikovala tfi terminalni
klastry na tfech autosomalnich bivalentech v pachytennich komplementech samic (Pfiloha I

Obr. 1b).

V ramci nadceledi Hepialoidea byly studovany dva druhy, hrotnokiidlec chmelovy,
Hepialus humuli a hrotnoktidlec kalifornsky, Phymatopus californicus. Diploidni pocty
chromosomil samcii obou druhti byly stanoveny na 2n=64 ( Volenikova, 2015). Pachytenni
chromosomy po obarveni DAPI vykazovaly heterochromatinové bloky, které ale nejsou tak

vyrazné jako u G. pellucidus. Hybridizace s 18S rDNA sondou na samcich pachytennich
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jadrech H. humuli odhalila vyrazny signél na jediném bivalentu (Pfiloha I Obr. Ic). Signal
pokryval pfiblizn€ polovinu délky bivalentu, coz naznacuje pfitomnost velkého poctu
rozptylenych kopii. Dvojitd FISH s 18S a 28S sondami ukézala, ze se signaly jednotlivych
sond piekryvaji a tak potvrdila, ze jde o rozptylené celé transkripcni jednotky (Ptiloha I Obr.
2¢,d). Obé sondy hybridizovaly k silnému heterochromatinovému bloku, ktery také pokryva
asi polovinu chromosomu ve stejné oblasti (Ptiloha I Obr. 2¢,d vyiezy). TSA-FISH se sondou
k histonu H3 detekovala u H. humuli jeden intersticialni histonovy lokus. Na samcich
pachytennich jadrech P. californicus 18S rDNA sonda hybridizovala ke koncim dvou
bivalentti, kde odhalila pfitomnost dvou rtizn¢ velkych terminalnich signalti (Ptiloha I Obr.
le). Podobné jako u H. humuli hybridizace sondy pro histon H3 v jadrech P. californicus
odhalila jediny bivalent nesouci jeden intersticidlni klastr v subtelomerické oblasti (Pfiloha I

Obr. 11).

Minovnicek dubovy Tischeria ekebladella je zastupce nadceledi Tischeroidea, sesterské
skupiny Ditrysia zahrnujici 98 % Zijicich druhti motyll. 7. ekebladella mé sniZzeny diploidni
pocet chromosomt 2n=42, ZZ/WZ (Lukhtanov, 2000). Analyza komplementii barvenych
DAPI tento pocet potvrzuji. Navic byla odhalena pfitomnost néckolika malych
heterochromatinovych blokli lokalizovanych vétSinou v subtelomerickych oblastech (Pfiloha
I Obr. 3c,d). FISH s18S rDNA sondou identifikovala jen klastr pravé v misté
heterochromatinového bloku (Pfiloha I Obr. 3c). Histonova sonda detekovala klastr také

v termindlni pozici jednoho z bivalentd. Signal histonu H3 vSak s zadnym blokem

heterochromatinu nekolokalizoval (Pfiloha I Obr. 3d).

Reprezentantem basalni ditrysijni skupiny je mol Satni Tineola bisselliella z nad¢eledi
Tineoidea. Pocet chromosoml 7. bisselliella byl stanoven na zdkladé¢ metafaznich a
pachytennich jader na 2n=60. Mitotické chromosomy jsou velmi malé a kulovitého tvaru, na
pachytennich chromosech nebyl patrny Zadny chromomerovy vzor. FISH s rDNA sondou na
pachytennich jadrech oznacila bivalent nesouci intersticialni rDNA lokus (Ptiloha I Obr. 3a).
TSA-FISH se sondou pro histonu H3 také detekovala jeden intersticialni klastr na jediném
bivalentu (Pfiloha I Obr. 3b).

Z nadceledi Gracillaroidea byla zkouména klinénka kaStanova Cameraria ohridella
(2n=30) s konstituci pohlavnich chromosomii 3Z7/9WZ (De Prins a kol., 2002). FISH s 18S
rDNA detekovala podobné jako u H. humuli rozséhly Gsek zabirajici t¢éméf polovinu jednoho
chromosomového paru (Ptiloha I Obr. 3e). Signaly byly vSak roztrousené a nekolokalizovaly

s heterochromatinovym blokem. Dvojitd FISH s 18S a 28S sondami potvrdila rozptyleni
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celych jednotek rDNA po chromosomu (Ptiloha I Obr. 2a). TSA-FISH se sondou pro histon
H3 detekovala jeden histonovy klastr v intersticidlni pozici. V blizkosti hybridiza¢niho signalu

byl zvyraznén mensi heterochromatinovy blok (Ptiloha I Obr. 3f).

Z nadceledi Yponomeutoidea, kterd je sesterskou skupinou Gracillaroidea, bylo
analyzovano celkem 5 druhti. Prvnim z nich byl zaptednicek polni, Plutella xylostella z Celedi
Plutellidae. Sonda pro 18S rDNA odhalila jediny klastr na konci jednoho bivalentu
v pachytennim komplementu (Pfiloha I Obr. 4a). Hybridizace se sondou histonu H3 zvyraznila
terminalni klastr na jednom zbivalentli, ktery se navic ptekryval se silnym
heterochromatinovym blokem (Ptiloha I Obr. 4b). Druhym zkoumanym druhem z Celedi
Yponomeutidae je Teinoptilla guttella. Nebot' chromosomalni pocet nebyl znéan, byl v rdmci
této prace predbézné stanoven na 2n=62. Chromosomy byly spocitany v mitotickych
metafaznich jadrech jediného samce a pro potvrzeni tohoto poctu je tieba analyzovat vice
jedincti. VSechny chromosomy byly uniformniho vzhledu a velikosti bez vyraznych
heterochromatinovych blokt. Hybridizace 18S rDNA sondy identifikovala jediny terminalni
klastr (Pfiloha I Obr. 4c). Sonda histonu H3 lokalizovala jeden klastr v intersticialni pozici
(Ptiloha I Obr. 4d). Pro dalsi zastupce ¢eledi Yponomeutidae, predivku zhoubnou Yponomeuta
evonymella a ptedivku brslenovou Yponomeuta cagnagella, je charakteristicka neobvykla
konstituce pohlavnich chromosoml (3Z1Z1Z,Z2/9WZ1Z> a s tim spojeny odlisny pocet
chromosomt u samce a samice 2n=362/961 (Nilsson a kol., 1988). FISH s rDNA a
histonovou sondou ptinesla u Y. cagnagella a Y. evonymella stejné vysledky. Sonda pro 18S
rDNA identifikovala dva terminalni rDNA lokusy na dvou rtiznych bivalentech (Ptiloha I Obr.
4g,1), zatimco sonda pro histon H3 detekovala jediny termindlni klastr histonovych genii
(Ptiloha I Obr. 4h,j). U dalSiho zéastupce celedi Yponomeutidae, predivky mensi, Yponomeuta
plumbella, byl pocet chromosomul ur¢en na 2n=62 bez identifikace konstituce pohlavnich
chromosomi (Puplesiene, 1993). Po obarveni samicich pachytennich jader pomoci DAPI bylo
mozné identifikovat pohlavni bivalent podle zvyraznéného heterochromatinového vlakna
chromosomu W (Ptiloha I Obr. 4¢). Sonda k 18S hybridizovala k jednomu klastru umisténému
intersticialné na jediném autosomalnim bivalentu. Signal se nachédzel v misté malého
heterochromatinového bloku (Ptiloha I Obr. 4e). U Y. plumbella hybridizace histonové sondy
odhalila terminalni signaly na obou koncich jednoho chromosomového paru (Ptiloha I Obr.
4f). Chromosom nesouci signaly tvofil velmi ¢asto kruhovou strukturu spojenou praveé skrze

histonové lokusy.
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4.1.2.  Cossoidea

Nadceled” Cossoidea byla v této studii zastoupena jedinym druhem, drvopleném
obecnym (Cossus cossus), u kterého byl stanoven haploidni chromosomalni po¢et na 2n3'=60.
K dispozici byl vsak pouze jeden jedinec, a proto musi byt pocet chromosomil jesté potvrzen
na vétsim vzorku. Na chromosomech nebyl patrny zaddny heterochromatinovy vzor.
V pachytennim komplementu byl pomoci FISH na jednom z bivalenti lokalizovan
intersticialni klastr rDNA. Signal se nachazel pfiblizné ve dvou tfetinach bivalentu (Ptiloha I

Obr. 5a). Histonova sonda identifikovala v pachytennim jadie jeden terminalni lokus na

delsim bivalentu (Ptiloha I Obr. 5b).

4.1.3. Papilionoidea

Z nadceledi dennich motyl, Papilionoidea byly studovany druhy ze dvou celedi,
Pieridac a Nymphalidae. Prvnim zastupcem z Celedi Pieridae je zlutasek ftesetlakovy,
Gonepteryx rhamni s poctem chromosomi 2n=62 (Robinson, 1971). FISH s tDNA sondou
odhalila v sam¢im pachytennim jadre jeden klastr na konci autosomalniho paru (Ptiloha I Obr.
6¢). V misté hybridiza¢niho signalu byl pozorovan vyrazny heterochromatinovy blok (Ptiloha
I Obr. 6¢ vyiez). TSA-FISH s histonovou sondou pak identifikovala jeden terminalni klastr
histonovych gent (Pfiloha I Obr. 6d).

Dal$im zkoumanym druhem byl bélasek tfepovy, Pieris rapae s poctem chromosomil
2n=25 (Robinson, 1971). Ribosomalni DNA byla jiZ u tohoto druhu mapovéna v praci Nguyen
a kol. (2010), kde FISH s 18S rDNA sondou odhalila klastr ribosomalnich gend na 2
homolognich mitotickych chromosomech. Kompaktnost a uniformni velikost mitotickych
chromosomil v§ak znemoznila urCeni ptesné pozice klastrii. Hybridizace na pachytennich
preparatech, provedena v této praci, odhalila terminalni signal na jediném chromosomalnim
paru (Ptiloha I Obr. 6a). Hybridizace sondy histonu H3 na sam¢i pachytenni komplement P.

rapae zvyraznila terminalni lokus na jednom z bivalentt (Pfiloha I Obr. 6b).

Také u bélaska zelného, Pieris brasssicae, byly jiz karyotyp (2n=30) a distribuce rDNA
zname z diivéjSich praci (Robinson, 1971; Nguyen a kol. 2010). V ramci této prace tak byla
studovdna pouze distribuce histonovych gent. Sonda pro histon H3 odhalila v sami¢im
pachytennim jadfe jeden klastr na konci autosomalnim bivalentu (Pfiloha I Obr. 6g). Po
obarveni chromosomli pomoci DAPI byly detekovany silné heterochromatinové bloky
(Ptiloha I Obr. 6g). Na samicich preparatech byl také pozorovan pohlavni bivalent WZ
(Ptiloha 1 Obr. 6g), coz potvrzuje jiz diive identifikovany systém pohlavnich chromosomu

322/9WZ (Traut a Marec, 1997).
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U babocky kopiivove, Aglais urticae z ¢eledi Nymphalidae s chromosomalnim poctem
2n=62 (Robinson, 1971) byla pozorovana neobvykla distribuce rDNA gent. Hybridizace
sondy pro 18S rRNA detekovala celkem sedm klastri mensi velikosti nesenych Sesti
chromosomalnimi pary, kdy 5 bivalentli neslo po jednom terminalnim signalu a jeden bivalent
nesl signdly na obou koncich (Ptiloha I Obr. 6e). Kolokalizace 18S a 28S rDNA byla ve vSech
lokusech prokazéna dvojitou FISH, které tak potvrdila, Ze jde o celé transkripcni jednotek
hlavni rDNA (Ptiloha I Obr. 2b). Obdobna distribuce 18S rDNA genti byla pozorovana také
u blizce ptibuzné babocky pavi oko, Inachis io (n=31) (Robinson, 1971), u které bylo
detekovano az 11 signala (Nguyen a kol., 2010). U obou druhti byla také pomoci TSA-FISH
analyzovana distribuce histonovych gend. U obou druhti byl identifikovan intersticialni klastr

na jednom z bivalenti se silnym heterochromatinovym blokem (Pfiloha I Obr. 6f,h).

4.1.4. Gelechioidea

Z celedi Gelechioidea byly celkem zkoumany tfi druhy, makadlovka kminova,
Depressaria daucella (2n=60) (Robinson, 1971), zdobnicek rakosni, Limnaecia phragmitella
a makadlovka Tuta absoluta (n=29) (Carabajal Paladino, nepublikovano). Poc¢et chromosomu
D. daucella byl vtéto praci potvrzen na zékladé metafaznich komplementi. Vsechny
chromosomy byly kulovitého uniformniho vzhledu. Na saméich pachytennich chromosomech
D. daucella byl lokalizovan jediny klastr rDNA nachézejici se uprostied chromosomalniho
bivalentu (Ptiloha I Obr. 7a). Jeden intersticialni histonovy lokus byl také detekovan pomoci

TSA-FISH se sondou pro histon H3 (Ptiloha I Obr. 7b).

Chromosomalni pocet L. phragmitella nemohl byt fadné stanoven kvuli nedostatku
mitotickych jader. Dle poctu bivalenti v samcCich pachytennich jadrech se vSak pocet
pohybuje mezi n=30-32. FISH s 18S sondou odhalila pfitomnost jediného rDNA klastru
lokalizovaného na konci bivalentu v misté vyrazného heterochromatinového bloku (Pfiloha I
Obr. 7c). TSA-FISH s histonovou sondou identifikovaly jeden bivalent s intersticialné
umisténym klastrem histonovych genli. I v tomto pfipadé signal kolokalizoval

s heterochromatinovym blokem (Pfiloha I Obr. 7d).

Zajimava distribuce histonovych gent byla pozorovana u 7. absoluta, kde sonda
hybridizovala k obéma konciim pachytenniho bivalentu (Ptiloha I Obr. 7e). Podobné& jako u Y.
plumbella m¢l bivalent s histonovymi klastry tendenci k formovani kruhové struktury spojené
prosttednictvi klastri histonovych genti (Ptiloha I Obr. 7e vyiez). V mitotickych jadrech vSak
byly na sobé homologni chromosomy nesouci histony pozi¢né€ nezavislé a nebylo patrné, ze

by chromosomy nesouci histonové klastry mély tendenci se spojovat.
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4.1.5. Pyraloidea
Jedinym zkoumanym zastupcem nadceledi Pyraloidea byl zavije¢ mouény Ephestia
kuehniella s haploidnim po¢tem chromosomt 2n=60 (Marec a Traut, 1993). U tohoto druhu
TSA-FISH odhalila ptitomnost intersticialniho klastru na jednom chromosomalnim bivalentu.
Klastr se nachazel v subtermindlni oblasti bivalentu v mist¢ DAPI pozitivniho bloku

heterochromatinu (Ptiloha I Obr. 7f).

4.1.6. Geometroidea

Z nadceledi Geometroidea byly studované dva druhy, pid’alka angrestova, Abraxas
grosullariata (2n=56) (Robinson, 1971) a drsnoktidlec bfezovy, Biston betularia (2n=62)
(Van't Hof a kol., 2013). Na samcich pachytennich jadrech B. betularia sonda detekovala na
tiech bivalentech tfi mensi terminalni klastry (Ptiloha I Obr. 8a). Na pachytennich bivalentech
nebyl patrny chromomerovy vzor. Hybridizace histonové sondy na samici jadra B. betularia
odhalila ptfitomnost jednoho intersticidlniho klastru na jediném autosomdlnim bivalentu
(Ptiloha I Obr. 8b). Barveni chromosomt pomoci DAPI zviditelnilo pohlavni bivalent WZ

diky vyrazné heterochromatinové struktufe chromosomu W (Pfiloha I Obr. 8b).

V sam¢ich jadrech 4. grossulariata FISH s 18S rDNA sondou detekovala dva terminalni
signaly nesené dvéma riznymi bivalenty (Pfiloha I Obr. 8c). Sonda pro histon H3 detekovala

v pachytennich jadrech jediny klastr v intersticidlni pozici (Ptiloha I Obr. 8d).

4.1.7. Noctuoidea

U nadceledi Noctuoidea byly studovany zastupci Celedi Notodontidae a Noctuidae. V
ramci ¢eledi Notodontidae, ktera je na bazi celé nadceledi byly zkoumany dva druhy,
hranostajnik vrbovy, Cerura vinula (2n=42) (Robinson, 1971) a vzty¢noftitka lipova, Phalera
bucephala (2n=60) (Robinson, 1971). Hybridizace rDNA sondy na sam¢i pachytenni jadra C.
vinula odhalila v pachytennich jadrech pfitomnost dvou klastri lokalizovanych na koncich
dvou bivalentd (Pfiloha I Obr. 9a). TSA-FISH se sondou pro histon H3 byla provedena na
samiich pachytennich jadrech. Diky tomu mohl byt identifikovan WZ bivalent s jasné
patrnym heterochromatinovym vlaknem chromosomu W (Pfiloha I Obr. 9b). Histonové geny
byly lokalizovany v intersticidlni pozici na jednom autosomalnim bivalentu (Ptiloha I Obr.
9b).

Pro druh P. bucephala byly k dispozici pouze samici preparaty. Karyotypova analyza
mitotickych chromosomt odhalila pfitomnost jednoho chromosomu, ktery byl vyrazné delsi
nez ostatni (neuk4zano). Vzhledem k jeho hemizygotnimu stavu je pravdépodobné, Ze se jedna

o neo-pohlavni chromosom vznikly patrné fuzi pohlavniho chromosomu s autosomem. Pro
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testovani této hypotézy bude tieba dalSich analyz. Hybridizace 18S rDNA sondy na samici
pachytenni komplementy P. bucephala odhalila pfitomnost dvou termindlnich klastrii
nesenych dvéma riznymi bivalenty (Pfiloha I Obr. 9¢). TSA-FISH s histonovou sondou
identifikovala v pachytennich jadrech jeden intersticialni klastr (Ptiloha I Obr. 9d).

Z celedi Noctuidae byl zkouman jediny zastupce, konkrétné blyskavka kukuficna,
Spodoptera frugiperda s ancestralnim po¢tem chromosomii 2n=62 (Monti a kol. 1998). Na
samcich meiotickych jadrech byl odhalen jeden intersticidlni rDNA lokus (Pfiloha I Obr. 9e).
Klastr histonovych gent byl lokalizovan také v intersticidlni poloze na jednom z bivalent

(Piiloha I Obr. 9f).
4.1.8. Bombycoidea

Z nadceledi Bombycoidea byly analyzovani zéstupci tfi hlavnich vyvojovych linii,
jmenovité bourovec travovy, Euthrix potatoria, bourec moruSovy, Bombyx mori a martina¢
cekropiovy, Hyalophora cecropia. Karyotyp E. potatoria z basalni celedi Lasiocampidae,
ktery lezi na bazi nad¢eledi Bombycoidea, sestdva z 2n=62 chromosomt (Robinson, 1971). U
tohoto druhu FISH s 18S rDNA sondou odhalila zcela unikétni distribuci rDNA genti, dva
intersticidlni klastry lokalizované na jediné pachytennim bivalentu, kolem kterych se formuje
viditelnd struktura jadérka (Pfiloha I Obr. 10a). Sonda histonu H3 detekovala v samcich
pachytennich jadrech jeden intersticialni klastr histonovych genii na jediném chromosomovém

bivalentu (Ptiloha I Obr. 10b).

U modelového druhu bource morusového B. mori (Bombycidae) jehoz karyotyp
obsahuje 2n=56 elementii, byla pozice jadérka neboli NOR (nucleolus organizer region)
definovana jiz v préaci Yoshido a kol. (2005). Autoti rDNA lokus lokalizovali do intersticidlni
oblasti chromosomu 11. V této praci byla intersticialni poloha klastru potvrzena (Ptiloha I
Obr. 10c). Hybridizace s histonovou sondou navic odhalila pfitomnost jednoho

intersticidlniho klastru na neznamém autosomdlnim paru (Ptiloha I Obr. 10d).

Poslednim zkoumanym druhem byla H. cecropia z ¢eledi Saturniidae, jez mé haploidni
po€et chromosomi 2n=62 (Robinson, 1971). V samcich pachytennich jadrech byly
detekovany celkem tfi lokusy, které byly lokalizovany na koncich tfech bivalentli (Ptiloha I
Obr. 10e). Pozoruhodna byla u tohoto druhu distribuce histonovych genti v meiotickych 1
mitotickych jadrech H. cecropia. Sonda pro histon H3 odhalila ptitomnost tfi histonovych
klastrti, pfi€emz dva z nich se nachédzely na koncich jediného chromosomalniho paru. Tteti
klastr se nachazel na konci dalSiho bivalentu (Pfiloha I Obr. 10f). Bivalent se dvéma

terminalnimi signaly byl, stejné jako Y. plumbella a T. absoluta (viz vyse), stoc¢eny do kruhu
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(Ptiloha I Obr. 10f vytez). Jeden ztermindlnich signalli byl doprovazen silnym blokem
heterochromatinu (Pfiloha I Obr. 10f vyiez). Druhy bivalent nesouci jeden terminalni signal
byl Casto asociovan se ostatnimi histonovymi lokusy prostfednictvim histonovych gent.
Asociace klastrti histonovych gentii byla pozorovana jak u meiotickych, tak u mitotickych
jader, kde byly homologni i nehomologni chromosomy nesouci signal orientovany signaly

k sob¢ (neukazano).

4.2. Distribuce genii pro 5S rRNA a Ul a U2 snRNA

Podobné¢ jako v piipadé histonovych gent byla pro mapovani kratkych sekvenci 5S
rRNA a Ul a U2 snRNA zvolena metoda TSA-FISH, kterd poskytuje vyssi rozliSovaci
schopnost a citlivost a umoziuje i detekci unikatnich sekvenci kratSich nez 1300 bazi
(Carabajal a kol., 2014). Nicméné opakované TSA-FISH experimenty se sondami pro 5S
rRNA a Ul a U2 snRNA hybridizovanymi na pachytenni ¢i mitoticka jadra C. pomonella a B.
mori neposkytly detekovatelné signdly. Ziskané negativni vysledky naznadily, Ze jsou tyto
geny v genomu C. pomonella a B. mori zastoupeny v malém poctu opakovani a/nebo netvorii
tandemova opakovéni, ale jsou rozptyleny po genomu. Tato hypotéza byla nésledné testovana

dalSimi metodami (viz nize).

4.3. Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR (qPCR) experimenty byly provedeny za ucelem zjisténi relativniho
poctu kopii genli 18S rDNA, histonu H3, 5S rDNA, snRNA Ul a U2 v genomu C. pomonella
a B. mori. Pro kazdy druh byla vybréana dvojice unikatnich (,,single copy*) gent, které slouzily
v experimentu jako vnitini standard. Pro analyzu C. pomonella a B. mori byly vyuzZity jako
referencni geny Acetylcholinesteraza 1 (Ace-1) a Elongacni faktor 1o (EF-1a). Analyzy byly
provedeny ve tech biologickych replikach, tj. se tfemi nezavisle izolovanymi vzorky sam¢i
genomové DNA. Pro kazdy vzorek byla reakce provedena v triplikatu. Relativni pocty kopii
vzhledem k referenénim gentim byly zjistény pro vSechny geny u obou druhti s vyjimkou genu
5S tDNA B. mori, u kterého nebylo opakované docileno specifity a dostate¢né uc¢innosti
navrzenych primerid. Ziskané relativni pocty kopii vSech studovanych gent véetné referenci,
ucinnosti primert a dal$ich detailli jsou uvedeny v Tab. 5. Experimenty odhalily u obou druhti
relativné vysoky pocet kopii gend pro 18S rRNA a histon H3, tedy genli které se podatilo
uspesné¢ zamapovat u vSech studovanych druhi. Na druhou stranu byly v genomu C.
pomonella a B. mori zjistény velmi nizké pocty kopii genil pro 5S rRNA a Ul a U2 snRNA.
Vzhledem k délce téchto geni (cca. 100 bazi) se pocty jejich kopii v pfipadé tandemového
uspotadani pohybuji kolem detekéniho limitu TSA-FISH.
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Tab. 5: Vysledné hodnoty a informace ziskané pomoci kvantitativni PCR.

Druh Gen Vzorek I VzorekII  VzorekIIl Primérny SEM  Eprimeri
Pocet kopii Pocet kopii Pocet kopii Pocet kopii
C. pomonella Efla 0,92 1,07 1,00 0,99 0,04 0,894
Ace-1 1,09 0,94 0,99 1,01 0,05 0,903
UlsnRNA 8,82 5,88 6,54 7,08 0,89 0,950
U2snRNA 22,88 20,23 21,89 21,67 0,77 0,843
58 rRNA 10,37 14,09 15,34 13,27 1,49 0,928
188 rRNA 42,68 55,18 47,35 47,40 3,92 0,945
histon H3 49,50 60,30 41,42 50,47 4,94 0,939
B. mori Efla 1,02 1,00 1,17 1,06 0,05 1,000
Ace-1 1,17 1,00 0,86 1,01 0,09 1,001
Ul snRNA 27,19 33,86 32,21 31,08 2,00 0,899
U2 snRNA 10,69 13,21 11,25 11,71 0,76 1,002
58 rRNA - - - - - -
188 rRNA 387,10 404,89 386,69 392,89 5,99 1,035
histon H3 364,02 218,73 271,07 284,61 42,48 1,015

4.4. Southernova hybridizace

Pro ovéteni tandemového usporadani kopii genti pro histon H3, 5S rRNA a Ul a U2
snRNA v genomu C. pomonella byla provedena Southernova hybridizace se specifickymi
sondami. V ptipadé¢ gent pro histon H3 Southernova hybridizace odhalila pfitomnost jednoho
silného prouzku a n¢kolika malo slabych (Obr. 1a), coZz naznacuje, Ze drtiva vétSina z 50
transkripcnich histonovych jednotek lezi na sekvencné identickém restrikénim fragmentu. To
je v souladu s hypotézou o tandemovém uspofadanim histonovych genil v jediném klastru
detekovaném TSA-FISH a homogenizaci histonovych geni genovou konverzi. N&kolik
vyrazné slabSich prouzkti muze také predstavovat tzv. orfony, jak se oznacuji osamoceni
¢lenové genovych rodin. Southernovy hybridizace gent pro 5S rDNA a Ul a U2 snRNA
identifikovaly vétsi mnoZstvi prouzki, jejichz pocet fadoveé odpovida poctu kopii téchto geni
stanovenych pomoci qPCR (Obr. 1b, ¢, d). VEtsi mnozstvi slabych prouzki indikuje, Ze kopie
téchto genll nejsou uspotradané v tandemu ale rozptylené po genomu. Vyjimkou mohou byt
geny pro Ul snRNA, které tvoii pii Stépeni enzymy Notl+Pstl dva diskrétni prouzky.
Vzhledem k intenzité prouzku je zfejmé, Ze odpovidajici restrikéni fragmenty nesou nekolik
kopii genu pro Ul snRNA. Ani to v§ak vzhledem k malému poctu kopii nestaci k Gspésné

detekci TSA-FISH. Velikost fragmenti a vEétsi pocet prouzki pii hybridizaci se vzorky gDNA
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Stépenymi jinymi kombinacemi restrikénich enzymt navic naznacuji, Ze ani v tomto ptipade

nejsou kopie genil usporadany v tésném tandemu.

histon H3 55 rDNA snRNA U1l snRNA U2
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Obr. 1: Vysledky Southernovy hybridizace sam¢i gDNA C. pomonella a specifickych sond. Genomova DNA byla
nastépena tfemi pary restrikénich enzymi, konkrétné BspH+Afel, EcoR1+Nspl, Sall+Afel pro geny pro histon H3
a U2 snRNA (a, d) a Nofl+Pstl, BamHI+Sall, Afel+BamHI pro geny pro 5S rRNA a Ul snRNA (b, ¢). a —
Hybridizace specifické sondy pro histon H3. b — Detekované rozptylené kopie genu pro 5S rRNA v genomu. ¢ —
Vysledna hybridizace genu pro Ul snRNA odhalujici nizky pocet rozptylenych kopii. d — Detekce rozptylenych
genll sSnRNA U2 v genomu C. pomonella. Hvézdicka oznacduje slabé viditelné prouzky. L - DNA molecular weight
marker III (Roche).
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5. Diskuse

Cilem této prace bylo otestovat, zda jsou geny pro 18S rRNA, histon H3, 5SS rRNA a U1
a U2 snRNA vhodné cytogenetické markery pro studium evoluce karyotypd motylt. Geny
byly mapovany na pachytennich jadrech pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH) u
zastupct 13 nadceledi motyla a jednoho chrostika. Vysledky FISH byly zkombinovany s jiz
znamymi udaji o distribuci studovanych genovych rodin, fylogenetickymi vztahy a
haploidnim poctem chromosomt ve schématickych ptehledech na Obr. 3-7. Pocet kopii
studovanych genti v genomu C. pomonella a B. mori byl stanoven pomoci kvantitativni PCR
(qPCR) za pouziti sam¢i genomové DNA a dvou unikatnich gent jako reference. Dalsi
nezavislou metodou pro zjisténi poctl kopii markerovych genti a jejich usporadani v genomu
C. pomonella byla Southernova hybridizace.

Prvni skupinou testovanych markerti byly geny pro 5S rRNA a Ul a U2 snRNA, jejichz
distribuce na chromosomech motyli nebyla dosud studovana. Produkt genu 5S rRNA je kratka
ribosomalni RNA, ktera je soucasti ribosomti. Geny pro Ul a U2 snRNA koduji malé jaderné
RNA, které jsou soucasti spliceosomu zodpovédného za vystfihovani intronovych sekvenci
z pre-mRNA. Fragmenty téchto gent byly izolovany a amplifikovany pomoci PCR z genomu
C. pomonella a B. mori a nasledné pouzity jako sondy pro FISH s tyramidovou amplifikaci
signalu (TSA-FISH). Nicmén¢ pies opakované pokusy se tyto geny na chromosomech
studovanych druhli nepodaftilo detekovat. Netspésné hybridizacni experimenty naznacuji, ze
pocty jejich kopii v genomu ziejmé nejsou vysoké a/nebo nejsou v genomu tandemové
uspotadané. Pro ovéfeni hypotézy o nizkém poctu kopii 5S rDNA a Ul a U2 snRNA v genomu
C. pomonella a B. mori byla provedena qPCR. Experimenty ukazaly, Ze v haploidnim genomu
C. pomonella se nachazi pouze 13 kopii genu 5S rDNA, 7 kopii genu Ul snRNA a 22 kopii
genu U2 snRNA (Tab. 5). V genomu B. mori se nepodafilo stanovit pocet kopii genu 5S rDNA
diky nedostate¢né specifité¢ a u¢innosti navrzenych primerd. OvSem u gendi snRNA prob¢hl
experiment UspeéSné a pocet kopii genu Ul byl stanoven na 32 a U2 na 11 kopii na haploidni
genom. Na zéklad¢ bioinformatickych analyz genomu B. mori stejného kmene p5S0T byly
zaznamenany jeSté nizsi pocty kopii gent Ul a U2 snRNA. Mesa a kol. (2008) stanovili 9
kopii genu Ul a 5 kopii U2 v genomu B. mori. Mount a kol. (2007) uvadi 8 kopii obou gent
v genomu B. mori a Marz a kol. (2008) 5 kopii Ul a 6 kopii U2. V genomu hnédaska
kostkovaného, Melitaea cinxia (Nymphalidae), byly pocty genti pro Ul a U2 snRNA urceny
na 13 a 6 kopii (Ahola a kol., 2014). VSechny tyto vysledky potvrzuji, Ze se geny pro Ul a U2

snRNA v motylich genomech vyskytuji pouze v malém poctu. Pocty kopii ziskané pomoci
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qPCR v této praci jsou o néco vyssi nez z genomovych analyz. Nicméné bylo ukézano, ze de
novo slozené genomy jsou kratsi nez referencni genomy a vétsi pocet kratkych duplikovanych
sekvenci je béhem jejich skladani ztracen, coz ma za nasledek nizsi vysledné pocty kopii
téchto sekvenci (Marz a kol., 2008; Alkan a kol., 2011; Vierna a kol., 2013). Z tohoto divodu
je experimentalni stanoveni poctu kopii pomoci kvantitativni PCR patrné vérohodné&jsi a
presnéjsi metodou nez in silico analyzy. Déle byla provedena Southernova hybridizace sond
piipravenych z genii pro 5S rDNA a Ul a U2 snRNA na sam¢i gDNA C. pomonella (Obr. 1).
Vysledky podporuji zavéry qPCR experimenti. Vedle nizkych pocti kopii Southernova
hybridizace také poskytla informace o distribuci téchto genli v genomu. Hybridizace ve vSech
ptipadech ukazala vétsi pocet slabych signalii o riznych velikostech, coz naznacuje rozptyleni

téchto genli po genomu C. pomonella.

Dalsim zkoumanym markerem byl gen pro histon H3, ktery je spolu s geny H2a, H2B,
H4 a ptipadné 1 H1 soucasti histonové jednotky (Roehrdanz a kol., 2010). Histon H3 byl dosud
pfi analyze karyotypi motyli pouzit jen v nékolika studiich (Sichova a kol., 2013; 2015;
2016). Histon H3 je soucasti specializované skupiny proteinii s vysokou afinitou k DNA.
Podili se na organizaci DNA v jadie a regulaci transkripce. Aminokyselinova sekvence je
velmi konzervativni, nicméné identita nukleotidovych sekvenci (Ptiloha II) je vzhledem k
degeneraci genetického kodu je velmi nizkd. Z tohoto divodu byly pro mapovéni histonii
pomoci metody TSA-FISH ve vétsiné ptfipadi vytvoreny druhové specifické sondy. Pokud
nebyl k dispozici materiadl pro izolaci gDNA a vytvoteni sondy, byla v n¢kolika ptipadech
pouzita sonda od nejbliz§iho pfibuzného druhu. Mapovani pomoci TSA-FISH bylo Gspésné
pro vSech 29 zkoumanych druhti ze 12 nad¢eledi motyli a jednoho zastupce sesterské skupiny
Trichoptera. Vysledky poskytly solidni pfehled o poctu a distribuci histonovych genti od
chrostikti a basalnich motylt az po odvozené skupiny motyli Ve velké vétsiné ptipadt byl
detekovan jediny klastr histonovych genli bud’ v termindlni, nebo intersticidlni pozici na
chromosomu, coz naznacuje piekvapivé €asté autosomalni inverze. Vyjimkou jsou pouze Y.
plumbella a T. absoluta se dvéma termindlnimi klastry na jednom bivalentu a H. cecropia a
G. pellucidus se tfemi terminalnimi klastry (Obr. 3,5,7). Také Sichova a kol. (2015, 2016)
pozorovala zmnoZeni histonovych klastri u dvou druh@l bélaski rodu Leptidea. Siteni
histonovych gentt do novych lokusi je tedy zjevné pomérné vzacné a oproti predpokladiim
nemusi nutné korelovat s viditelnymi chromosomalnimi pfestavbami. To spolecné se znacné
proménlivou pozici histonovych klastri naznacuje piekvapivou skrytou variabilitu v
karyotypech motylli. Vzhledem k malému poctu zéastupcti bazdlnich linii nebylo mozné
stanovit acestralni stav distribuce histonovych genii. Dale byly stanoveny pocty kopii histonu

32



H3 v genomu C. pomonella a B. mori pomoci qPCR experimentti. V haploidnim genomu C.
pomonella se nachazi 51 kopii a v genomu B. mori 285 kopii histonu H3. Tento velky rozdil
v poctu kopii histonu H3 mezi druhy miize byt vysvétlen domestikaci a Slechténim B. mori za
ucelem intenzivni produkce hedvabi. Hedvabné vlakno je produkované ve snovacich zlazach
béhem patého larvalniho instaru pied kuklenim. Snovaci zlazy v tomto stadiu zabiraji az 40%
velikosti housenky a jsou tvofeny vysoce polyploidnimi buiikami (Akai a King, 1984).
V jadrech téchto bunék dochazi k masivni replikaci DNA a transkripci, pii kterych hraji
histonové proteiny dilezitou roli. Vysledky Southernovy hybridizace se sondou pro histon H3
C. pomonella naznacuji, Ze je naprostd vétsSina jeho genll obsazena v sekvenéné identickych
jednotkach, coz podporuje jejich tandemové uspotfadani v jediném lokusu (Obr. 1).

Poslednim testovanym markerem byl gen pro 18S rRNA, ktery je spolu s geny pro 5,8S
a 28S rRNA soucasti transkripéni jednotky hlavni ribosomalni DNA. Tyto geny jsou velmi
konzervativni a transkripéni jednotky jsou tandemové uspofadané pro usnadnéni transkripce
a jeji regulace (Cmarko a kol, 2000; Huang a kol., 2002). Pomoci kvantitativni PCR byl urcen
relativni pocet kopii 18S rDNA v haploidnim genomu C. pomonella na 47 kopii a B. mori na
393 kopii. Také n¢kolikandsobné vyssi pocet kopii v genomu B. mori oproti C. pomonella je
patrné vysledkem amplifikace gent pro hlavni rRNA v disledku selekce na vysokou produkci
hedvabi. Béhem 5. larvalniho stadia se ve snovacich zlazach bource az 15krat zvys$i mnozstvi
mRNA (Akai a King, 1984) a pro zajisténi masové translace proteinii hedvabi je v buiikdch
snovacich zlaz tfeba také velké mnozZstvi ribosomil (Akai a King, 1984). Fragment genu 18S
rDNA (ptiblizné 1600 bp) byl ziskan amplifikaci pomoci PCR se sam¢i gDNA C. pomonella
jako templatem a specifickymi primery poprvé pouZzitymi v praci Fukova a kol. (2005).
Nepiima FISH s 18S rDNA sondou z C. pomonella byla provedena u 24 druhi z 12
nadceledi fadu Lepidoptera a viibec poprveé také u jednoho druhu chrostika, ktery slouzil jako
vychozi skupina (,,outgroup®) pro fdd motyld Obr. 3. Sonda piipravena z 18S rDNA C.
pomonella Gspé$né hybridizovala a lokalizovala klastry tDNA gend u vSech zkoumanych
druht.
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Limnephiloidea (Trichoptera)

Hepialoidea

Tischeroidea

Tineoidea

Ditrysia Gracillarioidea

Yponomeutoidea

Tortricoidea

Apoditrysia Cossoidea

Papilionoidea

Obtectomera Gelechioidea

Pyraloidea

Geometroidea
E Noctuoidea

Bombycoidea

Obr. 2: Fylogenetické vztahy nadéeledi ¥adti Lepidoptera a Trichoptera studovanych v této praci a detailné
zpracovanych v Obr. 3 - 7 s vyznacenim vysich taxont. Fylogenetické vztahy jsou pievzaty z prace Regier a
kol. (2013) a Kawahara a kol. (2014).

Klastry genll pro 18S rDNA piedstavuji osvédceny cytogeneticky znak (Bueno a kol.,
2013; Gornung, 2013; Palacios-Gimenes a kol., 2013;), ktery byl jiz pouzit v né€kolika pracich
zabyvajicich se karyotypovou analyzou motylt a distribuci jejich rDNA (Nguyen a kol., 2010;
Sichova a kol., 2013; 2015; 2016; Vershinina a kol., 2015). Absence dat u bazalnich nadceledi
vSak neumoznila formulovat hypotézu o poctu a lokalizaci klastri rDNA v ancestralnim
karyotypu motyli a interpretaci pozorovanych zmeén v distribuci rDNA u studovanych skupin.

Distribuce tDNA u chrostika G. pellucidus a bazalnich skupin motyld (Obr. 3)
naznacuje, Ze jeden termindlni klastr rDNA detekovany u vétSiny zkoumanych bazalnich
druhii patrn€ predstavuje u motylt ancestralni stav. Vyjimkou byly druhy 7. bisselliella a Y.
plumbella, u kterych byla rDNA lokalizovana intersticialng a P. californicus, Y. evonymella a

Y. cagnagella, u kterych byly detekovany dva terminalni klastry.
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Zajimavy stav byl pozorovan u druhi H. humuli a C. ohridella, u kterych sonda
hybridizovala k t¢éméf poloviné délky chromosomalniho bivalentu, coz naznacuje amplifikaci
a §ifeni genu pro 18S rRNA v ramci jednoho chromosomu. Sifeni genti pro rRNA miiZe byt
teoreticky zprostiedkovano mobilnimi elementy. Mozna spojitost mezi aktivitou mobilnich
elementii byla ukézana v pfipadé¢ dynamické evoluce rDNA u ryb celedi Nemacheilidae
(Symonova a kol., 2013; Sember a kol., 2015). Symonova a kol. (2013) formulovali hypotézu,
podle které mobilni elementy u siha Coregonus fontanae mobilizovaly cast transkripcni
jednotky rDNA, ktera se nasledn¢ rozsitila do centromerickych oblasti. Proto byla provedena
dvojita FISH se sondami pro 18S a 28S rDNA, ktera potvrdila jejich kolokalizaci v cel¢ oblasti

a tudiz Sifeni celé transkrip¢ni jednotky (Ptiloha Obr. 2a,c,d).

n 185rDNA  histon H3

Glyphotaelius pellucidus '* 30 I l l I | Limnephiloidea

Hepialus humuli>* 32 l ' o

Phymatopus californicus ** 32 l l l Hepialoidea

Tischeria ekebladella >* 21 l l | Tischerioidea

Tineola bisselliella * 30 l ' | Tineoloidea

Cameraria ohridella ** 30 l ' | Gracillarioidea

Plutella xylostella ** 31 I l

Teinoptila guttella * 31 l |

Yponomeuta plumbella 8* 31 l l Yponomeutoidea
| Yponomeuta cagnagella ™*  30/31 l l l

Yponomeuta evonymella’  30/31 I l I

Apodytrisia

Obr. 3: Distribuce rDNA (Cervena) a histonovych lokust (fialova) u bazalnich skupin motyld a jim
sesterského fadu chrostikti (Trichoptera) s uvedenim haploidniho poc¢tu chromosomt (n) a fylogenetickych
vztahl prevzatych z Sohn a kol. (2013) a Kawahara a kol. (2014). *Informace o poloze a poctu NOR a
histonového klastru - tato prace. 'Informace o karyotypu - Kiauta a Lankhorst, 1969, dn=30 (2n=60),
Q2n=59-60. *Informace o karyotypu - Anna Volenikova, osobni sd&leni, n=32, konstituce pohlavnich
chromosomti neznidma. *Informace o karyotypu - Lukhtanov a kol. (2000). “Informace o karyotypu — De
Prins a kol. (2002). *Informace o karyotypu - Yasukochi a kol. (2010). ¢ informace o karyotypu - Puplesiene
(1993). "Informace o karyotypu - Nilsson a kol. (1988).
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Zajimavé vysledky byly ziskdny u zastupct jedné z nejlépe prostudovanych nadceledi

Papilionoidea zahrnujici denni motyly. Vysledky karyotypovych analyz zastupct celedi

Pieridae, Nymphalidaec a Lycaenidae (Obr. 4) ukazuji zna¢nou variabilitu v poctech

chromosomii i distribuci sledovanych rDNA a genti pro histon H3. V pfipad¢ gent pro histon

H3 souvisi zmnozeni histonovych lokusti pozorované u bélaska r. Leptidea patré s jejich

bouilivou karyotypovou evoluci (Sichova a kol., 2015, 2016).

|
(T T |||||JTF|T|JTH_‘

Leptidea amurensis'
Leptidea juvernica?
Leptidea reali?

Leptidea sinapis *

Colias hyale**

Gonepteryx rhamni 3*

Pieris rapae **

Pieris brassicae ***
Polyommatus careuleus *
Polyommatus hamadanensis *
Polyommatus karindus *
Polyommatus morgani®
Polyommatus peilei ®
Polyommatus pfeifferi ®
Polyommatus sennanensis ®
Polyommatus icarus **
Polyommatus bellargus **
Bicyclus anynana ®

Inachis io ***

Aglais urticae **

Nymphalis xanthomelas 3*

108
27
23
45
28
31
31
31

18S rDNA histon H3
I I
l 1-2 klastry
I g
2 klastry, v. p. 1 klastr, v. p.

1 NOR, n.
1 NOR, n.
1 NOR, n.
1 NOR, n.
1 NOR, n.
1 NOR, n.
2 NOR, n.
)

2 NOR, n. p.

1 NOR, n. p.

T T ©® T U T T

I+
Il
Il
I

Obr. 4: Distribuce rDNA (Cervend) a histonovych lokusti (fialovd) v nadéeledi Papilionoidea

(Obtectomera) s uvedenim haploidniho poctu chromosomu (n) a fylogenetickych vztahti zalozenych na

pracich Nylin a kol. (2001), Wahlberg a kol. (2003), Dinca a kol. (2011) a Regier a kol. (2013). *Informace

o0 poloze a po&tu NOR a histonového klastru - tato prace. 'Informace o karyotypu, poloze a poétu NOR a

histonovém klastru - Sichova a kol. (2016): # 2n=118-122. 2Informace o karyotypu, poloze NOR a
histonovém klastru - Sichova a kol. (2015): $ L. juvernica 2n=80-91; § L. reali 2n=51-55; L. sinapis

2n=56-106. *Informace o karyotypu — Robinson (1971). “Informace o poloze a po¢tu NOR - Nguyen a kol.

(2010). SInformace o karyotypu a po&tu NOR - Vershinina a kol. (2015). ®Informace o karyotypu a poloze

NOR - Van’t Hof a kol. (2008). v.p., variabilni pozice klastru. n.p., neznama pozice.

36



Oproti tomu je rDNA u druhli s odvozenymi pocty chromosomili pomérné stabilni.
Paradoxné je vSak znacné variabilni u druht s ancestralnim poctem chromosomi n=31, coz
poukazuje na skrytou dynamiku zdanlivé konzervovanych karyotypti. Nguyen a kol. (2010)
ukazali, ze u babocky pavi oko, Inachis io (Nymphalidae), doSlo k vyraznému zmnozeni
rDNA lokusti. Autofi pozorovali az 11 lokusii v subtelomerickych oblastech sedmi
chromosomil. Také u blizce pribuzné babocky koptivové, Aglais urticae, studované v této
praci bylo na Sesti chromosomech pozorovano sedm termindlnich klastri rDNA. Tyto
vysledky naznacuji, Ze amplifikace rDNA v ptipad¢ celedi Nymphalidae mozna nepfedstavuje
vyjimku, ale pravidlo. Dvojitd FISH se sondami 18S a 28S zarovein potvrdila, Ze se skute¢né
§ifi celé ribosomdlni transkripéni jednotky. Z dostupnych dat neni jasné, zda byla rDNA u
studovanych babocek mobilizovana nezdvisle nebo k ni doSlo u spolecn¢ho predka

analyzovanych druhd.

Nadceled’ Papilionoidea je druhové bohata (Robbins, 1982) a z cytogenetického pohledu
velmi zajimava. Pravé do této skupiny patii modrasek Polyommatus atlanticus (Lycaenidae),
ktery ma nejvyssi pocet chromosomtl ze vSech zivocCicht,, v haploidnim stavu 224-226
chromosomii (Lukhtanov, 2015) i druhy s nejniz§im poctem chromosomu (n=5) Agathymus
aryxna (Hesperiidae) a Hypothyris thea (Nymphalidae) (De Prins a Saitoh, 2003; Brown a
kol., 2004). Ackoli srovnavaci analyza genomu hnédaska Melitaea cinxia potvrdila, Ze se
ancestralni karyotyp nadceledi Papilionoidea shoduje s predpoklddanym ancestralnim
karyotypem motyld, detailni pohled na chromosomdlni evoluci celedi Nymphalidae
naznacuje, ze diverzifikaci dennich motyll provazely ¢etné chromosomalni ptestavby (Ahola

akol., 2014).

DalSimi studovanymi nadceled'mi byly Gelechioidea a Pyraloidea (Obr. 5). V ramci
nadceledi Gelechioidea nebylo mozné s jistotou stanovit trend v distribuci rDNA a
histonovych klastri. I u této skupiny je patrné ancestralnim stavem jediny rDNA lokus
pozorovany u D. daucella (Depressaridae) a L. phragmitella (Cosmopterigidae), ktery byl u
odvozené¢ Celedi Gelechiidae duplikovan bud’ v cis jako v ptipad€ P. operculella nebo trans v
ptipad¢ T. absoluta. Na prvni pohled se mize zdat, ze by stejny evolu¢ni trend mohl platit 1
pro histonové geny, které jsou u odvozené T. absoluta organizovany ve dvou klastrech
nesenych jedinym chromosomem. Nicméné je tfeba vzit v potaz vysokou variabilitu v
distribuci rDNA a velkou diverzitu nadceledi Gelechioidea (Sohn a kol., 2015), pro kterou
neni studovany vzorek dostate¢né reprezentativni. Pro nadc¢eled’ Pyraloidea je na zakladé

dostupnych 1daji charakteristické zmnozeni rDNA klastri na vice chromosomech
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v terminalnich pozicich pii stabilnich poctech chromosomu. Podobn¢ jako u dennich motyla
(Papilioionoidea) se tak zda, Ze Siteni rDNA genti v subtelomerickych oblastech nemad piimy
negativni vliv na stabilitu chromosomt a rDNA muze slouzit jako vhodny indikator skryté
karyotypové variability. Histonova organizace byla studovana pouze u jedin¢ho druhu E.

kuehniella, u kterého byl detekovan jeden intersticialni klastr.

n 18S rDNA histon H3

Depressaria daucella '* 30

Limnaecia phragmitella™* neznamo
—— Tuta absoluta ** 29 l l Gelechioidea
_E Phthorimaea operculella * 29

Pectinophora gossypiella * 30

—— Ostrinia nubilalis ** 31 I I I
[ _E Ephestia kuehniella *** 30 l l Pyraloidea
Ectomyelois ceratoniae’ 31 |
Macroheterocera

Obr. 5: Distribuce rDNA (Cervena) a histonovych lokusi (fialova) v nad¢eledich Gelechioidea a Pyraloidea
(Obtectomera) s uvedenim haploidniho poétu chromosomi (n) a fylogenetickych vztahti prevzatych z
Regier a kol. (2013) a Kawahara a kol. (2014). *Informace o poloze a poctu histonovych klastrii - tato
préace. 'Informace o poétu chromosomii - Robinson (1971). "Karyotyp neznamy. “2Informace o karyotypu,
poloze a po¢tu NOR — Leonela Z. Carabajal Paladino, nepublikovéano; 3Informace o poloze a po¢tu NOR -
Bartlett a Del Fosse (1991). “Informace o karyotypu - Keil (1990). *Informace o poloze a poétu NOR -
Nguyen a kol. (2010). ®Informace o karyotypu - Marec a Traut (1993). "Informace o karyotypu, poloze a
po¢tu NOR - Mediouni a kol. (2004).

r~r

Tato studie pfinasi viibec prvni informace o distribuci TDNA a histonovych gent na
chromosomech pid’alek z nadceledi Geometroidea (Obr. 6). Analyza distribuce histonovych
gent odhalila u obou studovanych pid’alek jeden intersticialni klastr. Ribosomalni DNA je u
obou studovanych druhli nadceledi Geometroidea lokalizovana na konci dvou az tii
chromosomalnich bivalent. Zda se tedy, ze maji rDNA lokusy v rdmci nadceledi
Geometroidea tendenci ke zmnozeni a Sifeni do subtelomerickych oblasti. Pro ovéfeni této
hypotézy je nicméné tieba vysetfit vice druhti.

U dosud studovanych zastupct nadceledi Noctuoidea (Obr. 6) byl jediny klastr rDNA
uniformné lokalizovén v intersticialni pozici (Nguyen a kol., 2010). V této praci byly dosud
studované druhy nadceledi Noctuoidea doplnény od dva zastupce bazalni ¢eledi Notodontidae,

jmenovité Cerura vinula a Phalera bucephala. Oproti odvozenym druhiim jsou v karyotypech
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obou druhti dva chromosomy nesouci po jednom terminalnim klastru rDNA. To zpochybiiuje
zavéry prace Nguyen a kol. (2010), kterd povazuje jeden intersticidlni rDNA lokus za
synapomorfii nadceledi Noctuoidea. Fyzické mapovani genomu dvou zéastupcti nadceledi
Noctuoidea, jmenovit¢ Helicoverpa armigera a Mamestra brassicae, ukazalo, ze jejich
karyotyp odpovida ancestralni organizaci motyliho genomu a identifikovalo chromosom

nesouci rDNA jako chromosom 11 (Sahara a kol., 2013).

n 18S rDNA histon H3

— [ Biston betularia ** 31 i : Geometroidea
|
-

Abraxas grossulariata >* 28

|: Cerura vinula >* 21 l l
| Phalera bucephala ** 30 l I
Lymantria dispar %? 31 l
Orgyia recens 3 30 l
T Orgyia leucostigma ** 28 l
Orgyia antiqua ** 14 l Noctuoidea
] Orgyia thyellina ** 11 l
- Artia caja ** 31 l
Phragmatobia fuliginosa ** 29 l
—— Spodoptera frugiperda,sp. *** 31 1 NOR l
Mamestra brassicae ** 31 |
—— Helicoverpa armigera’ 31 l

Bombycoidea

Obr. 6: Distribuce rDNA (Cervenda) a histonovych lokusti (fialovd) v nadceledich Geometroidea a
Noctuoidea (Macroheterocera) s uvedenim haploidniho poctu chromosomt (n) a fylogenetickych vztahti
pfevzatych ze Zahiri a kol. (2011) a Kawahara a kol. (2014). *Informace o poloze a poctu NOR a
histonového klastru - tato prace. 'Informace o karyotypu - Van’t Hof a kol. (2013). 2Informace o karyotypu
- Robinson (1971). *Informace o poloze a po&tu NOR - Nguyen a kol. (2010). “Informace o poloze a poétu
NOR - Traut a Clarke (1996). *Informace o poloze a poctu NOR - Traut a Marec (1997). ®Informace o
karyotypu - Monti a kol. (1998); * Spodoptera sp —studovana v Nguyen a kol. (2010); *Informace o poloze
a po¢tu NOR (intersticialni) a histonového klastru u Spodoptera frugiperda - tato prace. 'Informace o

karyotypu, poloze a poctu NOR - Sahara a kol. (2013).

Srovnani tohoto chromosomu s referen¢nim genomem bource moruSového, B. mori
(Bombycoidea), ukéazalo, Ze je homeologni k ¢asti chromosomu 11 bource, ktery také nese
rDNA (Yoshido a kol. 2005). Nicmén¢ fakt, ze chromosom 11 bource vznikl fuzi dvou
ancestralnich syntennich blokti (Van't Hof a kol., 2013; Ahola a kol., 2014) a nizky pocet genti
mapovanych u H. armigera a M. brassicae (Sahara a kol., 2013) komplikuje posouzeni

syntenie a kolinearity genii chromosomu 11. Neni tedy prozatim mozné urcit, zda je
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ancestralnim znakem skupiny Noctuoidea klastr IDNA lokalizovany terminélné, jak to vidime
u studovanych zastupci ¢eledi Notodontidae nebo intersticidlné, jak je tomu u drtivé vétSiny
dosud studovanych mir z nadceledi Noctuoidea. Distribuce histonovych genti je u vSech

studovanych druhii ¢. Noctuoidea stejna, tj. jediny lokus lokalizovany intersticidln¢.

Nadceled” Bombycoidea byla v této praci zastoupena zastupci vSech hlavnich skupin,
jmenovité bourovcem travovym (Euthrix potatoria, Lasiocampidae), bourcem morusovym
(B. mori, Bombycidae) a martindi¢em Hyalophora cecropia (Saturniidae) (Obr. 7). Analyza
distribuce histonovych genti ukézala, ze jeden intersticidlni klastr je patrn€ ancestralnim
stavem pro celou nadc¢eled’, nebot’ byl pozorovan u druhu E. potatoria i B. mori Ziskané
vysledky spolu s daty dostupnymi u zastupcti nad¢eledi Geometroidea a Noctuoidea (viz vyse)
naznacuji, ze muze jit o ancestralni stav celé skupiny Macroheterocera. Organizace hlavni
rDNA pak vykazuje znacnou variabilitu bez jasného trendu. Unikatni situace, dva intersticialni
klastry na jednom chromosomu, byla zaznamenéana u E. potatoria. Toto uspofadani rtDNA
muze byt vysvétleno naptiklad inverzemi, které mohly translokovat termindlni klastry rDNA
do intersticidlni polohy nebo rozdélit intersticialni rDNA lokus. Tyto hypotézy je vSak nutné

potvrdit dal$im vyzkumem.

n 18S rDNA histon H3

Euthrix potatoria '* 31 | I

] Bombyx mori '* 28 l l
Antheraea yamamai '? 31 l

— Antheraea roylei ** 30-34 1 NOR, n.p.

Antheraea pernyi 49 l
Hyalophora cecropia '* 31 I l I l l
Samia cynthia ssp.? 13-14 I
Manduca sexta * 28 |

Obr. 7: Distribuce rDNA (Cervend) a histonovych lokusti (fialovd) v nadceledi Bombycoidea
(Macroheterocera) s uvedenim haploidniho poctu chromosomt (n) a fylogenetickych vztahi pievzatych z
Regier a kol. (2008) a Kawahara a kol. (2014). *Informace o pozici a po¢tu NOR a histonovych klastrt -
tato prace. 'Informace o karyotypu - Robinson (1971). 2Informace o pozici a po¢tu NOR a informace o
karyotypu u A. roylei - Yoshido a kol. (2005b). *Informace o pozici a poétu NOR - Kundu a kol. (1993).
“Informace o pozici a poétu NOR - Nguyen a kol. (2010). S. Cynthia ssp.: > informace o karyotypu, poctu
a pozice NOR - Yoshido a kol. (2005b); pocet chromosomi je rizny u poddruhii (2n =25 u S. c. sp. indet.;
2n=26uS. c. walkeri; 2n =27 u S. c. ricini). *Informace o karyotypu, pozici a po¢tu NOR a histonovych

klastrt - Sahara a kol. (2007). n.p., neznama pozice.
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Obecné se da fici, Zze geny pro hlavni ribosomalni RNA podl¢haji dynamické evoluci a
jsou velmi casto mobilizovany pfedevSsim pomoci mobilnich elementl, které mohou
zprostiedkovat jejich pfimou transpozici nebo pifenos ektopickou rekombinaci (Schubert,
1984; Nguyen a kol., 2010; Symonova a kol., 2013; LeRiche a kol., 2014; Sember a kol.,
2015). Za ancestralni stav se dd u motyli povazovat jeden termindlni klastr, ktery byl
zaznamenan u vétsiny basalnich druhti. Evoluéni trend v organizaci klastru histonovych genti
neni ze ziskanych vysledkl zcela jasny. D& se fici, ze prevazuje pritomnost jediného
histonového klastru, ktery byl pozorovan u drtivé vétSiny studovanych druhi. Neobvykly stav
byl pozorovan u druht Y. plumbella (Yponomeuutoidea) a 7. absoluta (Gelechioidea) (Pfiloha
I Obr. 4f, 7e vytez), u kterych byly zaznamendny dva terminalni klastry na koncich jednoho
bivalentu a u H. cecropia (Saturnidae), ktery ma navic jeSté dal$i bivalent s jednim

termindlnim klastrem (Ptiloha I Obr. 10f).

Bivalent nesouci signél na obou koncich tvofil ve vétSing piipadt kruhovou strukturu
spojenou skrze klastry histonovych genid. V ptipadé H. cecropia byl s takto ,.kruhovym®
bivalentem prostiednictvim histonovych genti asociovan i druhy bivalent s terminalnim
rDNA lokusem (Pfiloha Obr. 9f). Volné spojeni chromosomi urcitymi lokusy, tzv.
»chromosome kissing® mé usnadiiovat prostorovou kontrolu genové exprese a replikace DNA
a parovani chromosomt (Schneider a Grosschedl, 2007). Nejznamé&j$im ptikladem tohoto
fenoménu je bez pochyby sdruzovani rDNA riznych chromosomi v jadérku, specializovaném
jaderném kompartmentu, ve kterém jsou ribosomalni geny hromadné piepisovany a
sestithovany (Raska a kol., 2006). Podobné tovarny (,,factories*) jsou typické pro vysoce
transkribované geny. Imunoglobulinové geny, a-globin nebo B-globin jsou dokonce
permanentné soucasti transkripCnich tovaren (Schneider a Grosschedl, 2007), tj. komplexu

RNA polymerazy, transkripénich faktorti a vlaken DNA (Cook, 1999).

Histonové geny organizované ve spole¢né transkripéni jednotce jsou pod vlivem
jednoho promotoru a jsou intenzivné piepisovany pouze v kratkém casovém useku na zacatku
S faze (Rattray a Miiller, 2012). Ranna transkripce téchto genl je nezbytnd pro vytvoreni
histonovych proteini, které jsou dilezité pii organizaci replikované DNA do nukleosomd.
Histonové transkripty pfitom nejsou v rdmci postranskripénich Uprav polyadenylované jako
vétSina pre-mRNA. Namisto polyA konce histonova mRNA nese na svém konci vlasenkovou
strukturu (,,hairpin®). K té se ptipojuje specificky protein HBP (,,hairpin binding protein*), U7
snRNA a dalsi proteiny, které nasledné odstépi koncovou sekvenci (Rattray a Miiller, 2012).

Pravé model tovarny analogické k jadérku obsahujici specifickou masSinerii sestfihujici
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transkripty histonovych genli by mohl vysvétlit pozorované spojeni chromosomu skrze klastry

histonu.

Zaveérem lze tici, ze se geny pro 18S rRNA a histon H3 osvédcily jako markerové geny
pro studium zmén karyotypti v evoluci motyld. Geny pro hlavni rRNA vykazuji velmi
dynamickou evoluci, kterd vSak nemusi nutné zahrnovat chromosomalni piestavby, ale spise
muze byt vysvétlena aktivitou mobilnich elementii (Eagle a Crease, 2012; LeRiche a kol.,
2014). Histonové geny jsou obecné mnohem konzervativngjsi a nevykazuji takovou dynamiku
jako rDNA. Zmény v distribuci histonovych genti tak mohou byt dobrym indikatorem
chromosomalnich inverzi. Proto se histonové geny s rDNA pfi studiu karyotypové evoluce
vhodné dopliiuji (Sichova a kol., 2013, 2015, 2016; tato prace). Kombinace genti pro 18S
rRNA a histon H3 je tak patrné nejvhodnéjSim univerzalnim ukazatelem evoluc¢nich zmén
karyotypt, ktery dokéze odhalit i skrytou karyotypovou variabilitu. FISH se sondami
zkonstruovanymi z téchto univerzalnich cytogenetickych markerti je levnou a univerzalni
metodou, kterd miize byt aplikovdna u nemodelovych druhii. Pouziti dalSich genovych rodin,
jmenovité kratkych genti pro 5S rRNA a Ul a U2 snRNA, v karyotypové analyze mize byt v
ptipad€ malého poctu jejich kopii nebo vétsiho poctu lokusit znacné€ problematicke i pfi pouziti

detekénich systémi s vysokym rozlisenim.
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6. Souhrn

Tato prace méla ovéfit pouzitelnost genti pro 18S rRNA, 5S rRNA, histon H3, U1 a U2
snRNA jako cytogenetickych markerti pro studium karyotypové evoluce motylt. I pfes pouziti
vysoce citlivé FISH s tyramidovou amplifikaci signélu nebylo mozné castecné sekvence gent
pro 5SS tRNA a Ul a U2 snRNA na chromosomech obalece jable¢ného, C. pomonella, a bource
moruSového, B. mori, detekovat. Kvantitativni PCR odhalila velmi nizké pocty kopii téchto
gend v genomu C. pomonella a B. mori. Vysledky Southernovy hybridizace potvrzuji nizky
pocet kopii téchto genli a navic naznacuji, Ze jejich kopie nejsou usporadany v tandemu, ale
rozptyleny po genomu. Ziskané vysledky tak vysvétluji neuspé§né mapovani zkoumanych
genll metodou TSA-FISH.

DalSim testovanym markerem byl gen pro 18S rRNA, ktery je soucasti transkripcni
jednotky hlavnich ribosomalnich RNA. Kvantitativni PCR odhalila pfitomnost mnoha kopii
18S rDNA v genomu C. pomonella a B. mori. Pomoci metody FISH s 18S rDNA sondou
ziskanou na zakladé sekvence C. pomonella, byly zamapovany geny hlavni ribosomalni DNA
u 24 druhti motyla a 1 druhu sesterské skupiny chrostikli (Trichoptera). Jako ancestralni stav
byl na zékladé ziskanych dat ur¢en jeden terminélni klastr rDNA gend, ktery byl zaznamenan
témet u vsech bazélnich skupin motylt i studovaného chrostika. Obecné se da fici, ze evoluce
rRNA gent je velmi dynamickd a neni zfejmé spojend s chromosomalnimi prestavbami

vétsiho rozsahu.

V ptipadé genu pro histon H3 testované¢ho v ramci této prace Southernova hybridizace
naznacuje u C. pomonella ptitomnost jediného klastru. Jak u C. pomonella tak u B. mori
potvrdila qPCR vysoky pocet kopii tohoto genu. I ptes velky pocet opakovani a tandemové
uspotadani bylo tfeba pro vérohodnou detekci histonovych genti pouzit vysoce citlivou TSA-
FISH s druhové specifickou sondou. Pomoci sondy pro histon H3 byly mapovany histonové
lokusy u 29 zastupct fadu Lepidoptera a jednoho chrostika. Distribuce histonovych gent je,
na zéklad¢ ziskanych vysledkli, pomérné konzervativni. Ve velké vétSiné piipadi byl
detekovan jediny klastr histonovych genli bud’ v termindlni, nebo intersticialni pozici na
chromosomu, coZ naznacuje piekvapivé ¢asté autosomalni inverze. Sifeni histonovych genti
do novych lokust je pomérné¢ vzacné a neni spojeno se zménou v poctu chromosomu. To
spole¢né se zna¢né proménlivou pozici histonovych klastrii naznacuje ptekvapivou skrytou
variabilitu v karyotypech motyli. Vzhledem k malému poctu zastupct bazalnich linii nebylo

mozné stanovit acestralni stav distribuce histonovych gent.
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Z vysledkt vyplyva, Ze geny 5S rDNA, Ul a U2 snRNA nejsou vhodnymi markery pro
studium karyotypové evoluce motylii. Na druhou stranu kombinace genti pro 18S rDNA a

histon H3 piedstavuje dobry indikator pro evolu¢ni dynamiku motylich genomti.
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8. Prilohy

Piiloha I Obrazova dokumentace vysledkii FISH experimentd.
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Obr. 1: (pfedchozi strana) Lokalizace geni pro rDNA a histon H3 detekovanych na chromosomalnich
preparatech zastupcti nadceledi Limnephiloidea (Trichoptera) (a, b) a Hepialoidea (Lepidoptera) (c-f) FISH s 18S
rDNA sondou (a, ¢, e; Cervené signaly, oznaceny hroty Sipek) a TSA-FISH se sondou pro histon H3 (b, d, f;
cervené signaly, oznaCeny hroty Sipek). Chromosomy byly podbarveny DAPI (modrd). a — samici pachytenni
jadro G. pellucidus, b - sami¢i pachytenni jadro G. pellucidus, ¢ — pachytenni jadro samce H. humuli; signal
rozptyleny po pfiblizn€ poloving chromosomalniho paru kolokalizuje s heterochromatinovym blokem, d — Sam¢i
jadro H. humuli, e — sam¢i pachytenni jadro P. californicus . f — Pachytenni komplement P. californicus. ¥ DAPI
pozitivni heterochromatinovy blok. Métitko 10 um.

Obr. 2: Lokalizace gent pro rDNA detekovanych na chromosomalnich preparatech C. ohridella (a), A. urticae
(b) a H. humuli (¢, d) dvojitou FISH s 18S rDNA (Cervend) a 28S rDNA sondou (zelena). Chromosomy byly
podbarveny DAPI (modrd). a — sam¢i pachytenni komplement C.ohridella, ve vytezu detail chromosomil
barvenych DAPI a jednotlivych signald , b — meiotické jadro samce 4. urticae , IDNA lokusy oznaceny Sipkou,
¢ — sam¢i pachytenni jadro H.humuli, ve vytezu detail chromosomii barvenych DAPI a jednotlivych signali, d —
nekompletni sam¢i mitotické jadro H.humuli. * DAPI pozitivni heterochromatinovy blok. Métitko 10 pm.
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Obr. 3: Lokalizace genti pro rDNA a histon H3 detekovanych na chromosomalnich preparatech zastupci
nadceledi Tineoidea (a, b), Tischerioidea (¢, d) a Gracillarioidea (e, f) FISH s 18S rDNA sondou (a, ¢, e; ervené
signaly, oznaceny hroty Sipek) a TSA-FISH se sondou pro histon H3 (b, d, f; Cervené signaly, oznaceny hroty
Sipek). Chromosomy byly podbarveny DAPI (modra), a — pachytennimu jadro samce 7. bisselliella, b — sam¢i
pachytenni jadro T. bisselliella, ¢ — pachytenni komplement samce 7. ekebladella, d — sam¢i jadro 7. ekebladella,
e —samci pachytenni jadro C. ohridella, hybridizacni signal 18S rDNA pokryva neobvykle velkou ¢ast bivalentu,
f — pachytenni jadro samce C. ohridella. * DAPI pozitivni heterochromatinovy blok. Métitko 10 um.
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Obr. 4: (predchozi strana) Lokalizace geni pro rDNA a histon H3 detekovanych na chromosomalnich
preparatech zéstupcii nadceledi Yponomeutoidea FISH s 18S rDNA sondou (a, ¢, e, g, i; Cervené signaly,
oznaceny hroty Sipek) a TSA-FISH se sondou pro histon H3 (b, d, f, h, j; Cervené signaly, oznaceny hroty Sipek).
Chromosomy byly podbarveny DAPI (modra). a — sam¢i pachytenni komplement P. xylostella , b — pachytenni
jadro samce P. xylostella, ve vytezu detail heterochromatinového bloku, ¢ — sam¢i pachytenni jadro 7. gutella, d
—pachytenni jadro samce 7. gutella, e — samici pachytenni komplement Y. plumbella s viditelnym bivalentem
pohlavnich chromosomit WZ, ve vyfezu signalem oznaCeny silny heterochromatinovy blok, f -
pachytenni sami¢i jadro Y. plumbella, g — sam¢i meiotické jadro Y. cagnagella , h — sam¢i pachytenni
komplement , i — pachytenni jadro samice Y. evonymella, j - samici pachytenni komplement Y. evonymella. *
DAPI pozitivni heterochromatinovy blok. Méfitko 10 pm.

Obr. 5: Lokalizace genti pro tDNA a histon H3 detekovanych na chromosomalnich preparatech C. cossus,
zastupce nadceledi Cossoidea FISH s 18S rDNA sondou (a; ¢erveny signal, oznacen hrotem Sipky) a TSA-FISH
se sondou pro histon H3 (b; Cerveny signal, oznacen hrotem Sipky). Chromosomy byly podbarveny DAPI
(modra), a — sam¢i pachytenni jadro, b — sam¢i pachytenni jadro. Métitko 10 um.
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Obr. 6: Lokalizace genti pro rDNA a histon H3 detekovanych na chromosomalnich preparatech zastupca
nadceledi Papilionoidea FISH s 18S rDNA sondou (a, ¢, e; ¢ervené signaly, oznaceny hroty Sipek) a TSA-FISH
se sondou pro histon H3 (b, d, f, g, h; cervené signaly, oznaceny hroty Sipek). Chromosomy byly podbarveny
DAPI (modrd), a — samci pachytenni komplement P. rapae, b — sam¢i komplement P.rapae, ¢ — pachytenni
jadro samce G. rhamni, ve vytezu detail heterochromatinového bloku, d — sam¢i meiotické jadro G. rhamni, e —
sam¢i pachytenni komplement 4. wrticae, f — samici pachytenni uskupeni A. urticae, ve vyiezu detail
heterochromatinového bloku, g — samici meiotické jadro P. brassicae s viditelnym bivalentem pohlavnich
chromosomi WZ, h — sam¢i pachytenni jadro /. io, ve vyfezu detail heterochromatinového bloku. * DAPI
pozitivni heterochromatinovy blok. N jadérko (NOR). Méfitko 10 um.
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Obr. 7: Lokalizace gen pro rDNA a histon H3 detekovanych na chromosomalnich preparatech zastupci
nadceledi Gelechioidea a Pyraloidea FISH s 18S rDNA sondou (a, c; Cervené signaly, oznaceny hroty Sipek) a
TSA-FISH se sondou pro histon H3 (b, d, e, f; Cervené signaly, oznacCeny hroty Sipek). Chromosomy byly
podbarveny DAPI (modra). a — sam¢i pachytenni jadro D. daucella, b — sam¢i jadro D. daucella, ¢ — saméi
pachytenni jadro L. phragmitella, ve vyiezu detail heterochromatinového bloku, d — meioticky komplement
samce L. phragmitella, e — sam¢i jadro ve stadiu pachytene 7. absoluta, ve vyiezu detail charakteristického
staceni chromosomu nesouciho klastry histonu H3, f —samc¢i pachytenni jadro E. kuehniella (Pyraloidea), ve
vytezu detail heterochromatinového bloku. * DAPI pozitivni heterochromatinovy blok. N jadérko (NOR).
Metitko 10 um.
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Obr. 8: Lokalizace geni pro rDNA a histon H3 detekovanych na chromosomalnich preparatech zastupci
nadc¢eledi Geometroidea FISH s 18S rDNA sondou (a, c; ¢ervené signaly, oznaCeny hroty Sipek) a TSA-FISH
se sondou pro histon H3 (b, d; ¢ervené signaly, oznaceny hroty $ipek). Chromosomy byly podbarveny DAPI
(modra). a — samc¢i pachytenni komplement B. betularia , b — pachytenni jadro samice B. betularia s viditelnym
bivalentem pohlavnich chromosomtt WZ, ¢ — sam¢i pachytenni jadro A. grossulariata, d —pachytenni jadro
samce A. grossulariata. ¥ DAPI pozitivni heterochromatinovy blok. Métitko 10 um.
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Obr. 9: Lokalizace genti pro rDNA a histon H3 detekovanych na chromosomalnich preparatech zastupci
nadceledi Noctuoidea FISH s 18S rDNA sondou (a, ¢, e; cervené signaly, oznaCeny hroty Sipek) a TSA-FISH
se sondou pro histon H3 (b, d, f; Cervené signaly, oznaceny hroty Sipek). Chromosomy byly podbarveny DAPI
(modra), a — samci pachytenni jadro C. vinula, b — sami¢i meioticky komplement C. vinula s viditelnym
bivalentem pohlavnich chromosomti WZ, ¢ — pachytenni jadro samice P. bucephala, d — samici jaderny
komplement P.bucephala, e — sam¢i pachytenni jadro S. frugiperda, f — pachytenni jadro S. frugiperda. Métitko
10 pm.
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Obr. 10: Lokalizace genti pro rDNA a histon H3 detekovanych na chromosomalnich preparatech zastupca
nadc¢eledi Bombycoidea FISH s 18S rDNA sondou (a, ¢, e; ¢ervené signaly, oznaceny hroty Sipek) a TSA-FISH
se sondou pro histon H3 (b, d, f; Cervené signaly, oznaceny hroty Sipek). Chromosomy byly podbarveny DAPI
(modra), a —samci meiotické jadro E. potatoria, b - saméi pachytenni komplement E. potatoria, ¢ — jadro samce
B.mori, d — sam¢i pachytenni komplement B. mori, e — sam¢i pachytenni jadro H. cecropia, f — meioticky
komplement samce H. cecropia, ve vytezech detail hetrochromatinového bloku a typického formovani bivalentt
nesoucich histonové klastry * DAPI pozitivni heterochromatinovy blok. N jadérko (NOR). Méftitko 10 pm.
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Priloha I1

Sekvence histonu H3 izolované z genomové DNA studovanych druhii pro TSA-FISH.

>Depresaria daucella histone H3
CCTACGCGCAAGCTGAATGTCCTTGGGCGTGATGGTGACACGCTTGGCGTGGATGGCGCACAGGTTCGTGTCCT
CGAACAGACCGACCAGGTAAGCCTCGCTGGCCTCCTGGAGCGCCATGACGGCGGAGCTCTGGAAGCGAAGGTCG
GTCTTGAAGTCCTGGACGATCTCACGGACGAGACGTTGGAAGGGCAGCTTGCGGATCAGGAGCTCCGTGCTCTT
CTGGTAGCGACGGATCTCACGGAGGGCTACTGTTCCGGGCCTGTAGCGATGCGGCTTCTTGACGCCTCCGGTGG
CGGGCGCGCTCTTGCGGGCGGCCTTAGTGGCTAGCTGTTTGCGCGGAGCTTTACCACCGGTCGACTTACGAGCG
>Yponomeuta evonymella histone H3
TCTGCGCGCCAGCTGAATGTCCTTCGGCATGATGGTGACGCGTTTGGCGTGGATCGCGCACAGGTTGGTGTCTT
CGAAGAGACCGACCAGGTAAGCCTCGCTGGCCTCCTGGAGGGCCATCACGGCGGAGCTCTGGAAGCGAAGGTCG
GTCTTGAAGTCCTGGGCGATCTCGCGGACGAGACGCTGGAAGGGCAGCTTGCGGATCAGAAGCTCGGTGCTCTT
CTGGTAGCGACGGATCTCACGGAGGGCGACGGTACCGGGTCTGTAGCGATGGGGTTTCTTGACACCGCCGGTGG
CGGGCGCACTCTTGCGGGCCGCCTTGGTGGCGAGCTGTTTGCGGGGCGCTTTACCACCGGTGGATTTACGAGCG
>Yponomeuta plumbella histone H3
CCTGCGAGCCAGCTGGATGTCCTTGGGCATGATGGTGACACGCTTGGCGTGGATGGCGCACAGGTTGGTGTCCT
CGAAGAGACCGACGAGGTAAGCCTCGCTGGCCTCCTGGAGAGCCATAACGGCGGAGCTCTGGAAGCGCAGGTCG
GTCTTGAAGTCCTGAGCGATCTCACGGACCAGACGCTGGAAGGGCAGCTTGCGGATCAGAAGCTCAGTGCTCTT
CTGGTAGCGACGGATCTCACGTAGGGCTACGGTGCCGGGTCTGTAGCGATGGGGTTTCTTGACACCGCCGGTGG
CGGGCGCACTCTTGCGGGCCGCCTTGGTGGCGAGCTGTTTGCGGGGCGCTTTACCACCGGTGGATTTACGAGCG
>Cossus_cussus_histone H3
TCCTGCGAGCCAGCTGGATGTCCTTGGGCATGATGGTGACACGCTTGGCGTGGATGGCGCACAGGTTGGTGTCC
TCGAAGAGACCGACGAGGTAAGCCTCGCTGGCCTCCTGGAGAGCCATAACGGCGGAGCTCTGGAAGCGCAGGTC
GGTCTTGAAGTCCTGAGCGATCTCACGGACCAGACGCTGGAAGGGCAGCTTGCGGATCAGAAGCTCAGTGCTCT
TCTGGTAGCGACGGATCTCACGTAGGGCTACGGTGCCGGGTCTGTAGCGATGGGGTTTCTTGACACCGCCGGTG
GCGGGCGCACTCTTGCGGGCCGCCTTGGTGGCGAGCTGTTTGCGGGGCGCTTTACCACCGGTGGATTTACGAGC
G

>Tuta absoluta histone H3
ACGACGAGCGAGCTGGATGTCCTTGGGCATGATGGTGACACGCTTGGCGTGGATCGCGCACAGGTTGGTGTCTT
CGAAGAGACCGACGAGGTAAGCCTCGCTGGCCTCCTGGAGGGCCATCACGGCGGACGACTGGAAACGGAGGTCG
GTCTTGAAGTCCTGAGCGATCTCACGGACGAGACGCTGGAAGGGCAGCTTGCGTATCAGAAGCTCGGTACTCTT
CTGGTAACGACGGATCTCACGGAGAGCGACGGTACCGGGACGGTAACGGTGAGGCTTCTTCACACCGCCGGTGG
CCGGTGCACTCTTGCGCGCAGCTTTGGTGGCGAGCTGCTTACGCGGCGCCTTACCACCGGTGGATTTACGAGCG
>Spodoptera frugiperda histone H3
CCTACGCGCCAGCTGGATGTCCTTGGGCATGATGGTGACACGCTTGGCGTGGATGGCGCACAGGTTGGTGTCTT
CGAACAGACCGACCAGGTAAGCTTCGCTGGCCTCCTGCAGTGCCATCACGGCGGAGCTCTGGAAACGGAGATCG
GTCTTGAAGTCCTGAGCGATCTCACGGACGAGACGCTGGAACGGGAGCTTGCGGATCAACAGCTCGGTACTCTT
CTGGTAACGACGGATCTCACGAAGAGCGACGGTTCCGGGCCTGTAGCGATGGGGCTTCTTGACACCGCCGGTGG
CCGGTGCGCTCTTACGCGCAGCCTTGGTGGCGAGCTGCTTCCTCGGGGCTTTGCCACCGGTGGATTTACGAGCG
>Abraxas grossulariata histone H3
TTCTACGCGCCAACTGTATGTCCTTGGGCATGATGGTGACACGCTTCGCGTGAATCGCGCAAAGGTTGGTGTCT
TCGAAAAGACCGACCAGATAGGCTTCGCTCGCCTCCTGCAGCGCCATCACCGCGGAGCTCTGGAAGCGGAGGTC
GGTCTTGAAGTCCTGTGCGATCTCACGCACCAGACGCTGGAACGGCAACTTGCGGATCAGGAGCTCGGTACTCT
TCTGGTAGCGACGGATCTCACGGAGAGCAACAGTGCCGGGCCTGTAGCGATGGGGTTTCTTCACGCCGCCGGTG
GCCGGTGCGCTCTTGCGCGCGGCTTTGGTGGCCAGCTGCTTGCGCGGCGCCTTGCCACCGGTGGATTTGCGAGC
G

>Euthrix potatoria histone H3
TTCTGCGCGCCAACTGTATGTCCTTCGGCATGATGGTTACTCGCTTGGCGTGGATCGCACACAGATTGGTGTCT
TCGAACAGACCGACCAGGTACGCCTCGCTGGCCTCTTGGAGCGCCATAACTGCAGAGCTCTGGAAACGGAGATC
GGTCTTGAAGTCCTGTGCGATCTCGCGCACGAGACGCTGGAACGGCAGCTTGCGGATCAACAGCTCTGTGCTCT
TCTGGTAACGACGGATCTCACGGAGAGCCACGGTACCGGGCCTGTAGCGATGTGGCTTCTTTACGCCGCCGGTG
GCAGGCGCGCTCTTACGCGCAGCTTTGGTGGCGAGCTGCTTGCGCGGCGCCTTACCACCGGTAGATTTACGAGC
G

>Plutella xylostella histone H3
ACGGCGAGCGAGCTGGATGTCTTTCGGCATGATGGTGACACGCTTCGCGTGGATGGCGCACAGGTTAGTGTCTT
CGAAAAGACCGACGAGGTACGCCTCGCTGGCCTCCTGGAGGGCCATAACGGCGGAGCTCTGGAAACGCAGGTCA
GTCTTGAAGTCTTGCGCGATCTCACGCACGAGACGCTGGAACGGCAGCTTGCGGATCAGAAGCTCAGTGCTCTT
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CTGGTAACGACGGATCTCACGAAGAGCGACGGTACCGGGCCTGTAACGATGGGGCTTCTTCACACCTCCGGTGG
CGGGCGCACTCTTACGAGCAGCCTTAGTTGCGAGCTGCTTGCGGGGCGCTTTGCCTCCGGTGGACTTGCGGGCA
>Tischeria ekebladella histone H3
ACGCCTGGCCAACTGGATGTCCTTGGGCATGATGGTAACGCGTTTGGCGTGGATGGCGCACAGGTTCGTGTCTT
CGAATAGACCGACGAGGTAAGCCTCGCTCGCCTCCTGGAGGGCCATCACGGCGGAGCTCTGGAAACGCAGGTCC
GTCTTGAAGTCCTGTGCGATCTCACGCACGAGACGCTGGAAGGGCAGCTTGCGGATAAGAAGCTCGGTGCTCTT
CTGGTAACGACGGATCTCACGAAGAGCGACGGTACCGGGACGGTAACGATGAGGCTTCTTAACACCACCGGTTG
CAGGGGCGCTCTTGCGAGCCGCCTTGGTGGCGAGCTGCTTACGTGGTGCTTTACCACCGGTCGACTTACGGGCA
>Cameraria ohridella histone H3
GCGGCGAGCGAGCTGGATGTCCTTGGGCATAATGGTTACACGCTTGGCGTGGATGGCGCACAGGTTGGTGTCTT
CGAAGAGACCAACAAGGTATGCCTCGCTAGCCTCCTGGAGGGCCATCACTGCCGAGCTCTGGAAACGAAGATCT
GTCTTGAAGTCCTGAGCGATCTCACGCACCAAACGCTGGAAGGGGAGTTTGCGGATAAGAAGCTCGGTACTCTT
CTGGTAACGACGGATCTCACGGAGAGCCACCGTTCCAGGCCTGTAACGATGGGGCTTCTTGACACCACCGGTGG
CCGGGGCGCTCTTTCTCGCCGCCTTGGTGGCGAGCTGCTTCCTAGGAGCCTTTCCTCCTGTCGATTTACGGGCG
>Hepialus_humuli histone H3
GCGTCGCGCCAGCTGGATGTCCTTCGGCATAATGGTGACGCGCTTGGCGTGGATGGCGCACAGGTTGGTGTCCC
CGAAGAGACCCACGAGGTACGCCTCGCTCGCCTCCTGCAGGGCCATCACGGCAGAGCTCTGGAAGCGGAGGTCG
GTCTTGAAGTCCTGAGCTATCTCGCGCACCAAACGCTGGAAGGGCAGCTTGCGGATGAGCAGTTCGGTACTCTT
CTGGTAGCGGCGGATCTCGCGCAACGCCACGGTGCCGGGCCGGTAGCGATGCGGCTTCTTCACTCCGCCGGTGG
CGGGCGCGCTCTTGCGAGCCGCCTTAGTGGCGAGCTGCTTGCGAGGCGCCTTGCCTCCGGTCGACTTGCGGGCT
>Glyphotaelius pellucidus histone H3
TGCGTCTCGCCAGCTGGATGTCCTTGGGCATGATGGTGACGCGCTTGGCGTGGATCGCGCACAGGTTGGTGTCC
TCGAAGAGGCCGACCAGATAGGCCTCGCTAGCCTCCTGCAGGGCCATCACGGCCGAGCTCTGGAAGCGCAGGTC
GGTCTTGAAGTCCTGGGCGATCTCGCGCACCAGCCGCTGGAAGGGCAGCTTGCGGATCAGCAGCTCGGTGCTCT
TCTGGTAGCGGCGGATCTCGCGAAGGGCGACAGTGCCGGGCCTGTAGCGATGGGGCTTCTTCACTCCTCCGGTG
GCGGGCGCGCTCTTCCTCGCCGCCTTCGTGGCCAGCTGCTTCCTGGGGGCCTTGCCTCCGGTCGACTTGCGGGC
T

>Phalera bucephala histone H3
TCCTCCTGGCGAGCTGTATATCTTTCGGCATGATGGTGACACGCTTGGCGTGGATGGCGCAGAGGTTGGTGTCT
CCGAACAGGCCCACGAGATAAGCCTCGCTGGCCTCCTGCAACGCCATCACAGCAGAGCTCTGGAACCTGAGATC
GGTCTTGAAGTCCTGGGCGATCTCGCGAACCAGACGTTGGAACGGGAGCTTGCGTATAAGCAGCTCGGTGCTCT
TCTGGTAGCGACGAATCTCACGCAGAGCGACCGTACCGGGCCTGTAGCGATGAGGTTTCTTCACTCCGCCGGTC
GCGGGCGCGCTCTTGCGTGCCGCCTTGGTTGCGAGTTGTTTCCTCGGACCTTTACCACCGGTGGACTTGCGAGC
A

>Limnaecia phragmitella histone H3
TCGTCGGGCAAGCTGGATGTCTTTAGGCATGATGGTGACACGCTTGGCGTGAATGGCGCACAAGTTGGTGTCTT
CAAACAGGCCCACCAGGTATGCCTCACTGGCTTCCTGTAACATAAGGAACATTATCATCAGTAAGGTATAATTT
AGGTTTATAGTATGATTACACAAATAGGTTAAAAAAAACACATGGCTTAAACAAAATAGATGGTGATTCCCACC
TGCAGAGCGCCAATAGCGGCGGACTGGAAACGAAGATCAGTTTTGAAGTCCTGGGCAATTTCTCTGACAAGCCG
TTGGAAAGGCAGTTTGCGGATCAGCAACTCTGTGGATTTCTGGTAGCGACGAATTTCACGAAGAGCCACCGTAC
CAGGGCGGTAACGATGGGGCTTCTTCACTCCACCAGTGCTGGGCGCTGATTTACGCGCAGCTTTTGTAGCCAGC
TGTTTACGGGGCGCTTTACCTCCCGTGGACTTACGAGCA

>Aglais urticae histone H3
TACGACGAGCGAGCTGGATGTCTTTAGGCATGATGGTCACACGTTTGGCGTGGATGGCGCACAAGTTGGTGTCT
TCGAACAGCCCCACCAGGTACGCTTCACTGGCTTCCTGCGAGGAGAAAATAAAAAGTATTAACAAGAGAACAAA
AACTACTAACAAAGACTCTGCAGTTAGGTTAGGTTTGGTTTCAATGGGTGTTAGTAAACACGTGCGTGGTAAAA
ATATAGTATGCCCACCTGCAGCGCTCCGATAGCAGCCGACTGGAAACGCAGGTCGGTTTTGAAATCTTGTGCGA
TTTCTCTGACAAGTCGCTGGAAGGGCAGTTTGCGGATCAGCAACTCGGTAGATTTCTGGTAACGACGAATTTCA
CGAAGCGCCACGGTACCAGGGCGGTAACGATGGGGCTTCTTTACACCACCAGTGCTTGGCGCCGATTTACGCGC
CGCCTTTGTGGCCAACTGTTTGCGGGGAGCTTTTCCTCCCGTCGATTTACGAGCA
>Cerura vinula histone H3
CCTTCGTGCAAGTTGGATGTCTTTTGGCATAATAGTGACGCGCTTAGCATGGATCGCGCATAAATTGGTGTCTT
CAAACAGACCCACCAGGTATGCTTCACTTGCCTCCTGAAATAAAAATAATATATTATTAATAAGGAACTTAACA
CAGCACTTATACAACCCAAATAGATGCTAAATAGGTCTCCAGTATTTACCTGTAGAGCGCCAATAGCAGCGGAT
TGGAAACGCAGGTCAGTCTTGAAATCTTGAGCGATTTCTCTCACCAGACGCTGGAACGGCAGCTTACGGATAAG
TAACTCCGTGGATTTCTGATAACGACGGATCTCACGCAGGGCTACGGTACCAGGGCGGTAACGGTGAGGTTTCT
TTACACCACCTGTGCTTGGCGCCGACTTACGCGCTGCCTTTGTCGCCAACTGTTTACGAGGCGCTTTACCTCCA
GTAGATTTACGGGCA

>Gonepteryx rhamni histone H3
CCGTCTGGCCAACTGGATGTCTTTAGGCATAATAGTTACACGCTTAGCGTGGACGGCGCATAAGTTGGTGTCTT
CAAATAAGCCGACGAGGTAGGCTTCACTCGCTTCCTGTATTAACAACATAAAGTATTTATGCCATACTCAGATA
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AACAATAATAATTTTAATAATACTGCAATTTATTCATGCTTACCTGCAAAGCGCCAATGGCGGCAGACTGGAAC
CGAAGGTCAGTCTTGAAATCTTGAGCGATTTCTCTGACGAGTCGCTGGAAAGGCAGTTTACGGATGAGCAACTC
AGTGGATTTCTGGTATCGGCGAATTTCTCGAAGGGCGACTGTTCCAGGGCGGTAACGATGGGGCTTCTTTACCC
CCCCAGTGCTGGGTGCAGATTTTCGCGCCGCTTTTGTGGCTAACTGTTTACGAGGAGCCTTTCCTCCTGTTGAT
TTACGTGCA

>Teinoptilla gutella histone H3
TCGTCGAGCCAACTGGATGTCTTTAGGCACGATTGTGACGCGCTTGGCGTGGATGGCGCACAAGTTGGTGTCTT
CGAAGAGACCCACCAAGTAGGCTTCGCTGGCTTCCTGCAATACAAACATGAGGCATGATAATGTTTCCCGCCAA
TTTTAACTGCTCTAACAGAAAAGTGAAACGTGACATAGTGAATCACTTGAGAGAAATGGTGCGCGTTGTTGTAA
TTGAAATAAGGCACAAGAACTACAAACCTGGAGAGCACCGATGGCGGCAGACTGGAAACGCAGATCAGTCTTGA
AGTCTTGAGCAATTTCTCTCACAAGTCGCTGGAAGGGCAGCTTGCGGATGAGCAACTCCGTGGACTTTTGGTAA
CGACGGATTTCACGAAGCGCCACGGTACCAGGGCGGTAACGATGAGGTTTCTTCACTCCACCAGTGCTGGGCGC
AGATTTGCGCGCGGCCTTGGTCGCCAATTGTTTGCGGGGAGCCTTTCCTCCGGTAGATTTACGCGCA
>Tineola bisselliella histone H3
AAAGCAGACTGCTCGTAAATCAACTGGAGGAAAGGCTCCTCGTAAGCAGCTGGCTACTAAAGCCGCGCGTAAGT
CTGCGCCAAGCACTGGTGGAGTGAAGAAACCCCATCGTTACCGCCCAGGAACAGTGGCCCTCCGAGAAATTCGT
CGTTACCAGAAGTCTACCGAGTTGCTGATCCGTAAACTCCCGTTTCAGCGTCTCGTGAGAGAAATCGCTCAGGA
CTTCAAGACTGATTTGCGTTTTCAGTCTGCAGCCATTGGTGCTCTCCAGGTAAGTGCCATGTGGTTTATATTAA
AATAATGTGGTATTTCAGAAGAGTTTATTTTTATATGATTAATTTTTGCAGGAGGCAAGCGAAGCCTACCTTGT
GGGCTTGTTTGAAGACACCAACTTGTGTGCTATCCATGCCAAGCGCGTGACTATCATGCCCAAGGACATCCAGC
TT

>Ephestia kuehniella histone H3
TAAACAGACAGCTCGCAAGTCCACTGGCGGTAAAGCGCCGCGCAAGCAGCTAGCGACGAAAGCGGCTAGAAAAA
GCGCTCCAGCGACCGGCGGGGTCAAGAAGCCGCATCGCTATCGGCCGGGGACTGTCGCGCTGCGCGAAATTCGC
CGCTATCAAAAAAGCACTGAACTGCTTATTCGCAAATTGCCGTTTCAACGGTTGGTGCGAGAGATCGCGCAGGA
TTTCAAGACGGATCGGCGTTTCCAGAGCTCTGCTGTGATGGCCTTGCAGGAGGCCAGCGAGGCCTATTTGGTTG
GCCTCTTTGAGGACACTAACCTCTGCGCCATTCACGCTAAAAGGGTCACTATCATGCCCAAGGACATCCAGCTT
G

>Pieris napi histone H3
GAAGCAGACAGCCCGCAAGTCCACCGGAGGTAAGGCGCCGCGTAAGCAGCTCGCCACCAAGGCGGCCCGCAAGA
GCGCTCCCGCCACCGGCGGCGTGAAGAAGCCTCACCGTTACAGGCCCGGTACCGTCGCTCTGAGAGAGATCCGT
CGCTACCAGAAGAGTACCGAGCTGTTGATCCGCAAGTTGCCGTTCCAGCGTCTGGTGAGGGAGATTGCGCAGGA
CTTCAAGACCGACCTCAGGTTCCAGAGCTCCGCCGTGATGGCCCTTCAGGAGGCGAGCGAGGCGTATCTGGTGG
GTCTCTTCGAGGACACCAACCTGTGCGCCATTCACGCCAAGCGAGTGACGATCATGCCCAAGGACATCCAACTG
>Biston betularia histone H3
GAAGCAGACCGCTCGTAAATCTACCGGTGGTAAGGCGCCGCGCAAGCAGCTCGCCACCAAAGCTGCGCGTAAGA
GCGCGCCTGCCACCGGCGGCGTAAAGAAGCCACATCGCTACAGGCCCGGTACCGTGGCTCTCCGTGAGATCCGT
CGTTACCAGAAGAGCACAGAGCTGTTGATCCGCAAGCTGCCGTTCCAGCGTCTCGTGCGCGAGATCGCACAGGA
CTTCAAGACCGATCTCCGTTTCCAGAGTTCTGCAGTTATGGCGCTCCAAGAGGCCAGCGAGGCGTACCTGGTCG
GTCTGTTCGAAGACACCAATCTGTGTGCGATCCACGCCAAGCGAGTAACCATCATGCCGAAGGACATACAGTTG
G

>Inachis io histone H3
GAAACAGACGGCCCGAAAATCAACCGGCGGTAAGGCGCCGCAGAAGCAACTCGCCACCAAGGCCGCTCGTAAGA
GCGCTCCGGCCACGGGAGGTGTGAAGAAACCTCATCGTTACAGACCCGGTACGGTCGCTCTTCGTGAAATACGT
CGCTATCAGAAGAGTACGGAACTTTTGATACGCAAGCTGCCGTTCCAGCGTCTTGTCCGTGAGATCGCACAAGA
CTTCAAGACGGATCTACGTTTCCAGAGTTCGGCCGTTATGGCGTTACAGGAAGCTAGCGAGGCTTACCTCGTCG
GTCTATTCGAAGACACGAACCTGTGCGCTATCCACGCCAAGCGTGTAACGATCATGCCCAAGGATATTCAATTG
>Hyalophora cecropia histone H3
CAAGCAGACCGCACGCAAATCGACCGGAGGTAAAGCGCCTCGTAAACAGCTCGCCACGAAGGCGGCACGGAAGA
GTGCGCCAGCGACGGGCGGTGTCAAGAAACCCCATCGGTACAGACCCGGAACGGTCGCTCTTCGTGAGATCCGA
CGTTATCAGAAAAGTACCGAACTGCTGATCCGCAAGCTGCCATTCCAACGGCTCGTTCGTGAGATCGCTCAAGA
TTTCAAAACGGACCTCCGTTTCCAGAGTTCCGCAGTGATGGCCCTGCAGGAGGCGAGCGAGGCATATCTGGTCG
GTCTATTCGAGGACACGAATCTGTGCGCGATTCATGCAAAACGTGTCACCATTATGCCGAAAGATATCCAGCTG
G

>Bombyx mori histone H3
CGCAAGCAATTGGCGACCAAGGCCGCTCGTAAGAGCGCACCGGCAACAGGAGGTGTCAAGAAGCCTCATCGTTA
CAGGCCCGGGACGGTCGCCCTTCGTGAGATTCGTCGTTACCAGAAGAGCACGGAACTCTTGATTCGCAAACTGC
CTTTCCAGCGTCTCGTCCGTGAGATAGCTCAAGACTTCAAGACCGATCTCCGTTTTCAGAGTTCGGCGGTGATG
GCCCTGCAGGAAGCCAGCGAGGCGTATCTGGTCGGTCTCTTCGAGGACACGAACCTTTGCGCTATTCACGCGAA
ACGTGTGACAATAATGCCAAAAGACATACAGCTCA
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Priloha I11

Sekvence 5S rDNA, Ul a U2 snRNA izolované z gDNA C. pomonella. Tyto sekvence byly
pouzity pii navrhovani restrik¢niho §tépeni gDNA pro Southernovu hybridizaci. Mezernikova

sekvence je zndzornéna mensi velikosti pisma.

>C. pomonella UlsnRNA
AATTCACTAGTGATTCGTAGGGGACACCGTGATCAAGAAGGCGGTTCCCCCAGGGCGAGACTCTTCCATTGCAC
TGCGGTTGGGTTGACCCTTGCGATTATCCCTAATGTGGATAACTCGGACGCGTAATTTTTG

>C. pomonella U2snRNA
AGATCAAAGTGTAGTATCTGTTCTTTTCAGCTTAATATCTGAAAGTTCCCTCACTGAGGGACCAGTATATTAAA
CTGATTTTTGTAAACCGACGGGATGTTCGGGGCTCGCTCCACTCCCGTCACGGGTCGGCCCGCATTGCAG

>C. pomonella 5SrDNA a
GCCAACGTCCATACCATGCTGAATACACCGGTTCTCGTCCGATCACCGAAGTTAAGCAACGTCGGGCGAGGTCA
GTACTTGGATGGGTGACCGCCTGGGAACACCGCGTGACGTTGGCTT

>C. pomonella 5SrDNA Db
AAGCCAACGACACGCGGTGTTCCCAGGCGGTCACCCATCCAAGTACTGACCGCGCCCGTCGTTGCTTAACTTCG
GTGATCGGACGAGAACCGGTGTATTCAACATGGTATGGACGTTGGC

>C. pomonella 5SrDNA c
GCCAACGTCCATACCATGCTGAATACACCGGTTCTCGTCTGATYMCCGAAGTTAAGCAACGTCGGGCGAGGTCA
GTACTTGGATGGGTGACCGCCTGGGAACACCTCGTGTCGTTGGC T TITTGTTTCTTTTTTTGGCACARATTTGGTGAGTGACAGAGTGTGGTC

CTGCTAGCTTGTACGTTTTTATGAAGTTTTTACGTTTCTAAAAAGTGTATGTGTTTAGATTGGTCAAAGCAAATGTCATGCATTGTAGGCATTGTAGCAATGACTTCATATTTCTGATACGGAT
TAcAATATTCCGACATTTTGTCGCCAACGTCCATACCACGTTGAATACACCGGTTCTCGTCCGATCACCGAAGTTAAGCAACG
TCGGGCGAGGTCAGTACTTGGATGGGTGACCTCCTGGGAACACCGCGTGTCGTTGGCTT

>C. pomonella 5SrDNA d
GCCAACGTCCATACCATGTTGAATACACCGGTTCTCGTCCGATCACCGAAGTTAAGCAACGTCGGGCGAGGTCA
GTACTTGGATGGGTGACCGCCTGGGAACACCTCGTGTCGTTGGC T TTTTGCTTCTATTGGT TTCCTAAGGTCATACCTAAGTAGTTATTTTTT

TGCCAAACATTCAGGTTAGCTAATTTATTTATGCGGCATCAGTTCTGAAAACTAAACAGTTAATATAATCAGGCAATTCGCTTTCTCGTTTGCCTCTTATATAAAAAAAAGAATTAATCTCTCA
AAGCATGATTATTCACGTCTTCTAGTTTAGTTTTATACATATGTTATCCTTATCACATGTGATTGAACACACATGAGTGAAAGAATAAGGATCARAGTTAAATGGCGTTCTCAAAGTTTTAATT
ATATGTTAAARAGATGGCAGTAAATTTACGTCGCTACAAATTGTTCTTTGACAATACACCTCTATTTCAAATTCCCTTTGATATGCTT. T. GTAATCCGATAATATGTATTTTAAAC
TATAAATAAACGTAATACGTAGCAGTGACGTACAACACACACACACACATCACACAGCCACAAGTTTATGTACCTAARACTAAACAATATTCAGATCTAGATAATAATATTAAGTAGTTTTGTT

GCCAACGTCCATACCATGCTGAATACACCGGTTCTCGTCCGATCACCGAAGTTAAGCAACGTCGGGCGAGGTCA
GTACTTGGATGGGTGACCGCCTGGGAACACCGCGTGCCGTTGGCTT

>C. pomonella UlsnRNA b
CAAAAATTACGCGTCCGAGTTATCCACATTAGGGATAATCGCAAGGGTCAACCCAACCGCAGTGCAATGGAAGA
GTCTCGCCCTGGGGGAACCGCCTTCTTGATCACGGTAT ccCCTATGCCAGGTAAGTATGAGTTCACAACGTTGGTGCGAGAGGGTCATCATTCGTAGAA

AAATCTTAACACCGCGATGTACGATTCCGACGCGGAGAGCACAGCGACATCTAACGGCAAATGTTGAACTAACTTCTGTACCGGGCAGCGATGAGTTCGATCATATTGTATTAATCTTTCTTGT
TTGTAACCAATCATAATTTTCATTACAGTACTCATTAATACAATACTTTCGATTARACTGACACAATTTATAARACGTCGCAGAATTAAACGCATGCATAAGCGAGTCACTTCCATTCGATGCT
TCCGCTTGCAGGGCAATATGGCACGTGGCGCTTCCATTGTTTTTTTTTTCTTATTAAGGGGGTGATTTCAAAATTTTACACTTGCAATCGGTTTGGTTTTTGACTAAATTTTCATTTTAAATAA
TTGTAATTGGCCCCCTATAAAGTAAAGGGGCCTATCAAAAATTGCGTTCGGATTCCCTCACGGCAGCCGGGCGCGGGTGATTATGTCTGGGTGTCAGCATCAGTGCTCTCACTTTACGATCACT
GCGCACTATGCTCCCCGAGACAAGGAAGTTGCAGAGCGGCGACCGCGCCGGTGTCATACAGTTGCGCGGACACAACGATAGCGCGAGCTAACTAACGCACAGCGACATCTAGCGAGATATTGGC
AGGTTAATTGCCAAACGTGTTTATTGTTGATACCATGTCGGTGGCTGACAAGCATACGGCCCGCCTGACGGTAAGCGGCCACCATATTCTTTGGACCCTGTAACTCCGAGGTGTTGATTCATGC
ATATAAAACTAATTTTCAAGTATACACCGTGTTTTTTTTGATTTGCGTTAATTTCGAGGGTGCATTCCTGAGCTTAAATTAAGTAACTTTCTCAAAGATACCGATATTCTAACTAACTCCATTT
CGGAGATAATCAATCATAATTTTTTATATTATAAGGCCCTTACGAGCGTGTACACTTGCTTTAGGACCTGTTTACTTATTAGTTAGTGTTTAGTGCGAGTTCATACATTTGCTACTAARACGTAC
GTACTATCTCGGACGATCGATGTTAGAARATGACATTGATATGTCACAGTTTTCAATTGTTTGGTTGAGTTAAATGTAATGCCCGTGTTACAACAACGCTATATGCAACATTTAGTTACTTTTTA
TAAAAATAAAAATAGTAAAAAAAAACAAAAAAAAATATTTTTTTTGAAAATTAACTATGCCATTTAGTTTCCTTAAACGTACTTACCGARACCCCGGAGTTAACGCAATTCAATAAAAACACGG

T6TATATGGGGGGGACGGCGCGTACGCAGTCCCCACTACCAAAAATTACGCGTCCGAGTTATCCACATTAGGGATAATCGCAAGGG
TCAACCCAACCGCAGTGCAATGGAAGAGTCTCGCCCTGGGGGAACCGCCTTCTTGATCACGGTGTCCCCTAC
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