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1. Uvod

1.1. Pohlavni chromozomy

Doposud bylo popsano pies 130 000 druhti motyla (Beccaloni a kol. 2003), z nichz byla
karyotypovana pouze mald Cast a jen u nékolika druhd byly identifikovany jednotlivé
chromozomy. Divodem je uniformita malych a pocetnych motylich metafaznich
chromozomt. Identifikaci jednotlivych chromozomalnich part v karyotypu motyla
klasickymi cytogenetickymi metodami také komplikuje absence lokalizované centromery a
nefunkénost klasickych prouzkovacich technik (Traut a kol. 2007). Jen v nékterych piipadech
tak bylo mozné identifikovat skupinu vétsich chromozomd, které 1ze snadno odlisit od zbytku
komplementu (Lukhtanov a kol. 1997, Fukova a kol. 2005). Chromozomy ve stadiu pachytene
mohou nékdy vykazovat specificky chromomerovy vzor, coz Traut (1976) vyuzil k mapovani
nékterych chromozomti bource morusového (Bombyx mori). Nicméné tato metoda
neumoziuje identifikovat vSechny chromozomy, jelikoz nékteré nevykazuji dostateéné
variabilni chromomerovy vzor. Diky rozvoji molekularné-cytogenetickych metod jsme vSak
dnes schopni identifikovat ptimo jednotlivé chromozomy Vv pachytennich komplementech
motylt pomoci metody fluorescenéni in situ hybridizace a jejich variant (Yoshido a kol.
2005a, Goldsmith a Marec 2010).

Motyli (Lepidoptera) maji spole¢né s ptaky a vétsinou hadi (vyjimku tvoii recentné
popsana konstituce XX/XY u nékterych zastupci nadéeledi Henophidia; Gamble a kol. 2017)
chromozomalni uréeni pohlavi typu Abraxas, kde je samici pohlavi heterogametické, tj. uréené
konstituci chromozomt Z0 nebo WZ, zatimco sam¢i pohlavi je homogametické, tedy ZZ. Jsou
tak spolecné se sesterskou skupinou chrostiki (Trichoptera) jedinymi hmyzimi zéstupci
s vyhradné heterogametickymi samicemi (Traut a kol. 2007). Z toho divodu se piedpoklada,
zZe se tento zpusob determinace pohlavi vyvinul u jejich spole¢ného ptedka, a to jiz pied vice
jak 300 miliony let (Kawahara a kol. 2019). Zatimco systém Z0/ZZ patrné¢ u motyli a
chrostikti pfedstavuje ancestralni stav, konstituce WZ/ZZ byla nalezena u vétSiny motyla
fazenych do odvozeného taxonu Ditrysia, ktery zahrnuje 98 % vSech Zijicich druhii. Kromé
zakladni konstituce u motylu také Casto nachazime numerické varianty jako je WiW2Z/ZZ a
WZ12,/2,717>75, které jsou vysledkem chromozomalnich piestaveb. Systém Z0/ZZ muze
vznikat také druhotné ztratou chromozomu W (Traut a Marec 1996).

U motyli neni, az na bource B. mori, dodnes zcela znama molekularni podstata ur¢eni
pohlavi. U jedinci Z0/ZZ je pohlavi patrné dano poétem pohlavnich chromozoma (Sahara kol.

2011). Vyvoj samice je indukovan piitomnosti jednoho chromozomu Z. Jsou-li pfitomné dva



chromozomy Z, vyvine se samec. Stejn¢ tak tomu je napiiklad u ptakt, kde je diferenciace
pohlavi ur¢ena pravdépodobné mnozstvim genové davky genu DMRTL (,,Doublesex and
mab-3 related transcription factor 1°) nachazejicim se na chromozomu Z (Smith a kol 2009,
Lambeth a kol. 2014). Kiuchi a kol. (2014) identifikovali u bource morusového, B. mori,
Z-vazany gen Masc (,,Masculinizer®), ktery je klicovy pro determinaci pohlavi. Nicméné
autofi ukazali, Ze je tento gen kontrolovan faktorem Fem nachazejicim se na chromozomu W,
ktery urcuje samic¢i pohlavi. Z tohoto genu je transkribovana kratka Fem piRNA (,,piwi
interacting RNA®), antisense RNA ke genu Masc, ktera umlcuje jeho expresi, coz vede k
vyvoji sami¢iho pohlavi (Tazima 1964, Kiuchi a kol. 2014). Dosud neni znamo, zda jde u
motyli o univerzalni mechanismus determinace pohlavi, protoZze U martinace Samia cynthia
ssp. z piibuzné Celedi Saturniidae byla role chromozomu W v determinaci pohlavi vylou¢ena
(Yoshido a kol. 2016).

1.1.1. Chromozom Z

Na rozdil od chromozomu W, byl chromozom Z u B. mori osekvenovan spoleéné s celym
genomem hned dvéma nezavislymi skupinami z Ciny a Japonska (Xia a kol. 2004, Mita a kol.
2004). Svym molekularnim sloZenim je podobny autozomim. Je tvofen euchromatinem a
obsahuje fadu genll. Z-vdzané geny jsou Casto zapojovany V larvalnim vyvoji, adaptaci na
prostiedi ¢i reprodukéni izolaci (Kroemer a kol. 2011).

Jelikoz jsou geny na chromozomu Z u heterogametického pohlavi v hemizygotnim
stavu, jsou jejich recesivni mutace vystaveny pusobeni selekce. Na druhou stranu mala
efektivni velikost populace chromozomu Z, ktera muze byt jeSté sniZzena rozdilnou
reproduk¢ni Gispé$nosti samcet, miize zvySovat silu genetického driftu a tim vést k rychlé fixaci
mutaci. Vysledkem téchto procest je patrné tzv. efekt rychlé evoluce chromozomu Z
(,,Faster-Z effect), popsany naptiklad u ptaka a hadi, podle kterého se geny na chromozomu
Z vyviji rychleji nez autozomalni geny (Mank a kol. 2010). Nicméné& zatimco u ptaku je efekt
rychlé evoluce chromozomu Z zplsoben zejména genetickym driftem, tj. efektivni velikosti
populace chromozomu Z, u motyla, ktefi maji obecné vétsi efektivni velikost populace nez
ptaci, je tento efekt pfipisovan spiSe pozitivni selekci (Sackton a kol. 2014).

Genetick¢ mapy chromozomu Z byly sestaveny nejen u modelového organismu
B. mori (Bombycidae), ale i u dal3ich druhti jako je naptiklad drsnokiidlec Biston betularia
(Geometridae; Van't hof a kol. 2013). Ackoliv jsou tyto druhy od sebe pomérné vzdalené,

byla mezi nimi potvrzena shodna lokalizace genti vazanych na chromozom Z, jako je naptiklad



gen trioza-fosfat izomerdza (Tpi) a gen period (Van't hof a kol. 2013). Gen Tpi byl také
detekovan na chromozomu Z u baboc¢ky Heliconius melpomene (Nymphalidae; Jiggins a kol.
2005), otakarka Papilio glaucus (Papilionidae; Scriber a kol. 1996) a zavijeGe Ostrinia
nubilalis (Crambidae; Dopman 2004). Komparativni genomova analyza Fraisse a kol. (2017)
ukazala, Ze ve srovnani s pohlavné vazanymi geny B. mori (N = 300) bylo u zastupce bazalni
celedi Hepialidae, hrotnokfidlece Triodia sylvina na chromozom Z vazano 67 % jejich
dokonce 93 %. Bylo tak ukazano, ze chromozom Z obsahuje syntenni bloky konzervované
vramci fadu motyld. Konzervovanost syntenie chromozomu Z je v souladu s Ohnovo
hypotézou, ktera predpoklada, ze geneticky obsah pohlavniho chromozomu X savcu je
extrémné konzervovany (Ohno citovany v Pathak a Stock 1974). Evolu¢ni stabilita se tak jevi
jako obecna vlastnost pohlavnich chromozomt X a Z. Na zaklad¢ porovndni genetické mapy
genu okace Biston betularia s genomem bource B. mori byla vSak pozorovana vét$i mira
intrachromozomalnich pfestaveb na chromozomu Z ve srovnani s autozomy, u nichz je
zpravidla potadi genti zna¢né konzervované (Van’t Hof a kol. 2013). Tyto vysledky potvrzuji,
ze na chromozomu Z dochdzi v evoluci také k dynamickym chromozomdlnim ptestavbam
V podobé¢ inverzi, diky kterym mutize hrat chromozom Z vyznamnou roli v adaptivni evoluci a

procesu speciace (Van’t Hof a kol. 2013).

1.1.2. Chromozom W

Stejné jako chrostici maji i bazalni motyli chromozomalni ur¢eni pohlavi Z0/ZZ. Jednou
z vyjimek je nadceled’ Hepialoidea a celed’ Tischeriidae, u kterych byl detekovan pohlavni
chromozom W (Volenikova 2015, Lukhtanov 2000). Ten vSak zpravidla nachazime az u
vétSiny zastupct pokrocilé skupiny Ditrysia s vyjimkou bazalnich ¢eledi Psychidae a Tineidae.
Chromozom W tedy vznikl v pribéhu evoluce motyld mnohokrat nezavisle (Dalikova a kol.
2017). Puvod pohlavniho chromozomu W je mozné vysvétlit tfemi zpusoby. Prvni dvé
hypotézy tvrdi, ze chromozom W je autozomalniho ptivodu. Dle prvni chromozom W vznikl
prostfednictvim pfemény ancestralniho chromozomu Z zpét na autozom a naslednému vzniku
pohlavnich chromozomt Z a W z jin¢ho paru autozomt (Fraisse a kol. 2017). Ackoliv je
takovato pfeména nezvykla, napiiklad Vicoso a Bachtrog (2015) zjistily, ze k ni doslo
opakované u nékterych druhi much a komart. Druha hypotéza ptedpoklada, Ze ancestralni
chromozom Z ze systému Z0/ZZ zfuzoval s autozomem, jehoz maternaln¢ dédény homolog
diferencioval v chromozom W (Traut a Marec 1997). Dle tieti hypotézy pak chromozom W

vznikl de novo z nadpocetného chromozomu B (Lukhtanov 2000). Srovnavaci analyza
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pohlavné vazanych genl provedend Fraisse a kol. (2017) podporuje nekanonicky vznik
chromozomu W z B chromozomu u ditrisijnich motylt. Prace Dalikové a kol. (2017) bere
v potaz mnohocetny pivod chromozomu W a naznaCuje dva mozné scénafe vzniku
pohlavniho chromozomu W: i) dvé nezavislé adopce chromozomu B u ¢eledi Tischeriidae a
skupiny Ditrysia nebo ii) chromozomalni fizi autozomu s ancestralnim chromozomem Z u
¢eledi Tischeriidae a adopci chromozomu B u skupiny Dytrisia.

Podobné jako u savct, také u motyli najdeme Vv interfaznich komplementech pohlavné
specificky heterochromatin, avSak u heterogametického pohlavi. Sex chromatin motylu je
tvofen pravé chromozomem W (Ito 1977), coz dokazuje jeho absence u jedinci
s chromozomalnim uréenim pohlavi Z0 (Traut a kol. 2007) a barvici sondy pfipravené
laserovou mikrodisekci sex chromatinu napf. u obale¢e Cydia pomonella, které pii
fluorescenéni in situ hybridizaci specificky hybridizovaly pravé s chromozomem W (Fukova
a kol. 2007).

Rozdilna morfologie pohlavnich chromozomi W a Z je jasné patrnd ve stadiu
pachytene, kdy tyto chromozomy vykazuji odlisny chromomerovy vzor. U bivalentu WZ tak
Ize u nékterych druhi identifikovat chromozom W diky jeho heterochromatinové struktufe.
Avsak mira odlisnosti vV chromomerovém vzoru se mize mezi chromozomy Za W mezi
jednotlivymi druhy zna¢né lisit (Traut a Marec 1997).

Sahara a kol. (2003) identifikovali na chromozomu W dva mozZné typy repetitivnich
sekvenci a to W-specifické repetice a repetice, které jsou bézné u obou pohlavi a vyskytuji se
také na autozomech. Je znamo, Ze repetitivni sekvence podléhaji rychlé evoluci, ktera je navic
na chromozomu W jest¢ umocnéna absenci rekombinace v disledku samié¢i achiazmatické
meiozy. Prace Vitkova a kol. (2007) porovnavala chromozom W zastupct ¢eledi Pyralidae
prostiednictvim barvicich sond a komparativni genomové hybridizace a odhalila, ze
chromozom W druhu Cadra cautella byl slozeny zejména z repetitivnich sekvenci, které jsou
bézné pro obé pohlavi. Tyto vSak nebyly detekovany u blizce ptibuznych druhti Ephestia
kuehniella, Plodia interpunctella a Galeria mellonella. Z toho vyplyva, Ze sekvenéni slozeni
chromozomu W se v pritbéhu evoluce rychle méni i mezi blizce ptibuznymi druhy.

Vzhledem k heterochromatinové povaze a velkému mnozstvi repetic, nebylo dosud
mozné chromozom W fadné osekvenovat, a proto vime o jeho molekularnim sloZeni velmi
malo. Analyzy Abe a kol. (2005) odhalily na chromozomu W bource B. mori pfitomnost
zna¢ného mnozstvi LTR (,,long terminal repeat™) a non-LTR retrotranspozonti, retropozont,
DNA transpozoni a jejich derivati, které dohromady tvoii hlavni slozku chromozomu W.

Dodnes bylo identifikovano jen nékolik gent lezicich na chromozomu W. Napiiklad
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prostfednictvim polyploidizace a indukovanych translokaci a deleci se podatilo Abe a kol.
(2008) na chromozomu W B. mori lokalizovat vyse zminény feminiza¢ni faktor Fem. Dalsim
zamapovanym genem na chromozomu W u B. mori je Esd (,,egg size-determining) majici
vliv na velikost vajicka (Kawamura 1988). Marec a kol. (2001) na zakladé pozorovani
segregace pohlavnich chromozom mutantnich linii E. kuehniella, ptedpokladaji na
chromozomu W pfitomnost tzv. ,,male-killing™ faktoru znemoziujiciho sam¢i vyvoj. Van’t
Hof a kol. (2013) identifikovali na terminalni ¢asti chromozomu W druhu B. betularia kopii
Z-vazaného genu laminin A, ktery je lokalizovan také na konci chromozomu Z. Autofi se
domnivaji, ze k pfenosu tohoto genu na chromozom W doslo druhotné prostifednictvim
ektopické rekombinace.

V piipadé autozomalniho ptivodu chromozomu W lze pfedpokladat jeho postupnou
degradaci, tj. akumulaci mobilnich elementt a $kodlivych mutaci (Steinemann a kol. 1992),
zapri¢inénou samici achiazmatickou meidzou (Maeda 1939). Diferenciace a postupna ztrata
genového obsahu je dle klasického modelu evoluce pohlavnich chromozomu zptisobena napf-.
efektem tzv. Mullerovy rohatky (,,Muller’s ratchet™), podle které vzhledem k nizké
pravdépodobnosti zpétnych mutaci dochazi pii absenci rekombinace k akumulaci skodlivych
mutaci (Muller 1964, Charlesworth 1978). Spolecné s Mullerovou rohatkou ma vliv na
degradaci chromozomu W také genetické svezeni se (,,genetic hitchhiking®), pii kterém
dochdzi k fixaci mutaci, které jsou v tésné vazb¢ s vyhodnymi alelami (Rice 1987) a selekce
na pozadi (,,background selection®), kterd znemoziuje fixaci nové prospésné mutace vazané
na nevyhodnou alelu (Charlesworth 1994, Traut a kol. 1999). Vzhledem k achiazmatické
sami¢i meidze na chromozomu W motylti navic neni pfitomna zadna pseudoautozomalni
oblast jako je tomu napiiklad u chromozomu Y ¢lovéka (Pask a Graves 1999) a degradaci
podléha cely chromozom.

Nicméné molekularni slozeni pohlavniho chromozomu W, tedy velké mnoZstvi
repetitivnich sekvenci a mobilnich elementt, je podobné molekularnimu sloZeni nadpocetnych
chromozomti B (Houben a kol. 2014). Jak jiz bylo zminéno, soucasné poznatky naznacuji
nekanonicky piivod chromozomu W ditrisijnich motylt, a tak 1ze predpokladat, Ze chromozom
W byl na repetitivni sekvence bohaty jiz od samého pocatku a jeho soucasné molekularni
sloZeni neni vysledkem diferenciace ptivodniho autozomu. Studium diferenciace pohlavniho

chromozomu W je tak mozné jen u druhd s odvozenymi neo-pohlavnimi chromozomy.



1.2. Neo-pohlavni chromozomy

Stejné¢ jako autozomy, také pohlavni chromozomy motyli podléhaji chromozomalnim
pfestavbam. Jednou z vyznamnych piestaveb pohlavnich chromozomi jsou jejich flze
s autozomy za vzniku tzv. neo-pohlavnich chromozomu. Neo-pohlavni chromozomy se bézné
vyskytuji u obratlovct, jako naptiklad u Supinatych plazi a ryb (Pennell a kol. 2015).
Vysledky studie na koljuskach Gasterosteus aculeatus dokonce ukazaly, Ze nové vznikly
neo-X chromozom nese geny, které prispivaji k reprodukcéni bariéfe mezi blizce ptibuznymi
druhy. Chromozomalni pfestavby mezi pohlavnimi chromozomy a autozomy vedouci ke
vzniku neo-pohlavnich chromozoma tak mohou hrat vyznamnou roli ve speciaci (Kitano a
kol. 2009). U hmyzu byly detekovany neo-pohlavni chromozomy riizného staii naptiklad u
octomilek Drosophila pseudoobscura, Drosophila miranda a Drosophila albomicans. Jejich
neo-pohlavni chromozomy reprezentuji rtiznd stddia molekularni degradace pohlavnich
chromozomu (Bachtrog 2013). Z toho divodu jsou neo-pohlavni chromozomy vhodné pro
studium diferenciace pohlavnich chromozoml u taxond, jejichZ chromozomadlni systémy
urceni pohlavi jsou zna¢né staré, a tedy i dobie diferencované. Ackoliv jsou ptaci nejpocetnéjsi
obratlov¢i skupinou s heterogametickymi samicemi, neo-pohlavni chromozomy se zde
objevuji spise vyjimeéné (Pennel a kol. 2015), naptiklad v nadéeledi Sylvioidea (Pala a kol.
2012, Dierickx a kol. 2020). Sigeman a kol. (2019) vsak pii komparativni analyze Celedi
Alaudidae a Panuridae identifikovali nejvétsi ptac¢i pohlavni chromozom sestavajiciho
dokonce ze ¢tyt chromozomu kufete, jmenovité Z, 3, 4A a 5.

Ackoliv je u motyli zndma vysoka konzervovanost ve sloZzeni genomu mezi riznymi
druhy, kdy modalni karyotyp motyld n = 31 pfedstavuje zaroven ancestralni organizaci jejich
genomu (Ahola a kol. 2014), byly u mnoha skupin v nedavné dobé detekovany mnohocetné
pohlavni chromozomy (Yoshido a kol. 2005b, Sichovéa a kol. 2015). Existuji dvé mozna
vysvétleni jejich vzniku. Naptiklad u systémda WiW2Z a WZ:1Z> mohly vzniknout
chromozomy W1 a W> nebo Z; a Z, rozpadem ancestralniho W ¢i Z (Suomalainen 1969a).
Mnohonésobna fragmentace pohlavnich chromozomut vedla u bélaskti rodu Leptidea ke
vzniku druhové specifického pohlavniho systému s mnohocetnymi pohlavnimi chromozomy
(Pospisilova 2020). Na druhou stranu 1ze ptedpokladat, ze mnohocetné pohlavni chromozomy
vznikaji fizemi (¢i translokacemi) ancestralniho chromozomu W nebo Z s autozomem, které
jsou poté oznacovany jako neo-WZ1Z» &i neo-ZWiW- (Suomalainen 1969b, Sichova a kol.
2015).

Vzhledem k vysokému obsahu repetitivnich sekvenci mohou byt pohlavni

chromozomy nachylnéjsi k ektopické rekombinaci, zptisobujici chromozomalni piestavby
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(Pennell a kol. 2015). Na zaklad¢é komparativni analyzy mezi obratlovci Pennell a kol. (2015)
zjistili, ze do fuze autozomu a pohlavnich chromozomu je chromozom Y zapojen ¢astéji nez
chromozom X. Navic u ptakt k akumulaci repetic nedochézi pouze na chromozomu W, ale
také na chromozomu Z. Bellott a kol. (2010) zjistili, Ze se na kufecim chromozomu Z nachazi
mensi hustota genil nez na autozomech, avsak zaroven obsahuje 0 60 % vice repetitivnich
sekvenci. Hromadéni repetic na chromozomu Z je tak pravdépodobné zptsobené snizenym
mnozstvim jeho rekombinace a mensi velikosti efektivni populace. Podobné byla u motyla
potvrzena vyssi tendence k inter- a intrachromozomalnim pfestavbam u malych chromozomu,
které maji vyssi podil repetitivnich sekvenci, zatimco u velkych chromozomt byla pozorovana
veétsi stabilita (Ahola a kol. 2014). Mtzeme proto predpokladat, Ze repetitivni sekvence na
pohlavnich chromozomech motylii zprostfedkovavaji fize mezi autozomy a pohlavnimi
chromozomy.

Vzniklé fuze by pak mohly byt fixovany prostfednictvim meiotického drivu. Pfi samici
meidze jen jedna ze Ctyt vznikajicich bunék dava vzniknout vajicku, zatimco zbylé tii polové
buriky zanikaji. Sami¢i meidza je tak asymetricka a homologni chromozomy spolu soutézi 0
zaClenéni do vaje¢né bunky. Vlivem meiotického drivu pak mlze dochdzet k nendhodné
segregaci chromozomd, a tedy preferen¢nimu zaclenéni uréitych chromozomi do vajecné
buniky (Sandler a Novitski 1957). Obdobou meiotického drivu je pak centromericky drive, pti
kterém rozhoduje o zaclenéni do vajecné builky velikost centromery s pfiléhajicim
Kinetochorem a mnozZstvi na né¢j navazanych mikrotubuli (de Villena a Sapienza 2001). Bylo
potvrzeno, ze u nékterych savct vlivem meiotického drivu pohlavni chromozomalni systém
XY1Y2 ptevazuje u druht s karyotypem sloZzenym zejména z dvouramennych chromozomii,
zatimco systém Xi1X2Y je nejCastéji u jedinch S prevahou akrocentrickych chromozomil
(Yoshida a Kitano 2012). Zatimco se u obratlovcu s heterogametickymi samci ¢asto vyskytuji
mnohonasobné pohlavni systémy (Yoshida a Kitano 2012), u ptakd, jejichz samice jsou
heterogametické, mnohonasobné pohlavni systémy az na vyjimku tu¢naka rodu Pygoscelis
chybi (Gunski a kol. 2017). Pokorna a kol. (2014) se domnivaji, Ze je za to zodpovédny pravé
meioticky drive. Podle jejich hypotézy o zaclenéni do vajicka u ptakid soutézi béhem samici
meiodzy oba pohlavni chromozomy a drive by vedl k vychyleni poméru pohlavi. Nicméné
motyli maji tzv. holokinetické chromozomy, tj. postradaji strukturné¢ vymezenou centromeru
a kinetochor pokryva témér celou délku chromozomu (Murakami a Imai 1974), které dle
nekterych nazori predstavuji adaptaci branici centromerickému drivu (Malik a Henikoff
2009).



Diky holocentrické struktuife chromozomu také dochazi k fadné segregaci produktd
chromozomalnich piestaveb (flize a fragmentace). VSechny fragmenty vzniklé rozpadem
chromozomu jsou navazany na d€lici vieténko a nemohou tak byt ztracené¢ béhem bunécného
dé€leni jako by tomu bylo u metacentrickych chromozomu. Podobné nenastava problém ani
Vv ptipadé chromozomalni fuze, pti které by v ptipadé metacentrickych chromozomii vznikaly
dicentrické mustky (Kandul a kol. 2004). Podle vysledkl analyzy provedené u bélaskii rodu
Leptidea Lukhtanovem a kol. (2018) je spravna segregace multivalentl zajiSténa
prostiednictvim invertované meidzy (tzv. postredukéni déleni). Pfi ni na rozdil od
kanonického tzv. preredukéniho déleni dochdzi nejprve k segregaci sesterskych chromatid
v meidze | (Banno a kol. 1995). U samic motylt muze piispét k balancované segregaci také
achiasmatickd meioza, pfi které nedochazi ke crossing overu. Kombinace holokinetické
aktivity a invertované meiozy tak teoreticky umoziuje rychlou karyotypovou evoluci u druhi
s holokinetickymi chromozomy (Lukhtanov a kol. 2018).

Jak jiz bylo zminéno, neo-pohlavni chromozomy jsou vhodné pro studium diferenciace
pohlavnich chromozomi. Pfesnéji ty ¢asti neo-pohlavnich chromozom, o kterym vime, Ze
jsou autozomalniho ptivodu. Vyuzitim kombinace komparativni genomové a cytogenetické
analyzy se podatilo Mongue a kol. (2017) potvrdit pfitomnost neo-pohlavnich chromozomut
neo-Z a neo-W u monarchy Danaus plexippus a dalsich druht rodu Danaus. Neo-pohlavni
chromozomy jsou tak spolecnym znakem pro cely rod Danaus a vznikly tedy nejméné pied
5 miliony let. Bylo také prokazano, Ze tento neo-Z chromozom vznikl fuzi ancestralniho
chromozomu Z a autozomu, ktery je homeologni k chromozomu 16 B. mori. Soucasné se
autortim podafilo prostfednictvim cytogenetickych metod vizualizovat bipartitni strukturu
chromozomu W, kdy dvé tfetiny chromozomu byly siln¢ heterochromatizované, zatimco zbyla
tietina vykazovala euchromatinové oblasti, coz podporuje fazi ancestralniho pohlavniho
chromozomu W a autozomu.

Také u vSech doposud testovanych zastupci ¢eledi Tortricidae byly detekovany dva
velké elementy odpovidajici paru pohlavnich chromozomt (Sichova a kol. 2013).
Komparativni fyzické mapovani u obalece Cydia pomonella ukazalo, ze jde o neo-pohlavni
chromozomy vzniklé fizi pohlavniho chromozomu a autozomu odpovidajicimu chromozomu
15 referen¢niho druhu B. mori (Nguyen a kol. 2013). Tato fuze byla potvrzena i u dalich
zastupcu Celedi Tortricidae, a proto se zda, ze neo-pohlavni chromozomy vznikly jiz u
spole¢ného predka podceledi Tortricinae a Olethreutinae (Nguyen a kol. 2013).

Podobné jako u ¢eledi Tortricidae byl pozorovan velky chromozomalni par u zastupci

¢eledi Pyralidae, Oecophoridae a Gelechiidae (Ennis 1976). Carabajal Paladino a kol. (2016)
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identifikovali tento chromozomalni par jako pohlavni chromozomy u makadlovky Tuta
absoluta z ¢eledi Gelechiidae. Testovanim karyotypt zastupct nadceledi Gelechioidea, ktera
zahrnuje zminéné Celedi Oecophoridae a Gelechiidae, byla potvrzena fuze pohlavnich
chromozomu s autozomy, které se objevily u spolecného predka tii hlavnich linii nadceledi
Gelechioidea (Sohn a kol. 2016). Carabajal Paladino a kol. (2019) identifikovali u T. absoluta
na neo-pohlavnich chromozomech dva plivodné autozomalni syntenni bloky, které jsou
homeologni k autozomim 7 a 27 B. mori. Analyzy zastupct studovanych skupin ukéazaly, ze
autozom 7 zfuzoval s pohlavnim chromozomem u spoleéného piedka vSech nadceledi ¢eledi
Gelechioidea. Takto vznikly neo-pohlavni chromozom navic u zastupct tribu Gnoreschemini
(podceled” Gelechiinae) zfizoval jesté s chromozomem 27.

Ackoli tedy bylo u obratlovcti S mnoho¢etnymi pohlavnimi chromozomy zjisténa vyssi
mira fazi pohlavnich chromozomi s autozomy u linii se sam¢im heterogametickymi pohlavim
(XX/XY) nez u linii s heterogametickymi samicemi (WZ/ZZ) (Pennell a kol. 2015), dochazi
k fuzim autozomd s pohlavnimi chromozomy u motyli ¢asto a opakované. V mnoha
ptipadech fazuji s autozomy chromozom W i Z a neo-pohlavni chromozomy pak ptredstavuji

velky chromozomalni par (Carabajal Paladino a kol. 2019).

1.3. Nestabilita genomu modraski (Lycaenidae)

Motyli a miry jsou znami svymi stabilnimi karyotypy zachovanymi mezi znacné vzdalenymi
skupinami. Vé&tSina zastupci si udrzela ancestralni poc¢et chromozomt n =31 (Robinson
1931). Ovsem u né€kterych skupin jsou modalni pocty chromozomi niz$i. Napiiklad modrasci
(Lycaenidae) maji nejcastéjsi pocet chromozomu n =23-24 (de Lesse 1960 citovany v
Robinson 1971). Nicméné pravé u Celedi Lycaenidae najdeme nejvétsi rozptyl v pocétu
chromozomt, ktery kolisi od n=10 po n=225 chromozomd. Vlivem odlisnych
chromozomalnich pfestaveb se tak blizce pifibuzné druhy navzdjem drasticky lisi v poctu
chromozomu (Kandul a kol. 2004).

Témer vsichni modrasci S odvozenym vysokym poctem chromozomu patii do tii
blizce ptibuznych skupin podtribu Polyommatina, diive rozliSovanych jako rody Agrodiaetus
(n =10-125), Lysandra (n =24-92) a Plebicula (n = 134-225) (Kandul a kol. 2004). Rody
Plebicula a Agrodiaetus patii dle nejnovéjsi taxonomické analyzy do rodu Polyommatus
(Talavera a kol. 2013a). V praci de Lesse (1969 citovany v Schmitt a kol. 2001) bylo u
modraska Lysandra coridon identifikovano n = 87-88 u $panélské a francouzské populace,

zatimco jedinci z Balkanu nesli sadku s vy$$imi pocty chromozomi n = 90-92. Jednotlivé



populace tohoto druhu tedy vykazuji dokonce intraspecifickou variabilitu v poctu
chromozomu napii¢ Evropou. Ke zmnoZeni poc¢tu chromozomu v ramci téchto roda celedi
Lycaenidae pravdépodobné nedochazi prostrednictvim polyploidizace, ale prostiednictvim
mnohonasobnych chromozomalnich fazi a rozpadi, protoze je relativni velikost chromozomu
nepiimo umérna jejich poc¢tu (Lorkovi¢ 1990 citovany v Kandul a kol. 2007). Jednozna¢ny
dikaz potvrzujici toto tvrzeni vsak stale chybi.

Jelikoz se nestabilita karyotypu objevila u modraskii minimalné tiikrat v podceledi
Polyommatinae, 1ze ptedpokladat, ze ma tato skupina motyla predispozici pro chromozomalni
prestavby. Kandul a kol. (2004) zvazuji moznost, ze karyotypova diverzifikace u skupiny
Agrodiaetus by mohla byt zplsobena Sifenim mobilnich elementt horizontalnim pfenosem z
ptibuznych roda Lysandra a Plebicula. Vzhledem k tomu, Zze u rodu Agrodiaetus doslo
Vv relativné kratkém casovém obdobi K extrémni mezidruhové karyotypové diverzifikaci
(n =10-125), Kandul a kol. (2007) provedli srovnavaci fylogenetickou analyzu, aby
otestovali, zda v tomto rodu chromozomalni piestavby pftispivaji ke vzniku novych druht.
mezi odpovidajicimi alopatrickymi pary. Potvrdili tak pfimou roli chromozomadlnich piestaveb
ve finalnich fazich procesu speciace. Dalsi fylogenetické komparativni analyzy u rodu
Agrodiaetus odhalily korelaci mezi mnozstvim zmén v karyotypu a délkou fylogenetickych
vétvi (Vershinina a Lukhtanov 2017). Zaroven byla u téchto rodi potvrzena zvysena
diverzifika¢ni rychlost (Kandul a kol. 2007, Talavera a kol. 2013b). Ackoliv se rod
Agrodiaetus oddélil teprve pied 2,3 miliony lety, je tvofen vice jak 120 druhy. Mnohem starsi
rod Lysandra, ktery sice obsahuje pouze kolem patnacti druht (Talavera a kol. 2013a), se
oddélil jiz ped 4,9 miliony lety. Nicméné bylo prokazano, ze k diverzifikaci tohoto rodu doslo
vyrazné pozdéji, a to teprve zhruba pied 1.45 miliony lety (Talavera a kol. 2013b).

Jelikoz se napiiklad u podrodu Agrodiaetus castéji setkavame s vySSimi pocty
chromozom, neZz je ancestralni pocet n =23/24, dochazi u modraski patrné castéji k
fragmentacim nez k chromozomdlnim fizim. Nicméné, naptiklad u modréska s vysokym
po¢tem chromozomii Polyommatus (Agrodiaetus) damone damone byly v karyotypu
pozorovany dva vyrazné velké chromozomy (Lukhtanov a kol. 1997). Ackoli dle Ennise
(1976) je pravdépodobné, ze velké chromozomy jsou vysledkem fuze autozomu, White (1946
citovany v Robinson 1971) se domnival, ze nejvétsi chromozomy pozorované u modraski
S vysokym poctem chromozom piedstavuji pohlavni chromozomy. To by naznacovalo, Ze
pohlavni chromozomy dokazou zatim nezndmym zpusobem odolavat chromozomalnim

fragmentacim (White 1946 citovany v Robinson 1971).
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2. Cile prace

Diky mezidruhové karyotypové variabilité jsou modrasci vhodnym modelovym systémem pro
studium role chromozomalnich zmén pfii procesu speciace. Piedbézna data naznacuji, Zze v
karyotypové evoluci modraskti doslo k opakovanym fizim mezi pohlavnimi chromozomy a
autozomy (Provaznikova I a Nguyen P, nepublikované vysledky).

Cilem této prace je proto stanoveni velikosti genomu a analyza pohlavnich
chromozomli vybranych druhtt modraskil prostfednictvim molekuldrné cytogenetickych
metod a testovani nasledujicich hypotéz: i) ke zvySovani poc¢tu chromozomi u modraskt
dochazi polyploidizaci, ii) velky chromozomadlni par pozorovany v karyotypech modréaskl
s vysokym pocétem chromozomi je vysledkem autozomalnich fzi a iii) v evoluci modraski

doslo k fragmentaci pohlavnich chromozomi.
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3. Metody

3.1. Molekularné-cytogeneticka analyza

3.1.1. Material

Studované druhy modraski podceledi Polyommatinae byly odchyceny z ptirodnich populaci
Ceské republiky a Spanélska. Vyjimku predstavoval pouze druh Polyommatus dorylas jehoz
housenky byly pro cytogenetickou analyzu poskytnuty Pavlem Skalou ze zachovného chovu
pochézejiciho z Ceské populace. Seznam vsech testovanych druht vyuzitych pti hybridizacich
a pratokové cytometrii je spolu s mistem ptuvodu uveden v Tab. I a Il. Pro stanoveni velikosti
genomu byl jako standard vybran laboratorni kmen WT-C zavijece mou¢ného (Ephestia
kuehniella), jenz byl chovan pii teploté 21+1 °C a fotoperiodé 12 h den a 12 h noc na
pSeni¢ném Srotu, doplnéném susenymi pivovarskymi kvasnicemi (Marec 1990). Odchyceni
samci modraski byli zamrazeni ponofenim do tekutého dusiku a uchovani pii -80 °C.
Oplozené samice modraski byly v plastové krabi¢ce ponechany pii normalnim dennim a
no¢nim rezimu, kde nakladly vajicka na zivnou rostlinu. Vylihlé housenky byly chovany do
5. instaru a poté pouzity na piipravu chromozomalnich preparatl, zamrazeny a uchovany
pti -80 °C. Zivnou rostlinou housenek modraska jetelového (Polyommatus bellargus) a
modraska vikvicového (Lysandra coridon) byla ¢icorka pestra (Coronilla varia), jedinci
modraska jehlicového (Polyommatus icarus) byli krmeni S$tirovnikem razkatym (Lotus
corniculatus) a housenky modraska komodincového (Polyommatus dorylas) troénikem
bolhojem (Anthyllis vulneraria). Jedinci $panélského druhu Polyommatus escheri byly ziveny

na kozinci (Astragalus monspessulanus).
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Tab. I: Seznam druhti testovanych prostfednictvim hybridizaci vetné poctu chromozomi

Vv haploidnim komplementu a mistem odchytu.

Pocet ]
Druh Lokalita odchytu
chromozomii (2n)
Polyommatus icarus 462 Ceské Budgjovice, CZ
Polyommatus escheri 46° Ptirodni park Montseny, Barcelona, ESP
Lysandra bellargus 90?2 Hady, Brno, CZ
Lysandra coridon 174-184° Tyncany, CZ
Polyommatus dorylas 298-302¢ zachovny chov, Pavel Skéla, CZ

aNguyen a kol. (2010); °de Lesse (1953) citovany v Robinson (1971); °de Lesse (1969)
citovany v Schmitt a kol. (2001); “Lorkovi¢ (1990) citovany ve Wiemers (2003).

Tab. Il: Seznam druht testovanych prostfednictvim pritokové cytometrie vcetné poctu

chromozom v diploidnim komplementu a mistem odchytu.

Pocet ]
Druh Lokalita odchytu
chromozomi (2n)
Polyommatus icarus 462 Suchdol nad Luznici, CZ
Polyommatus icarus 46° Ptirodni park Montseny, Barcelona, ESP
Polyommatus escheri 46° Pfirodni park Montseny, Barcelona, ESP
Polyommatus thersites 48°¢ Piirodni park Montseny, Barcelona, ESP
) Figols, Barcelona, ESP

Polyommatus hispana 168¢ )

a Peguera, Majorca, ESP
Lysandra coridon 174-184¢ Hady, Brno, CZ
Polyommatus ripartii 180° Ptirodni park Montseny, Barcelona, ESP
Polyommatus fulgens 206 Ptirodni park Montseny, Barcelona, ESP

aNguyen a kol. (2010); Pde Lesse (1953) citovany v Robinson (1971); ‘Lorkovi¢ (1941)
citovany v Kandul a kol. (2004); 9Descimon a Mallet (2009); ®de Lesse (1969) citovany
v Schmitt a kol. (2001); "Munguira a kol. (1994).

3.1.2. Méfeni velikosti genomu
Me¢éfteni velikosti genomu druhd uvedenych v Tab. Il bylo provedeno na pritokovém
cytometru CyFlow SL (zdrojem svétla je laser o vinové délce 532 nm; Partec GmbH., Miinster,

Némecko) ve spolupraci s Mgr. Petrem Kouteckym, Ph.D. v Laboratofi molekularni biologie
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rostlin PiF JU v Ceskych Budgjovicich. Analyza byla provedena pouzitim mozkové tkang
zamrazenych samcu. Jako standard byl vyuzit zavije¢ E. kuehniella se znamou velikosti
genomu 1C =0,45 pg (Buntrock a kol. 2012). Detailni postup méfeni velikosti genomu
prostiednictvim pratokové cytometrie vcetn¢ zpracovani dat je popsan V bakalaiské
praci Kreklova (2017). Velikost genomu byla vzdy méfena na tfech jedincich jednoho druhu,
vyjimkou byl druh P. fulgens u kterého byl z divodu nedostatku materialu méfen pouze jeden

jedinec.

3.1.3. Priprava chromozomalnich preparati

Chromozomalni preparaty byly pfipraveny tzv. ,,spreading® metodou podle prace Mediouni a
kol. (2004). Larvy modraskd byly v poslednim instaru pitvany ve fyziologickém roztoku
(Glaser 1917 citovany v praci Lockwood 1961; 0,9% NaCl, 0,042% KCI, 0,025% CaCly,
0,02% NaHCOs). Vypitvané kiidelni imaginalni disky byly inkubovany nejprve v
hypotonického roztoku 0,075 M KCI po dobu 10 min s naslednou fixaci 15-30 min ve fixazi
dle Carnoye (etanol, chloroform a kyselina mraven¢i v poméru 6:3:1). Ovaria byla piimo
fixovana na 15-30 min bez ptedchazejici hypotonizace. Takto fixované tkané byly nésledné
pteneseny wolframovou jehlou na podlozni sklo o¢isténé v kyselém etanolu (1% HCI v
etanolu) a macerovany v kapce 60% kyseliny octové. Po maceraci bylo skli¢ko pfeneseno na
histologickou ploténku vyhtatou na 45 °C, kde byla kapka s materidlem rozprostfena po
sklicku pomoci wolframové jehly az do témét uplného vypateni. Takto pfipravené
chromozomalni preparaty byly odvodnény v etanolové fadé (po 30-60 s v 70 %, 80 % a 100 %
etanolu) a uchovany v mrazaku pti -80 °C do dalsiho pouziti. Zbyla té€la housenek (samic i
samctll) byla jednotliv€ zamrazena v tekutém dusiku pro pozdé&jsi izolaci genomové DNA a

skladovéana v mrazaku pfti teploté -80 °C.

3.1.4. 1zolace genomové DNA (gDNA)

Ze zamrazenych housenek ¢i imag byla provedena extrakce gDNA pomoci
cetyltrimetylamoniumbromidu (CTAB) dle protokolu Winnepenninckx a kol. (1993). Tkan
byla homogenizovana a inkubovana 15-17 h pfi teploté 37 °C v extrakénim pufru (0,1 g
tkan¢/2,5 ml extrakéniho pufru) obsahujiciho 2% CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH 8), 40 mM
EDTA, 1,4 M NacCl, 0,2% B-merkaptoetanol a 0,1 mg/ml proteinazu K. Po inkubaci byl ptidan
stejny objem chloroformu s naslednou centrifugaci 15 min pii 9 000 rpm a teploté 4 °C. Do

nové zkumavky byla opatrné odebrana pouze vodna faze s gDNA. K vodné fazi byla pridana
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RNaza A jejiz vysledna koncentrace byla 50 mg/ml extrakéniho pufru. Smés byla inkubovana
30 min pfi teploté 37 °C. Poté byla smés spolu s 2/3 objemu isopropanolu precipitovana 2 h
pii pokojové teploté. Vysrazend DNA byla centrifugovana pii teploté 4 °C, 9 000 rpm na
15 min. Pelet byl pak jesté dvakrat promyt 70% etanolem a nakonec rozpus§tén ve vode.
Koncentrace takto izolované gDNA byla zméfena prostfednictvim Qubit
3.0 fluorometru (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a jeji kvalita zkontrolovana

spektofotometricky na pfistroji NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, USA).

3.1.5. Syntéza telomerického templatu (TTAGG)n
Telomericky templat byl pfipraven prostfednictvim beztemplatové polymerazové fetézové
reakce (PCR) popsané v Sahara a kol. (1999) s pouzitim primert ,,forward* (F) o sekvenci
5-TAGGTTAGGTTAGGTTAGGT-3", a reverse® (R) 0 sekvenci
5’-CTAACCTAACCTAACCTAAC-3". Slozeni reakce o objemu 100 pl bylo nasledujici:
0,5 uM primer F, 0,5uM primer R, 1x Ex Taq pufr, 0,8 MM dNTP mix, 2 U Ex Taq
polymerazy (TaKaRa, Otsu, Japonsko). Pii pozdé&jsim opakovani metody dochazelo k syntéze
kratkych amplikond, proto byla snizena inicidlni koncentrace obou primerti na 0,25 uM, ¢imz
se zvysSila primérna délka produktl. Teplotni profil reakce sestaval z poCatecni denaturace
90 s pti 94 °C, nasledované 30 cykly denaturace 45 s pti 94 °C, annealingu 30 s pfi 52 °C a
syntézy 60 s pii 72 °C. Zavérecna syntéza pii 72 °C trvala 10 min. Nasledné byla provedena
precipitace PCR produktu ptidanim 1/10 celkového objemu 3 M octanu sodného a 2,5nasobku
100% etanolu a inkubaci 1 h v -80°C. Vysrazena DNA byla centrifugovana 20 min,
14 000 rpm pti 4 °C, promyta 70% etanolem a opét centrifugovana pti 4 °C, 14 000 rpm na
5 min. Poté byl ¢aste¢né oschly pelet byl rozpustén pies noc ve vodé pfi teploté 4 °C.
Ziskany telomericky templat byl znovu piecistén pouzitim kitu Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) a nasledné byla zméfena jeho
koncentrace pomoci Qubit 3.0 fluorometru (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

dle protokolu vyrobce.

3.1.6. PCR s 18S-Gal-primery

Pomoci metody PCR byl amplifikovan gen pro 18S ribozomalni RNA (rDNA) z gDNA
obale¢e Cydia pomonella se specifickymi primery F: 5-CGATACCGCGAATGGCT-
CAATA-3" a R:5-ACAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC-3" (Fukova a kol. 2005).
Slozeni reakce o objemu 25 pl bylo: 10 ng templatové DNA, 0,5 uM primer F, 0,5 uM
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primer R, 0,2 mM dNTP, 1x Ex Taq pufr, 2 U Ex Taqg polymeraza (TaKaRa, Otsu, Japonsko).
Reakce probihala v termocykléru s poc¢ateni denaturaci pti 94 °C po dobu tfi minut. Poté
nasledovalo 30x opakovani denaturace 1 min pfi teploté 94 °C, nasedani primert 1 min pii
50 °C, syntéza 1 min pii teploté 72 °C. Zavére¢na syntéza pii teploté 72 °C trvala 5 min.
PCR produkt byl poté precistén prostfednictvim kitu Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, W1, USA) podle protokolu vyrobce a nasledn¢ byla
zm¢étena jeho koncentrace pomoci Qubit 3.0 fluorometru (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA).

3.1.7. Znaceni hybridiza¢nich sond

Samici izolovana gDNA, telomericky templat vyrobeny prostfednictvim beztemplatové PCR
a templatova rDNA byly znaceny metodou tzv. ,,nick translace* fluorochromem Cy3-dUTP
(Jenna Bioscience, Jena, Germany) nebo biotin-16-dUTP. Znacici reakce o objemu 40 ul
obsahovala ve vsech reakcich 2 pg DNA, 1X nick translaéni pufr (5 mM Tris-HCI, 0,5 mM
MgClz, 0,0005% BSA; pH 7,5), 10 mM B-merkaptoetanol, 50 uM dATP, 50 uM dCTP,
50 uM dGTP, 10 uM dTTP, 20 uM Cy3-dUTP/Fluorescein-12-dUTP/biotin-16-dUTP,
40 U DNA polymeraza | (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 0,01 U DNaza I.
Znacici reakce gDNA byla inkubovana v 15 °C po dobu 3,5 h, v piipad¢ telomerické DNA a
rDNA byla zkracena doba inkubace na 1 h. Reakce byla zastavena pfidanim 10x ,,loading*
pufru (50% glycerol, 250 mM EDTA, 5,9 mM bromphenol blue), jez byl v celkovém objemu

1x koncentrovany.

3.1.8. Barveni lakto-aceto-orceinem

Chromozomalni preparaty byly vyjmuty z mrazaku a odvodnény prostfednictvim etanolové
fady (70% - 80% - 100% po dobu 30-60 s). Pro detekci W-specifického heterochromatinu byly
preparaty obarveny 2,5% lakto-aceto-orceinem (2,5% orcein v 30% kyseliné octové a 30%
kyselin¢ mlé¢né). Po 55 min inkubace pii pokojové teploté byl orcein odmyt destilovanou
vodou. Oschlé chromozomalni preparaty byly pfipravené k inspekci pod fazovym kontrastem
mikroskopem Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss, Jena, Némecko) s chlazenou CCD kamerou
XM10. Pozice vyfocenych chromozomaélnich komplementli byly zaznamenany pro
dokumentaci pozdé¢jsich hybridiza¢nich experimenti. Digitalni snimky pofizené pomoci
programu cellSens 1.9 (Olympus Europa Holding, Hamburg, SRN) byly upravovany v

programu Adobe Photoshop, verze 9.0.
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Odmyti imerzniho oleje z preparatii bylo provedeno jejich ponofenim na 1 min do
xylenu a nasledné 1 min benzenu, ktery byl poté oplachnut destilovanou vodou. Inkubaci
chromozomalnich preparatd 2 min v metanolu s kyselinou octovou (3:1) doslo k odmyti
navazané¢ho orceinu. Takto oSetfené chromozomalni preparaty bylo mozné pouzit pro

fluorescencéni in situ hybridizaci.

3.1.9. Genomova in situ hybridizace (GISH)

Pro detekci pohlavniho chromozomu W na chromozomalnich preparatech byla pouzita metoda
genomové in situ hybridizace, ktera vyuziva fluorescenéné znacené celogenomové sondy
(Mediouni a kol. 2004).

Pied samotnou denaturaci preparati bylo provedeno jejich oSeteni roztokem RNasy
A (100 pg/ml) inkubaci 1 h v 37 °C, nasledované 30 min blokovanim v 5x Denhardtovo
reagens ve vodni lazni vyhtaté na 37 °C. Preparaty byly denaturovany pii teploté 68 °C 70%
formamidem v 2x SSC po dobu 3,5 min a poté ihned odvodnény ve studeném 70 % etanolu
(1 min) s naslednym dokon¢enim etanolové fady (po 30-60 s v 80% a 100% etanolu).

Hybridiza¢ni smés na kazdy preparat obsahovala 250 ng sami¢i znacené sondy,
kompetitorovou DNA a 25 ug sonikované DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich). Jako
specificky kompetitor byla pouzita sam¢i DNA (3 pg), ktera byla nejprve fragmentovana
inkubaci 20 min pii 99 °C. Hybridiza¢ni smés byla ptesrazena ptidanim 1/10 objemu 3 M
octanu sodného a 2,5nasobku objemu ledového 100% etanolu. Hybridiza¢ni smés byla pfi
teploté 4 °C centrifugovana 20 min na 14 000 rpm. Vysrazena sonda byla promyta studenym
70% etanolem a znovu 10 min sto¢ena. Vysrazena DNA byla pfi teploté 37 °C rozpusténa ve
50% deionizovaném formamidu a 10% dextran sulfatu v 2x SSC po dobu 30-45 min a
denaturovana pii teploté 90 °C po dobu 5 min a poté okamzité zchlazena na ledu.

Na denaturované chromozomalni preparaty bylo naneseno 10 ul hybridizacni smési.
Preparat byl prekryt krycim sklem (24 X 50 mm) jehoZ okraje byly piekryty kaucukovym
lepidlem Fixogum (Marabuwerke GmbH, Tamm, SRN). Chromozomalni preparaty byly takto
hybridizovany po dobu 3 dnui pii teploté 37 °C.

Po tfech dnech hybridizace bylo kauc¢ukové lepidlo odstranéno a kryci skla odmocena
ponofenim do 1% Tritonu X-100 v 0,1x SSC. Chromozomalni preparaty byly nasledné omyty
v 1% Tritonu X-100 v 0,1x SSC vyhiatém na teplotu 62 °C po dobu 5 min a poté byly promyty
2min v 1% llfotolu (Ilford). Na castecné oschlé preparaty byl nanesen roztok DAPI
(2-(4-amidinophenyl)-1H-indole-6-carboxamidin) v DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan)
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o finalni koncentraci 0,5 pg/ml. Poté byl preparat prekryt krycim sklem (24 x 50 mm) jehoz
okraje byly utésnény lakem na nehty.

Dokumentace vysledki byla provedena ve fluorescencnim mikroskopu Zeiss Axioplan
2 (Carl Zeiss, Jena, Némecko). Vzhledem Kk zaznamenanym pozicim jader na
chromozomalnich preparatech diive obarvenych orceinem bylo snadné tytéz chromozomalni
komplementy znovu dohledat a zdokumentovat chlazenou CCD kamerou XM10 pomoci
programu cellSens 1.9 (Olympus Europa Holding, Hamburg, SRN). V ptipad¢ nebarvenych

preparatti byly pozice jednotlivych jader zaznamenany pro piipad opakované hybridizace.

3.1.10. Fluorescen¢ni in situ hybridizace telomerickych sekvenci (telo-FISH)
Chromozomalni preparaty, na kterych byla provedena GISH byly opakované hybridizovany
tentokrat s telomerickou sondou. Preparaty byly nejdiive inkubovany 10-15 min ve vod¢ a
nasledné byl pinzetou odstranén lak na nehty. Kryci sklo bylo odmoceno v 2x SSC a preparaty
byly poté dvakrat promyty v 2x SSC po dobu 5 min pii pokojové teploté. Nasledné byla
provedena postfixace Cerstvé pfipravenym 4% paraformaldehydem v 2x SSC po dobu 10 min.
Preparaty byly znovu promyty tiikrat v 2x SSC. Inkubaci preparatti 10 min pfi teploté 70 °C
v 50% formamidu s 1% Tritonem X-100 v 0,1x SSC doslo k odmyti staré sondy a k denaturaci
chromozomtl, kterd byla zastavena ponofenim na 2 min do vychlazeného 70% etanolu. Déle
byly preparaty odvodnény etanolovou fadou. Timto zptisobem byly chromozomalni preparaty
denaturované a zbavené pivodni sondy, a tudiz pfipravené na aplikaci dal$iho hybridiza¢niho
mixu.

Dalsi postup telo-FISH byl stejny jako pro GISH (viz vySe) az na sloZeni
hybridiza¢niho mixu, které bylo nasledujici: 150 ng znacené telomerické sondy a 25 ug

sonikované DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich).

3.1.11. FISH s 18S rDNA sondou (rDNA FISH)
Tteti hybridizaci provedenou na chromozomalnich preparatech byla fluorescencni in situ
hybridizace s neptimou detekci biotinylované 18S rDNA sondy, ktera detekuje klastry geni
pro hlavni ribozomalni RNA (Fukova a kol. 2005).

Chromozomalni preparaty byly opét zbaveny navazané sondy a denaturovany stejnym
postupem jako pti pfedchozi hybridizaci. Hybridiza¢ni mix obsahoval 30 ng 18S rDNA sondy
znacené bitinem a 25 pg sonikované DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich). Jeho ptiprava

byla stejna jako v ptipadé GISH.
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Nasledujici den bylo provedeno odmyti nenavazané sondy. Kryci skla byla odstranéna
kratkym ponofenim preparati do 50% formamidu v 2x SSC. Poté byla sklicka ttikrat promyta
po 5 min v 50% formamidu v 2x SSC tentokrat vyhiatém na 46 °C. Pii stejné teploté byl
odmyt formamid nejdiive ponofenim 5 X 2 min do 2x SSC a poté byla skla tfikrat promyta
v 0,1x SSC vyhtatém na 62 °C po dobu 5 min. Nakonec byla sklicka promyta v 0,1% Tween
20 v 4x SSC pii pokojové teploté po dobu 15 min.

Po promyti byla nespecificka vazebna mista blokovana 20 min inkubaci blokujicim
roztokem 2.5% BSA v 4x SSC za pokojové teploty. Inkubaci skel 30 min se streptavidinem
konjugovanym se Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc, West Grove, PA, US)
doslo k detekci navazané sondy. Nenavazany streptavidin byl odmyt 3 X 3 min v 0,1% Tween
20 v 4x SSC vyhtatém na 37 °C.

Poté byly preparaty znovu blokovany 2,5% BSA v 4x SSC tentokrat po dobu 10 min.
Pro amplifikaci signalu byla sklicka pfi teploté 37 °C inkubovana 30 min s antistreptavidinem
(Vector Labs. Inc, Burlingame, CA, USA). Po opétovném odymti 3x 3 min v 0,1% Tween 20
v 4x SSC pii 37 °C, bylo zopakovano blokovani a inkubace 20 min se streptavidinem
konjugovanym s Cy3. Nenavazané protilatky byly odmyty 3x 3min v 0,1% Tween 20
v 4x SSC o teploté 37 °C.

Chromozomalni preparaty byly nakonec kratce promyty v 1% Ilfotolu (IIford). Témért
oschlé preparaty byly obarveny DAPI v DABCO a piekryty krycim sklem jehoz okraje byly
utésnény lakem na nehty. Vysledky byly dokumentovany pod fluorescenénim mikroskopem
stejné jako v predchozich piipadech. VSechny snimky byly nakonec pseudokolorovany,
slozeny a upravovany v programu Adobe Photoshop, verze 9.0.

3.2. Bioinformaticka analyza

3.2.1. Identifikace pohlavné vazanych ,,scaffoldi“ u ostruhacka Calycopis cecrops
Resekvenaéni data druhu Calycopis cecrops byla poskytnuta Dr. Qian Cong. Data byla
sekvenovana na platform¢ Illumina HiSeq 2500 (lllumina, San Diego, USA) metodou
parovych ¢teni (,,paired end*). Do analyzy byly zahrnuty 3 samci a 3 samice (Cong a kol.
2017; jedinci NVG-3306, NVG-3307, NVG-3515, NVG-4945, NVG-4946 a NVG-4947).
Srovnani hloubky ¢teni mezi pohlavimi bylo provedeno podle prace Mongue a kol.
(2017). Sekvence byly nejprve ocistény od technickych sekvenci a filtrovany na zakladeé
kvality pomoci softwaru Trimmomatic (verze 0.36; Bolger a kol. 2014). Byly odstranény

sekvence s délkou kratsi nez 75 bp a s primérnou kvalitou (,,Phred score®) pies ¢tyfi baze < 20
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(parametr ,,.SLIDINGWINDOW:4:20*). Kuvalita filtrovanych dat byla ovéfena pomoci
programu FastQC (verze 0.11.5; Babraham Bioinformatics, Babraham Institute, Camebridge,

UK, dostupny z http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Z databaze

LepBase (Challis a kol. 2016) byla ziskana genomova sekvence Calycopis cecrops verze 1.1
s maskovanymi repeticemi (Cong a kol. 2016), jenz byl indexovan prostiednictvim programu
Bowtie2 (verze 2-2.2.9) a nasledné byly k této referenci namapovany sekvence jednotlivych
filtrovanych knihoven pouzitim parametru ,,sensitive local alignment* (Langmead a Salzberg
2012). Vysledné alignmenty byly zpracovany pomoci softwaru Bedtools (verze 2.26.0;
Quinlan a Hall 2010). Pomoci nastroji genomecov a groupby byl zjistén median pokryti na
bazi (,,per base coverage*) pro kazdy ,,scaffold*.

V programu RStudio (Boston, MA, USA) byla provedena naslednd analyza a
vizualizace porovnavajici pokryti mezi samci a samicemi, pii které byly nejdiive odfiltrovany
,scaffoldy* s chybé&jicimi nebo nulovymi hodnotami a ,,scaffoldy* kratsi nez 10 Kbp. Hodnota
medianu pokryti pro kazdy ,,scaffold” u daného jedince byla normalizovana jeho celkovym
prumérnym pokrytim. Nakonec byla pro kazdy ,,scaffold” spocitana log, hodnota poméru
prumérného pokryti samce a samice (M:F). Za pohlavné vazané ,,scaffoldy* byly povazovany
ty s hodnotou log2(M:F) > 0,5.

3.2.2. Identifikace pohlavné vazanych transkripti u modraska Polyommatus icarus

Jelikoz byla donedavna u druhu Polyommatus icarus dostupna pouze transkriptomicka data,
byly u tohoto druhu pohlavné vazané sekvence analyzovany prostiednictvim komparativni
genomové hybridizace (CGH) na mikroc¢ipu (Baker a Wilkinson 2010, Yoshido a kol. v
revizi). K navrhu mikroc¢ipu bylo zapotiebi poskladat de novo transkriptom z dat, ktera byla

stazena z databaze NCBI SRA (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra; ptistupovy kod

SRR921636). Data byla sekvenovana na platform¢ Illumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego,
USA) metodou sekvenovani parovych cteni (,,paired end*).

Ocisténi transkriptomickych dat od technickych sekvenci a filtrovani na zakladé
kvality bylo provedeno pomoci softwaru Trimmomatic (verze 0.36; Bolger a kol. 2014) jak
bylo uvedeno v Kap. 3.2.1. Z filtrovanych sekvenci byl sestaven transkriptom de novo
prostiednictvim programu Trinity (verze 2.6.5) v zakladnim nastaveni dle protokolu Haas a
kol. (2013).

Samotny ndvrh mikro¢ipu a komparativni genomova hybridizace byly provedeny
RNDr. Annou Volenikovou. Pro tplnost je uveden strucny popis této metodiky. Pomoci

programu HaMStR (Ebersberger a kol. 2009) byly identifikovany 1:1 ortology k datasetu
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konzervovanych motylich ortolognich geni vytvofenym Kawaharou a Breinholtem (2014).
Komparativni genomova hybridizace na mikro¢ipu byla provedena podle prace Baker a
Wilkinson (2010). Nejprve byl dle identifikovanych ortolognich genti navrzen mikrocip
prostiednictvim Agilent Technologies eArray pro komparativni genomovou hybridizaci
(array CGH) s maximalnim poctem sond pro kazdy ortolog. Genomova DNA ¢tyf samic a ¢tyt
samcu izolované metodou CTAB byly dle protokolu vyrobce naznaceny prostiednictvim
znacici soupravy SureTag Complete DNA Labeling. Do kazdé znadici reakce byl ptidan
1 ug gDNA. Samic¢i gDNA byla zna¢ena Cy3-dUTP, zatimco sam¢i gDNA byla znacena
Cy5-dUTP. Samotna hybridizace na mikrogipu byla provedena v Nemocnici Ceské
Budgjovice, a.s. v Laboratofi molekularni biologie a genetiky pod vedenim Dr. Lehnerové.
Jako kompetitor byla pouzita sonikovana DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich).

Intenzita jednotlivych hybridizac¢nich signali byla extrahovana prostfednictvim
Agilent's Feature Extraction softwaru. Analyza a filtrovani dat bylo provedeno dle Baker a
Wilkinson  (2010) v programovacim  jazyce Python  (scripty  dostupné na:
https://github.com/anicka-v/aCGH_scripts). Ke zpracovani a grafické vizualizaci dat bylo dale
vyuzito RStudio (Boston, MA, USA). Pro kazdy ortolog byl vypocten median log2(M:F),
tj. log2 poméru saméi a samiéi intenzity fluorescence, vSech jeho sond. Vysledné hodnoty
medianu ze Ctyt replik byly zprumérovany. Transkript byl opét povazovan za pohlavné

vazany, pokud byla jeho primérna hodnota log>(M:F) > 0,5.
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4. Vysledky

4.1. Molekularné-cytogeneticka analyza

Pro ovéfeni poctu chromozomu testovanych druht (Tab. 1) a porovnani jejich poctu
mezi pohlavimi byly vyuzity chromozomalni preparaty z kiidelnich diskd a ovarii obarvené
DAPI (Obr.1). U samce modraska Polyommatus icarus byl potvrzen diploidni pocet
chromozomti 2n =46 (Obr. 8b), nicméné karyotyp samic odpovidal 2n =45 (Obr. 1a).
Vzhledem k malému mnozstvi chromozomalnich preparati druhu P. escheri nebyl na jediném
sami¢im chromozomalnim preparatu barveném 2,5% orceinem nalezen Zadny mitoticky
komplement. Nicméné pocet chromozomu se podafilo stanovit na komplementech ve stadiu
pachytene, kde byly jednotlivé bivalenty dostateéné rozestoupené (Obr. 1b). V ptipadé
zastupct s vysoce fragmentovanym genomem (L. bellargus, L. coridon, P. dorylas) bylo
obtizné uréit presny pocet chromozomi v jednotlivych mitotickych komplementech.
Stanoveni po¢tu chromozomu ztézovaly nedostate¢né rozestoupené chromozomy. Vzhledem
k malé velikosti a vysokému poctu chromozomi mohlo také snadno dochazet k jejich ztratam
pii tvorbé chromozomalniho preparatu ,spreading metodou. Ztoho davodu byly
zaznamenané pocty chromozomil pro kazdé pohlavi zprimérovany. Jednotlivé vysledky
spole¢né se smérodatnou odchylkou jsou uvedeny v Tab. Ill. Zaroven jsou zde uvedené pocty
chromozomt jednotlivych druht, které jsou udavany v literatufe spole¢né s jejich mistem
odchytu. Testované druhy vsak pochazely z jinych populaci.

Velikost genomu byla stanovena pritokovou cytometrii u sedmi druhd. Ziskané
hodnoty jsou spolu s prumérem a smérodatnou odchylkou zobrazeny v Tab. IV spoletné
S poCty chromozomil ziskanymi z literatury. Namétené hodnoty ukézaly, ze se Ceskd a
Spanélska populace modraska P. icarus mirné lisi ve velikosti genomu. Hodnoty z Tab.IV byly
dale vyuzity k testovani korelace mezi po¢tem chromozomil a velikosti genomu. Analyza
vicenasobné regrese ukazala pozitivni korelaci mezi po¢tem chromozomi a velikosti genomu
r(8) = 0,847, P < 0,05 (Obr. 2). Z dat je zaroven patrné, ze ackoli druhy s vysokymi pocty
chromozomul maji vétsi genomy, rozdil pfedstavuje max. 19 %. Ke zvySenému mnozstvi poctu
chromozomli u modraski tedy nedoSlo prostiednictvim polyploidizace, nybrz patrné
fragmentaci. Pfi ni dochazi ke zmenSovéani chromozomii, ¢emuz odpovidaji pozorované
mitotické komplementy (Obr. 1).

Ackoliv se karyotyp druhii s vysokym po¢tem chromozomu (L. bellargus, L. coridon

a P.dorylas) skladda z mnoha malych chromozomi, zaroven byly ve vsSech mitotickych
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komplementech pozorovany dva velké chromozomy (Obr. ¢, d). V ptipad¢ druhu P. dorylas
byly u samice detekovany dokonce tii velké chromozomy, jeden vyrazné vétsi nez zbylé dva
(Obr. 1e). U sam¢iho pohlavi byly ve vétsiné komplementt tohoto druhu pozorovany dva pary
velkych chromozomii (Obr. 1f). Rozdil mezi pohlavimi naznacuje, ze nejvetsi element
v sami¢im komplementu P.dorylas patrné¢ piedstavuje chromozom W. V sami¢im
komplementu modraska P. icarus byly pozorovany dva vyrazné velké chromozomy, z nichz
jeden byl charakteristicky pfitomnosti konstrikce (Obr. 1a, 8a). Také u samce byly viditelné
dva vétsi chromozomy oproti zbylym chromozomum v komplementu (Obr. 8b). Dva velké
elementy v saméich mitotickych metafazich byly detekované také v Nguyen a kol. (2010). U
druhu P. escheri nebyl v pachytennich komplementech pozorovan zadny vyrazné velky
bivalent.

Na samic¢ich preparatech byla provedena genomova in situ hybridizace (GISH),
tj. hybridizace celogenomové samic¢i sondy s nadbytkem neznacené saméi kompetitorové
gDNA diky ¢emuz bylo mozné detekovat pohlavni chromozom W. GISH potvrdila, Ze u v§ech
druht je jednim z velkych chromozomi pohlavni chromozom W (Obr. 1), z ¢ehoz lze soudit,
ze druhym velkym chromozomem je chromozom Z. V piipadé P. dorylas GISH potvrdila, ze
je chromozom W nejvétSim chromozomem v samiim karyotypu a dva zbylé nejveétsi
chromozomy tak odpovidaji chromozomtim Z; a Z» (Obr. 1e). U tohoto druhu je tedy pfitomen
systém mnohocetnych pohlavnich chromozomi WZ1Z>. U druhi L. bellargus, L. coridon a
P. dorylas sami¢i sonda naznacila cely chromozom W (Obr. 1c-e), zatimco u druhu P. icarus
hybridizovala pouze k jeho intersticialni ¢asti (Obr. 1a). Ackoliv ma modrasek P. escheri
podobné jako P. icarus nizky pocet chromozomd, velikost jejich pohlavnich chromozomu se
lisi. Na rozdil od P. icarus je chromozom W druhu P. escheri pravdépodobné nejmensim
chromozomem Vv karyotypu. Zarovenn chromozom Z tohoto druhu, ktery se staci kolem

mensiho chromozomu W, neni vyrazné vétsi nez okolni autozomy (Obr. 1Db).
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Obr. 1: Karyotypy studovanych druhti. a, c-e Genomova in situ hybridizace se znacenou samici
celogenomovou sondou. a Sami¢i mitoticky komplement druhu P.icarus 2n=45. Samici
celogenomova sonda u tohoto druhu naznadila pouze intersticialni ¢ast chromozomu W. Sipka ukazuje
na pohlavni chromozom Z, ktery byl identifikovan na zakladé jeho velikosti viéi ostatnim
chromozomim a viditelné konstrikce (viz nize). b Pachytenni chromozomalni komplement samice
druhu P. escheri barveny 2,5% lakto-aceto-orceinem, kde pohlavni chromozom W je silné zbarveny
po celé své délce, coz naznaCuje jeho heterochromatinovou strukturu. Dle pocétu bivalentd
v komplementu byl odvozen diploidni pocet chromozomt 2n=46. Zparovani pohlavnich
chromozomi W a Z v bivalentu lze odvodit, Ze chromozom Z je vét§i nez chromozom W, okolo

kterého se chromozom Z obta¢i. ¢ Sami¢i mitoticky komplement druhu L. bellargus s 2n = cca 89.
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Samiéi celogenomova sonda hybridizovala k nejvétsimu chromozomu v komplementu, ktery tak
predstavuje pohlavni chromozom W, a to po celé jeho délce. Sipka ukazuje na predpokladany
chromozom Z. d Mitoticky komplement samice druhu L. coridon, jehoz diploidni poc¢et chromozomi
je 2n = cca 126. Také u tohoto druhu byl nejvétsi chromozom v karyotypu identifikovan jako pohlavni
chromozom W. Sipka ukazuje na piedpokladany chromozom Z. e Mitoticky komplement samice druhu
P. dorylas, kde 2n =cca 282. Sami¢i sonda hybridizovala po celé¢ délce nejvétsiho chromozomu
v karyotypu. Sipky ukazuji na pohlavni chromozomy Z; a Z,. f Saméi mitoticky komplement

P. dorylas barven DAPI, jehoz karyotyp je 2n = cca 272. Sipky ukazuji dva pary (jeden vétsi a druhy
mensi) pohlavnich chromozoml Z; a Z», které jsou nejvétsimi chromozomy v saméim karyotypu.
Chromozomy byly podbarveny DAPI (modrd), sonda detekujici pohlavni chromozom W

fluorochromem Cy3 (Cervena). Méfitko 10 um.

Tab. I11: Primérny pocet chromozomi (2n) testovanych samic a samci v porovnani s udavanym

poctem chromozomi z literatury.

Druh 2n SD Lokalita 2n dle literatury Lokalita*
P.icarus 9 45 n/a Cz
462 Ccz
P.icarus & 46 n/a Cz
P. escheri @ 46 n/a ESP 46° n/a
L. bellargus ¢ 86" 3.58 Ccz
) 90° cz
L. bellargus & 88 3.86 Cz
L. coridon ¢ 141 23.64 cz 174.184% ESP, F, IT,
L. coridon & 165 14.59 Ccz Balkan
P. dorylas @ 284" 10.17 cz
N 298-302¢ ESP
P. dorylas & 268 13.84 Cz

SD — smérodatna odchylka; n/a — Chybé&jici data; "Primérna hodnota. *Lokalita odchytu jedinct
uvedenych v literatuie; “Karyotyp pozorovany u populaci ze Spané&lska, Francie a Itilie byl
2n = 174-176, zatimco u balkanské populace byly detekovany karyotypy 2n = 180-184; ®Nguyen a kol.
(2010); de Lesse (1953) citovany v Robinson (1971); °de Lesse (1969) citovany v Schmitt a kol.
(2001); “Lorkovi¢ (1990) citovany ve Wiemers (2003).
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Tab. IV: Haploidni velikosti genomu (1C) stanovené prutokovou cytometrii spole¢né s diploidnimi

pocty chromozomt udavanych v literatuie.

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Pramér 1C

Druh SD 2n
(Pg) (P9) (Pg) DNA (pg)

P. icarus (C2) 0,63 0,63 0,63 0,63 0,004 462
P. icarus (ESP) 0,62 0,62 0,62 0,62 0,001  46°
P. escheri (ESP) 0,70 0,69 0,70 0,70 0,013  46°
P. thersites (ESP) 0,67 0,66 0,67 0,66 0,012  48°
L. hispana (ESP) 0,70 0,70 0,71 0,70 0,009 168
L. coridon (CZ) 0,71 0,69 0,71 0,70 0,015 179%
P. ripartii (ESP) 0,73 0,73 0,74 0,74 0,011  180f
P. fulgens (ESP) 0,74 n/a n/a 0,74 n/a 218

SD — Smérodatna odchylka; n/a — Chybé&jici data; “Primérna hodnota 2n = 174-184; *Nguyen a kol.
(2010); °de Lesse (1953) citovany v Robinson (1971); “Lorkovié¢ (1941) citovany v Kandul a kol.
(2004); “Descimon a Mullet (2009); de Lesse (1969) citovany v Schmitt a kol. (2001); 'Munguira a
kol. (1994).
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Obr. 2: Graf zavislosti poétu chromozomi (2n) na velikosti genomu (1C)

(2n = -870,0039+1436,7225*1C).

Barveni samicich preparati pachytennich chromozomii 2,5% orceinem umoZnilo
detekci bivalentu pohlavnich chromozomi u studovanych modrasktt (Obr. 3). Vzhledem
k vysoce heterochromatinové struktuie by mél byt chromozom W ve srovnani se zbylymi

chromozomy silné€ji zbarveny, coz bylo patrné u vétSiny komplementd druhti P. icarus
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(Obr. 3a) a P. escheri (Obr. 3b). V piipadé druht L. bellargus, L. coridon a P. dorylas nebylo
barveni chromozomu W tak vyrazné (Obr. 3c, d, €). Nicméné ve vSech ptipadech byl pohlavni
chromozom W zvyraznén téméf po celé své délce. Vyjimkou byl druh P. icarus, u kterého byl
vyrazny heterochromatinovy blok pouze Vv intersticialni ¢asti chromozomu W. Zarovei byla u
nékterych komplement tohoto druhu pozorovéana asociace bivalentu pohlavnich chromozomui
se slab&é zbarvenou strukturou jadérka (Obr. 3a). Z toho vyplyva, ze pohlavni chromozomy
modraska P. icarus pravdépodobné nesou transkripéné aktivni klastry genu pro hlavni
ribozomalni RNA (rDNA). Naopak chromozom W modraska P. escheri byl vzhledem ke své
vysoce heterochromatinové struktuie siln€ zvyraznén orceinem po celé své délce. Na obrazku
je tak dobfte vidét parovani pohlavnich chromozomt, kdy se del$i chromozom Z obtac¢i kolem
mensiho chromozomu W (Obr. 1b, 3b). Toto parovani bylo pozorovano u naprosté vétSiny
pachytennich komplementt druhu P. escheri.

Pro ovéfeni a spolehlivéjsi detekci chromozomu W byla na samicich
chromozomalnich preparatech pouzita také genomova in situ hybridizace (Obr. 4). Z vysledki
je patmé, ze sonda znacila vicemén& stejné Useky jako v pfipadé barveni 2,5%
lacto-aceto-orceinem. Uroveii heterochromatinizace chromozomu W modraska P. icarus se
piekvapivé liSila mezi jednotlivymi jedinci. U vétSiny testovanych samic GISH zvyraznila
pouze intersticialni oblast odpovidajici ¢tvrtiné chromozomu (Obr. 4a), coz odpovida také
detekci hybridiza¢niho signalu na mitotickém komplementu (Obr. 1a, 8a) a barveni orceinem
(Obr. 3a). U jedné z testovanych samic vSak GISH oznacila zhruba polovinu chromozomu W
(Obr. 4b), coz naznaCuje moznou existenci karyotypovych ras liSicich se pohlavnimi
chromozomy. Ackoliv maji druhy P. icarus a P. escheri stejny pocet chromozomd, z vysledki
GISH je patrné, Ze jejich chromozomy W se velice lisi (Obr. 4a, b). Zatimco chromozom W
druhu P. icarus je znacen pouze z ¢asti, u modraska P. escheri je znaceny po celé své délce.
Zaroven byl chromozom W ve vSech komplementech tohoto druhu typicky pielozeny a
obklopeny chromozomem Z. To naznacuje, ze u tohoto druhu je chromozom W mensi nez
chromozom Z (Obr. 4c). U druhu L. coridon byl na jednom konci chromozomu W detekovan
DAPI pozitivni blok. PfestoZe se na zaklad¢ barveni orceinem zdalo, Ze je chromozom W u
tohoto druhu diferencovany po celé své délce, roztrouseny hybridizacni signdl celogenomova
samic¢i sondy zvyraznil siln¢€ jen asi 2/3 chromozomu W (Obr. 4d). Také u druhu L. bellargus
byl na jednom konci bivalentu pohlavnich chromozomi patrny heterochromatinovy blok a na
rozdil od barveni orceinem, samic¢i celogenomova sonda pii GISH detekovala pouze vnitini
¢ast chromozomu W (Obr. 4e). U druhu P. dorylas GISH detekovala heterochromatinové

bloky podél celého pohlavniho chromozomu W, ackoli sonda vyrazné hybridizovala
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pfedevSim k interscticialni oblasti chromozomu W. U tohoto druhu vSak byla kvalita

hybridiza¢niho signalu v nékterych komplementech slabsi (Obr. 4f).

Obr. 3: Sami¢i pachytenni jadra stuovan)'Ich druhti barvena , Iaktoceto-orceinem, ktery
umoziuje detekci pohlavniho chromozomu W na sami¢ich chromozomalnich preparatech. Sipka
ukazuje na pohlavni bivalent rozpoznatelny na zakladé rozdilného chromomerového vzoru
sparovanych chromozomi. a Komplement druhu P. icarus, kde orcein siln€ nabarvil na chromozomu

W pouze intersticialni blok heterochromatinu. Zaroven byla s bivalentem pohlavnich chromozomi
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asociovana struktura patrné odpovidajici jadérku (N). b Jadro druhu P. escheri, jehoz chromozom W
byl siln¢ zbarven po celé své délce a typicky se paroval s chromozomem Z. ¢ Komplement druhu
L. bellargus. Barveni slabé zvyraznilo cely chromozom W. d Jadro modraska L. coridon. Bivalent
pohlavnich chromozom je delSi nez autozomalni bivalenty. Chromozom W je slabé zbarven po celé
své délce. e Komplement modraska P. dorylas, u kterého je bivalent pohlavnich chromozomu vyrazné
delsi nez bivalenty tvofené autozomy. Chromozom W byl vyrazné zbarven po celé své délce. Métitko

10 pm.

Obr. 4: Genomova in situ hybridizace na samicich pachytennich bivalentech studovanych druht
modraskd. a Typicky bivalent pohlavnich chromozomu P. icarus, u kterého sami¢i celogenomova
sonda hybridizovala pouze na intersticialni ¢ast chromozomu W. V mist¢ euchromatinové casti
chromozomu W bylo pozorovano jadérko (N). b Bivalent pohlavnich chromozomi pozorovany u
jediné samice P.icarus, u které sonda zvyraznila polovinu chromozomu W. ¢ Typické parovani
pohlavnich chromozomti W a Z u P. escheri, u kterého sonda hybridizovala po celé délce chromozomu
W. d U L. coridon byl na zdklad¢ barveni DAPI identifikovan na jednom konci pohlavniho bivalentu
blok heterochromatinu. Ttetina na opaéném konci chromozomu W téméf nebyla sondou detekovana.
e U L. bellargus byl detekovan DAPI pozitivni blok na jednom konci chromozomu a hybridizaéni
signal sami¢i sondy silné oznacil intersticialni oblast chromozomu W. f U P.dorylas byly

heterochromatinové bloky detekovany po celé délce chromozomu W. Chromozomy byly podbarveny
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DAPI (modra), sonda detekujici pohlavni chromozom W fluorochromem Cy3 nebo fluoresceinem

(Cervena). Sipky oznacuji silné DAPI pozitivni heterochromatinovy blok. Méfitko 10 pum.

Na chromozomalnich preparatech byla zaroven provedena fluorescencni in situ
hybridizace s (TTAGG), telomerickou sondou (telo-FISH) pro ovéfeni ptitomnosti telomer u
zastupcl s vysoce fragmentovanym genomem. Zaroven jsou telomerické sondy vhodné pro
detekci trivalentt, u kterych sonda hybridizuje také v intersticialni oblasti, popfipadé mize
detekce signald V intersticialni oblasti indikovat neo-pohlavni chromozomy jejichz telomery
zustaly zachovany i po fizi.

U vSech testovanych druh byla potvrzena pfitomnost telomerické sekvence na
koncich chromozomt. A to i u zastupct s vysokym poctem chromozomu, coz potvrzuje, ze
jsou u téchto druhti po fragmentaci telomery na koncich chromozoma syntetizovany de novo
(Obr. 5). Vysoky pocéet chromozomit komplikovalo nalezeni dostate¢né rozvolnénych jader, u
kterych by bylo mozné spolehlivé a detailné analyzovat ptitomnost intersticialnich
telomerickych sekvenci. Pfesto se podafilo v kombinaci s GISH ovéfit ptitomnost
telomerickych sekvenci na bivalentech pohlavnich chromozomi (Obr. 6). Zatimco u druhii
P. escheri, L. bellargus a L. coridon nebyly telomerické signaly mimo konce pohlavnich
chromozomui detekovany (Obr. 5b a 6b, c), v ptipadé P. icarus a P. dorylas byly intersticialni
telomerické signaly pozorovany (Obr. 6a, d). Intersticialni telomericky signal byl u P. icarus
detekovan pouze v misté rozhrani euchromatinové Casti, kterd nenese jadérko, a intersticialni
heterochromatinové ¢asti chromozomu W, ktera siln€ hybridizovala se sami¢i celogenomovou
sondou (Obr. 5a, 6a). Telo-FISH byla provedena pouze u jedné ze dvou pozorovanych
karyotypovych ras P. icarus (Obr. 4a, b). Toto pozorovani spole¢né s liSicim se karyotypem
mezi pohlavimi naznacuje mnohocetné pohlavni chromozomy u P.icarus. Pfitomnost
intersticialniho telomerického signalu u P. dorylas (Obr. 5e, 6d) tak potvrzuje, ze tii velké
chromozomy pozorované Vv samicich mitotickych komplementech (Obr. 1e) ptedstavuji

pohlavni chromozomy W, Z; a Z», které spolecné tvoii trivalent.
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Obr. 5: Fluorescen¢ni in situ hybridizace stelomerickou sondou na samicich pachytennich
komplementech testovanych druhd. U vSech testovanych druhti byly detekovany telomerické signaly
na koncich chromozomi. Bivalent pohlavnich chromozom byl identifikovan na zaklad¢ rozdilného
chromomerového vzoru a rozdilné velikosti. a P. icarus. b P. escheri. ¢ L. bellargus. d L. coridon. e
P. dorylas. U druht P.icarus (a) a P.dorylas (e) byl na pohlavnim bivalentu detekovan také
intersticialni telomericky signal (oznaceno Sipkou). Chromozomy byly podbarveny DAPI (modra),

sonda detekujici telomery Cy3 nebo fluoresceinem (zluta). Métitko 10 um.
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Obr. 6: Kombinace genomové in situ hybridizace a fluorescenéni in situ hybridizace s telomerickou
sondou na samiéich pachytennich bivalentech pohlavnich chromozomu druhi P.icarus (a),
L. bellargus (b), L. coridon (c) a P. dorylas (d). Terminalni telomericky signal byl detekovan u vSech
druhi. Na bivalentech pohlavnich chromozomi druhti P.icarus (a) a P.dorylas (d) byly navic
detekovany intersticialni telomerické sekvence (Sipka). Chromozomy byly podbarveny DAPI (modrd),
sonda detekujici pohlavni chromozom W fluorochromem Cy3 nebo fluoresceinem (Cervena) a
telomericka sonda (TTAGG), Cy3 (Zluta). N — Jadérko. Méfitko 10 pm.

Posledni analyzou provedenou na téchto chromozomalnich preparatech byla FISH se
sondou pro 18S rDNA (Obr. 7). U modraska P. icarus byly rDNA klastry gent detekovany na
bivalentu pohlavnich chromozomii u obou karyotypovych ras (Obr. 7a, b) a to v oblasti
odpovidajici euchromatinové ¢asti chromozomu W, coz je v souladu s pozorovanou asociaci
jadérka s pohlavnimi chromozomy pozorovanou v pfedchozich experimentech (Obr. 3a, 4a,
6a). Na samicich mitotickych komplementech byl hybridiza¢ni signal detekovan na jednom
velkém chromozomu, ktery nebyl oznacen samiéi celogenomovou sondou (Obr. 8a). Zaroven
byla na tomto chromozomu v misté vazby 18S rDNA sondy pozorovana konstrikce, ktera je
pravdépodobné vysledkem aktivni transkripce rDNA. V ptfipadé¢ samcich mitotickych
komplementt 18S rDNA sonda hybridizovala ke dvéma nejvétsim chromozomiim karyotypu
(Obr. 8b). Na zaklad¢ pozorovani lze odvodit, Ze se klastry genti 18S rDNA tohoto druhu

nachazeji na pohlavnim chromozomu Z. U P.escheri mitotické komplementy nebyly
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k dispozici. V pachytennich samicich jadrech vSak sonda hybridizovala k jednomu
autozomalnimu bivalentu (Obr. 7¢). U druhu L. coridon nesou geny pro 18S rRNA dva pary
autozomdi, coz doklada detekce dvou (Obr.7e) a &tyf (Obr. 8c) hybridizacnich signala
vV mitotickém a pachytennim komplementu. U druhu L. bellargus FISH s 18S rDNA sondou
detekovala v sami¢im pachytennim komplementu dva autozomalni bivalenty nesouci rDNA
lokusy, které se liSily intenzitou hybridiza¢niho signalu (Obr. 7d). Na sami¢ich mitotickych
komplementech pak sonda hybridizovala na tii autozomy. Jeden z téchto autozomu je tedy pro
rDNA lokus heterozygotni (Obr. 8d). U P. dorylas v pachytennim komplementu sonda
hybridizovala k jednomu autozomalnimu bivalentu (Obr. 7f), coz odpovida dvéma

autozomim nesoucim rDNA detekovanym v mitotickych komplementech (Obr. 8e).
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Obr. 7: Genomova in situ hybridizace a fluorescenéni in situ hybridizace se sondou pro 18S rDNA na
samiCich pachytennich komplementech testovanych druhi. a, b 18S rDNA sonda hybridizovala na
pohlavni bivalent u obou populaci druhu P. icarus. V obou piipadech sonda hybridizovala v misté
euchromatinové casti pohlavniho chromozomu W. ¢ P. escheri; hybridiza¢ni signal detekoval rDNA
na jednom autozomalnim bivalentu. d L. bellargus; 18S rDNA sonda oznacila hybridiza¢ni signaly na
dvou autozomalnich bivalentech. Jeden ze signalti byl vyrazné slabsi nez druhy. e L. coridon; rDNA
byla detekovana na dvou autozomalnich bivalentech. f P. dorylas; rDNA byla lokalizovana na jediném
autozomalnim bivalentu. Chromozomy byly podbarveny DAPI (modrd), sonda detekujici pohlavni
chromozom W fluorochromem Cy3 nebo fluoresceinem (Eervena), biotinem znacena sonda detekujici
rDNA byla detekovana streptavidinem konjugovanym se Cy3 (zelena). Sipky oznacuji rDNA lokusy.
Meéfitko 10 pm.
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Obr. 8: Genomova in situ hybridizace a fluorescenéni in situ hybridizace se sondou pro 18S rDNA na
mitotickych komplementech testovanych druhd. a Sami¢i komplement P.icarus, jehoz karyotyp
odpovida 2n=45, u kterého 18SrDNA sonda hybridizovala na druhy nejvétsi element
v komplementu, pohlavni chromozom Z, v misté konstrikce chromozomu. b Sam¢éi jaro P. icarus,
jehoz diploidni pocet chromozomi je 2n = 46, byly detekovany dva hybridiza¢ni signaly 18S rDNA
sondy, na nejvétsim chromozomalnim paru, ktery odpovida pohlavnim chromozomtim Z. ¢ Samici
komplement druhu L. coridon, 2n =cca 129; sonda detekovala celkem c¢tyii rDNA lokusy na
autozomech. d Samic¢i jadro L. bellargus, s 2n = cca 87; sonda odhalila tfi autozomalni rDNA lokusy.
e Samiéi jadro P. dorylas, sestavajici z 2n =cca 275, ve kterém sonda detekovala pouze dva
autozomalni rDNA Kklastry. Chromozomy byly podbarveny DAPI (modrd), sami¢i celogenomova
sonda detekujici pohlavni chromozom W fluorochromem Cy3 nebo fluoresceinem (Cervena), biotinem
znadena sonda detekujici rDNA byla detekovana streptavidinem konjugovanym se Cy3 (zelena). Sipky

ukazuji na lokusy rDNA. Méfitko 10 pm.
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4.2. Bioinformaticka analyza

Jelikoz vysledky cytogenetické analyzy naznacovaly pfitomnost neo-pohlavnich chromozomu
pfinejmensim U modraskd P.icarus a P.dorylas, byla s vyuzitim genomickych a
resekvenacnich dat dostupnych pro blizce piibuzného ostruhacka rudopruhého (Calycopis
cecrops, Theclinae; Cong a kol. 2016) provedena srovnavaci analyza hloubky cteni
(,,coverage™) mezi pohlavimi. Tato analyza schopna identifikovat sekvence vadzané na
diferencované oblasti pohlavnich chromozomi byla pouzita k testovani hypotézy, ze
pozorované¢ mnohocetné pohlavni chromozomy vznikly jiz u spolecného predka skupin
Polyommatinae a Theclinae.

Na obr. 9 je vynesen histogram hodnot logaritmu normalizovaného medidnu poméru
hloubky ¢éteni samce a samice C. cecrops pii zakladu 2 [log2(M:F)], ze kterého je patrné
bimodalni rozdéleni, kdy autozomalni sekvence, jejichz hloubka ¢teni se mezi pohlavimi nelisi
(M:F = 1) tvoti hlavni vrchol distribuce s log2(M:F) ~ 0. Z-vazané sekvence, jejichz hloubka
¢teni je u samci 2x vétSni nz u samic (M:F =2), pak tvofi vyrazné¢ mensi vrchol
s log2(M:F) ~ 1. Distribuce vykazuje plynuly ptechod mezi vrcholy, coZ je patrné zpisobeno
ptitomnosti chimérickych ,,scaffoldi” v genomové sekvenci C. cecrops (Mongue a kol. 2017).
Jako Z-vazané ,scaffoldy” byly oznaceny ty slog2(M:F)>0,5 ¢imz bylo identifikovano
200 Z-véazanych ,,scaffoldi“ na kterych bylo anotovano 1049 gend. Jelikoz je u motyll
pomérné vysoka troven syntenie (Ahola a kol. 2014), je mozné konzervovanym ortologim
ptifadit chromozomalni pozici ziskanou z referenéniho genomu hnédaska kostkovaného
Melitaea cinxia, jehoz karyotyp 2n = 62 odpovida ancestralnimu karyotypu (Ahola a kol.
2014; Obr. 10). Vysledky ukazuji, Ze je genovy obsah chromozomu Z mezi C. cecrops a
M. cinxia zna¢né konzervovany. Vysledky tak nepodporuji piitomnost diferencovanych
neo-pohlavnich chromozomi vzniklych fuzi ancestralnich pohlavnich chromozomi a

autozomu u C. cecrops.
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Obr. 9: Distribuce normalizovaného medianu poméru hloubky ¢teni (,,coverage®) samce (M) a samice
(F) ostruhacka Calycopis cecrops. PreruSovana ¢ara zna¢i mezni hodnotu 0,5 mezi pfedpokladanymi
autozomalnimi ,,scaffoldy (Seda) a Z-vazanymi ,,scaffoldy* (¢ervena) s délkou > 10 tis. bazi. Jako

Z-vazanych tak bylo identifikovano 200 ,,scaffoldi* nesoucich 1 049 gent.
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Chromozomalni lokalizace v genomu M. cinxia

Obr. 10: Log. hodnoty normalizovaného medianu poméru hloubky ¢teni samce (M) a samice (F) genu
ostruhacka Calycopis cecrops sdruzené dle chromozomalni lokalizace jejich ortolog v genomu
Melitaea cinxia. Prerusovana ¢ara znaci mezni hodnotu 0,5 mezi pravdépodobnymi autozomalnimi
(modrd) a Z-vazanymi (Cervena) ortology. Naprosta vétSina z celkem 197 ortologli konzervovanych
mezi C. cecrops a M. cinxia lezicich na chromozomu Z M. cinxia (odpovida chromozomu 1) je
pohlavné vazana také u ostruhacka. Z-vazanych geni C. cecrops, které maji ortology na jednotlivych

autozomech M. cinxia, je velmi malo a netvofi jednotny syntenni blok.

Dostupna transkriptomicka data P. icarus byla slozena de novo a pouzita RNDr. Annou
Volenikovou k identifikaci 5 851 konzervovanych ortologii. Tyto ortologni sekvence byly
pouzity pro ndvrh mikrocipu pro komparativni genomovou hybridizaci (array CGH)
obsahujiciho celkem 43 493 sond. Z-vazané transkripty byly identifikovany porovnanim
intenzity fluorescence mezi sam¢i a samié¢i sondou, kdy je u samct o¢ekavana dvakrat vyssi
intenzita nez u samic, zatimco autozomalni sekvence by mély mit intenzitu fluorescence
srovnatelnou. Na Obr. 11 je zobrazen histogram logz hodnot poméru samici intenzity
fluorescence zarray CGH [log2(M:F)]. Za Z-vazané ortology jsou povazovany ty
s log2(M:F) > 0,5. Celkem byly ziskany hodnoty pro 5 837 gent, z nichz bylo identifikovano
235 jako Z-vazanych. Ortologim byla pfidélena chromozomalni lokalizace na zaklad¢ jejich
pozice V referencnim genomu M. cinxia. Log2(M:F) hodnoty sdruzené dle piislusnosti
k chromozomim M. cinxia (Obr. 12) ukazaly, ze vétSina Z-vazanych ortolog P. icarus lezi

na chromozomu Z (tj. chromozom 1) M. cinxia. Ackoli cytogenetické analyzy jasné ukazuji
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na pritomnost neo-pohlavnich chromozomi u P. icarus, array CGH neidentifikovala zadny
syntenni blok, ktery by byl autozomalni v ancestralnim karyotypu reprezentovaném
chromozomy M. cinxia a Z-vazany u P. icarus. Vysledky tak naznacuji, Ze pokud u P. icarus
skutecné¢ jsou piitomny neo-pohlavni chromozomy, jsou velmi mladé a dosud

nediferencované.

O Autozomalini transkripty
W 7-vazané transkripty
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Log2(M:F)
Obr. 11: Distribuce logz hodnot poméru sam¢i a sami&i intenzity fluorescence [10g2(M:F)] ziskanych
array CGH u Polyommatus icarus. Pferusovana ¢ara zna¢i mezni hodnotu l0g2(M:F) = 0,5 oddélujici

pravdépodobné autozomalni (Sedd) a Z-vazané sekvence (¢ervena). Z celkem 5 837 ortologd jich bylo

jako Z-vazanych identifikovano 235.
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Obr. 12: Log, hodnoty poméru saméi a samiéi intenzity fluorescence [10g2(M:F)] ziskanych pomoci
array CGH u modraska Polyommatus icarus sdruzené dle chromozomalni lokalizace jejich ortologt
v genomu Melitaea cinxia. PieruSovand ¢ara zna¢i mezni hodnotu log2(M:F) =0,5 mezi
pravdépodobnymi autozomalnimi (modra) a Z-vazanymi (Eervena) ortology P. icarus. Vysledky
ukazuji zna¢nou konzervovanost genomého obsahu chromozomu Z mezi P.icarus a M. cinxia
(chromozom 1). Také autozomalni ortology M. cinxia zistavaji dle svych log2(M:F) az na vyjimky
autozomalni u P. icarus. Vysledky neidentifikovaly zadny syntenni blok M. cinxia, ktery by

byl pohlavné vazany u P. icarus.
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5. Diskuze

Cilem této prace bylo stanoveni velikosti genomu a analyza pohlavnich chromozomu
vybranych zastupci eledi Lycaenidae. Celed’ Lycaenidae je vhodnym modelovym systémem
pro studium role chromozomalnich zmén pii procesu speciace vzhledem Kk obrovské
karyotypové variabilité mezi blizce ptibuznymi druhy. Soucasti této prace proto bylo otestovat
hypotézu o zvySovani poctu chromozomii u modraski vlivem polyploidizace. Z toho divodu
byla provedena inspekce mitotickych komplementt studovanych druhi, ktefi se lisili v poctu
chromozomuti 2n =45-284 a méieni velikosti genomu sedmi vybranych druhi modraska
prostfednictvim pratokové cytometrie. K detekci pohlavniho chromozomu W v pachytennich
jadrech bylo pouzito barveni 2,5% lacto-aceto-orceinem spole¢né s genomovou in situ
hybridizaci (GISH). K ovéfeni pfitomnosti telomerickych sekvenci u druhti s vysokym poétem
chromozomti byla pouzita fluorescenéni in situ hybridizace s telomerickou (TTAGG)a
sondou. Protoze pfedbézné vysledky naznacovaly asociaci jadérka s pohlavnimi chromozomy
u modraska Polyommatus icarus byl u studovanych druhii pomoci fluorescenéni in situ
hybridizace s nepiimo znacenou sondou pro 18S ribozomalni DNA zjistovan pocet a ditribuce
rDNA lokust. K identifikaci pohlavné vazanych sekvenci ostruhacka Calycopis cecrops a
P.icarus byla pouzita srovnavaci analyza hloubky c¢teni a komparativni genomova
hybridizace na mikrocipu.

Jak bylo jiz mnohokrat zminéno, modrasci jsou jednou z nejvariabilnéj$ich skupin
motyld, co se ty€e poctu chromozomi, coz bylo potvrzeno také v této praci. Nicméné masivni
fragmentace chromozom komplikuje urceni jejich pfesného poctu, protoze jsou chromozomy
malé, a tak hute detekovatelné a zaroven pti ,,spreading* technice mize snadno dochazet ke
ztraté chromozomu. Z toho diivodu nebylo mozné u zastupct s fragmentovanym genomem
inspekci mitotickych komplementti urcit pfesny pocet chromozomt, a proto se pravdépodobneé
vysledky lisi od publikovanych dat (Tab. I11). Nicmén¢ jedinci zahrnuti v analyze pochazeli z
Ceské republiky, a tedy z jiné populace nez diive analyzovany material. P¥i¢inou proto miize
byt také variabilita v poc¢tu chromozomu mezi jednotlivymi populacemi, ktera byla potvrzena
pravé u modraska L. coridon, jehoz karyotyp 2n = 174-176 je bézny u populace z jizni Evropy
(Spanélsko, Francie a Italie), zatimco balkanskd populace ma komplement sloZzeny z
2n = 180-184 (de Lesse 1969 citovany v Schmitt a kol. 2001). Namétené velikosti genomt
(Tab. IV) u vybranych zastupct zaroven potvrdily, Ze mechanismem zodpovédnym za vysoky
pocet chromozomu u modraskii neni polyploidizace, ale mnohonasobné¢ chromozomalni

rozpady, coz potvrzuje hypotézu Lorkovice (1990 citovany v Kandul a kol. 2007). Vzhledem
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k nizkému poc¢tu chromozomu v karyotypu druhu P. icarus bylo jednodussi urcit jejich piesny
pocet. Piekvapivé byly zjistény rozdily mezi pohlavimi, kdy samice mély 2n =45 a samci
2n =46 (Obr. 1a, 8b). Vzhledem k malému mnozstvi chromozomalnich preparati se U
P. escheri nepodafilo detekovat mitotické komplementy, a proto byl poet chromozomu
odecten z poctu bivalentti v pachytenim jadie (Obr. 1b).

GISH ukazala, ze nejvétSimi chromozomy v karyotypu testovanych modraski
(vyjimkou byl druh P. escheri) jsou pohlavni chromozomy (Obr. 5a 7), a to i u druhii s vysoce
fragmentovanym genomem. Pohlavni chromozomy modraska si tedy dosud neznamym
zpisobem zachovavaji svou velikost a nepodléhaji fragmentaci, kterd by mohla zptsobit
neunosnou selektivni zaté¢z (Ennis 1976). U druht P. icarus, L. bellargus a L. coridon byly
pozorovany na chromozomu W euchromatinové bloky, které nebyly znacené samici
celogenomovou sondou, coz nepiimo naznacuje, Ze by mohlo jit o neo-pohlavni chromozomy
(Carabajal Paladino a kol. 2019, Mongue a kol. 2017). Zarovenn rDNA FISH ukazala, Ze se u
druhu P. icarus pravé euchromatinova ¢ast paruje S usekem chromozomu Z, ktery nese klastry
gent pro hlavni rRNA, zatimco u druhd L. bellargus a L. coridon jsou tyto geny na
autozomech (Obr. 7). Jejich neo-pohlavni chromozomy proto pravdépodobné vznikly
nezavisle na sobé. U n&kterych jedinct druhu P.icarus byly dokonce detekovany dva
euchromatinové bloky zobou stran segmentu chromozomu W znafeného samici
celogenomovou sondou. Zda se, ze v ramci druhu P.icarus dochazi opakované k fazim
pohlavniho chromozomu W s autozomy podobné jako tomu bylo u makadlovek tribu
Gnoreschemini (podéeled” Gelechiinae) (Carabajal Paladino a kol. 2019). Ackoliv ma druh
P. escheri stejny pocet chromozomu v haploidnim jadie jako druh P. icarus, tj. 2n = 46, jejich
pohlavni chromozomy jsou velmi odlisné. U P.icarus byl chromozom W nejvétsim
chromozomem karyotypu a zaroven obsahoval vzdy alespon jeden euchromatinova blok,
zatimco chromozom W P.escheri byl mensi nez homolog Za zaroven byl silné
heterochromatinizovany po celé své délce (Obr. 4). Na rozdil od ostatnich testovanych druht
se pohlavni chromozomy P. escheri vyznamné nelisi svou velikosti 0d autozomii. Zda se tedy,
ze by jeho karyotyp mohl piedstavovat ancestralni stav modraski, ve kterém n = 24 a pohlavni
chromozomy nejsou nejvétsimi v karyotypu. U P. icarus je velikost pohlavnich chromozomu
zjevné dand opakovanymi fuzemi s autozomy, zatimco u ostatnich druhti je to ddno zejména
masivni fragmentaci, které pohlavni chromozomy nepodléhaji. Nicméné na zaklade
pozorovaného hybridiza¢niho signalu u druht s fragmentovanym genomem mohly hrat svou
roli také fhze sautozomy. Jakym zplisobem se pohlavni chromozomy modraskii brani

fragmentaci dosud neni znamo. Dle Ohna (1969) by za ochranu pohlavnich chromozomu pied
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fragmentaci mohla byt zodpovédna kompenzace genomové davky, jelikoz pti fragmentaci
pohlavniho chromozomu by mohlo dojit k naruseni kompenzace exprese pohlavné vazanych
gentl. Nicméné se zda, ze by mohlo jit o obecny rys karyotypové evoluce motyli. Narang a
Gupta (1982) identifikovali par velkych chromozomu pfitomny v Karyotypu Archaeoattacus
edwardsii sestavajiciho z 2n = 128 jako pohlavni chromozomy. Podobné byla u bélaski rodu
Leptidea pozorovana znac¢na variabilita v poctu chromozomid. Nicméné pozorované
komplexni mnohocetné systémy pohlavnich chromozomii zlstavaji stabilni a druhové
specifické (Sichova a kol. 2015, 2016).

Stejné jako v praci Vershinina a kol. (2015) fluorescen¢ni in situ hybridizace
s telomerickou (TTAGG)n sondou potvrdila, Ze i pfes masivni fragmentace chromozomi
dokazou modrasci obnovovat telomerické sekvence de novo. Kromé terminalnich
telomerickych sekvenci byly na pohlavnich bivalentech detekovany také intersticidlni
telomerické sekvence, a to u dvou testovanych druhi P. dorylas a P. icarus (Obr. 5a, e a 63, d).
U druhu P.dorylas byly vsamé¢im mitotickém komplementu detekovany ctyfi velké
chromozomy, zatimco v sami¢im komplementu byly detekovany pouze tfi, z nichZ jeden byl
genomickou in situ hybridizaci identifikovan jako pohlavni chromozom W (Obr. 1e, f). Tyto
vysledky spolu s detekci telomerického signalu v intersticialni oblasti pohlavniho bivalentu
znacdi, Ze jde ve skutecnosti o trivalent stdvajici z chromozomi neo-WZ1Z>, ptipadné WZ1Zo.
Genomova in situ hybridizace u tohoto druhu oznacdila vyrazné heterochromatinové bloky
podél celého chromozomu W. Pokud tedy pohlavni chromozom W zfizoval s autozomem,
muselo dojit v prubéhu evoluce k degeneraci euchromatinové ¢asti neo-W. Nicméné
Vv takovém piipadé musel chromozom neo-W vzniknout mnohem diive nez pouze u tohoto
druhu. U modraska Polyommatus (Plebicula) atlanticus, jehoz karyotyp 2n =448-452
pfedstavuje nejvyssi pocet chromozomt u diploidnich eukaryot, byl skute¢né u samce také
pozorovan jeden par velkych chromozomi a jeden par stfedné velkych chromozomd, které by
mohly odpovidat chromozomim Z: a Z» (Lukhtanov 2015). Zaroven vSak nelze vyloudit
moznost, ze chromozomy Z1 a Z» vznikly rozpadem ptivodniho chromozomu Z u spole¢ného
predka téchto dvou druhd. V piipadé druhu P. icarus byly intersticialni telomerické sekvence
detekovany pouze u jedincu, ktefi nesli dva euchromatinové bloky na chromozomu W a to na
rozhrani heterochromatinové a euchromatinové ¢asti, na které nebyl lokalizovan signal rDNA
sondy (Obr.5a a 6a). Ancestralni pohlavni chromozomy W a Z tedy u tohoto druhu
pravdépodobné nejprve zfuzovaly s autozomem nesoucim klastry rDNA gent, které vSak
vlivem rekombinace na chromozomu W zanikly (viz nize). Pozdéji chromozom neo-W

fazoval s dal§im autozomem, jehoz homolog se stal chromozomem Z».
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Jak jiz bylo feceno, u druhu P.icarus je rDNA lokalizovana na pohlavnim
chromozomu Z (Obr. 8a, b). Nicméné u ostatnich zastupct lezely klastry rRNA genl na
autozomech. U L. bellargus byly v pachytenim komplementu pozorovany dva hybridiza¢ni
signaly, jeden silnéjsi a druhy slabsi. Stejna rDNA distribuce u P. icarus a L. bellargus byla
pozorovana také v praci Nguyen a kol. (2010). Nicmén¢ detekce hybridiza¢niho signdlu na
mitotickém komplementu druhu L. bellargus v této praci (Obr. 8d) odhalila, Ze je rDNA
lokalizovana pouze na tfech autozomech a ne Ctyfech jak se autoii domnivali, tj jeden
chromozom je heterozygotni pro rDNA lokus. Nguyen a kol. (2010) navrhli
hypotézu multiplifikace rDNA klastrGi genli u modraska prostiednictvim chromozomalnich
rozpadii. Nicméné vysledky této diplomové prace a také prace Vershinina a kol. (2015) jsou
V rozporu s touto hypotézou. Vershinina a kol. (2015) provedli detekci rDNA klastra genii u
odlisnych zastupct modraskt rodu Agrodiaetus s pocty chromozomii n = 10-108 a detekovali
u témef vSech druhi v haploidnich komplementech pouze jeden signal. Vyjimkou byl pouze
druh P. (A.) senmanensis (n =27), kde byly identifikovany dva signaly na nehomolognich
chromozomech. Tyto vysledky nepodporuji teorii multiplikace klastru rDNA genil u motyli
vlivem fragmentace chromozomt. Naopak dle Vershinina a kol. (2015) si udrzuji stav, ktery
se zda byt ancestralnim, a to jediny rDNA lokus na paru homolognich chromozom1.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkd lze hypotetizovat, ze u P.icarus, P.dorylas a
Lysandra spp. doslo k fizim mezi pohlavnimi chromozomy a autozomy. Pohlavni
chromozomy piedstavuji jednu z nejzajimavéjsich ¢asti genomu a jejich zmény mohou hrat
roli v kliCovych evolu¢nich procesech jako je adaptace a speciace (Nguyen a Carabajal
Paladino 2016). Ackoliv je fad motyli znam stabilni organizaci genomu (Ahola a kol. 2014),
objevuji se neo-pohlavni chromozomy u celé fady taxonti (Mongue a kol. 2017, Nguyen a kol.
2013, viz Kap. 1.2.). Naptiklad v ¢eledi Gelechioidea doslo hned ke dvéma fuzim mezi
pohlavnimi chromozomy a autozomy (viz Kap. 1.2.). Evoluce neo-pohlavnich chromozomu
prostfednictvim mnohondsobnych fuzi pohlavniho chromozomu s autozomem se zda byt
Castym zdrojem mnohoCetnych pohlavnich chromozomt a byla popsana napiiklad u
Stétconose Orgyia antiqua a Orgyia thyellina svysoce odvozenymi karyotypy a u
geografickych poddruhti martinace Samia cynthia (Yoshido a kol. 2005b, 2011). U stétconose
O. antiqua (2n =28) byl detekovan bivalent sestavajici se z neo-pohlavnich chromozomi
neo-W/neo-Z, které nenesly klastry rDNA genu a u kterych genomova in situ hybridizace
zvyraznila pouze jednu tfetinu délky neo-W chromozomu. Naopak u stétconose O. thyellina,
se snizenym poctem chromozomi na 2n =23, byl pozorovan trivalent pohlavnich

chromozomt neo-ZW1W,. Chromozom W; obsahoval na rozdil od Wi jen kratky kus
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heterochromatinu, ale stejné jako odpovidajici ¢ast neo-Z chromozomu také navic rDNA.
Z toho Yoshido (2005) odvozuje tii kroky evoluce pohlavnich chromozomu S$tétconosi.
Nejdiive doslo k fuzi ancestralnich pohlavnich chromozom WZ s parem autozomt, ¢imz
vznikly neo-W a neo-Z chromozomy, které byly pozorovany u O. antiqua. V dal$im kroku
doslo k fuzi téchto neo-pohlavnich chromozomi s parem autozomt nesoucim rDNA lokus.
Poslednim krokem evoluce pak byla fragmentace neo-W na dvé ¢asti, ¢imz vznikl trivalent
neo-ZWi1W., ktery byl detekovan u O. thyellina. U alopatricky rozsifenych geografickych
poddruhit martinaée Samia cynthia ssp. byly pozorovany hned ¢tyfi rizné chromozomalni
systémy s odlisnymi karyotypy. U martinae Samia cynthia ricini s 2n=279/283 chybi
chromozom W, a proto maji samice konstituci Z0, zatimco samci ZZ, u S. c. walkeri
(2n =269/26) byla pozorovana konstituce neo-Wneo-Z/neo-Zneo-Z, u S. c. subsp. indet.
(2n = 252/263) dokonce neo-WZ1Z,/Z1Z1Z>Z> a v neposledni fadé konstituce WZ/ZZ, ktera
je piitomna u S. c. pryeri (2n = 289/283) a ktera se zda byt na zakladé molekularniho slozeni
chromozomu W dle prace Yoshido a kol. (2013) ancestralni.

Na fixaci neo-pohlavnich chromozomu v populaci se mohou podilet evolu¢ni
mechanismy jako je selekce, geneticky drift ¢i meioticky drive (Charlesworth a Charlesworth
1980, Kirkpatrick 2016, Yoshida a Kitano 2012). Analogicky meiotickému drivu Bure§ a
Zedek (2014) navrhli hypotézu holokinetického drivu pro druhy s holokinetickymi
chromozomy, ktery mtize ovlivnit po¢ty chromozom fixaci fizi ¢i rozpadi. Chromozomalni
rozpady mohou byt doprovazeny deleci repetitivnich tsekit DNA. Pokud drive preferuje
prenos malych chromozomil, bude uptfednostiiovat ty u kterych doslo ke ztratdm repetic, ¢imz
dojde ke snizeni velikosti genomu. Naopak fuze chromozomli mize byt spojena
s namnozenim repetic vedouci ke zvySeni velikosti genomu. Pocet chromozomu tak dle
hypotézy holokinetického drivu negativné koreluje s velikosti genomu (Bures a Zedek 2014).
Holokineticky drive nebyl na motylech dosud fadn¢ testovan, avSak porovname-li napft. u
bélaski rodu Leptidea velikosti interfaznich komplementi (analogie velikosti genomu)
a pocty jejich chromozomd, zjistime, ze neni Vv souladu s predikci holokinetického drivu
(Sichova a kol. 2015). Vysledky analyzy dostupnych karyotypovych dat a velikosti genomi
motylt dokonce naznacuji pozitivni korelaci mezi poctem chromozomil a velikosti genomu
(Kreklova 2017). Také vysledky ziskané v této praci ukazuji u modraski pozitivni korelaci
mezi poc¢tem chromozomu a velikosti genomu (Obr. 2).

Jednim z dalSich mechanismi zprostiedkovavajicim chromozomalni fize muize byt
pohlavné antagonisticka selekce (Charlesworth a Charlesworth 1980). V takovém piipadé se

alela, kterd je prospéSna pouze pro jedno pohlavi, mize prostiednictvim fuze dostat na
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pohlavni chromozom. Nguyen a kol. (2013) detekovali u obale¢e Cydia pomonella
(Tortricidae) neo-Z chromozom, ktery vznikl fazi ancestralniho pohlavniho chromozomu
Z s autozomem odpovidajicim chromozomu 15 u referen¢niho druhu bource B. mori. Podobné
byla prokazana faze chromozomu Z s autozomem, odpovidajicimu chromozomu 2 B. mori u
bélaska Pieris napi (Pieridae; Hill a kol. 2019) a ptedivky Yponomeuta evonymella
(Yponomeutidae; Provaznikova a Nguyen nepublikované vysledky), ¢i chromozomu 16
B. mori u monarchy Danaus plexippus (Nymphalidae; Mongue a kol. 2017). Suetsugu a kol.
(2013) ve své praci identifikovali geny exprimované ve specifickych tkanich u B. mori a
zjistili, ze 75 % gend s expresi specifickou pro vaje¢niky je lokalizovano v klastrech na
chromozomech 2, 10, 15 a 16. Zda se tak, ze by fuze pohlavnich chromozomu s autozomy u
motylt mohly byt fixovany pisobenim pohlavné antagonistické selekce zvyhodnujici vazbu
genl dilezitych pro sami¢i reprodukéni Gspésnost na pohlavni chromozomy. Fazemi také
dochazi ke zmén¢ vazebnych vztahti ¢imz je ovlivnéna mira rekombinace gend (Butlin 2005).
Vzhledem k tomu, ze chromozom Z se u fadu Lepidoptera vyznamné podili na postzygotické
a prezygotické izolaci, hraje dilezitou roli v procesu speciace. Fuze pohlavniho chromozomu
s autozomem tak muze piivést do vazby reprodukéni izolaci a adaptivni znaky, coz mulze
usnadnit vznik novych druhti. K tomu mohlo dojit napfiklad u zminéného obalece Cydia
pomonella (Nguyen a kol. 2013).

Pohlavné vazané sekvence lze detekovat také prostfednictvim bioinformatickych
nastroji (Palmer a kol. 2019). Toho vyuzili napiiklad Mongue a kol. (2017), ktefi
identifikovali pohlavné vazané syntenni bloky u motyld rodu Danaus prostiednictvim
porovnani hloubky ¢teni (,,coverage*) mezi samci a samicemi. Z-vazané ,,scaffoldy* 1ze totiz
rozeznat diky jejich dvojnasobnému zastoupeni u samcii ve srovnani se samicemi. Porovnanim
Z-vazanych gent s referenénim genomem B. mori autofi zjistili, Ze se neo-pohlavni
chromozom Z Danaus spp. sklada z ancestralniho chromozomu Z a autozomu ktery je
homologni k chromozomu 16 referen¢niho druhu B. mori. Jelikoz vysledky cytogenetické
analyzy na modrascich naznacuji pfitomnost neo-pohlavnich chromozomd, byla srovnéavaci
analyza hloubky c¢teni mezi pohlavimi provedena u jediného druhu celedi Lycaenidae
s osekvenovanym genomem a dostupnymi resekvenanimi daty pro ob€ pohlavi, ostruhacka
Calycopis cecrops (Theclinae). Vysledky analyzy nicméné neo-pohlavni chromozomy u
C. cecrops nepotvrdily (Obr. 9, 10) a proto neo-pohlavni chromozomy modraskt nemohly
vzniknout u spole¢ného predka skupin Polyommatina a Theclinae, ale az pozdéji po oddéleni
téchto dvou linii. Dale byla vyuzita dostupna transkriptomickd data modraska P.icarus

Z nichz byl de novo sestaven transkriptom pouzity pro navrh sond pro array CGH. Porovnanim
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mezi samci a samicemi byly identifikovany Z-vazané ortology na zaklad¢ jejich dvounasobné
intenzity fluorescence u samct (Obr.11). Nicméné porovnani jejich chromozomalni
lokalizace v referen¢nim genomu M. cinxia ukazalo, Ze je genovy obsah chromozomu Z mezi
P. icarus a M. cinxia zna¢né konzervovany a neodhalilo Zadné syntenni bloky autozomalniho
ptavodu (Volenikova A a Nguyen P, nepublikované vysledky; Obr. 12). Nicmén¢, pozorovana
variabilita pohlavniho chromozomu W Vramci jedné populace naznacuje, Ze jsou tyto
neo-pohlavni chromozomy pomérné velmi mladé, a tudiz v rané fazi diferenciace.

V navazujicim vyzkumu by proto bylo vhodné u P.icarus identifikovat pohlavné
vazané sekvence naptiklad prostfednictvim porovnani hustoty SNP (,,single-nucleotide
polymorphism®) mezi pohlavimi (Darolti a kol. 2019). Dal§i moznosti je nastroj
SEX-DETektor, ktery z dat rodi¢t a potomku identifikuje autozomalni a Z- ¢i W-vazané geny
na zaklad¢ segregace SNP (Muyle a kol. 2016).
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6. Souhrn

Molekularné cytogenetickd analyza provedena u zastupcti ¢eledi Polyommatinae, jmenovité
Polyommatus icarus, Polyommatus escheri, Lysandra bellargus, Lysandra coridon a
Polyommatus dorylas, orienta¢né potvrdila poc¢ty chromozomt u zkoumanych druhi z
literatury. Stanovené velikosti genomu pomoci prutokové cytometrie potvrdily pfimou
korelaci mezi po¢tem chromozomu a velikosti genomu. Nicmén¢ ziskana data ukazuji, ze u
modraskt nedoslo ke zmnozeni ancestralni chromozomalni sady, ale k rozsahlé fragmentaci
chromozomti. Velké chromozomy pozorované u vSech druht s vyjimkou P. escheri byly
identifikovany jako pohlavni chromozomy, coZz naznacuje, ze pohlavni chromozomy
modraski nepodléhaji fragmentaci. U P.icarus a P.dorylas byla potvrzena ptitomnost
mnohocetnych pohlavnich chromozomt. V ptipadé P. icarus vysledky dokonce naznacuji
existenci karyotypovych ras liSicich se konstituci pohlavnich chromozomu. Bioinformatické
analyzy provedené u ostruhacka Calycopis cecrops a modraska P.icarus nepotvrdily
ptitomnost neo-pohlavnich chromozomu vzniklych fuzi pohlavniho chromozomu a autozomu.
S pfihlédnutim  k cytogenetickym datim lze formulovat hypotézu, Ze neo-pohlavni

chromozomy P. icarus jsou mladé a tedy nediferencované.
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