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1 UVOD

1.1 Pohlavni chromozomy

Pohlavni chromozomy jsou nedilnou soucasti karyotypu vétsiny druhti zivocichii. Jsou
dédeény z generace na generaci a spolecné s dal$imi faktory se mohou podilet na uréeni pohlavi
potomka. Dle toho, jakymi pohlavnimi chromozomy organismus disponuje, rozliSujeme
pohlavi heterogametické nebo homogametické. Pohlavi homogametické mé pohlavni
chromozomy stejné, a tudiz tvoti z hlediska pohlavnich chromozom jeden typ gamet, kdezto
pohlavi heterogametické ma pohlavni chromozomy rizné a tvoti tak gamety dvojiho typu.
Podle toho, zda je heterogametickym pohlavim samice ¢i samec, lze rozliSit dva systémy (B.
Charlesworth, 1996). Prvni systém XX/XY (samice/samec) se nachdzi typicky u savcu,
vétSiny hmyzu a nckterych dalSich organismt. Druhy systém WZ/ZZ (samice/samec) je
charakteristicky pro motyly, ptdky a jiné Zzivocisné druhy, vcetné nékterych plazd,
obojzivelnikii a ryb (Bachtrog et al., 2014). Dale mizeme dle stupné diferenciace rozlisit
pohlavni chromozomy homomorfni a heteromorfni. Homomorfni chromozomy jsou si
podobné stavbou a nesou podobné sekvence, kdezto heteromorfni chromozomy jsou ¢astecné
nebo Uplné odlisné. Heteromorfni chromozomy miizeme nalézt napiiklad u savcl ¢i
octomilek (Wright et al., 2016). Naopak piikladem systému s homomorfnimi pohlavnimi
chromozomy je ryba ¢tverzubec (Kamiya et al., 2012) ¢i nelétavi bézci (Mank & Ellegren,
2007; Vicoso et al., 2013).

1.2 Evoluce pohlavnich chromozomi

Pohlavni chromozomy vznikly v rGznych skupindch eukaryot mnohokrat nezéavisle
na sobé (Wright et al., 2016). Teorii o vzniku pohlavnich chromozom Ize nalézt v literature
n¢kolik, nicméné tradi¢né pfijimana teorie o vzniku pohlavnich chromozomil popisuje jejich
vznik z paru autozomi pifes pohlavné antagonistickou selekci (B. Charlesworth, 1991).
Alternativné pfijimand teorie popisuje vznik pohlavnich chromozomi adopci chromozomu B
(Clark & Kocher, 2019; Lewis et al., 2021).

Proces vzniku pohlavnich chromozom dle tradi¢ni teorie zac¢ina u paru homolognich
autozomu, kdy se na jeden z autozomu piesune lokus zodpovidajici za urceni pohlavi (B.
Charlesworth, 1996; D. Charlesworth et al., 2005). Z tohoto paru autozomi se tak stavaji

proto-pohlavni chromozomy. Pokud se lokus determinujici pohlavi piesunul z jiného paru



pohlavnich chromozom, tak se tento pfesun nazyva jako "turnover". V opacném piipadé¢, kdy
se pohlavni chromozomy v systému nevyskytuji, tak pohlavné deterministicky lokus muze
vzniknout u hermafroditt, kde musi dojit ke dvéma mutacim. Prvni mutace vede ke snizeni
tvorby samcich gamet, ¢imz vznikne samice, ktera koexistuje s hermafroditem tvoficim stale
oba typy gamet. Druha mutace, ktera se u hermafrodita objevi, vede ke snizeni tvorby samicich
gamet a tudiz vznikd samec (Abbott et al., 2017; Wright et al., 2016). Po vzniku proto-
pohlavnich chromozomil se dostavaji do vazby s pohlavné deterministickym lokusem geny
specifické pro urcité pohlavi. Jelikoz je vyhodné, aby se tyto geny dédily vzdy spolecné, je
mezi nimi posilend vazba a snaha o snizeni miry rekombinace, kterd by vazbu mezi nimi
rozbila. Pisobenim pohlavné antagonistické selekce se do blizkosti dostavaji také geny
vyhodné pravé pro jedno pohlavi, a tim se oblast se snizenou rekombinaci miize rozsifovat.
NejsnazS§im zptisobem jak zabranit rekombinaci je utvofeni inverze, kterd zamezi
homolognimu parovéani (Bachtrog, 2006; D. Charlesworth et al., 2005; Rice, 1987). Nékteré
recentni publikace ovSem se zamezenim rekombinace skrz inverzi rozporuji, a to kvili
nedostatku empirickych dikazi takového procesu. V tvahu pfichdzi mozné zamezeni
rekombinace pfes neadaptivni proces, napiiklad skrz tzv. neutrdlni model. Tento model
vysvétluje snizeni miry rekombinace skrz hromadéni neutralnich mutaci v blizkosti pohlavné
determinujiciho lokusu s piredpokladem, ze jakékoliv mutace snizuji pravdépodobnost
rekombinace (Jeffries et al., 2021). Témito procesy se v heterozygotnim pohlavi z proto-
pohlavnich chromozomi stavaji diferencované pohlavni chromozomy (Wright et al., 2016).
Dalsim krokem v evoluci pohlavnich chromozomtl je jejich postupna degenerace. Tim,
ze pohlavni chromozomy v heterozygotnim pohlavi pfestavaji rekombinovat, se mohou
na pohlavnim chromozomu Y ¢i W hromadit skodlivé mutace a projevit se Hill-Robertsonovy
interference. Ty zahrnuji efekt Mullerovy rohatky, selekce na pozadi a "hitchhiking"
(Bachtrog, 2006; B. Charlesworth & Charlesworth, 1997; Rice, 1987). Zbaveni se skodlivych
mutaci a rozbiti interferenci napoméhé pravé rekombinace, kterd u homozygotniho pohlavi
funguje. Pohlavni chromozomy X ¢i Z tedy mohou témto efektim unikat, a tak se svoji
skladbou podobaji spiSe autozomim. Naopak pohlavni chromozomy Y a W hromadi ¢im dal
vice mutaci, ztraceji geny, akumuluji mobilni elementy, a dochdzi k jejich
heterochromatinizaci (Steinemann & Steinemann, 2005). V pfipad¢, ze pohlavni chromozom
Y ¢i W ztrati pohlavné deterministickou funkci, tak mize z karyotypu vymizet a vznikaji tak
systémy X0/XX a Z0/ZZ. Nasledné¢ muze dojit k jiz zminénému "turnoveru" a objevuje se

novy systém determinace pohlavi. Pokud je do néjaké miry rekombinace ¢i genova konverze



v heterozygotnim pohlavi zachovéna, tak se mize chromozom Y ¢i W zbavovat mutaci, a tim
se ozdravovat (Abbott et al., 2017; Bachtrog, 2006; Wright et al., 2016).

Evoluce pohlavnich chromozomu ale neni takto pfimoc¢ara. Pohlavni chromozomy
mohou fizovat s autozomy za vzniku neo pohlavnich chromozomi neo-Y a neo-X ¢i neo-W
a neo-Z. Takové neo pohlavni chromozomy (neo-Y a neo-W) maji pak ¢ast, kterd je vysoce
diferencovana atvofend heterochromatinem pochazejicim ze starého pohlavniho
chromozomu. Stupen heterochromatinizace ¢asti pochdzejici z autozomu zavisi pfedevsim na
stafi fuze. Plivodné autozomdlni ¢ast tudiz mize byt na zacatku typicky euchromatinova,
ovSem postupné muize degenerovat a heterochromatinizovat (Nguyen et al., 2013; Yoshido et
al., 2011). Pohlavni chromozomy mohou také podl¢hat St€peni a vznikaji tak systémy

s n€kolikanasobnymi pohlavnimi chromozomy (Yoshido et al., 2020).

1.3 Pohlavni chromozomy motyla

Motyli (Lepidoptera) jsou nejvétsi zijici skupinou organismi, u které se nachazi
heterogametické samice. Typicky se tedy u tohoto taxonu nachazi konstituce pohlavnich
chromozomlt WZ ¢i Z0 pro samice a ZZ pro samce. Za puvodni, tedy ancestralni stav, je
povazovana chromozomalni konstituce Z0/ZZ (samice/samec), ponévadz je charakteristicka
pro bazalni druhy motyli a rovnéz pro sestersky taxon chrostici (Trichoptera). Naopak
konstituce pohlavnich chromozomi WZ/ZZ (samice/samec) je charakteristicka
pro pokrocilou skupinu Ditrysia, zahrnujici valnou vétSinu Zijicich druht fadu Lepidoptera
(Sahara et al., 2012).

Existuje ovSem i n¢kolik dosud studovanych ptipadi, kdy byl vyskyt chromozomu W,
typicky pro pokrocilé druhy, prokazéan i u bazalnich druht motyli. Naptiklad Volenikova
vroce 2015 studovala ve své diplomové praci bazalni druh hrotnokiidlece (Hepialidae),
Phymatopus californicus, v jehoz karyotypu chromozom W objevila. Naopak u né¢kterych
druht pokrocilych motyli mize chromozom W chybét. Tak tomu je naptiklad u poddruhu
martind¢e pajasanového, Samia cynthia (Saturnidae), u kterého byla prokézéna druhotna
ztrata pohlavniho chromozomu W (Yoshido et al., 2016). Dalsim ptikladem budiz
riznorozec olSovy, Aethalura punctulata (Geometridae), u kterého byla rovnéz zaznamendna
absence chromozomu W (Hejnickova et al., 2021).

Pohlavni chromozomy se mohou u motyli nachazet v numerickych variantach.
Naptiklad u bélaskii rodu Leptidea jsou numerické varianty ponc¢kud ¢asté a nachazi se zde
systémy, které mohou mit i Ctyfi chromozomy W a ¢tyfi chromozomy Z. Tento konkrétni

ptipad byl odhalen u druhu Leptidea reali (Sichova et al., 2015). Spravny rozchod



mnohocetnych chromozomi béhem meidzy je pak zajiStén tvorbou multivalentii (Traut &
Marec, 1997; Yoshido et al., 2005).

Chromozomy u motyll, vcetné téch pohlavnich, nebyly dosud u vétSiny druhti
zkoumany. Je tomu tak ptfedevS§im kvili jejich vysokému poctu s nejcastéjSim stavem
2n = 60/62 a také charakteristicky malé velikosti a nelokalizované centromefe. Je tedy mozné,
ze s dal$imi studiemi pohlavnich chromozomii budou ptipady, které se vymykaji ptivodnim

konceptiim, ptibyvat (Traut et al., 2007).

1.3.1 Chromozom Z

Pohlavni chromozom Z se svoji stavbou podobd autozomim. Obvykle neni
degenerovany a nachazi se na ném mnoho funkénich genti. Chromozom Z se u samct motyli
nachdazi obvykle ve dvou kopiich, kdezto u samic pouze v jedné kopii (Traut et al., 2007). Pti
zkoumani sekvenci na chromozomu Z bylo odhaleno, Ze je tento chromozom napfi¢ fadem
Lepidoptera konzervovany a ma zachovanou syntenii. To bylo zjiS§téno porovnavanim
chromozomli Z rOznych druhlt motyld s chromozomem Z modelového druhu
bource morusového (Bombyx mori) a odhalenim homologie mezi nimi (Dalikova et al., 2017;

Fraisse et al., 2017).

1.3.2 Chromozom W

Pohlavni chromozom W je ve vétSin¢ piipadi velice odliSny od pohlavniho
chromozomu Z. Typicky je motyli chromozom W oproti chromozomu Z velikostné mensi,
degenerovany a obsahuje velice malo funkénich genti (Traut et al., 2007, 2013). Chromozom
W je casto tvofen zcela nebo z casti heterochromatinem a je v somatickych tkénich
transkripéné inaktivni (Traut et al., 2019; Traut & Marec, 1996). Tvorba velkych blokl
heterochromatinu je pravdépodobné zplisobena vysokym zastoupenim repetitivnich sekvenci
na tomto chromozomu (Abe et al., 2005; Fukova et al., 2007; Hejnickova et al., 2023; Traut
et al., 2013). Tim, Ze se chromozom W kondenzuje do heterochromatinu, jej 1ze u nékterych
druhti pozorovat v polyploidnich interfaznich jadrech jako takzvany sex chromatin (Traut et
al., 2007; Traut & Marec, 1996). I pfes svou vysokou miru degenerace muze byt chromozom
W velice dulezity pii pohlavni determinaci jedince. Naptiklad u bource morusového (B. mori)
byl na chromozomu W objeven lokus Fem, ktery ma funkci hlavniho spoustéce pohlavné

determinujici drahy smérem k samici (Kiuchi et al., 2014). Naopak byly popsany i nékteré



ptiklady, kde chromozom W piimou roli v uréeni pohlavi nehraje. Naptiklad u dvou poddruhi
martindce pajasanového (Samia cynthia ssp.) bylo v roce 2016 reciprokym kiiZzenim dosazeno
hybridniho potomstva, u kterého byly detekovany samice bez chromozomu W a zaroven byli
nalezeni samci, kteti chromozom W ve svém karyotypu méli (Yoshido et al., 2016). V roce
2023 byl pak proces determinace pohlavi u tohoto druhu ¢aste¢né objasnén (Y oshido & Marec,
2023).

Kdy presné se béhem evoluce pohlavni chromozom W u motyli objevil a jakym
zptisobem vznikl neni dosud objasnéné. Piedpoklada se, ze tento chromozom vznikl bud’
z autozomu, jehoz homolog zfizoval s chromozomem Z, ¢i z chromozomu B, ktery zacal
parovat s chromozomem Z (Dalikova et al., 2017; Lewis et al., 2021; Lukhtanov, 2000; Traut
& Marec, 1996). Vzhledem k tomu, Ze chromozom W béhem meidzy nerekombinuje
a obsahuje mnoho repetitivnich sekvenci, je jeho evolucni vyvoj ponckud rychly. V zasadé
mohou byt sekvence na chromozomu W rozdéleny do tiech skupin, a to do sekvenci
specifickych pro chromozom W, do sekvenci obohacenych na chromozomu W a sekvenci
abundantnich i v jinych ¢astech genomu. Sekvence, které jsou obohacené na chromozomu W,
se vyskytuji pfedev§im na chromozomu W, ale mohou se vyskytovat ina jinych
chromozomech, kdezto sekvence specifické pro chromozom W se nachdzi pouze
na chromozomu W. Sekvence abundantni se pak hojné vyskytuji i na jinych chromozomech
nez na W. Pomér téchto sekvenci se muze lisit i mezi jednotlivymi blizce pfibuznymi druhy,
coz bylo ukézano v mnohych komparativnich studiich (nap#. Fukova et al., 2005; Sichova et

al., 2013; Vitkova et al., 2007).

1.3.3 Sex chromatin

Pritomnost sex chromatinu, tedy pozorovatelného heterochromatinu tvoteného
chromozomem W, byla povazovana za charakteristicky znak samic ze skupiny Ditrysia
a Tischeriidae. Proto byl sex chromatin pouzivan jako marker pro pfitomnost chromozomu W
u samic. Diky pozorovani stavu sex chromatinu v polyploidnich interfaznich jadrech byla
u velkého mnoZzstvi druhti uréena ptitomnost a stav chromozomu W. V pfipad¢ neptitomnosti
sex chromatinu byla u druhu vyvozena absence chromozomu W (Traut & Marec, 1996).

V aktudlnim vyzkumu byva pfitomnost sex chromatinu jakoZzto zaru¢eného indikéatoru
pfitomnosti chromozomu W ponékud zpochybiniovana. Je tomu tak protoze vzhled
a pritomnost sex chromatinu mohou byt ovlivnény mnoha jevy. Napiiklad u jasoné

dymnivkového (Parnassius mnemosyne), u kterého probéhla fize chromozomu W



a autozomu, byla pozorovana absence sex chromatinu i pfes pfitomnost chromozomu W
(Vlasanek et al., 2017). Dalsim ptikladem je mutantni linie zavije¢e moucného (Ephestia
kuehniella), u kterého byla ¢ast autozomu translokovand na chromozom W a taktéz u néj nebyl
sex chromatin pozorovan. Zarovenl nckteré mutantni linie s prestavbami zahrnujici
chromozom W m¢énily podobu sex chromatinu (Marec & Traut, 1994). Ukazky polyploidnich
interfaznich jader malpighickych trubic mutantnich linii E. kuehniella jsou vyobrazeny
na Obrazku 1. Hejnickova et al. ve své publikaci z roku 2021 uvadi, Ze pozorovani velkého
andpadného  sex chromatinu  koreluje s pfitomnosti  siln€¢  diferencovaného
a heterochromatinizovaného chromozomu W nezévisle na jeho velikosti. Ze ziskanych
vysledki v praci navrhuje, Ze tvorba sex chromatinu je podminéna piitomnosti
heterochromatinu v karyotypu a ne pfimo pfitomnosti chromozomu W. Zaroveil ale bylo
ukdzano, ze i pfes pfitomnost heterochromatinu na W se sex chromatin nemusi vyskytovat
(Hejnickova et al., 2021). U nékterych druhti bylo ale skutecné ovéteno, ze chybégjici sex
chromatin znamenal nepfitomnost chromozomu W. Témito piipady jsou naptiklad mol Satni
(Tineola bisselliella) (Dalikova et al., 2017), tfi druhy vakonosii (Psychidae) (Hejni¢kova et

al., 2019) a rliznorozec olSovy (Aethalura punctulata) (Hejnickova et al., 2021).

G

Obrazek 1: Pfitomnost a absence sex chromatinu‘ v polyploidnich interfaznich jadrech
malpighickych Zlaz zavijeCe moucného Ephestia kuehniella. (a) klasicky sex chromatin
samice divoké linie, (b) deformovany a fragmentovany sex chromatin samice z linie s
translokaci ¢asti chromozomu Z na chromozom W, (¢) zcela fragmentovany sex chromatin
samice s fuzi chromozomu W s autozomem, (d) jadro bez sex chromatinu u samce divoké

linie. Méfitko = 10 um. Obrézek byl vytvoten a poskytnut RNDr. Magdou Zrzavou, Ph.D.

1.3.4 Neo-pohlavni chromozomy

Evoluce chromozomti zahrnuje chromozomalni ptfestavby, mezi které spada i tvorba
neo pohlavnich chromozomi, které vznikaji tak, Ze néktery z autozomt fuzuje s né€kterym

z pohlavnich chromozomii. U motylti tak vznikaji chromozomy neo-W a neo-Z. Bylo



ukdzano, ze tvorba takovych neo pohlavnich chromozomti mize zapfi€init vznik reprodukéni
bariéry, a tim napomoct vzniku druhii (Nguyen & Carabajal, 2016). Napiiklad u obalece
jable¢ného (Cydia pomonella) byl objeven pohlavni chromozom neo-Z, jehoz autozomalni
cast je homologickd s chromozomem 15 bource morusového (B. mori). Diky této fuzi
autozomu s chromozomem Z byly do své blizkosti pfeneseny geny zapojené v rezistenci
k insekticidim a geny hrajici roli v detoxifikaci obrannych metabolitd hostitelské rostliny.
Tim, Ze byly geny pfeneseny do vzajemné blizkosti na chromozomu Z se mezi nimi utvoftila
vazba na pohlavni chromozom. Tim byl zvySen adaptivni potencial této skupiny Tortricidae,
coz mohlo pfispét k jejich radiaci a speciaci (Nguyen et al., 2013). Tvorbu takovych fuzi
pohani u motyli pravdépodobné vysoky obsah repetic na pohlavnich chromozomech (Nguyen

& Carabajal, 2016).

1.4 Urceni pohlavi u motyla

U motyl se systémem pohlavnich chromozomi WZ/ZZ rozhoduje o pohlavi
distribuce chromozomu do vajicka. Samec do potomstva pieda vzdy pohlavni chromozom Z,
zalezi tedy na tom, ktery chromozom pted4 matka. Pokud matka ptedé do vajicka chromozom
Z, tak vznikne zygota s pohlavnimi chromozomy ZZ a vznika sam¢i jedinec. V ptipadé, ze
matka pfeda chromozom W, bude mit jedinec pohlavni chromozomy WZ a vznikd z ngj
samice. Mechanismy pohlavni determinace nejsou u motylii az na vyjimky objasnéné. Existuje
ovSem n¢kolik teorii o tom, jak by systém pohlavni determinace mohl fungovat. Primarni
signal urcujici pohlavi mize byt teoreticky umistén na chromozomu W, mit feminizacni
ucinky a zpusobovat tak vyvoj v samici (Traut et al., 2007). Takovy systém pohlavni
determinace byl objeven u modelového druhu bource morusového (B. mori), kde faktor Fem
urcujici samici pohlavi lezi na chromozomu W (Kiuchi et al., 2014).

Dals§im zptsobem ur€eni pohlavi mtze byt urceni skrz pohlavni chromozom Z.
V takovém piipad¢ by pohlavi jedince bylo pravdépodobné zavislé na poctu chromozomt Z
v embryu a poméru ku autozomim ("Z-counting" mechanismus). Takovy systém determinace
pohlavi se pravdépodobné nachazi u druhti, které nemaji pohlavni chromozom W, a maji tak
chromozomalni konstituci Z0/ZZ (samice/samec). Konstituce ZZ, tedy ptitomnost dvou
chromozomt Z by vedla k tvorbé samce. Naopak v pfitomnosti pouze jednoho chromozomu
Z, tedy pii konstituci Z0, by vznikalo embryo samic¢iho pohlavi. Takovy systém urceni pohlavi
nebyl u motylti u Zadného z druhti dlouho prokazan (Traut et al., 2007). AvSak Yoshido

a Marec ve své recentni publikaci z roku 2023 poprvé predstavuji dikaz pro existenci



takového systému urCeni pohlavi. Ve své praci ukazali, ze zména ploidie u poddruhu
martinaCe pajasanového Samia cynthia ricini s pohlavnimi chromozomy Z0/ZZ, ktera méni
pomér chromozomt Z ku autozomtim, piimo ovliviiuje pohlavi jedince. Je tedy ziejmé, ze
utohoto poddruhu martind¢e pajasanového je pohlavi ureno pomoci "Z-counting"
mechanismu, tedy Ze zalezi na poméru mezi autozomy a pohlavnimi chromozomy Z (Y oshido

& Marec, 2023).



2 CiLE PRACE

V roce 1968 byla pozorovana absence sex chromatinu u mary jarnice hladké
(Orthosia gracilis, ¢eled Noctuidae) a tudiz byla tato miira povazovana za druh postradajici
chromozom W. Teorii o absenci chromozomu W podpotilo také to, Ze u samice byl diploidni
pocet chromozomil spocitan na 27 a u samct na 28. To znamen4, Ze u samic se v diploidnim
jadfe nachdzelo o jeden chromozom méné nezli u samct (Traut & Mosbacher, 1968).
Vzhledem k tomu, ze absence chromozomu W je u skupiny Ditrysia velice vzacna, déle ze
nepiitomnost sex chromatinu byla ukézana jako nepfili§ pfesny dikaz absence chromozomu
W, a Ze jeden chybéjici chromozom u samic Ize vysvétlit napiiklad i fuzi chromozomu W s
autozomem, je nutné¢ domnélou ztratu chromozomu W u tohoto druhu oveéftit (Hejnickova et
al., 2021). Motivaci pro toto ovéteni je predevsim to, Ze v ptipadé, Ze by byla zjisténa ztrata
chromozomu W, stal by se tento druh velice zajimavym pro potencidlni zkoumani pohlavné
determinacnich mechanismt, jelikoz je jasné, ze v takovém piipadé by se chromozom W
takové drahy ucastnit nemohl. Dil¢i cile této prace tedy byly nasledujici:

1) Provedeni komparativnich cytogenetickych metod pro odhaleni pfitomnosti ¢i

absenci chromozomu W u jarnice hladké (O. gracilis).

2) Provedeni téchto analyz rovnéz u blizce ptibuznych druhti z rodu jarnice (Orthosia).

3) Sestaveni fylogenetického kladogramu zkoumanych druhd.

4) Urceni velikosti genomil a porovnani mezi samicemi a samci.



3 MATERIAL A METODY
3.1 Pouzity hmyz

V této praci byli studovanymi organismy no¢ni motyli rodu jarnice (Orthosia) z ¢eledi
muroviti (Noctuidae). Konkrétné byly zkoumany druhy jarnice lipova (Orthosia cerasi),
jarnice mensi (O. cruda), jarnice ovocna (O. gothica), jarnice hladka (O. gracilis) a jarnice
bieznova (O. incerta). Dospélé samice byly odchytavany v letech 2020, 2021 a 2022 béhem
bfezna aZ kvétna ve smiSenych lesich v okoli Ceskych Budg&jovic pomoci svételnych pasti.
S odchytem a determinaci ndm velmi pomohl Pavel Potocky, za coZ mu dékuji. Pro moZnost
porovndni tohoto rodu Orthosia s jinym piibuznym rodem z ¢eledi Noctuidae byla v roce
2022 odchycena také jedna samice mury ozdobné (Perigrapha i-cinctum). Odchycené samice
byly rozdéleny do plastovych krabicek s tekutou potravou, tedy vodou s medem, a byly zde
ponechany pro nakladeni vaji¢ek. Z vajicek se pfiblizné po tydnu vylihly larvy, které¢ byly
ziveny listy z tfesné ptaci (Prunus avium), jabloné domaci (Malus domestica) a merunky
obecné (Prunus armeniaca). Takto chovany byly do stadia posledniho larvalniho instaru, kdy
z Casti larev byly pfipraveny preparaty z malpighickych trubic, mitotické preparaty a samci
meiotické preparaty. VEtsi ¢ast larev se ponechala k zakukleni. Zhruba tfi tydny po zakukleni
byly zovaridlni tkané kukel pfipraveny samici meiotické prepardty. Po pfipraveni
chromozomalnich preparatl byl zbytek téla zamraZzen v tekutém dusiku a dale byl uchovavan

v mraznicce (-20 °C) pro naslednou izolaci DNA a méfeni velikosti genomu.

3.2 Ptiprava preparati
3.2.1 Chromozomalni preparaty z kiidelnich diskt a gonad

Kiidelni disky samicich a samcich larev posledniho instaru poslouzily jako material
pro piipravu mitotickych preparatti. Pro pfipravu meiotickych preparatu byly pouzity gonady,
a to z larev posledniho instaru v ptipad¢é samct a z kukel v ptipad¢ samic.

Kiidelni disky i gonddy byly vypitvany ve vychlazeném (4 °C) fyziologickém roztoku
(0,9% NaCl, 0,042% KCI, 0,025% CaClz, 0,02% NaHCO3) na Petriho misce s voskem.
Kfidelni disky a sam¢i gonddy (testes) byly po vypitvani ihned pfesunuty na 8§ minut
do hypotonického roztoku (0,075 M KCI) a pot¢ do fixaéniho roztoku
(etanol:chloroform:kyselina octovd 6:3:1) na 15 minut. Sami¢i gonady (ovaria) byly

po vypitvani ihned pfesunuty do fixa¢niho roztoku. Po fixazi trvajici pfiblizn€ 15 minut byla
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vypitvanad tkan presunuta do kapky 60% kyseliny octové na podlozni sklo (Superfrost,
Menzel-Gléser, Némecko). Nasledné byla vypitvana tkan macerovana wolframovymi jehlami
a poté jehlou rozptylena po podloznim skle béhem ¢ehoz bylo sklo zespod ohiivano na 45 °C
na histologické plotynce. Po rozptyleni kapky s macerovanou tkani byl preparat odvodnén
ve vzestupné etanolové tadé (70%, 80%, 100%) a uchovan v mraznicce (-20 °C) do dalsiho

pouziti.

3.2.2 Preparaty z malpighickych trubic

Ve fyziologickém roztoku byly z housenek samic i samci vypitvany malpighické
trubice, které byly nasledné piesunuty na Cisté podlozni sklo. Na podloznim skle byla tkan
zakédpnuté fixacnim roztokem a kratce ponechana k fixaci. Poté byla zbyla tekutina sklepnuta
na filtracni papir a fixovand tkan byla zakapnutd kapkou 1,25% lakto-aceto-orceinu
k obarveni. Na takto obarvenou tkan bylo umisténo kryci sklicko, poté bylo zbylé barvivo
odsaté filtracnim papirem, a nakonec bylo kryci sklicko zafixovdno na misté pomoci laku
na nehty. Preparaty z malpighickych trubic byly skladovany pii 4 °C a pozorovany pro

pritomnost ¢i absenci sex chromatinu pod svételnym mikroskopem.

3.3 Izolace DNA

Genomova DNA (gDNA) byla izolovana ze zmrazenych tél housenek a kukel pomoci
cetrimoniumbromidu (CTAB). Nejprve byl pfipraven pufr, ktery ve vysledné koncentraci
obsahoval 2% CTAB, 100 mM Tris HCI (pH=8), 40 mM kyseliny ethylendiamintetraoctové
(EDTA, pH=8), 1,4 M NaCl, 0,2% beta-merkaptoethanol a 0,1 mg/ml proteinazy K. Takto
pfipraveny pufr byl pfedehtaty na 37 °C a rozdélen do zkumavek po 800 pl. Do zkumavky
s predehiatym pufrem byla nésledné vlozena ¢ast téla housenky ¢i kukly (pfiblizné tfetina
téla), kterd byla plastovym tlou¢kem v pufru rozmélnéna. Po rozmélnéni tkané byly zkumavky
umistény pies noc do termobloku na 60 °C béhem zapnutého tiepani na 300 rpm. Dalsi den
byl ke tkani pfidan stejny objem chloroformu a dvé minuty bylo se zkumavkami obraceno tak,
aby doslo k promichani objemi. Nasledné¢ byly zkumavky 10 minut odstifed’ovany na 14000 g
pti 4 °C.

Po centrifugaci byla odebrand horni vrstva do nové zkumavky a byl zopakovan krok
pfidani chloroformu a nasledného odstfedéni. Utvotfend horni vrstva byla znovu pfemisténa

do nové zkumavky a bylo k ni pfidano 5 pl RNazy A (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, USA). Poté
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byly vzorky umistény na pil hodiny do 37 °C. Po inkubaci s RNazou byly ke vzorkiim ptidany
dvé tfetiny objemu isopropanolu. Zkumavky byly lehce promichany a ponechany pfiblizné
dve¢ hodiny v pokojové teplote. Po uplynuti této doby byly zkumavky odstfed’ovany 15 minut
na 14000 g pti 4 °C. Utvoreny pelet byl nasledné dvakrat omyt 600 pl vychlazeného (-20 °C)
70% etanolu. Po odsati veskerého etanolu byl pelet DNA rozpustén v miliQ vodé (30-60 pl
dle velikosti peletu).

Kvalita a koncentrace rozpusténé DNA byla métfena na spektrofotometru Nanodrop
2000 a fluorimetru Qubit 3.0 (oba piistroje ThermoFischer Scientific, USA). Uroveti
fragmentace ziskané DNA byla urcovana z elektroforetické separace v 1% agardézovém gelu

v TAE pufru.

3.4 Piiprava hybridizac¢nich sond

3.4.1 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) byla pouzita pro amplifikaci ¢asti genu pro
ribozomalni RNA 18S. Vznikly produkt bylo pozd¢ji mozné zaklonovat do vektoru
a osekvenovat a nasledné pouzit jako templat pro vyrobu sondy. Primery byly v nasi laboratofi
jiz k dispozici a byly navrzeny podle sekvence podjednotky 18S z Galleria mellonella
(Whiting, 2002), jejich sekvence se nachazi v Tabulce I. Primery byly dodany firmou Generi
Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, Ceska republika). Jakozto templatova DNA byla pro tuto

reakci pouzita gDNA izolovana z dospé€lé samice obalece jablecného (Cydia pomonella).

Tabulka I: Primery pouzité pii PCR.

. Nasedaci Velikost
Sekvence primera 5'-3'
Lokus teplota o¢ekavaného
(Forward/Reverse)
(°C) produktu (bp)

CGATACCGCGAATGGCTCAATA
18§ 57 1650
ACAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC

PCR reakce o celkovém objemu 25 pl obsahovala 0,5 pM od obou z primerd,
0,2 mM kazdého z nukleotidli (TaKaRa, Japonsko), 1x Ex Taq pufr (TaKaRa), 2 U Ex Taq
polymerazy (TaKaRa) a zhruba 50 ng gDNA. Zkumavky s reakcemi byly umistény
do termocykleru  (TProfessional TRIO PCR Thermocycler, Biometra, Némecko)

s nasledujicimi parametry: 3 minuty pocatecni denaturace pii 94 °C, 30 cykli skladajicich se

12



z minutové denaturace pii 94 °C, minutového nasedani primert pii 57 °C a minutového
prodlouzeni (elongace) pti 72 °C, nasledné byla reakce zakoncena finalni elongaci pti 72 °C
na 5 minut.

Vysledny PCR produkt byl spole¢né s velikostnim markerem elektroforeticky
separovan v 1% agardzovém gelu v TAE pufru. Po ovéteni spravné délky PCR produktu byl
vysledny produkt precistén pomoci reagentu ExoSAP-IT (Applied Biosystems, USA) dle
protokolu od vyrobce. Poté co byl produkt ptecistén, byla zméiena jeho koncentrace
na fluorimetru Qubit 3.0 (ThermoFischer Scientific) a déale byl produkt pouzit pro ligaci
do vektoru (viz kapitolu 3.4.2).

3.4.2 Klonovani a sekvenace

Produkt, ktery byl ziskany pomoci PCR a piecistény pomoci ExoSAP-IT byl zaligovan
do vektoru Promega pGem T-Easy Vector (Promega, USA) podle protokolu ptiloZzeného
vyrobcem. Ligaéni smés o celkovém objemu 10 pl obsahovala 50 ng ptecisténého PCR
produktu, 1x liga¢ni puft, 50 ng vektoru a 3 U T4 ligdzy. Tato smé&s byla ponechana k inkubaci
po dobu pfiblizné 16 hodin pfi teploté 4 °C.

Po uplynuti doby inkubace byla provedena transformace vektoru do kompetentnich
bakteridlnich bun¢k Escherichia coli. Buiikky byly nejprve po vyjmuti z mraznicky (-80 °C)
ponechany na ledé¢ 15 minut a poté byly pfidany k ligaéni smési (2,5 pl ligacni smési
na 50 pl kompetentnich bun¢k) a ponechany na ledé¢ 30 minut. Po uplynuti této doby byl
proveden teplotni Sok bakterii na ptesn¢ 90 sekund pii 42 °C. Poté byly bakterie ihned prudce
ochlazeny na ledu po dobu dvou minut. Nasledn¢ bylo do smési pfidano LB médium a cela
smés byla ponechana 45 minut pii 37 °C. Poté byly buiiky rovhomérné rozprostieny na Petriho
misku s LB médiem s agarem, 143 mM sodnou soli ampicilinu, 0,5 mM Isopropyl B-d-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) a 122 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galactopyranoside
(X-gal) a inkubovany pfiblizn€ 18 hodin pii 37 °C.

Po inkubaci na Petriho misce byla provedena modro-bild selekce a bilé kolonie
sinzertem byly pfeoCkovany na Cistou Petriho misku a ponechdny k dalSimu rastu.
Pro ovéteni, zda kolonie nesou chtény inzert, byl proveden test spocivajici v PCR
s univerzalnimi primery M13. Kolonie, u kterych PCR potvrdila pfitomnost inzertu, byly
inokulovany do 3 ml tekutého LB média se 143 mM ampicilinem pii 37 °C na 16 hodin.
Z inokulovanych kolonii byl nasledn¢ vyizolovéan plazmid pomoci kitu NucleoSpinPlasmid

(Macherey-Nagel, Némecko) podle protokolu pfilozeného vyrobcem. Vyizolované plazmidy
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byly odeslany na sekvenaci do firmy SeqMe (Dobiis, Ceska republika) a byly sekvenovany

za pomoci univerzalnich primert M13.

3.4.3 Znaceni sond pomoci nick-translace

Znaceni hybridiza¢nich sond bylo provedenou metodou nick-translace, ktera spociva
v pouziti endonukledzy pro vytvoreni zlomti DNA a nasledné inkorporaci fluorescencné
znaCenych nukleotidi pomoci DNA polymerdzy 1. Jakozto endonukledza byla pouzita
DNaza I, ktera poskodila fetézec DNA. DNA polymeraza I takto poSkozeny fetézec dokaze
odbourat a misto n¢j nasyntetizovat novy, do kterého inkorporuje bézné nukleotidy spolecné
se znacenymi, ¢imz je docileno rovnomérné naznacené DNA. Takovymto zplsobem byly
vytvofeny sondy pro genomovou komparativni hybridizaci (CGH), genomovou in situ
hybridizaci (GISH) a pro nepfimou fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH). Sondy byly
znaceny fluorochromy ATTO-488 a Cy3 nebo biotinem. Znaceni bylo provedeno pomoci kitu
NT Labeling kit (Jena Bioscience, Némecko). Jednotlivé reakce byly smichany dle pokyni
od vyrobce do celkového objemu 20 pl. Jako templat byla u celogenomovych sond pouzita
gDNA izolovana podle postupu popsaném vysSe (viz kapitolu 3.3). U vyroby telomerické
sondy byl jako templat pouzit PCR produkt telomerické hmyzi sekvence piipraveny pomoci
beztemplatové PCR jinymi Cleny laboratote. Pti vyrobé 18S sondy byl do znacici smési jako
templat ptidan PCR produkt z osekvenovaného piecisténého plazmidu obsahujiciho tsek 188,
ktery byl naamplifikovan podle postupu popsané¢ho v kapitole 3.4.1. Nasledovala inkubace
v 15 °C, které probihala 1,5 hodiny. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla reakce zastavena pomoci
Stop buffer z kitu. Nasledn¢ byla ovéfena délka sondy na 1,5% agarozovém gelu v TAE
a v ptipadé vyhovujici délky 200-500 bp byla sonda ihned pouzita pro hybridizaci na preparat,

¢i byla uchovana v -20 °C do dal§iho pouziti.

3.5 Hybridizace in situ

3.5.1 Komparativni genomova hybridizace

Komparativni genomova hybridizace neboli CGH, je metoda, pii které jsou
na chromozomalni preparat hybridizovany dvé celogenomové sondy — samic¢i sonda znacena
zelené¢ pomoci fluorochromu ATTO-488 a samc¢i sonda znacend cCervené pomoci
fluorochromu Cy3. Popis vyroby sond je popsan vyse v kapitole 3.4.3. Tyto sondy si vzdjemné

konkuruji o vazebné¢ komplementarni misto na chromozomech a mohou pomoci odhalit
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pfipadné odliSnosti mezi pohlavnimi chromozomy u samic a samci. CGH miiZze rovnéz
poskytnout informace o slozeni chromozomu W.

Hybridiza¢ni smé&s byla pfipravena pro kazdy chromozomalni preparat zv1ast. Nejprve
byla smichdna samic¢i a sam¢i sonda, tak aby od kazdé bylo ve smési 300 ng DNA. Ke smési
sond bylo pfidano 25 pg sonikované DNA z lososich spermii, ktera slouzi jakozto kompetitor
pfi hybridizaci. Dale byla ke smési pfidana desetina celkového objemu 3M octanu sodného
(pH 8) a nasledné dvou a ptl nasobek celkového objemu vychlazeného 100% etanolu. Tato
smés byla nasledné odstfed’ovana 15 minut pii 4 °C na 14000 g. Po dokonceni centrifugace
byl ze zkumavky odebran supernatant a bylo pfiddno 500 pl vychlazeného 70% etanolu.
Nasledné byla smés opét odstiedovana stejnym zplsobem, tentokrat pét minut. Poté byl
odstranén supernatant a vznikly pelet byl rozpousttn po dobu 30 minut
v 5 ul 100% deionizovaného formamidu, ktery byl predehiat na 37 °C. Nasledné bylo piidano
5 pl 20% dextran sulfatu v 4x SSC a smés byla vloZena na 5 minut do 90 °C k denaturaci.
Thned po uplynuti péti minut byla smés prudce zchlazena na ledu. Tato smés byla néasledné
inkubovana 1,5 hodiny v 37 °C. Béhem tohoto prehybridiza¢niho kroku do$lo v hybridiza¢ni
smési k renaturaci ¢asti repetitivnich sekvenci.

Béhem toho, co se hybridiza¢ni smés inkubovala, byly chromozomdlni preparaty
oSetteny RNazou a nasledné¢ denaturovany formamidem. Smés RNazy obsahovala
200 ng/ul RNazy A (Sigma-Aldrich) v 2x SSC (0,3M NacCl, 0,03M citronan sodny, pH 7).
Na kazdy preparat bylo aplikovano 100 pl této smési, kterd byla pfekryta krycim sklickem
a ponechana k inkubaci v 37 °C po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byl preparat dvakrat promyvan
po dobu péti minut v 2x SSC. Nasledné na n¢j byla aplikovana formamidova smés, ktera
obsahovala 70% formamid (Sigma-Aldrich) v 2x SSC. Preparat s aplikovanym formamidem
byl pfenesen na plotynku vyhiatou na 68 °C a byl denaturovan po dobu 3,5 minuty. Poté bylo
odstranéno kryci sklo a preparat byl ihned zchlazen ve vychlazeném (-20 °C) 70% etanolu po
dobu 1 minuty anésledné¢ odvodnén ve vzestupné etanolové tfadé 80% a 100% etanolu
po 30 sekundach.

Na pfipraveny a osuSeny preparat bylo naneseno 10 pl hybridiza¢ni smési sond.
Nasledné byl preparat piekryt krycim sklickem, jehoz okraje byly pielepeny pomoci lepidla
Rubber Cement (Marabu GmbH & Co., Némecko), a inkubovan 3 dny v 37 °C. Po inkubaci
bylo odstranéno kryci sklicko a preparat byl promyt v 1% Triton X (Sigma-Aldrich)
v 0,1x SSC 2 minuty pfi pokojové teploté a 5 minut pii 45 °C. Poté bylo na skli¢cko naneseno

25 ul DAPI (0,5 pg/ml) v DABCO (oboji Sigma-Aldrich, USA) a ptekryto krycim sklickem,
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které bylo po okrajich zapeceténo lakem na nehty. Po uschnuti laku byl preparat pozorovan

pod mikroskopem a dale uchovavan v lednici pti 4 °C.

3.5.2 Genomova in situ hybridizace

Genomova in situ hybridizace (GISH) je metoda, pfi které se pouziva fluorescenéné
zna¢end DNA ze samice (celogenomova samici sonda) a sam¢i neznacena DNA, ktera plni
funkci kompetitora. Metoda GISH umoziiuje identifikaci chromozomu W, ale je méné
informativni nez metoda CGH, ponévadZz neposkytuje informace o slozeni chromozomu.
Vzhledem k tomu, Ze metoda CGH dlouhodobé neposkytovala zadné vysledky a nebylo
dostatek Casu pro jeji maximalni optimalizaci, byla pro studium zkoumanych druhti zvolena
rovnéz metoda GISH.

Postup pii této metodé byl nésledujici. Sam¢i gDNA byla ponechdna k naStipani
na krat$i fragmenty pti 90 °C po dobu 30 minut. Sami¢i gDNA byla naznac¢ena fluorochromem
Cy3. Pro soucasnou identifikaci rovnéz telomerickych sekvenci chromozom, byla samici
sonda doplnéna i o telomerickou sondu, znacenou flourochromem ATTO-488. Obé sondy
byly zna¢eny metodou nick-translace (kapitola 3.4.3).

Hybridiza¢ni smés obsahovala 3000 ng samciho kompetitora, 300 ng samic¢i sondy,
300 ng telomerické sondy (pouze v piipadé, Ze cilem bylo detekovani i telomerickych
sekvenci), 25 ng DNA ze sonikovanych lososich spermii, 1/10 celkového objemu 3M octanu
sodného (pH 8) a 2,5 nasobek celkového objemu 100% vychlazeného etanolu. Nésledny
postup u GISH byl stejny jako u CGH, s tim rozdilem, ze u GISH byl vynechan
prehybridiza¢ni krok.

Po dokonceni bylo na preparat naneseno 25 pl DAPI (0,5 pg/ml) v DABCO (oboji
Sigma-Aldrich). Sklicko bylo pifekryto krycim sklem a ptebytek DAPI byl vytlacen
do filtra¢niho papiru. Kryci sklo bylo zajisténo na misté pomoci laku na nehty. Preparaty byly

pozorovany pod mikroskopem a déle uchovavany v neprihledné krabicce v lednici (4 °C).

3.5.3 Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Tato metoda, zndmd pod zkratkou FISH, umozniuje lokalizaci jednotlivych lokust
na chromozomech diky specifickym sonddm. Sondy mohou byt znaceny bud’ pifimo
fluorochromem, kdy se pak hovoii o ptimé FISH, ¢i biotinem, v takovém ptipad¢ se metoda

nazyva nepiiméa FISH. Pfi pouziti sondy znacené biotinem se poté sonda detekuje protilatkou,
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kterd zesili signdl, v této praci konkrétné pomoci streptadivinu konjugovaného
s fluorochromem Cy3. V piipadé této prace byly sondy znafeny biotinem a byla tedy

provedena nepiiméa FISH.

3.5.3.1 Neptima FISH s 18S rDNA sondou

Hybridizacni smés obsahovala 50 ng 18S rDNA sondy znacené biotinem,
25 ng sonikované DNA z lososich spermii, 1/10 celkového objemu 3M octanu sodného (pH 8)
a 2,5 nasobek celkového objemu vychlazeného 100% etanolu. Sonda byla vysrdZena
a rozpusténa ve formamidu stejnym zptsobem jako v metodé¢ CGH a GISH. Na odvodnéné
preparaty bylo poté naneseno 10 pl pfipravené sondy, preparaty byly zakryty krycim sklickem,
ptelepeny pomoci lepidla Rubber Cement a ponechany 24 hodin v 37 °C pro hybridizaci.

Po hybridizaci byly preparaty béhem michani promyvany dvakrat 5 minut v 2x SSC
v 42 °C, dvakrat 5 minut v 0,1x SSC v 42 °C, jednou 5 minut v 2x SSC v 42 °C, jednou
10 minut v 2x SSC v pokojové teploté a nasledné jednou 15 minut v roztoku WBB (4x SSC,
0,1% Tween, 1% su$ené odtuénéné mléko (Difco™ Skim Milk, Becton Dickson and
Company, USA)) v pokojové teploté jiz bez michani. Po promyvacich krocich bylo na
preparaty naneseno 100 pl streptadivinu konjugovaného s Cy3 v WBB (0,1 pl streptadivinu s
Cy3 (9 ng/ml) na 100 pl WBB). Preparaty byly piekryty krycim sklickem a pfemistény do
vlhké komurky do 37 °C po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byly preparaty promyvany tfikrat 5
minut v roztoku WBB v 45 °C s michanim.

Po promyti bylo na preparaty naneseno 25 ul DAPI (0,5 pg/ml) v DABCO (oboji
Sigma-Aldrich). Preparaty byly piekryty krycim sklem a zpod né&j byly odstranény ptipadné
bublinky a pomoci filtraéniho papiru byl vytlacen piebytek DAPI v DABCO. Okraje kryciho
skla byly nasledné¢ zalakovany lakem na nehty, tak aby sklo drzelo na misté¢ a preparat
nevysychal. Hotové preparaty byly skladovany v neprtihledné krabicce ve 4 °C a nasledné

prohlizeny pod mikroskopem.

3.5.3.2 Neptima FISH s telomerickou sondou s amplifikaci signalu

Pfi nepiimé FISH s telomerickou sondou a amplifikaci signdlu bylo postupovano
podobné jako u neptimé FISH bez amplifikace signéalu. SloZeni hybridiza¢ni smési bylo
zachovano az na to, Ze v tomto piipadé byla sonda tvofena z telomerického templatu. Dalsi
zménou bylo pfidani kroku amplifikujici signal, a to mezi inkubaci se streptadivinem

konjugovaném s Cy3 a jeho promytim a nanesenim DAPI v DABCO.
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Amplifikace signdlu se skladala z téchto krokt: naneseni 50 ul antistreptadivinu
v WBB (2 pl antistreptadivinu na 50 ul WBB), zakryti krycim sklem a inkubace pti 37 °C po
dobu 30 minut, poté tfikrat 5 minutové promyti s michanim v roztoku WBB v 45 °C, nasledné
bylo naneseno 100 pl streptadivinu konjugované¢ho s Cy3 v WBB (0,1 ul streptadivinu s Cy3
(9 ng/ml) na 100 ul WBB), prekryti krycim sklem a 30 minutova inkubace v 37 °C. Poslednim
krokem bylo tfikrat 5 minutové promyti preparatli v roztoku WBB s michanim v 45 °C.

Po promyti bylo stejné¢ jako u nepfimé FISH bez amplifikace signalu naneseno
na preparaty DAPI (0,5 pg/ml) v DABCO, preparaty byly ptekryty krycim sklem a jejich
okraje zalakovany lakem na nehty. Preparaty byly skladovany v neprithledné krabicce v 4 °C

a pozorovany pod mikroskopem.

3.6 Prohlizeni preparata

Dokoncené preparaty byly prohliZzeny pod svételnym a fluorescen¢nim mikroskopem
(Carl Zeiss Jena, Némecko). Pro zobrazeni fluorescen¢niho signalu z hybridizovanych sond
byly pouzity tfi barevné filtry, pro kazdy pouzity fluorochrom a DAPI jiny. Kamerou Olympus
CCD XMI10 s programem cellSens 1.9 (Olympus, Némecko) byly zachyceny cernobilé
snimky, které byly pseudoobarveny a upraveny v programu Adobe Photoshop CS6 verze 13.0.

3.7 Prttokova cytometrie

Pro zjistovani velikosti genomu byla pouzita metoda pritokové cytometrie.
S obsluhou cytometru a vyhodnocenim vysledki mi poskytl pomoc Mgr. Petr Koutecky,
Ph.D. (Katedra botaniky, PiF JU), za cozZ mu velmi d¢kuji. Druhy, u kterych byla méfena
velikost genomu byly O. cerasi, O. cruda, O. gothica, O. gracilis, O. incerta a P. i-cinctum.
Pro méfeni byli pouziti zmraZeni jedinci téchto druhti v larvalnim stadiu a bylo z nich pouzito
mozkové ganglium. Jako vnitini standard o zndmé velikosti genomu pii méfeni byli pouziti
dospélci samct zavijeCe moucného (Ephestia kuehniella), z kterych byla pouZita polovina
hlavy pro kazdy méteny vzorek. Déle byl pro nékteré druhy (O. gracilis, P. i-cinctum) pouzit
jiny standard kvili pfekryvu vzorku s piivodnim standardem, a to dospéli samci ruménice
pospolné (Pyrrhocoris apterus) z nichz byla pouzitd mozkova tkan.

Ve fyziologickém roztoku bylo z méfen¢ho jedince vypitvano mozkové ganglium,
ke kterému byla pfidana polovina hlavy standardu E. kuehniella ¢i mozkové ganglium

P. apterus. Tyto tkdné¢ byly pfeneseny na plastovou misku do kapky pufru slozené¢ho
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z 0,1% Triton X-100, 0,1 M Tris-HCI pH 7,5 a 2 mM MgCl, (Buntrock et al., 2012). V kapce
pufru byly tkané€ nasekany pomoci ostré jednorazové Ziletky. Nasledné bylo ke kapce ptidano
500 pl pufru a cely objem byl pfes nylonovy filtr pfepipetovan do cisté zkumavky.
Do zkumavky bylo pfiddno necelych 500 pl pufru, tak aby celkovy objem tvofil
1000 pl a nasledné byl ptidan propidium jodid ve findlni koncentraci 50 pg/ml. Nachystané
vzorky byly inkubovany 25-30 minut pifi pokojové teplot€¢ a poté meéteny pritokovym
cytometrem Partec CyFlow SL (Partec, Miinster, Némecko) se 100 mW 532 nm laserem
a softwarem FlowJo™ v10.8 Software (BD Life Sciences). Odecteni vysledkli z méfeni
na cytometru bylo provedeno Petrem Kouteckym. Vysledky byly nasledné statisticky
vyhodnoceny programem R (verze 4.23) v RStudio (verze 2023.03.0+386)

(https://www.rstudio.com).

3.8 Fylogenetické analyza

3.8.1 Detekce ptitomnych lokusti pomoci PCR

Pro ziskdni informaci o vzdjemné piibuznosti zkoumanych druhii byla
pouzita fylogenetickd analyza na vybranych genech pro dv€ mitochondrialni
podjednotky cytochrom-C oxidazy (mt:Col, mt:Coll) a genech pro ribozomalni protein S5a
(RpS5a), dale pro glyceraldehyd 3 fosfat dehydrogenazu (Gapdhl) a malat dehydrogenazu
(Mdhl). Tyto geny byly vybrany z mnozstvi dalSich amplifikovanych genti (celkem 13) podle
nasledujicich kritérii. Nejdiive byly selektovany geny tvofici PCR produkt u vSech druhii
anasledné z nich byly vybrany geny, které jiz byly pro fylogenetickou analyzu v celedi
Noctuidae pouzity, a to v praci Keegan & Wagner, 2022. Veskeré sekvence primerd byly
pfevzaty z publikaci (Wahlberg et al., 2016; Wahlberg & Wheat, 2008). Syntetizované
primery jsem ziskala od kolegyné Anny Volenikové, za coz ji timto d¢kuji. Pro sekvence
pouzitych primert pro amplifikaci vybranych gent viz Tabulku II. Sekvence testovanych
primerti amplifikujicich geny, které nebyly pouZity pro fylogenetickou analyzu se nachazi

v kapitole 8 Prilohy (Tabulka I).
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Tabulka II: Pfehled primerti pouzitych pro amplifikaci genti vybranych pro fylogenetickou

analyzu.
Sekvence primert 5'-3' Délka Pivod
Lokus )
(Forward/Reverse) produktu (bp) primert
Col GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G 658 (Folmer et al.,
0.
TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA 1994)
. CAA CAY TTATTTTGA TTTTTT GG 229 (Simon et al.,
Col
ATC CAT TAC ATA TAA TCT GCC ATA 1994)
AAR GCT GGR GCT GAA TAT GT (Wahlberg &
Gapdh 691
GWT TGA ATG TACTTG ATR AGR TC Wheat, 2008)
Mdh GAY ATN GCN CCN ATG ATG GGN GT 107 (Wahlberg &
AGN CCY TCN ACD ATY TTC CAY TT Wheat, 2008)
RuSS ATG GCN GAR GAR AAY TGG AAY GA 617 (Wahlberg &
7 CGG TTR GAY TTR GCA ACA CG Wheat, 2008)

Pro kazdy par primerti byla testovana sami¢i DNA (izolovana pomoci CTAB, viz 3.3)
od druhti O. cerasi, O. cruda, O. gothica, O. gracilis, O. incerta a P. i-cinctum. Pro kazdy par
primeru byla rovnéz zahrnuta negativni kontrola, ktera neobsahovala Zadnou DNA. Celkem
tedy bylo namixovéano 91 reakci, v€etn¢ kontrol. Koncentrace komponent v reakéni smési
a nasledné cyklovani vychézelo z publikace Wahlberg & Wheat, 2008. PCR smés o objemu
20 ul obsahovala 0,5 uM obou primert, 0,2 mM kazdého z nukleotidii (TaKaRa), 1,5 mM
MgCl, 1x Ex Taq pufr (TaKaRa), 2 U Ex Taq polymerdzy (TaKaRa) a cca 50 ng samici
gDNA. Cyklovani reakci probéhlo nasledovné: pocatecni denaturace po dobu 7 minut
na 95 °C, poté 40 cykld denaturace po dobu 30 sekund na 94 °C, 30 sekund nasedani primerii
na 55 °C, 2 minuty elongace na 72 °C a nasledna finalni elongace po dobu 10 minut na 72 °C.
Pritomnost produkti byla ovéfena elektroforeticky na 1% agar6zovém gelu.

Nasledné byly vybrany ty Gseky, které se naamplifikovaly u vSech zkoumanych druht
a z téch bylo vybrano pét, které byly enzymaticky ptecistény pomoci ExoSAP-IT (Applied
Biosystems) a poslany na sekvenaci do firmy SeqMe. Useky byly sekvenovany s forward
i reverse primery. Vybrany byly useky Col, Coll, Gapdh, Mdh a RpS5, a to z divodu, Ze jiz
byly pro fylogenetickou analyzu v ¢eledi Noctuidae pouzity (Keegan & Wagner, 2022).
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3.8.2 Zpracovani sekvenci a sestaveni kladogramu

Vysledné sekvence byly zpracovany v programu Geneious Prime (verze 2023.0.1).
Sekvence byly manudln€ ociStény, z reverznich sekvenci byl proveden reverzni komplement
a spole¢né¢ s forward sekvencemi byly vytvoiené konsenzus sekvence. Pro kazdy gen byly
konsenzus sekvence zarovnany do "multiple sequence alignment" pomoci algoritmu MAFFT
s vychozimi parametry. Alignment byl poté manualné ofiznut tak, aby jednotlivé sekvence
byly stejné¢ dlouhé. Tyto alignmenty byly nésledné konkatenovany a vysledny konkatenat
slouzil jako vstup pii tvorbé kladogramu. Takto kombinovany dataset obsahoval 3025 bp.

Postup sestaveni fylogenetického stromu byl konzultovan s prof. RNDr. Vaclavem
HypSou, CSc. (PiF JU), za coz mu timto dékuji. Fylogeneticky strom na zikladé
nukleotidovych sekvenci péti genli dohromady byl vytvofen v programu Geneious Prime
podle Bayesovy analyzy. Pomoci algoritmu MrBayes byly vypocteny posteriorni
pravdépodobnosti pii 1000000 generaci. Jako outgroup pro zakofenéni stromu byl pouzit

ptibuzny druh Perigrapha i-cinctum.
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4 VYSLEDKY

4.1 Pfitomnost sex chromatinu

Pro pfitomnost ¢i absenci sex chromatinu bylo z riznych rodin vySetfeno pét samic
a dva samci druhu O. cerasi, osm samic a dva samci druhu O. cruda, Ctyfi samice a tfi samci
druhu O. gothica, sedm samic a Ctyti samci druhu O. gracilis, pét samic a jeden samec druhu
O. incerta a dvé samice a dva samci od P. i-cinctum.

Pfitomnost pohlavné specifického sex chromatinu byla pozorovana pouze u samic
druhu P. i-cinctum (Obrazek 3a). Dale byl pozorovan sex chromatin rovnéz u samic
O. incerta (Obrazek 2Kk) a v nékterych polyploidnich jadrech u samic O. gracilis (Obrazek
2h). OvSem u téchto dvou druhii byl pozorovan utvar podobny sex chromatinu rovnéz
v nékterych polyploidnich jadrech u samcti (Obrazek 2j, 21). Snimky ze svételného
mikroskopu s polyploidnimi jadry samic a samcii jsou poskladané do Obrazku 2

a Obrazku 3.
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Obrazek 2: Samici (a, c, e, g, h, k) a samci (b, d, f, i, j, 1) polyploidni jadra z malpighickych
trubic. Absence sex chromatinu u O. cerasi (a, b), O. cruda (¢, d), O. gothica (e, f), O. gracilis
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(g, i). Pritomnost utvaru podobného sex chromatinu v nékterych jadrech O. gracilis u samic
(h) 1 samci (j). Pritomnost sex chromatinu u samic O. incerta (K) a Gtvaru podobnému sex

chromatinu u samcii (I). Métitko = 10 um (a, b, ¢, d, e, f, h, j, k, I). Métitko = 20 um (g, i).

Obrazek 3: Polyploidni jadra z malpighickych trubic P. i-cinctum. Ptitomnost sex chromatinu

u samic (a) a jeho absence u samct (b). Méritko = 10 um.

4.2 Pocet chromozomu

Pocty chromozoml byly uréovany z jednotlivych jader u samic i samct vSech
zkoumanych druhi. V nékterych ptipadech byla provedena na mitotickych preparatech
telomericka nepiimd FISH, ktera znac¢i konce chromozomil a usnadnuje tak odliSeni
jednotlivych chromozomt a jejich pocitani. Zjisténé pocty chromozomil jsou zanesené

v Tabulce III. Snimky s diploidnimi jadry se nachéazi v kapitole 8 Prilohy (Obrazek 1).

Tabulka III: Diploidni po¢ty chromozomi (2n) u samic (¥) a samcii (') jednotlivych druhd.

In* = haploidni pocty chromozom z publikace Werner, 1975.

Druh 2n Q 2n & In*
Orthosia cerasi 56 56 -
Orthosia cruda 63 64 32

Orthosia gothica 71 72 36
Orthosia gracilis 27 28 14
Othosia incerta 58 58 30
Perigrapha i-cinctum 62 62 -
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4.3 CGH

Pomoci metody CGH bylo mozné detekovat pritomnost ¢i absenci chromozomu W.
Pro CGH byly pouzity mitotické i meiotické preparaty. Uspésna hybridizace sond a detekce
chromozomu W probéhla u samic O. cruda, O. gothica, O. gracilis a O. incerta. U druha
O. cerasi a P. i-cinctum nebyla CGH uspésné provedena z diivodu nedostatku materialu
a nefunk¢éni hybridizace sond.

U O. cruda byl detekovan chromozom W se siln¢ heterochromatinizovanym kulovitym
utvarem v termindlni ¢asti a prob€hla u néj silnd hybridizace samici sondy (Obrazek 4c).
U O. gothica byl nalezen chromozom W, ktery m¢l silnou heterochromatinizaci na ptiblizné
poloving své délky (Obrazek 4e) a rovnéz na tuto heterochromatinizovanou cast silné
hybridizovala samic¢i sonda (Obrazek 4g). U O. gracilis probéhla silnd hybridizace samici
sondy na cely jeden chromozom u samic (Obrazek 4k), u samct zddny z chromozom takto
siln€¢ oznacen samici sondou nebyl (viz kapitolu 8 Prilohy, Obrazek 2). U samic se tedy jedna
s vysokou pravdépodobnosti o chromozom W. Tudiz bylo vyvraceno, Ze by byl pohlavni
chromozom W u samic O. gracilis druhotné ztracen. Pfitomnost chromozomu W byla rovnéz
potvrzena u samic O. incerta, jelikoz v jejich jadrech byl pozorovan chromozom, po jehoz
celé délce siln¢ hybridizovala sami¢i sonda (Obrazek 4o, 4s). Snimky ze CGH se nachézi
na Obrazku 4.
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Obrazek 4: Obarvené snimky ze CGH. Podbarveni DAPI (a, e, i, m, q), pfekryv samici a

samci sondy (b, f, j, n, r), samici zelend sonda (¢, g, k, 0, s), samci ¢ervena sonda (d, h, 1, p,
t). Samici pachytenni chromozomy O. cruda (a-d). Samic¢i mitotické jadro O. gothica (e-h).
Samici mitotické jadro O. gracilis (i-1). Samic¢i pachytenni jadro O. incerta (m-p) a detail

bivalentu WZ (g-t). Sipky oznacuji chromozom W. Mé&fitko = 10 pum.

2
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4.4 GISH

Pro dalsi dikaz ptitomnosti chromozomu W u samic zkoumanych druhi byla pouzita
metoda GISH, kterd rovnéz umoziuje detekci chromozomu W diky samic¢i znacené sondé
a sam¢imu neznacenému kompetitorovi. GISH byla provedena pfevazné na samicich
meiotickych preparatech. Diky kombinaci GISH s telomerickou sondou bylo mozné zarovei
vizualizovat jednotlivé konce chromozomi.

Pomoci této metody GISH byl detekovan pohlavni chromozom W na meiotickych
preparatech u samic O. cerasi (Obrazek 5a, 5d), O. cruda (Obrazek 5g), O. incerta
(Obrazek 5j) a mitotickém preparatu samice P. i-cinctum (Obrazek Sm), kde byl chromozom
W rovnéz silné€ heteterochromatinizovan (Obrazek 5n). Diky této metod¢ se podafilo rovnéz
identifikovat pohlavni chromozom W na meiotickych preparatech samice O. gracilis

(Obrazek 6).
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Obrazek 5: GISH s telomerickou sondou na samicich jadrech. Piekryv samici sondy

(¢ervend), telomerické sondy (zelend) a podbarveni DAPI (modrd) (a, d, g, j, m). Podbarveni
DAPI (b, e, h, k, n). Samici sonda (c, f, i, I, 0). Samici pachytenni chromozomy O. cerasi (a-
¢) s detailem bivalentu WZ (d-f), O. cruda (g-i), O. incerta (j-1) a sami¢i mitotické

chromozomy P. i-cinctum (m-o). Sipky oznaéuji chromozom W. Méfitko = 10 pm.
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Obrazek 6: Vysledky GISH na pachytennich jadrech u samice O. gracilis. Ptekryv samici

sondy (Cervend), telomerické sondy (zelend) a podbarveni DAPI (modrd) na pachytennich
chromozomech (a). Prekryv sami¢i sondy (Cervend) a podbarveni DAPI (modrd) na
kondenzovanych pachytennich chromozomech nutritivniho jadra (d). Podbarveni DAPI (b,

e), samici cervena sonda (c, f). Sipky oznacuji chromozom W. M¢titko = 10 um.

4.5 FISH

4.5.1 Neptima FISH s rDNA sondou

Jelikoz z hybridizaci na pachytennich chromozomech bylo podbarvenim DAPI mozno
pozorovat jadérka (NOR) a bylo jasné vidét, Ze se jednotlivé druhy mezi sebou poctem jadérek
1i81, byla provedena i hybridizace odhalujici pocet klastrti 18S rDNA. Pro zji§téni poctu téchto
klastri 18S rDNA byla pouzita metoda nepiimé FISH se sondou pfipravenou z obalece
jable¢ného (C. pomonella) znaCenou biotinem. Tato metoda byla provedena na mitotickych
preparatech vSech v této praci studovanych druhl u samic i samci. Znacend sonda uspésné
hybridizovala u v§ech druhti, ovSem ne u vSech druhti bylo mozné s jistotou urcit presny pocet
klastrti 18S, jelikoz sonda tvofila rovnéz slabé nespecifické signaly. Piesné urcit pocet klastrii

se podafilo u druhli O. gracilis, P. i-cinctum. U samice O. gracilis byl uréen pocet

29



na mitotickych chromozomech na ¢tyfti klastry 18S, zatimco u samce to byl lichy pocet, a to
pétklastri. U druhu P. i-cinctum byly jak u samice, tak u samce objeveny c¢tyfi klastry. Snimky
mitotickych preparati s FISH hybridizaci 18S sondy vyfocené pod fluorescenénim
mikroskopem jsou sloZzené do Obrazku 7. Pfiblizné pocty klastrti podjednotky 18S rDNA
u jednotlivych druht jsou zapsadny do Tabulky IV.

Tabulka IV: Urceny pocet klastri podjednotky 18S rDNA na dvou homolognich parech

mitotickych chromozomt.

Druh Pocet klastrti u samic Pocet klastrii u samcti
Orthosia cerasi 8-10 8?7
Orthosia cruda 14 12-14
Orthosia gothica 11? 10-14
Orthosia gracilis 4 5
Orthosia incerta 10-14 10-12
Perigrapha i-cinctum 4 4
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Obrazek 7: Hybridizace 18S sondy (Cervena) a DAPI podbarveni (modrd) na mitotickych

jadrech u samic (a, ¢, e, g, i, k) a samci (b, d, f, h, j, ). Hybridizace u O. cerasi (a, b),
O. cruda (¢, d), O. gothica (e, f), O. gracilis (g, h), O. incerta (i, j) a P. i-cinctum (K, ).
* = signal sondy. Métitko = 10 um.
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4.5.2 Neptima FISH s amplifikaci s telomerickou sondou

Tato metoda umoznila ziskat informace o poloze telomerickych sekvenci jednotlivych
chromozomt. Diky tomu je mozné odhalit pfipadné chromozomdlni fuze, které mély
zachovanou telomerickou sekvenci v misté fize a rovnéZ ptipadné multivalenty pohlavnich
chromozomu. Zaroven oznaceni konci chromozomii napomohlo k uréeni spravného poctu
chromozom v diploidnich jadrech.

Telomericka sonda tspésné hybridizovala na vSech preparatech, tedy u samic i samcti
vSech Sesti studovanych druhd. Vysledky z telomerické FISH ovSem neodhalily pfitomnost

multivalentu pohlavnich chromozom u Zadného z druht.

4.6 Velikost genomt

Diky zméfeni velikosti genoml na pratokovém cytometru je mozné porovnat
namétfené hodnoty mezi samicemi a samci a odhalit tak piipadné rozdily v genomu. Rovnéz
1ze odhalit variabilitu mezi jednotlivymi druhy a populacemi. V ptipadé, Ze by u samice chyb¢l
chromozom W a méla by tedy konstituci pohlavnich chromozomt Z0, mél by mit samec vétsi
genom, jelikoz by mél o jeden chromozom Z vice. Byla tedy stanovena nulovd hypotéza
Ho: samec nema vétsi genom nez samice.

Z odectenych vysledkl velikosti haploidnich genomi z cytometru byl proveden
dvouvybérovy t-test v programu R v RStudio pro test dané hypotézy. Statistické zhodnoceni
bylo provedeno u druhti O. cerasi, O. gothica a O. incerta. U druhi, u kterych nebylo dosazeno
minimdlné tii méfeni jak od samice, tak samce, byl vypocten pouze primér hodnot se

smérodatnou odchylkou. Vysledky shrnuté v Tabulce V.
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Tabulka V: Shrnuté vysledky méfeni velikosti genomi. @ = pocet uspé§né zméfenych samic.

d = pocet Gsp&sné zméfenych samci. 1C = primérna velikost haploidniho genomu [pg].

sd = smérodatna odchylka. NA = nelze vypocitat.

Dvouvybérovy
Druh ° J4  1C9pg] 1ICd Ipgl et
Orthosia cerasi 3 3 (sd 1:55(5) 17) (sd 1:558 10) LZ,OI;%iezllsu’edi
’ T 0,5862
. 1,618 1,519
Orthosia cruda 2 1 (sd = 0,107) (sd = NA) NA
Orthosia gothica 6 5 (sd 1:52522) ( dlz’ét)sgm) t==9: ;?j;ﬁ;‘f
: T 0,1602
. e 0,934 0,918
Orthosia gracilis 3 2 (sd = 0,035) (sd = 0,031) NA
t=-19134
Orthosia incerta 3 3 (sd 1;206(1)52) (sd 1:52821) =4, p’-9vef,lu’ed=f
: T 0,06412
: .. 0,887 0,897
Perigrapha i-cinctum 2 (sd = 0,006) (sd = 0,053) NA

Na Obrazku 8 jsou ukdzany reprezentativni histogramy ziskané z priutokového

cytometru pro kazdy druh, které ukazuji zavislost relativniho mnozstvi fluorescence (PI

fluorescence) na mnozstvi analyzovanych jader (Count). Jednotlivé piky piedstavuji pocet

métenych jader a k nim pfifazené mnozstvi fluorescence. Piky 2C znamenaji diploidni jadra,

jejich dvojnéasobek 4C jsou pak tetraploidni jadra. Obrazky 8a-f byly vytvofeny Petrem

Kouteckym. Do jednotného obrdzku byly jednotlivé histogramy sesklddany v programu

Adobe Photoshop CS6 verze 13.0.
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Obrazek 8: Reprezentativni histogram z méfeni na pritokovém cytometru pro (a) samce

Orthosia cerasi (O. cer.), (b) samce Orthosia cruda (O. cru.), (¢) samce Orthosia gothica

(0. got.), (d) samice Orthosia gracilis (O. gra.), (e) samce Orthosia incerta. (O. inc.), (f)

samce Perigrapha i-cinctum. (1. cinc.). Standardem pro méteni byli zavije¢ moucny Ephestia

kuehniella (E. k.), histogramy a, b, ¢, e, a ruménice pospolna Pyrrhocoris apterus (P. a.),

histogramy d, f. Osa X (PI fluorescence)

Osa Y (Count) = pocet métenych jader.

= relativni mnozZstvi

fluorescence.
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4.7 Fylogenetické analyza

Bayesova analyza s milionem iteraci vygenerovala fylogeneticky strom, ktery byl
zakotenén druhem P. i-cinctum. Bylo ukézano, Ze nejodvozengjsim druhem rodu Orthosia je
O. gracilis pro niz jsou sesterskou skupinou ostatni zkoumané druhy. Dvojice O. cruda
a O. gothica predstavuje monofyletickou skupinu s nejmlad$im vétvenim. Pro toto vétveni
byla ovSem vypocitina nejnizs$i pravdépodobnost, a to 69,29. Sesterskym taxonem k této
dvojici je pak O. cerasi. Toto vétveni je podpoteno pravdépodobnosti 99,96. Pro skupinu
tvofenou druhy O. cerasi, O. cruda a O. gothica je sesterskym taxonem O. incerta.
Pravdépodobnostni podpora tohoto vétveni byla spoctena na 99,48. Vysledny fylogeneticky

strom je na Obrazku 9.

Perigrapha i-cinctum

Orthosia gracilis

Orthosia incerta

99,48

Orthosia cerasi

99,96

Orthosia cruda

Orthosia gothica
0,008

Obrazek 9: Vysledny fylogeneticky strom zkoumanych druhti. Bayesidnské posteriorni
pravdépodobnosti pro jednotlivé nody zobrazeny v obrazku u jednotlivych vétveni. Délka
vétvi reprezentuje evoluéni zménu v Case. M¢efitko reprezentuje pramérny pocet

nukleotidovych substituci na pozici.
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5 DISKUZE

O chromozomalnich konstitucich druhii rodu Orthosia z Celedi Noctuidae je dosud
velmi malo informaci. Jediné cytogenetické studie provedené na druzich rodu Orthosia
pochézi z roku 1968 a 1975. V prvni zminéné praci byl zjistén pocet chromozomu u samic
a samcll u Orthosia gracilis. Autofi prace se rovnéz zaméfili na pozorovani sex chromatinu
a zjistili, Ze se u O. gracilis takovy chromatin nenachéazi. Z téchto poznatkl byla u tohoto
druhu vyvozena chromozomalni konstituce Z0/ZZ. Rovnéz byly v této praci podrobeny studiu
druhy O. gothica a O. stabilis, u kterych byla zjisténa ptitomnost pohlavné specifického sex
chromatinu (Traut & Mosbacher, 1968). V druhé zminéné praci byly spocitiny pocty
chromozomu v haploidnich jadrech u druhti O. cruda, O. gothica, O. gracilis, O. incerta,
O. miniosa, O. munda, O. stabilis a O. rorida (Werner, 1975).

Tato diplomova prace se zaméfila na cytogeneticky vyzkum u vybranych druhti rodu

Orthosia a ovéteni ptipadné ztraty chromozomu W u samic O. gracilis.

5.1 Absence sex chromatinu

Pritomnost sex chromatinu v interfaznich polyploidnich jadrech samic byla donedévna
povazovana za dikaz pfitomnosti chromozomu W. Jak ale dokazuji recentni vyzkumy,
pfitomnost ¢i absence sex chromatinu mnohdy nemusi o stavu chromozomu W pfili$
vypovidat (Hejnickova et al., 2021; Vlasanek et al., 2017).

V této praci byl pohlavné specificky sex chromatin nalezen pouze v polyploidnich
j&drech samic P. i-cinctum. Ptitomnost kondenzovaného sex chromatinu u samic naznacuje,
ze se u toho druhu chromozom W nachdzi. Déle byl sex chromatin nalezen v nékterych jadrech
usamic O. gracilis a O. incerta. Jelikoz byl ale podobny utvar nalezen i v nékterych
jadrech samci, je mozné, Ze se jedna o heterochromatinizovany chromozom B. Pfitomnost
chromozomu B by vysvétloval rovnéz i fakt, Ze Gtvar podobny sex chromatinu byl nalezen
pouze v nékterych jadrech.

U ostatnich druhi, tedy u O. cerasi, O. cruda a O. gothica pritomnost sex chromatinu
detekovéana nebyla. Jak navrhuje Hejnickova et al., 2021, kterd provéfovala divéryhodnost
sex chromatinu jako markeru pfitomnosti chromozomu W, 1ze nepfitomnost sex chromatinu
vysvétlit nékolika zplisoby. Prvnim z nich je absence chromozomu W u samic. V této praci
ovSem bylo objeveno, Ze vSechny zkoumané druhy chromozom W maji a jeho ztrata tedy byla

vyvracena. DalS$imi navrhovanymi zplsoby jsou pfitomnost ¢astecné transkripéné aktivniho
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chromozomu neo-W, nizka diferenciace chromozomu W od ostatnich ¢asti genomu nebo
asociace chromozomu W s transkripéné vysoce aktivnim jadérkem.

Je zajimavé, ze u samic O. gothica byl v praci Werner (1975) sex chromatin pozorovan,
zatimco v této praci sex chromatin u tohoto druhu pozorovan nebyl. Pfi¢inou téchto
rozporuplnych vysledkii mize byt existence riznych chromozomalnich ras ¢i odli$né slozeni
chromozomu W (Hejnickova et al., 2021). Dal§i moznosti je, Ze se u analyzované samice
O. gothica v praci Werner z roku 1975 nachédzel B chromozom, ktery rovnéz mize zptisobovat
tvorbu heterochromatinového téliska (Volenikova, 2012).

Tato prace tedy potvrzuje, ze pouziti sex chromatinu jako jediného markeru pro urc¢eni

pfitomnosti ¢i absenci chromozomu W je nevhodné.

5.2 Poc¢ty chromozomii

Za konzervovany pocet chromozomt u motyla (Lepidoptera) v haploidnim stavu se
povazuje n = 31 (Robinson, 1971). Chromozomy motylii ovSem mohou diky nelokalizované
centromete snadno podléhat stabilnim ptfestavbam, a tak 1ze nalézt druhy, které se mezi sebou
poctem chromozomt li$i 1 pfes vzdjemnou blizkou ptibuznost. Tak tomu bylo nalezeno
napiiklad u modraski, kde se pocty chromozomu pohybuji od n = 10 az po n = 226. Navic
u modraska Lysandra coridon byla objevena dokonce i vnitrodruhové variabilita v poctech
chromozoml mezi rtiznymi populacemi (Coutsis et al., 2001). Podobnd vnitrodruhova
variabilita byla rovnéz nalezena u bélaskli rodu Leptidea, kde se haploidni poc¢et chromozom
mezi populacemi liSil od n = 28 do n = 53 (Lukhtanov et al., 2011).

Podobné variabilita v rdmci blizce pfibuznych druhti byla objevena i v této praci.
Urceni poctu chromozomt v jadie bylo komplikovano zplisobem ptipravy preparatt, kdy se
pro rozprostieni macerované tkan¢ po podloznim sklicku pouziva tzv. spreading metoda.
Touto ptipravou se sice zajisti rovnomérné naneseni macerované tkan¢ na preparat, ale ¢asto
nemusi byt jadra na preparatech kompletni ¢i mtize vice jader splyvat do jednoho. I pfesto se
podafilo urcit pocet chromozomi u v§ech zkoumanych druhi. Pouze u druhu P. i-cinctum byl
objeven konzervovany pocet chromozomu, tedy 2n = 62, a to jak u samic, tak u samcu.
U zbylych zkoumanych druhti byl pocet chromozomu odlisny od ancestralniho, s tim zZe
nejmensi pocet byl objeven u O. gracilis (samice 2n = 27, samci 2n = 28) a nejvyssi
u O. gothica (samice 2n =71, samci 2n = 72). U O. gracilis tak byly potvrzené pocty
z publikace Traut a Mosbacher, 1968.
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Zjisté€né pocty chromozomt a jejich vysokou variablitu napti¢ druhy potrvzuje i prace
zroku 1975 (Werner, 1975), ve které byly spocitany pocty chromozom u osmi zastupcti rodu
Orthosia, a to u O. cruda, O. miniosa, O. gracilis, O. stabilis, O. incerta, O. gothica
a 0. rorida. Zjisténé poCty chromozoml v této praci byly shodné s pocty chromozomi
zjisténymi v této diplomové praci u druhit O. cruda, O. gothica, O. gracilis. Oproti tomu,
u druhu O. incerta byl v této diplomové praci zjistény nizsi pocet chromozomu v diploidnim
jéadre, a to o dva. Je tedy mozné, Ze u druhu O. incerta existuje rovnéz vnitrodruhova variabilita
s existenci nékolika chromozomalnich ras.

Vyse zminénd prace z roku 1975 ukazuje neobycejné velkou proménlivost v poctu
chromozoml mezi jednotlivymi druhy. Ani u jednoho z druhl nebyl nalezen konzervovany
pocet chromozomd, tedy n = 31. Nejniz§i poc€et haploidnich chromozomil byl nalezen
u O. gracilis (n= 14) anaopak nejvyssi pocet byl nalezen u O. rorida (n = 120). Je tedy zfejmé,
Ze tato skupina je cytogeneticky velice zajimava diky své variabilité napfi¢ druhy. ZvlaSnosti
je, ze u jinych skupin z ¢eledi Noctuidae se poCty chromozomu pfili§ neménily a Casto se
rovnaly konzervovanému po¢tu n = 31. Rod Orthosia je tedy v této variabilité¢ mezi Noctuidae
unikatni (Werner, 1975). Tyto odliSnosti v poctech chromozomii mohou byt zplsobeny
genomovou nestabilitou, kterd se miZze projevovat prostfednictvim fizi a rozpadi
chromozomtl. Takové chromozomalni pfestavby mohou hrat dalezitou roli v evolu¢nich
procesech jako je speciace ¢i adaptace a jsou usnadnény holocentrickou stavbou motylich
chromozomu (Cicconardi et al., 2021; de Vos et al., 2020).

Je zajimavé, Ze u tfi ze zkoumanych druht (O. cruda, O. gothica, O. gracilis) bylo
v diploidnich jadrech u samic nalezeno o jeden chromozom méné neZzli u samci. To by mohlo
naznacovat, ze chromozom W u téchto druhii chybi. Metody CGH a GISH ovsem odhalily, ze
chromozom W pfitomen je. Navic u druhtt O. cruda a O. gothica ukazuje chromozom W
¢astecnou heterochromatinizaci, ktera by mohla byt tvofena ptivodnim chromozomem W. Je
tedy pravdépodobné, ze u téchto druhti doslo k fizi autozomu s ptivodnim chromozomem W

a vznikl tak chromozom neo-W.

5.3 Pfitomnost chromozomu W

Piivodné byla pro zjisténi ptitomnosti ¢i absence chromozomu W pouzivana metoda
CGH, pozdé¢ji se ale prestala dafit hybridizace na preparaty, a tak byla pozdéji provedena i
metoda GISH. BohuZel, spousta cenného materidlu byla pouzita pii nefunkénich

hybridizacich, a tak ztracena.
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u O. gracilis. Ovétena nepfitomnost sex chromatinu ve vétsiné polyploidnich jader a jeden
chybégjici chromozom u samic skute¢né naznacovalo, ze je pfipadnd ztrata mozna.
Po provedeni CGH na mitotickych preparatech ale bylo zfejmé, Ze se chromozom W u samic
nachdzi. Zelené¢ znacend sami¢i sonda zfetelné hybridizovala po celé¢ délce jednoho
z chromozomt, a to pouze u samic. Je tedy pravdépodobné, ze se jedna praveé o chromozom
W. Ovéfeni pfitomnosti chromozomu W u O. gracilis pak bylo rovnéz provedeno pomoci
metody GISH na pachytennich chromozomech. Vzhledem k tomu, Ze je u samic v diploidnim
jadre lichy pocet chromozomi, je pravdépodobné, ze doslo fuzi starécho W s nékterym

z autozomu k vytvoreni chromozomu neo-W. Schéma tohoto procesu je na Obrazku 10.

absence W fuze W-autozom

samice samec samice samec

1 10 u )1:
. §8=

Obrazek 10: Alternativni uspofadani pohlavnich chromozomii vysvétlujici absenci sex

chromatinu a jednoho chromozomu v mitotickych jadrech samic.

U druhu O. cerasi byl vyskyt chromozomu W prokazan diky metodé GISH. Pii této
metodé na chromozom W vyrazné nasedala samici ¢ervena sonda. DAPI podbarveni ov§em
na tomto chromozomu neodhalilo vyznamnou abundanci heterochromatinu. Chromozom W
u O. cruda naopak vykazuje silnou heterochromatinizaci ve své terminalni Casti tvorené
kulovitym ttvarem. Tento kulovity utvar byl rovnéZ silné naznacen samici zelenou sondou
v metodé CGH a samici ¢ervenou sondou v metodé GISH. Vzhledem k tomu, Ze pouze ¢ast
chromozomu je tvofena heterochromatinem a ze u samice je v diploidnim jadie o jeden
chromozom méné nezli u samctl, je pravdépodobné, Ze ma tento druh chromozom neo-W.
Podobna situace se nachazi u druhu O. gothica. Tam byla ptfitomnost chromozomu W

potvrzena pomoci metody CGH, kdy na zhruba polovinu chromozomu siln¢€ hybridizovala
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samici zelena sonda. Rovnéz této ¢asti chromozomu W odpovidala i siln€ heterochromatinova
¢ast. U tohoto druhu bylo rovnéz zjisténo, ze diploidni pocet chromozomil u samic je o jeden
méné nezli u samci. I v tomto ptipadé jde tedy pravdépodobné¢ o chromozom neo-W.
U O. incerta byla ptitomnost chromozomu W odhalena metodou GISH i CGH. V obou dvou
pfipadech nasedala samic¢i sonda po témétr celé délce chromozomu, a to predevSim
v jednotlivych malych blocich. Druh P. i-cinctum, ktery byl zvolen jako "outgroup" vykazuje
heterochromatinizaci po celém chromozomu W a rovnéz tak hybridizaci sami¢i sondy pfi

metodé GISH.

5.4 FISH

Pomoci metody FISH byly lokalizované telomerické sekvence a klastry 18S rDNA.
Podjednotka 18S rDNA je povazovana za klasicky cytogeneticky marker. Geny kodujici tuto
podjednotku se nachazi v klastrech tvofenych nékolika stovkami az tisicovkami kopii
a dohromady s dal§imi podjednotkami rDNA spolupracuji na tvorbé jadérka (Nguyen et al.,
2010; Prokopowich et al., 2003). V nedavno publikované praci zabyvajici se markerem 18S
rDNA u motyla (Lepidoptera) bylo odhaleno, Ze ancestralni stav u této skupiny je jeden
terminalni klastr 18S rDNA na pachytennich chromozomech (Provaznikova et al., 2021).
Pro celed’ Noctuidae byl ancestralni pocet klastri 18S rDNA ur€en rovnéz na jeden klastr
na pachytennich chromozomech (Nguyen et al., 2010). U rodu Orthosia studovaném v této
diplomové praci byla ovSem nalezena vysoka riznorodost v poctu téchto klastrd, a to od 4 az
do 14 klastrii na mitotickych chromozomech.

Zajimavym vysledkem z této prace je, ze u druhu O. gracilis byly na mitotickych
chromozomech nalezeny rozdilné pocty signalti ze sondy 18S mezi samicemi a samci. U samic
byly nalezeny ctyfi klastry, kdezto u samcti jich bylo nalezeno pét. Mozné vysvétleni je, Ze se
u tohoto druhu nachdzi vnitrodruhovy polymorfismus, kdy na jednom z homologli z paru
autozomil se podjednotka 18S nachazi, ale na homolognim chromozomu tato podjednotka
chybi. DalSim vysvétlenim by mohl byt nadbyte¢ny chromozom B nesouci klastr 18S, to by
ale bylo v jadfe o jeden chromozom vice a takovy ukaz pozorovan nebyl.

BohuZel se v této praci nepodafilo u vSech druht jednozna¢né urcit pocet klastrit 18S
rDNA podjednotky. Pro pfesnéjsi ur¢eni poctu a rovnéZ i polohy klastrii by bylo zapotiebi
hybridizace sondy na pachytenni chromozomy, které jsou delsi a kolem aktivnich klastrii
rDNA maji patrnd jadérka. To ovSem z diivodu nedostatku preparati a Casu nebylo v této praci

mozné.
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Telomerickd FISH byla provedena ptedevsim pro odhaleni pfipadnych multivalent
pohlavnich chromozomii. Zadny takovy multivalent pomoci telomerické FISH odhalen nebyl
coz mohlo byt zapfic¢inéno bud’ nepfitomnosti multivalentd ¢i slabym rozliSenim a slabé

hybridizaci pfi telomerické FISH.

5.5 Velikost genomti

Nékteré hodnoty velikosti genoml byly naméfené pouze orientacné, a to kvili
nedostatku materialu na méfeni a tim padem nemoZnosti zajistit biologické triplikaty. I ptesto
lze z provedenych méteni usoudit, Zze se genomové velikosti samic a samcti zkoumanych
druht statisticky vyznamné neli$i. Z vysledki dvouvybérového t-testu je ziejmé, Ze ani
v jednom pfipadé nelze vyvratit nulovou hypotézu. Statisticky je tedy velikost genomill mezi
samicemi a samci u druhd O. cerasi, O. gothica, a O. incerta podobnd. U ostatnich druht,
u kterych kvtili nedostatku opakovani nebylo mozné vysledky zhodnotit statistickym testem,
a byly tedy vypocteny pouze pruméry, je mozné se domnivat, Ze u nich pravdépodobn¢ rozdil
ve velikosti genomu taktéz nebude. Z vysledkii téchto méfeni tedy vyplyva, ze by samice
téchto druhit mély mit chromozom W. Tento vysledek byl potvrzen i metodami CGH a GISH
jak bylo popsano vyse (viz kapitolu 4.3 a 4.4).

Hodnoty namétenych haploidnich genomt jsou u druhil v této praci primérné vyssi
nez hodnoty které byly u motyli (Lepidoptera) naméteny. Primérna velikost haploidniho
genomu u motyll je 0,66 + 0,04 pg (Gregory & Hebert, 2003). Moznym vysvétlenim stavu
nalezeného v této praci je ptitomnost n¢jakého fenoménu, ktery zvétSuje genom a destabilizuje
chromozomy. Takovym fenoménem by mohla byt vysoka aktivita repetitivnich sekvenci
a jejich vysoka abundance (Klein & O’Neill, 2018). Tuto karyotypovou nestabilitu dokazuje
nejen velikost genomu, ale také rizné pocty chromozoml od ancestralniho poctu
u jednotlivych druht skupiny a riiznorody pocet klastri rDNA. Jak navrhuje Kreklova ve své
bakalarské praci z roku 2017, pro karyotypovou nestabilitu je pfedchazejici zvySeni velikosti
genomu nezbytné.

Pti studiu vzajemné zavislosti velikosti genomu a poctu klastrit rDNA u eukaryot byla
mezi témito hodnotami objevena silna korelace (Prokopowich et al., 2003). Bylo ukazano, ze
s navySenim poctu klastri rDNA Uzce souvisi genomové repetice (Dalikova et al., 2022). Je
znamo, ze repetice rovnéz souvisi s velikosti genomu tim zptisobem, ze ¢im vice repetitivnich
sekvenci, tim vétsi genom (Elliott & Gregory, 2015). Vzhledem k tomu, ze u druhil

studovanych v této praci byl pozorovan zvySeny pocet rDNA klastri oproti ancestralnimu
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stavu, je mozné, Ze s timto pozorovanim souvisi rovnéz vyssi naméfené hodnoty velikosti
genomi a tim padem zmnozeni repetitivnich sekvenci. Navic nejnizsi primérna velikost
genomi byla naméfena u druhii, u kterych byl zjistén nejnizsi pocet rDNA klastri (O. gracilis
a P. i-cinctum). Pro testovani, zda a jak spolu tyto hodnoty souvisi, by ov§em bylo nutné
nejprve piesné urcit pocet rDNA klastri na chromozomech a poté zméfit velikost genomu
pomoci prutokové cytometrie u vétSitho vzorku jedinci. Nasledné by bylo zapotitebi
osekvenovani genomt a bioinformatickych analyz k nalezeni repetic napoméhajicich Sifeni

rDNA (Dalikova et al., 2022).
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo posouzeni stavu pohlavnich chromozomi u vybranych druhti
rodu Orthosia. Nejprve byla u vSech druhil stanovena pfitomnost ¢i absence sex chromatinu
v polyploidnich jadrech malpighickych trubic. Ptitomnost typického sex chromatinu byla
potvrzena pouze u samic Perigrapha i-cinctum z ptibuzného rodu. Dale byly uréeny pocty
chromozom u samic i samcll zkoumanych druhii. Ancestralni pocet chromozomi (2n = 62)
byl nalezen pouze u P. i-cinctum. Pomoci metod CGH a GISH byl u samic vSech druht
objeven pohlavni chromozom W. Diky tomu byla vyvracena hypotéza o druhotné ztraté
chromozomu W u druhu Orthosia gracilis. Navic u tohoto druhu, a déale u druhu
Orthosia cruda a Orthosia gothica, byla stanovena hypotéza o ptitomnosti chromozomu neo-
W, a to na zaklad¢ jednoho chyb¢jiciho chromozomu v mitotickych jadrech u samic oproti
samcum, chybéjiciho sex chromatinu a heterochromatinové ¢asti chromozomu W. Dal$im
krokem bylo zjisténi poctu klastri 18S rDNA metodou FISH. U vSech zkoumanych druhti byl
zjistén zmnozZeny pocet téchto klastr. Metoda FISH byla pouzita rovnéz pro vizualizaci
telomerickych sekvenci chromozomt. Nasledné byla u samic a samcti vSech druhli zmétena
primérnad velikost haploidniho genomu. Timto zptisobem bylo zjiSténo, Ze samci nemaji vEtsi
velikost genomu nez samice, ¢imz bylo podpofeno tvrzeni o pfitomnosti chromozomu W
u samic. Nakonec byl uspésné sestaven fylogeneticky strom zkoumanych druhti podle
Bayesianské analyzy. Nalezené znaky navazané na fylogenetické vztahy skupiny jsou shrnuté

v Obrazku 11.

2n (9/3) sc(2/3) W  Clpg] (2/3) 18S rDNA (2/3)

Perigrapha i-cinctum 62/62 +/- + 0,887/0,897 4/4
Orthosia gracilis 27128 +-/+- + 0,934/0,918 4/5
Orthosia incerta 58/58 +-/+- + 1,260/1,429 10-14/10-12
Orthosia cerasi 56/56 -/- + 1,455/1,453 8-10/8
Orthosia cruda 63/64 -/- + 1,618/1,519 14/12-14
Orthosia gothica 71/72 -/- + 1,422/1,454 11?/10-14

Obrazek 11: Shrnuti nalezenych znakli navazanych na fylogenezi zkoumanych druht rodu
Orthosia. 2n = diploidni pocet chromozomi, SC = stav sex chromatinu (+ = SC ptitomny,

- =absence SC, +- = v ruznych jadrech pfitomnost i absence SC), W = pfitomnost (+)
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chromozomu W u samic, C [pg] = prumérna velikost haploidniho genomu v pikogramech,
18S rDNA = pocet klastri 18S rDNA na mitotickych chromozomech. ¢ = samice, J = samci.

Fylogenetické vztahy bez zachovaného méftitka.
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8 PRILOHY

Obrazek 1: Pocty chromozomi u samic a samct v diploidnim jadfe béhem mitézy. Jadra

podbarvend DAPI. Orthosia cerasi (a) samice 2n = 56, (b) samec 2n = 56. O. cruda (¢) samice
2n = 63, Sipka ukazuje na neo-W, (d) samec 2n = 64. O. gothica (e) samice 2n = 71, Sipka
ukazuje na neo-W, (f) samec 2n = 72. O. gracilis (g) samice 2n = 27, (h) samec 2n = 28.
O. incerta (i) samice 2n = 58, Sipka ukazuje na W, (j) samec 2n = 58. Perigrapha i-cinctum

(k) samice 2n = 62, Sipka ukazuje na W, (I) samec 2n = 62. M¢étitko = 10 pm.
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.
.

Obrazek 2: CGH na mitotickych jadrech samcti O. gothica (a-d) a O. gracilis (e-h).
Podbarveni DAPI (a, e), samici zelend sonda a samci cervena sonda ptes sebe (b, f), samici

zelena sonda (¢, g), samci ¢ervend sonda (d, h). Métitko = 10 pum.
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Tabulka I: Piehled primert testovanych pro amplifikaci

fylogenetickou analyzu.

geni nevybranych pro

_ Délka
Sekvence primert 5'-3' Pivod
Lokus produktu _
(Forward/Reverse) primert
(bp)
Arginine TNA CYG ARK CCC ART AYA AG (Wahlberg &
596
kinase TTG ATS AGY TCR GCG ATG Wheat, 2008)
DH GGW GAY GAR ATG ACN AGR ATH ATH TGG 710 (Wahlberg &
TTY TTR CAI GCC CAN ACR AAN CCN CC Wheat, 2008)
GAR TGY AAR TGY CAY GGY ATG TCT GG (Wahlberg &
wingless 400
ACT ICG CAR CAC CAR TGG AAT GTR CA Wheat, 2008)
GAATACGARCCBGAAATGGGWAARGT (Wahlberg et
CaATPase 444
CDCCRTGRGCGGGGTCGTTRAAGTG al., 2016)
DDX23 ACAAAAGATAAAGAACGTGARGARGARGCHAT 303 (Wahlberg et
TGATCTTTTTCAGACCARTGHCKRTCATCCCA al., 2016)
ProS GACAACAATCGACTGGCAYCCNAAYAA 43 (Wahlberg et
roSu
P CTGTCCAGTGACTGGAAYTTYTTCATDGC al., 2016)
PSh GCTGGGAGCTACTGGVTGYTGGTGYGAYA 366 (Wahlberg et
AGATGCAGTCTCCAGTGTAGATRTCDCKYTC al., 2016)
CAGCTGACAGACCTAAYTGTTAYGARTTYGG (Wahlberg et
SSu72 249
CCGATTGTAGCTTCTTCRTGRTTRTCYTG al., 2016)
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