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1 Uvod
1.1 Pohlavni chromozomy

Pohlavi organismu muze byt determinovano rtznymi zptsoby. U nékterych
organismu pohlavi zavisi na podnétech z okolniho prostiedi, jako je teplota nebo socialni
kontext, u jinych je pohlavi ureno geneticky. Posledni zminény zpisob mize zahrnovat
rizné mechanismy, od determinace pohlavi jedinym genem, az po specializované pohlavni
chromozomy (Rice, 1996). Rozeznavame dva zakladni systémy chromozomalniho ur¢eni
pohlavi: XX/XY, kdy chromozom Y je specificky pro samc¢i pohlavi, a WZ/ZZ, kdy

chromozom W je specificky pro samici pohlavi (Sahara et al., 2012).

Obecné je uznavana hypotéza, Ze pohlavni chromozomy vznikly z homologniho paru
autozomt, které se postupné diferencovaly, az daly vznik heteromorfnimu péaru pohlavnich
chromozomtl. Prvnim krokem tohoto procesu je vznik dvou oddélenych pohlavi.
U hermafroditt produkujicich saméi i sami¢i gamety dojde ke vzniku sami¢iho pohlavi
vzniklého recesivni mutaci pro sam¢i sterilitu m* (,,male-sterillity*). V pfitomnosti samic je
pro hermafrofity vyhodnéjsi tvofit pouze sam¢i gamety. To vede k selekci druhé dominantni
mutace f® (,,female-sterillity**) zptisobujici sami¢i sterilitu. Pokud lokusy t&chto dvou mutaci
budou v blizké vazbe, vznikne vétsinova populace s homogametickymi samicemi nesoucimi
alely f* m% ff m® a heterogametickymi samci 5 mf/ f m®. Pokud je dominance opaéna

(mS, ), vznika samiéi heterogametické pohlavi (Charlesworth, 1996).

Dalsim krokem je potlaceni rekombinace mezi Giseky chromozomu nesoucimi geny
pro determinaci pohlavi. Velikost tseku s potlacenou rekombinaci se mulZe postupné
zvétSovat az dojde k potlaceni rekombinace mezi celymi chromozomy a vzniku
chromozomalniho uréeni pohlavi. (Rice, 1996; Charlesworth et al., 2000). Co stoji za timto
mechanismem je vSak spekulativni. Dlouho byla zastavana hypotéza, podle které dochazi
na pohlavnich chromozomech v blizkosti oblasti determinujici pohlavi k hromadéni
pohlavné antagonistickych genti (,,sex-antagonistic genes*), tzn. genlt vyhodnych pro jedno
pohlavi, ale nevyhodnych pro druhé (Charlesworth et al., 2005). Tento model vSak zatim
nebyl empiricky prokazan (Perrin, 2021). Recentné tak byly navrzeny alternativni hypotézy,
jako napft. neutralni model potladeni rekombinace (Perrin, 2021; Jeffries et al., 2021).
Podle néj je homologni rekombinace béznym opravnym mechanismem. Chybné rozpoznani
homologni sekvence v8ak muze vést ke Skodlivym pfestavbam. Proto existuje pomérné

pfesny mechanismus pro hledani homolognich sekvenci (Renkawitz et al., 2014)
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a mechanismem pro opravu $patného parovani (Spies & Fishel, 2015). Z tohoto divodu je
V oblasti genil pro determinaci pohlavi snizena pravdépodobnost rekombinace a mutace se
zde snaze akumuluji, ¢imz dale zvétSuji rozsah nehomologni sekvence a snizuji tak frekvenci

rekombinace podél ¢im dal vétsiho tiseku chromozomu (Jeffries et al., 2021).

Jako diisledek potlacené rekombinace genovy obsah pohlavné specifického
chromozomu (Y nebo W) postupné degeneruje, az muze dojit ke ztraté pohlavné
specifického chromozomu nebo ke vzniku nového mechanismu uréeni pohlavi na jiném
chromozomu. Napft. u rodu Drosophila doslo k transpozici genu determinujiciho pohlavi
z chromozomu 4 na nyn¢jsi chromozom X. Chromozom 4 se tak z vysoce diferenciovaného
pohlavniho chromozomu pfeménil zpét na autozom, zlstdva vSak heterochromatizovany

(Vicoso & Bachtrog, 2013).

1.2 Chromozomy motylii

Rad Lepidoptera (motyli a miry) zahrnuje okolo 160 000 popsanych druhd
(Kristensen et al., 2007). Karyotypovan byl vSak jejich zlomek. Mitotické chromozomy
motylt jsou malé, velmi pocetné, a morfologicky uniformni (de Prins & Saitoh, 2003). Jsou
holocentrické, tzn. kinetochor se tvofi po celé délce chromozomu. Nemayji tak lokalizovanou
centromeru (Traut et al., 2007; Sahara et al., 2012), jejiz pozice byva pouzivana jako jeden
z hlavnich uréovacich znakd pro sestaveni karyogramu (O'Connor, 2008). Jejich identifikace
je tim padem velmi problematickd. Ani klasické prouzkovaci metody neposkytly
na mitotickych chromozomech motylt zadny vzor. Pro cytogenetické studie jsou mnohem
uchopiteln€jsi pachyteni chromozomy. V tomto stadiu se homologni chomozomy paru;ji
a tvori delsi bivalenty s typickymi chromomerovymi vzory. Toho vyuzil Traut (1976)
k identifikaci chromozomi u modelového organismu Bombyx mori (¢eled Bombycidae).
Charakteristicky chromomerovy vzor byl vSak rozeznatelny pouze u Sesti bivalentu.
Cytogeneticky vyzkum byl tak po dlouhou dobu omezen na pouhé pocitani chromozomu.
K vyraznému pokroku doslo s pfichodem fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a jejich
modifikaci jako naptiklad genomové in situ hybridizace (GISH) nebo komparativni
genomové¢ hybridizace (CGH), které nam umoznuji identifikovat jednotlivé chromozomy
nebo lokalizovat specifické sekvence (Goldsmith, 2010). Wu a kol. (1999) zkonstruovali dvé
knihovny bakteridlnich umélych chromozomt, ¢oz jsou dlouhé fragmenty jaderné DNA
vlozené do plazmidu, u organismu Bombyx mori (Celed Bombycidae; p50-knihovna
a C108-knihovna) a identifikovali klony nesouci znamé geny. Postupné bylo do vazebné

mapy ukotveno 523 BAC-Klont nesoucich 342 znamych gend, 85 sekvenci EST
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(,,Expressed Sequence Tag®™) a 1775 markeri SNP (,,single nucleotide polymorphism®;
Yasukochi et al., 2006; Yamamoto et al., 2008). Sam¢i genom bource byl osekvenovan
dvéma nezavislymi skupinami z Japonska a Ciny (Mita et al., 2004; Xia et al., 2004) a
v kombinaci kombinaci s konstruovanou vazebnou mapou se stal podkladem pro mnoho
srovnavacich studii. BAC-klony byly také metodou BAC-FISH mapovany na jednotlivé
chromozomy bource a pomohly tak k identifikaci jednotlivych chromozomu (Yoshido et al.,
2005).

Haploidni pocet chromozomt u skupiny Lepidoptera se nejcastéji pohybuje mezi
n=30-31 chromozomy, kdy n=31 je povazovan za ancestralni stav, jak potvrdily
karyologické studie u bazalnich druht motyla (Lukhtanov, 2000), i novéjsi genetické
a fyzické mapy vkombinaci sanalyzou genomovych dat (Baxter et al., 2011;
Sahara et al., 2013; Van't Hof et al., 2013). U nékterych skupin se vsak pocet chromozomi
vyrazng lisi. K redukcim poc¢tu chromozomt pravdépodobné dochézi diky chromozomalnim
fazim. Tak je tomu naptiklad u rodu Orgyia (¢eled’ Lymantriidae), kdy Orgyia antiqgua ma
byl nalezen u Hypothyris thea (¢eled’ Nymphalidae, (Brown Jr et al., 2004) a u Agathymus
aryxna (¢eled’ Hesperiidae, (de Prins & Saitoh, 2003). Vysoké poéty chromozomti u motylt
naopak vznikly rozpadem chromozomu (,,fission). Napiiklad Antheraea pernyi (Celed’
Saturniidae) ma n=49 zatimco jeji blizky ptibuzny Antheraea yamamai (¢eled’ Saturniidae)
ma n=31 odpovidajici ancestralnimu stavu Lepidoptera (Kawaguchi 1934, citovano
v Goldsmith, 2010). Nejvyssi pozorovany pocet chromozomi byl pak objeven u modraska
Polyommatus atlantica (¢eled’ Lycaenidae) s n= 224-226, diky kterému je znam jakozto

nositel nejvyssiho po¢tu chromozomu v celé zivocisné fisi (Lukhtanov, 2015).

Motyli maji spolecné¢ se svou sesterskou skupinou Trichoptera (chrostici)
chromozomalni uréeni typu Abraxas, tedy heterogametické samici pohlavi. Touto vlastnosti
se tyto dvé skupiny odlisuji od ostatnich hmyzich skupin s chromozomalnim urcenim typu
Drosophila, tedy heterogametickymi samci (Traut et al., 2007; Sahara et al., 2012; Blackmon
et al., 2016). Neditrysijni skupiny motylt (tzv. ,,non-ditrysian group®) sdili spole¢né se
skupinou Trichoptera konstituci pohlavnich chromozomi ZZ/Z0 (Marec & Novak, 1998;
Lukhtanov, 2000; toto tvrzeni bylo vSak zpochybnéno, viz kapitola 1.2.2.2.). U linii

Tischeriodea a Ditrysia, zahrnujicich 98% dnes Zijicich druht, pak miZeme pozorovat

systtm ZZ/ZW, nebo jeho riuzné odvozené varianty, napt. ZWiWo/ZZ



nebo Z1Z2,;W/[Z17217, Z,. Systém Z7/Z0 se mize druhotné objevovat i u pokrocilejsich skupin
jako dusledek degenerace a ztraty chromozomu W (Traut et al., 2007; Sahara et al., 2012).

Embrya majici chromozomy ZW se vyvinou v samice a ZZ v samce. Primarni signal
pro tento vyvoj mize byt dvojiho typu: 1) chromozom W nese dominantni pohlavi
determinujici gen, a spousti vyvoj v samici, pokud W neni pfitomen, dochazi k vyvoji
v samce nebo 2) chromozom Z nese recesivni, pohlavi determinujici gen pro vyvoj v samce,
ktery piisobi proti genu nebo sami¢imu matetskému efektu pro vyvoj v samici, ktery mize
byt na autozomu nebo chromozomu W (Sahara et al., 2012; Traut et al., 2007). Vsechny
skupiny ZZ/Z0 jsou pro determinaci pohlavi zavislé na po¢tu chromozomu Z (,,Z-counting
system®). U organismu se systémem ZZ/ZW neni jisté, zda je jejich pohlavi uréeno genem
determinujicim pohlavi, jako je tomu u bource Bombyx mori (¢eled” Bombycidae), nebo je
na chromozomu W nezavislé jako u Samia cynthia ssp. (¢eled’ Saturniidae) a pravdépodobné
tedy také podléha Z-counting systému (Yoshido et al., 2016; Abe et al., 2008). Abe a kol.
(2008) identifikovali pomoci deleéniho mapovani na mutantech Bombyx mori (Celed’
Bombycidae) gen determinujici pohlavi Fem (,,Feminiser) na kratkém useku
odpovidajicimu RAPD (nahodna amplifikace polymorfni DNA, ,,Random Amplification of
Polymorphic DNA*) markeru W-Rikishi. Ten je prekurzorem Fem piRNA (,piwi
interacting RNA“; Suzuki et al., 2003; Funaguma et al., 2005), jejiz cilovym genem je Z-
vazany gen Masc (,,Masculinizer*). UmlCeni exprese genu Masc messenger Fem piRNA
vede k alternativnimu sesttihu Bmdxs (,, doublesex ) v samici verzi. Pokud k uml¢eni Masc
messenger RNA nedojde, dochazi k sestifihu Bmdxs v saméi verzi a nasleduje kaskada

vyvoje v samce (Kiuchi et al., 2014).

1.2.1 Chromozom Z

Chromozom Z se ve svych sekvencich v mnohém podoba autozomiim, je tvofen
euchromatinem, oproti chromozomu W je mnohem stabilngjsi a obsahuje velké mnozstvi
genl. Pomoci analyz Z-vazanych genti byl potvrzen jejich vliv na larvélni vyvoj, adaptaci
k prostiedi, sexualni chovani nebo reprodukéni izolaci (Sperling, 1994; Kroemer et al., 2011,
Kost et al., 2016). K reprodukéni izolaci mohou pfispivat Z-vazané geny majici vliv
napiiklad na voltinismus (Pdd ,, postdiapause development time*) nebo geny ovliviiujici
sam¢i odpovéd’ na feromony (Resp), pozorované u Ostrinia nubilalis (¢eled” Crambidae),
které se nachazeji v oblasti mezi geny Tpi/OR, u které doslo k zablokovani rekombinace
v disledku inverze (Dopman et al., 2005; Wadsworth et al., 2015; Kozak et al., 2019).

Pritomnost markerového genu Tpi byla potvrzena na chromozomu Z i u dal$ich organismu,
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jako je Bombyx mori (¢eled” Bombycidae; Yasukochi et al., 2006), Heliconius melpomene
(Celed Nymphalidae; Jiggins et al.,, 2005), Ostrinia nubilalis (¢eled Crambidae;
Dopman et al., 2004) a Papilio glaucus (Eeled’ Papilionidae; Scriber et al., 1996).

I dalsi srovnavaci studie ukazaly, Ze genovy obsah chromozomu Z je napti¢ skupinou
Lepidoptera pomérné konzervovany i u vzdalené piibuznych linii (Fraisse et al., 2017),
zaroven se vSak objevuji vyznamné chromozomadlni pfestavby v podobé translokaci,
transpozici, inverzi nebo flizi, které mohou mit vyznamnou roli pfi adaptivni evoluci
a speciaci (Yasukochi et al., 2009; Van't Hof et al., 2013). Yasukochi (2009) pomoci
BAC-FISH mapovani srovnaval genovy obsah u Manduca sexta (¢eled” Sphingidae)
a B. mori (Celed Bombycidae), oba pfislusniky nadéeledi Bombycoidea. Potvrdil
konzervovanou syntenii u 20 chromozomi, z toho 19 mélo zachované potadi srovnavanych
gentl. Celkove bylo zmapovano 124 ze 131 orthologti B. mori. U chromozomu Z bylo potadi
genl zachovéno pouze u tfetiny chromozomu, dal$i dvé tfetiny mély geny v obraceném
potadi, coz nasvédcuje rozsahlé inverzi. Srovnavaci studie vazebné mapy u Biston betularia
(Celed Geometridae) s genomem fylogeneticky pomérmné vzdaleného B. mori (Celed
Bombycidae) ukazala, Ze pouze 2 z 157 mapovanych genti se nachazelo na jiném
chromozomu. V této studii bylo mapovano celkem 17 chromozomii obsahujicich alespon
3 orthologni geny (minimalni nutny pocet gent pro zjisténi potadi na chromozomu) a z toho
12 meélo zachované potadi gent. U chromozomu Zbyly nalezeny dvé inverze
a dv¢ transpozice (Van't Hof et al., 2013). Srovnani Z-vazanych genti u Camerana ohridella
(Celed” Gracillariidae, linie Ditrysia), Nemophora degeerella (Celed Adelidae,
,hon-ditrysian® linie) a Triodia sylvina (Hepialidae, ,,non-ditrysian® linie) proti genomu
Bombyx mori (¢eled’ Bombycidae, linie Ditrysia) ukazalo vyskyt velkych syntennich blokt

V ramci chromozomu Z napfic celou skupinou Lepidoptera (Fraisse et al., 2017).

Akumulace velkého mnozstvi genti vyhodnych pro sam¢i pohlavi je pravdépodobné
zpusobena pomoci tzv. efektu rychlé evoluce chromozomu Z (,,Faster-Z-effect®). Nové
vzniklé recesivni mutace na chromozomu Z se u samic nachdzi vV hemizygotnim stavu

(Z0 nebo ZW) a jsou tak vystaveny selekci (Mank et al., 2010).

Dal$im intenzivné studovanym tématem dotykajicim se chromozomu Z
je kompenzace genové davky, coz je regulacni mechanismus srovnavajici uroveil genoveé
exprese mezi homogametickym a heterogametickym pohlavim. Samci maji dvé kopie

chromozomu Z, zatimco samice pouze jednu. Vysledkem je polovi¢ni Groven transkripce
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atranslace Z-vazanych gent, které dale mohou ovliviiovat uroven transkripce autozomalnich
geni (Wijchers & Festenstein, 2011). Autozomalni monozomie, tj. forma aneuploidie,
kdy normalné diploidni par chromozomt je zredukovan na jednu kopii, bézn¢ byva smrtelna.
Proto byla dlouho predpokladana nutna pfitomnost né¢jakého kompenza¢niho mechanismu.
Dalsi studie na ptacich (Arnold et al., 2008) nebo Schisostoma mansoni (tfida Trematoda,
Vicoso & Bachtrog, 2011) vsak ukazaly, ze kompletni kompenzace genové davky neni
podminkou, naopak byla pfisuzovana pouze skupinam s heterogametickymi samci, zatimco
u skupin se sami¢im heterogametickym pohlavim méla chybét (Mank, 2013). Tento nazor
potvrzovaly prvni studie kompenzace genové davky u motyld na B. mori (Celed
Bombycidae, (Zha et al., 2009) a Plodia interpunctella (¢eled’ Pyralidae; Harrison et al.,
2012). Nov¢jsi prace u B. mori (Walters & Hardcastle, 2011) a Manduca sexta (Smith et al.,
2014) vsak ukazaly kompletni kompenzaci genové davky u téchto organismi. Naopak
u motylt rodu Heliconius (¢eled’ Nymphalidae; Walters et al., 2015) byla potvrzena pouze
¢aste¢na kompenzace genové davky. Na zaklade téchto vysledkd Walters (2015) formuloval

dvé mozna vysvétleni:

a) Vyvinuly se nezavisle na sobé dva mechanismy pro kompenzaci genové davky,
b) nebo je v ramci skupiny Lepidoptera vyvinut mechanismus ¢astené kompenzace
genove davky, ktery u nad¢eledi Bombycoidea dosahl vyssi urovné, tedy kompletni

kompenzace genové davky, a naopak byl zcela ztracen u ¢eledi Pyralidae.

U rodu Danaus plexippus (¢eled” Nymphalidae) byly na jeho neopohlavnim chromozomu
Z nalezeny dva mechanismy kompenzace genové davky. U ancestralni ¢asti odpovidajici
chromozomu Z ostatnich motyli byl pozorovan mechanismus &asteéné kompenzace,
zatimco u neo-Z ¢asti autozomalniho ptivodu je kompenzace genové davky tplna. Existence
dvou mechanismti kompenzace na jediném chromozomu byla velice piekvapiva (Gu et al.,

2019).

1.2.2 Chromozom W

Oproti chromozomu Z bylo na chromozomu W nalezeno velmi malé mnozstvi gen.
Tazima (1964) pomoci pokust s indukovanymi translokacemi, delecemi a dal§imi
manipulacemi s chromozomem W identifikoval pfibliznou polohu genu pro determinaci
pohlavi zvaného Fem u B. mori (¢eled Bombycidae). U tohoto organismu byl dale nalezen
gen Esd (,,egg-size-determining*) majici vliv na velikost vajicka (Kawamura, 1988).

Pfi pokusech na mutantech Ephestia kuehniella (¢eled’ Pyralidae) byl translokovan fragment
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chromozomu W nesouci faktor zabranujici vyvoji v samce (tzv. ,,male-killing factor*;
Marec et al., 2001). U organismu Antheraea pernyi (¢eled” Saturniidae) bylo nalezeno
nékolik kopii jinak Z-vazanému genu period. Jedna varianta, perW, koduje zkraceny protein,

jina pro zménu produkuje antisense RNA (Gotter et al., 1999).

Dal$im rozdilem oproti chromozomu Z je vysokd mira heterochromatizace
zpusobena velkym pocet repetitivnich sekvenci a mobilnich elementt, tvoficich vétSinu
chromozomu W. Sahara (2003) vyuzil metody komparativni genomové hybridizace (CGH)
a srovnaval rozdiln¢ znacené genomové sondy samic a samcl u téi organismu, B. mori,
E. kuehniella a Galleria mellonella. Ac¢koli samici celogenomova sonda obsahuje DNA
chromozomu W, zatimco sam¢i nikoli, obé se vazaly na chromozom W. Na zaklad¢
vysledki analyzy tak byly identifikovany dva druhy repetitivnich sekvenci. Prvni skupinou
jsou repetitivni sekvence vyskytujici se v rdmei celého genomu, zatimco druhou skupinu
tvoii W-specifické repetitivni sekvence. Znamou vlastnosti repetitivnich sekvenci je jejich
rychld evoluce, kterd je v pfipadé¢ chromozomu W podpoiena potlatenim rekombinace
mezi chromozomem W a Z. Vitkova (2007) vyuzila CGH a mezidruhovou hybridizaci
(Zoo-FISH) pro srovnani chromozomid W u nékolika zastupct ¢eledi Pyralidae. Pomoci
Z00-FISH srovnavala E. kuehniella se tfemi rizné fylogeneticky vzdalenymi druhy, Cadra
cautella a P. interpunctella a Galleria mellonella. Ackoliv byla nalezena homologie
odpovidajici fylogenetické vzdélenosti jednotlivych druhti, CGH odhalila velké strukturalni
a molekularni rozdily i mezi nejpfibuznéjsimi druhy. To poukazuje na dynamickou evoluci
chromozomu W (Vitkova et al., 2007; Sahara et al., 2012).

Z divodu velkého mnoZstvi repetitivnich sekvenci byva chromozom W vyloucen
ze sekvenovani genomu, kde by mohl zplsobovat znacné problémy v pozd¢jSim skladani
genomu (Traut et al., 2007; Sahara et al., 2012; Deakin et al., 2019). Abe (2005) pomoci
RAPD markerd vybrali 14 W-specifickych BAC klond B. mori a osekvenovali je.
Pti sklddani BAC-klonti se nepodafilo sestavit jeden uceleny kontig z diivodu velkého
mnozstvi repetitivnich sekvenci, ale bylo odhaleno mnoho LTR a non-LTR
retrotranspozomi, retroposonti, DNA transposonil a jejich derivatl. V nejnovéjsich studiich
u organismu jako je Cydia pomonella (¢eled’ Tortricidae), Dryas iulia (¢eled Nymphalidae)
nebo Kallima inachus (¢eled Nymphalidae) se vsak podatilo pomoci riznych sekvenaénich
strategii sestavit i chromozom W (Wan et al., 2019; Yang et al., 2020; Lewis et al., 2021).

Yang et al. (2020) sekvenovali genom Kallima inachus (Celed Nymphalidae)



véetn¢ samic¢iho pohlavniho chromozomu. Jejich chromozomu W ukézala, ze 67,89 %

chromozomu je slozeno z repetitivnich sekvenci.

1.2.2.1  Pohlavne specificky heterochromatin

Pohlavni chromozomy mohou tvofit pohlavné specificky heterochromatin (jinak také
nazyvany Sex-chromatin). Lze jej pozorovat Vv interfaznich samicich jadrech a odpovida
heterochromatinizovanému pohlavnimu chromozomu. Mizeme jej pozorovat u skupiny
Mammalia (savci), kde se jednd o chromozom X, kdy k heterochromatizaci dochézi
v disledku kompenzace genové davky. U skupiny Lepidoptera odpovida chromozomu W
a byva casto pouzivan jako nepiimy dikaz jeho vyskytu v karyotypu zkoumaného
organismu. Jeho absence vSak nemusi nutné¢ =znacit i absenci chromozomu W

(Traut & Marec, 1996; Sichova et al., 2015; Hejnickova et al., 2021).

Heterochromatin mitize byt pozorovan v riznych tkanich u larev i dospélct. VétSina
tkani obsahuje pouze jedno heterochromatinové télisko kulovitého tvaru, nehledé na tiroven
ploidie dané tkané (White 1973). Nejnapadnéjsi je vSak ve vysoce polyploidnich burikach
(Traut & Marec, 1996; Traut et al., 2007). V ramci skupiny Lepidoptera byly nalezeny
i vyjimky, naptiklad E. kuehniella mé ve svych folikularnich a nutritivnich bunkach vice
heterochromatinovych télisek, divod v$ak neni znam (Traut et al., 2007). | u druht
s pohlavnim chromozomem neo-W vzniklym fazi, ktery ma i euchromatinovou ¢ast, byl
pozorovan rozpad heterochromatinového téliska na vice mensich. Jde naptiklad o Orgyia
antiqua (Celed Lymantriidae; Traut & Marec, 1997), ale stejny jev lze pozorovat
i u mutantnich linii E. kuehniella, nebo B. mori, u kterych doslo k indukovanym fazim
nebo translokacim mezi chromozomem W a autozomem (Marec & Traut, 1994; Yokoyama

et al., 2000).

Heterochromatinové télisko obsahuje nékolik tisici kopii chromozomu W, a bylo
proto vyuzivano jako zdroj W-specifické DNA. Po vyfiznuti z interfazniho jadra metodou
laserové mikrodisekce muize byt pouzito jako barvici sonda pro fluorescencni in situ
hybridizaci (Fukova et al., 2007; Vitkova et al., 2007; Dalikova et al., 2017),
nebo pro sekvenovani. Traut (2013) sekvenoval DNA E. kuehniella (¢eled’ Pyralidae)
ziskanou laserovou mikrodisekci chromozomu W. Objevil mobilni elementy, mikrosatelity,

nebo inzerce mitochondrialni DNA, nebyly vSak nalezeny zadné protein-kddujici geny.



1.2.2.2 Vznik chromozomu W

Lukhtanov (2000) ve své starSi praci zabyvajici Se vznikem pohlavniho
chromozomu W zastaval hypotézu vzniku chromozomu W u spolecného predka skupin

Ditrysia a Tischeriidae a navrhoval dva mozné zptsoby jeho vzniku:

a) fuzi ancestralniho pohlavniho chromozomu Z s autozomem, davajici vznik systému
neo-Z/W. Chromozom W by tak vznikl z autozomu (Traut & Marec, 1997,
Lukhtanov, 2000),

b) vznik nového pohlavniho chromozomu W z nadpocetného chromozomu B
(Lukhtanov, 2000).

Druhy zptisob byl podporovan sdilenym ancestralnim poctem chromozomit n=31
mezi neditrysijnimi skupinami (,,non-distryan group“) a skupinou Ditrysia. Pfi fazi
pohlavnich chromozomi s nékterym autozomem je piedpokladan pokles v poctu
chromozomu (Lukhtanov, 2000).

Oproti star$im studiim (Lukhtanov, 2000; Traut et al., 2007; Sahara et al., 2012)
Dalikova et al. (2017) vzala v potaz také absenci chromozomu W u bazalnich
ditrysijnich linii Psychidae (Seiler 1959) a Tineidae (fylogenetické vztahy zobrazeny
na obrazku 1). Dalikova et al. (2017) zduraznuji, Ze informace o absenci W u Tineidae
je zatim limitovana studii na jednom jediném zastupci Tineola bisselliella.
Za ptedpokladu, Ze linie Tineidae skuteéné postrada chromozom W, pak navrhuji
hypotézu dvou nezavislych vznikd pohlavniho chromozomu W u skupin Ditrysia

a Tischeriidae, a to hned v n¢kolika variacich (obrazek 1):

a) dvé fuze chromozomu Z s autozomem
b) dva vzniky W z nadpocetného B chromozomu

C) jedna fuze chromozomu Z s autozomem a vznik z B chromozomu



a) dvé fize chromozomu Z s autozomem

pokrocilejs|
Tischeriidae  Psychidae Tineidae Ditrysia

Z Wi Z W2
1
z z 5
.
™ fuze Z a A2
P A2' dava vznik W2
fuze Z a A1

A1' dava vznik W1 S Ditrysia

b) dva vzniky W z nadpocetného B chromozomu

pokrocilej3i
Tischeriidae  Psychidae Tineidae Ditrysia
zZ W1 7 z ‘Z W2
3
8
" vznik W2

z B chromozomu
vznik W1
z B chromozomu

l Ditrysia

c) jedna fuze chromozomu Z s autozomem a vznik z B chromozomu

pokrotilejsi
Tischeridae  Psychidae Tineidae  Ditrysia
zZw

I ' z Z Z W2

l ' ;| '
3
L ¢

e vznik W2
Pl z chromozomu B
fuzeZaA

A’ déva vznik W1 ™ Ditrysia

Obrazek 1: Zvazované varianty dvou nezavislych vznikli chromozomu W. a Dv¢ fluze
chromozomu Z s autozomem davajici vznik chromozomtim W, b dva vzniky chromozomu
W z nadpocetného B chromozomu, ¢ jedna faze u linie Tischeriidae a jeden vznik
z nadpocetného B chromozomu u pokrocilejsich skupin linie Ditrysia (Dalikova et al., 2017,

upraveno).
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Dalikova et al. (2017) se pfiklani k hypotéze dvou nezavislych vznikii chromozomu
W na zaklad¢ vysledka jejich studie podporujici syntenii Z-vazanych gend u skupiny
Euheteroneura (Ditrysia a Tischeriidae). U linie Tischeriidae preferuji hypotézu vzniku fazi
chromozomu Z s autozomem. T¢é nahrava niz§i pocet chromozomii u Tischeriidae, a tedy je
predpokladany vyskyt chromozomalnich fazi. U linie Ditrysia naopak ptfedpokladaji vznik

Z chromozomu B.

Dalsi zajimavou studii provedla Volenikova (2017), ktera identifikovala chromozom
W u zastupcti nadceledi Hepialoidea (,,non-ditrysian“ linie), kde byl podle starSich studii
predpokladan systém ZZ/Z0 (cf. Traut a kol. 2007, Sahara a kol. 2012). Ten byl vSak
nepfimo urcen pouze na zakladé absence heterochromatinového téliska u samic. Na zakladé
fylogenetickych vztahti a poéti chromozomu v karyotypu Volenikova (2017) navrhuje

moznost, ze systém ZZ/ZW vznikl uz u spoleéného predka celé linie Hepialoidea a Ditrysia.

Fraisse et al. (2017) provedli srovnavaci studii mezi Cameraria ohridella (¢eled’
Gracillariidae, Ditrysia), Nemophora degeerella (Celed Adelidae, neditrysijni linie)
a Triodia sylvina (Hepialidae, neditrysijni linie) a na zaklad¢ syntenie Z-vazanych gent
zjisténé z genomickych dat zavrhuji moznost fize s autozomem a ptiklangji se ke vzniku
chromozomu W z nadpocetného chromozomu B. Analyza osekvenovaného genomu u Dryas
iulia (¢eled’ Nymphalidae, linie Ditrysia) zahrnujici i chromozom W ukazala vysoky obsah
repetitivnich sekvenci a Zadny genovy obsah odpovidajici chromozomu Z nebo jakymkoliv
autozomim, tudiz se autofi také priklangji k hypotéze vzniku W zchromozomu B
(Lewis et al., 2021).

1.3 Neopohlavni chromozomy

U pohlavnich chromozomd, stejné¢ jako u autozomi, muze dochédzet k riznym
chromozomalnim pfestavbdm. Mezi tyto prestavby spadaji transpozice pohlavi
determinujiciho genu z pohlavniho chromozomu na autozom (Woram, 2003), novy vznik
pohlavi determinujiciho genu na autozomu (Tanaka et al., 2007), k translokaci mezi
autozomem a pohlavnim chromozomem (Yoshida et al., 2014), nebo k fizi autozomu
s pohlavnim chromozomem za vzniku tzv. neopohlavnich chromozomu (Charlesworth &
Charlesworth, 1980). Takovéto chromozomy byvaji pomérné mladé a nachazeji se v rané
fazi procesu diferenciace, tzn. jejich autozomalni c¢ast jeSt¢ neni plné¢ degradovana
v disledku potlacené rekombinace, a jsou proto vhodné pro zkoumani evoluce pohlavnich

chromozomu (Pala et al., 2012).
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Iu skupin, jako savci (Mammalia) nebo dvoukiidli (Diptera), u kterych byly pohlavni
chromozomy podrobné studovany a povazovany za stabilni, bylo zji$téno, Ze béhem vyvoje
jejich pohlavnich chromozomu doslo k chromozomalnim piestavbam (Vicoso & Bachtrog,
2013). U rodu Drosophila (fad Diptera) byl popsan opakovany a nezavisly vznik
neo-pohlavnich chromozomi. Srovnavaci analyzy neo-pohlavnich chromozomii starych
0,1 milionu let (D. albomicans), 1 milion let (D. Miranda) a 15 miliont let
(D. pseudoobscura) poskytuji nevSedni moznost studia molekularni evoluce pohlavnich
chromozomu (Bachtrog, 2013). U koljusky Gasterosteus aculeatus (tfida Actinopterygii, fad
Gasterosteiformes) byl analyzovan neo-pohlavni chromozom X a bylo u ni zjisténo, ze fize
pohlavniho chromozomu s autozomem vedla k vazbé lokusti pro behaviordlni izolaci
a hybridni sterilitu, které spolecné vytvaii reprodukéni bariéru mezi dvéma blizce

ptibuznymi sympatrickymi druhy (Kitano et al., 2009).

Mongue et al. (2017) pomoci bioinformatickych analyz odhalili neo-pohlavni
chromozomy neo-Z a neo-W u rodu Danaus (¢eled” Nymphalidae). Tento objev je inspiroval
Kk cytogenetické analyze karyotypu D. plexippus. Odhalili, Ze samci i samice maji n=30
a pomoci metody GISH identifikovali chromozom W jako soucast velkého paru
chromozom. Prostfednictvim CGH analyzovali molekuldrni kompozici pohlavniho
chromozomu neo-W, kde byla zjisténa vysoka mira pfitomnosti repetitivnich sekvenci. Dale
tato metoda odhalila dvé oblasti liSici se strukturu chromozomu W, kdy dvé tfetiny jsou
heterochromatizovany a patrné piedstavuji ancestralni chromozom W a zbyl4 tietina je
tvofena euchromatinem a patrné predstavuje zfuzovany autozom. U chromozomu neo-Z byl
prokdzan vznik fizi ancestrdlniho chromozomu Z s autozomem, ktery je homologni
s chromozomem 16 u B. mori (¢eled Bombycidae). Staii neopohlavniho systému je na
zakladé fylogenetickych vztahti v kombinaci s pfitomnosti neopohlavnich chromozomu

u zastupcu r. Danaus odhadovano na 5 milionti let (Mongue et al., 2017).

U motyll byl zjistén Casty vznik neopohlavnich chromozomt. Traut (2007) ve své
praci uvedl 40 druht s identifikovanym karyotypem, ztoho 12 meélo mnohondsobné
pohlavni chromozomy, a mnohem vice studii hlasi jejich vyskyt v dalSich zastupcich
(Nguyen et al., 2013; Sichova et al., 2015; Sichova et al., 2016). Vznik neopohlavnich
chromozomli mize byt dvojiho typu. Prvnim je chromozomalni rozpad ancestralniho
chromozomu Z nebo W za vzniku Z:Z>W nebo ZW1W> (Suomalainen, 1969a). Druhym je
fuze nebo translokace autozomu s ancestralnim chromozomem Znebo W za vzniku

neo-ZW1W- nebo neo-WZ1Z, (Suomalainen, 1969b).
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Vzniklé neopohlavni chromozomy mohou byt zafixovany meiotickym drivem.
Samic¢i meidza je asymetricka, tj. ze Ctyf vznikajicich bunék pouze jedna dava vznik vajic¢ku.
Homologni chromozomy tak mezi sebou bojuji o zaclenéni do vajec¢né bunky, coz mize byt
ovliviiovano meiotickym drivem, kdy dojde k nenahodné segregaci chromozomu a je
preferovana jedna geneticka varianta, napf. nové vznikly neopohlavni chromozom (Sandler
& Novitski, 1957). Nguyen & Carabajal Paladino (2016) vsak zpochybnuji roli meiotické
drivu z davodu holokinetické povahy chromozomu u motyld. Jelikoz u nich chybi
centromera, kinetochor se vaze po celé délce chromozomu, coz mize ovliviilovat meioticky
drive (Pokorna et al., 2014). Podrobnéjsi analyzy Kinetochoru vsak ukazaly, ze mikrotubuly
se vazou jen na 30-70% povrchu chromozomu (Wolf, 1994), coz ukazuje spiSe na absenci
meiotického drivu (Nguyen & Carabajal Paladino, 2016). Za hlavni hnaci silu evoluce
neo-pohlavnich chromozomu je nékterymi autory navrhovana selekce. Z-vazané geny hraji
velkou roli v prezygotickych a postzygotickych reprodukénich bariérach (viz kapitola
1.2.1.). Nguyen et al. (2013) ve své studii na Cydia pomonella (¢eled’ Tordicidae) ukazali,
ze diky fazi mezi autozomem (odpovidajici chromozomu 15 u B. mori) a chromozomem
Z se dostaly do vazby geny vyznamné pfispivajici k adaptaci na prostiedi a reprodukéni

izolaci.

1.4 Bombyx mori

Bourec morusovy, Bombyx mori (¢eled Bombycidae), je vyznamny modelovy
organismus z fadu Lepidoptera. Ma velky ekonomicky vyznam jakozto producent hedvabi.
Byl vyslechtén ze svého divokého ptibuzného Bombyx mandarina (¢eled” Bombycidae).
Po dobu cca 5000 let byl vystavovan piimé selekci pro vlastnosti zvySujici produkci a kvalitu
hedvabi. Disledkem domestikace se stal jedinym organismem v ramci hmyzu, ktery je pfi

rozmnozovani zcela odkazan na ¢lovéka (Wurm, 2003; Goldsmith, 2010).

Bourec morusovy byl mnoho let modelovym organismem pro biologii motyla,
béhem dvacatého stoleti se vSak stal objektem zajmu i v oblasti genetiky. Bylo nalezeno
nékolik spontdnnich mutaci v chovnych liniich, jiné vznikly kiiZenim S nejbliz§im
ptibuznym B.mandarina se kterym stale dokaze produkovat plodné hybridni potomstvo
(Goldsmith, 2010). V chovnych centrech nachazejicich se v Cing, Japonsku, Koreji nebo
Indii jsou udrzovany stovky riznych linii, délenych dle geografické piislusnosti a riznych
vlastnosti tykajicich se ekonomické prospésnosti dané linie. Mezi takové vlastnosti patfi
adaptace k masovému chovu, odolnost vuéi viraim, mnozstvi a kvalita vyprodukovaného

hedvabného vladkna nebo fertilita (Sohn, 2002). Dale jsou chovany i linie s riznymi
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morfologickymi, behavioralnimi ¢i biochemickymi odlisnostmi (Goldsmith, 2010). Bourec
morusovy byl také soucasti riznych pokusii vyuzivajicich radiace zpiisobujici prestavby
chromozomui. Podafilo se pfenést viditelné morfologické znaky vajicek, larev nebo kokonti,
Z autozomt na chromozom W. Takovéto mutantni linie byly poté vyuzivany pro téidéni
pohlavi (,,autosexing®) v hedvabnictvi (,,sericulture; Tazima, 1964, Nagaraju, 1996, Fujii
et al., 2006).

Haploidni po¢et chromozomt B. mori je n=28 (de Prins & Saitoh, 2003) a ma
chromozomalni systém ZZ/ZW. Chromozom W nese jiz dfive zmifovany gen Fem
podminujici determinaci sami¢iho pohlavi (Abe et al., 2008; viz kapitola 1.2. a 1.2.2.2.).
Na chromozomu Z mizeme najit geny S morfologickymi efekty jako je Vg (,,vestigial®)
negativné ovliviiujici vyvoj kiidel, Spli (,,soft and pliable*) zptisobujici mékkost téla larvy,
Md (,,muscle dystrophy*) vedouci k dystrofii svali zodpovédnych za mavani ktidly,
nebo Od (,.distinct oily*), coz je mutace v ukladani kyseliny mocové v pokozce larvy

a zpusobujici tak jeji prithlednost pfipominajici papir polity olejem (Fujii et al., 2010).

B. mori byl po D. melanogaster (Adams et al., 2000) druhym osekvenovanym
organismem Vv ramci hmyzu. Prvni sekvenovani sam¢iho genomu B. mori provedly dvé
nezavislé skupiny z Japonska a Ciny (Mita et al., 2004; Xia et al., 2004). Vysledna data obou
skupin byla pozdé&ji integrovana (The International Silkworm Genome Consortium, 2008).
S prichodem sekvenovani nové generace byl genom B. mori znova osekvenovan pomoci
technologii Illumina a PacBio. V této verzi byly diky dlouhym ¢tenim opraveny nékteré
chyby a doplnény neosekvenované useky (,,gaps®). Vysledkem je sekvence genomu
sestavajici z 696 ,,scaffoldi’, se statistikou N50 = 16.8 Mb (Kawamoto et al., 2019).

1.4.1 Mutantni linie TWPB

Tazima (1941, citovano v Tanaka, 2000 a Yokoyama et al., 2003) objevil linii
Bombyx mori s mutaci pro ,sable”“ mutantni zbarveni larvy (,,sable larval marking®)
znaenou p>* translokovanou na pohlavni chromozom W z chromozomu 2, ktery je
nositelem mutantniho lokusu p pro zbarveni larvy. Tazima (1942, 1943, 1944, citovano v
Tanaka, 2000) poté tuto linii podrobil rentgenovému ozafovani, kdy diky postupnym
delecim ziskal linii s normalnim zbarvenim (+°) vazanym na chromozom W. Tato linie piisla
o znacny kus translokovaného chromozomu 2. Spontanné z ni poté vznikly linie s pohlavné

vazanou mutaci pro ,,moricaud* mutantni zbarveni larvy (,,moricaud larval marking®) pM
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(Tazima, 1955, citovano v Tanaka, 2000 a Sreekumar et al., 2010) a s ¢ernym zbarvenim
larvy pB (Sasaki, 1955, citovano v Tanaka, 2000 a Yokoyama et al., 2003).

Tanaka et al. (2000) objevili u linie pB s pohlavné vazanou mutaci pro &erné zbarveni
larvy (TWPB) snizeny pocet haploidnich chromozomit n=27 a nezvykle velky bivalent ve
fazi pachytene. Dale byl pozorovan rozpad heterochromatinové téliska na nékolik mensich.
Analyzy pozorovaného bivalentu odhalily, ze se jedna o neopohlavni chromozom vznikly
fazi se dvéma autozomy, konkrétn¢ fragmentem chromozomu 2 a s chromozomem 5, fazené

V tomto potadi.
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2 Cile prace

Pohlavni chromozom W nebyl v ramci genomového projektu Bombyx mori
sekvenovan (Mita, 2004; Xia et al., 2004; The International Silkworm Genome Consortium,
2008), kvuli vysokému obsahu repetitivnich sekvenci, které by mohly ztéZovat nasledné
skladani genomu (,,genome assembly*). Znalost molekuldrniho slozeni pohlavniho
chromozomu W je vSak dilezitd k pochopeni evoluce pohlavnich chromozomut (cf.

Tomaszkiewicz et al., 2017).

W-specifickdi DNA pro sekvenovani muze byt ziskana metodou laserové
mikrodisekce heterochromatinového téliska v samicich interfaznich jadrech (Fukova et al.,
2007; Traut et al., 2013). Tato metoda vSak muze byt t€Zko uchopitelna u organismi
s neopohlavnimi chromozomy, kde byvéa Casto pozorovén rozpad heterochromatinového
teliska. Alternativou k laserové mikrodisekci muze byt tfidéni chromozomt pomoci
pratokové cytometrie (,,flow-sorting®), které funguje na principu rozliseni chromozomu dle
velikosti a obsahu GC bazi. Nevyhodou této metody je, Ze chromozomy podobné velikosti,
nebo fragmenty chromozomt, nemusi byt jednoznacné rozliSeny a mohou tak byt tfidény
jako jeden chromozom (Tomaszkiewicz et al., 2017). Motyli maji uniformni chromozomy
malé velikosti, proto pro né¢ za normdlnich okolnosti neni pritokova cytometrie vhodnou
metodou pro ziskavani W-specifické DNA. U mnoha motyla byl v§ak pozorovan napadné
velky chromozomalni par, Casto identifikovany jako neopohlavni chromozomy vzniklé fuzi
(Tanaka et al., 2000; Nguyen et al., 2013; Mongue et al., 2017). U téchto druhd by metoda

prutokové cytometrie mohla byt uziteCnym nastrojem pro studium pohlavnich chromozomti.

Cilem této prace je pomoci cytogenetické analyzy ovéfit pfitomnost neo-W

chromozomu u mutantni linie TWPB bource morusového Bombyx mori (¢eled’ Bombycidae).
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3 Metody
3.1 Materialy

Mutantni linie TWPB bource morusového Bombyx mori s pohlavné vazanou mutaci
pro zbarveni larvy byla ziskana od prof. Yokoyama (Tokyo University of Agriculture and
Technology, Japonsko). Housenky byly po vylihnuti krmeny na listech moruse. Dospélci

byly ruéné spareni a samicky nechany vyklast na filtra¢ni papir.

U diapauznich vajicek byl pouzit protokol pro pieruseni diapauzy s vyuzitim
kyseliny chlorovodikové (,,hot acid treatment™). Vajicka byla inkubovana v kyseling
chlorovodikové o hustot¢ 1,11 g.cm™ (odpovidd 15%, Perelman, 1999), kterd byla
pfipravena ze zasobni 35% kyseliny chlorovodikové (odpovida hustoté 1,26 g.cm?,
Perelman, 1999). Ziedéna kyselina byla pfedehifata na 46°C ve vodni lazni. Vajicka na
filtra¢nim papiru a byla vlozena do kyseliny a inkubovana 5 minut. Nasledné byla vaji¢ek
promyvéana pod tekouci vodou po dobu 20 minut. Po oschnuti se larvy bourct z vajicek

zacCaly lihnout po 18 dnech.

3.2 Priprava chromozomalnich preparatu

Larvy bource byly 3. den 5. (posledniho) instaru pitvany ve fyziologickém roztoku
(Glaser 1917 cit. v Lockwood, 1961); 0,9% NaCl, 0,042% KCI, 0,025% CaCl, 0,02%
NaHCOs3) a poté z nich byly ptipraveny chromozomalni preparaty podle Mediouni (2004)
metodou roztéru (,,spreading*) na histologické ploténce. Ovaria ze samic byla fixovana ve
fixazi (etanol, chloroform a kyselina mraven¢i v poméru 6:3:1) po dobu 10 minut. Na
podlozni skli¢ko o¢isténé kyselym ethanolem (1% HCI v etanolu) byla ptidana kapka 60%
kyseliny octové a wolframovou jehlou do ni byly pfeneseny jednotlivé ovarioly, které byly
nasledné wolframovou jehlou macerovany. Suspenze byla poté rozetfena po podloZznim
sklicku na histologické ploténce zahtaté na 45°C. Nasledovalo odvodnéni v ethanolové fadé
(70%, 80%, 100%) po dobu 30 sekund. Preparaty byly skladovany v -80°C do dalSiho

pouziti.
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3.3 Izolace genomové DNA

Z dospélcti bource byla extrahovana gDNA pomoci cetyltrimetylamoniumbromidu
(CTAB) dle protokolu Winnepenninckx a kol. (1993). Byla provedena homogenizace tkané
a jeji nasledné inkubace 15-17 h pii 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 lyzat promichan
se stejnym objemem chloroformu a vysledna smés byla centrifugovana 15 min pii 9000 rpm
a teplot¢ 4 °C. Vodna faze obsahujici gDNA byla opatrné odpipetovana do nové zkumavky.
Byla pfiddna RN4za A do vysledné koncentrace 50 mg/ml extrakéniho pufru. Nasledovala
inkubace pii 37 °C po dobu 30 min. Poté byly ke smési ve zkumavce ptidany 2/3 objemu
isopropanolu a DNA byla precipitovana po dobu 2 h pti pokojové teploté. Vysrazena DNA
byla 15 min centrifugovana pfi teploté 4 °C, 9 000 rpm. Poté byl pelet 2x promyt 70%
ethanolem a nasledné rozpustén ve vod¢. Pomoci Qubit 3.0 fluorometru (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) byla zméfena koncentrace izolované DNA a byla provedena
kontrola kvality pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham,
USA).

3.4 Znaceni hybridizacnich sond

Izolovanda gDNA byla fluorescencné znaCena metodou ,nick translace®
fluorochromem Cy3-dUTP (Jenna Bioscience, Jena, Germany). Znacici reakce o objemu 40
ul obsahovala 2 ug DNA, 1x nick translaéni pufr (5 mM Tris-HCI, 0,5 mM MgCI2, 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, 40 U DNA polymerazy I (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) a 0,01 U DNéazy 1. Znacici reakce gDNA byla inkubovana po dobu 3,5 hodiny
v 15°C. Poté byl pro zastaveni reakce pfidan 10x koncentrovany nanésect (,,loading*) pufr

(50% glycerol, 250 mM EDTA, 5,9 mM bromphenol blue).

3.5 Genomova in situ hybridizace

Genomova in situ hybridizace byla pouzita pro detekovani chromozomu W. Vyuziva
fluorescenéné znacenych celogenomovych sond hybridizovanych spolu s nadbytkem samc¢i
gDNA (Mediouni et al., 2004). Prvni krokem bylo oSetfeni preparati roztokem RNazy A
(100 pg/ml) po dobu 1 h v 37°C a nasledné blokovani v 5x Denhartovo reagens (7 ml 50x
Denhart’s solution, obsahujici 1% Ficoll, 1% polyvinylpyrrolidone a 1% hovézi sérovy

albumin; + 63 ml vody) ve vodni 1azni vyhraté na 37°C. Poté byly preparaty denaturovany
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70% formamidem v 2x SSC po dobu 3,5 min pii teploté¢ 68°C, a nakonec byly odvodnény
ve studeném 70 % etanolu 1 min s ndslednym dokoncenim etanolové fady (po 30 s v 80% a

100% etanolu).

Druhym krokem byla piiprava hybridizacni smési. Ta obsahovala 300 ng samici
znacené sondy, kompetitorovou DNA (3 pg sam¢i gDNA) a 25 pg sonikované DNA z
lososich spermii (Sigma-Aldrich). Samc¢i gDNA byla pied pfiddnim do hybridiza¢ni smési
fragmentovana inkubaci v 99°C po dobu 20 min. Hybridiza¢ni smés byla vysrazena
ptfidanim 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 2,5 nésobku objemu ledového 100% etanolu a
poté centrifugovana pii 4°C po dobu 20 min na 14 000 rpm. Poté byla promyta studenym
70% etanolem. Takto vysraZzena DNA byla rozpusténa v 50% deionizovaném formamidu a
10% dextran sulfatu v 2x SSC po dobu 30-45 min za teploty 37°C a nasledné denaturovana

po dobu 5 min v 90°C a poté okamzité zchlazena na ledu.

Ttetim krokem byla samotnd hybridizace. Na denaturované preparaty byla ptidana
hybridiza¢ni smés o objemu 10 ul a preparat byl piikryt krycim sklem (24 x 50 mm). To
bylo ptfekryto kaucukovym lepidlem Fixogum (Marabuwerke GmbH, Tamm, SRN).
Hybridizace probihala po dobu 3 dnt v teploté 37°C ve vlhké komtrce. Poté bylo lepidlo
odstranéno a preparaty byly namoceny do 1% Tritonu X-100 v 0,1x SSC. Nasledovalo prani
v 1% Tritonu X-100 v 0,1x SSC piedehiatém na teplotu 62 °C po dobu 5 min a v 1% Ilfotolu
(Iiford) po dobu 2 minut. Preparaty byly barveny DAPI (2-(4-amidinophenyl)-1H-indole-6-
carboxamidin) v DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan) o koncentraci 0,5 pg/ml. Preparat
byl prekryt krycim sklem (24 x 50 mm) a zafixovan lakem na nehty.

3.6 Zpracovani fotografii a mereni chromozomii

Hybridiza¢ni experimenty byly dokumentovany pomoci fluorescenéniho
mikroskopu Leica DM6 (Leica Microsystems, Wetzlar, Némecko) vybaveného ¢ernobilou
kamerou Andor Zyla sCMOS (Oxford Instruments, Abingdon, Anglie) a systémem
THUNDER Imager (Leica Microsystems).

Cernobilé fotografie byly barveny v Adobe Photoshop Elements 2021, &ervené pro
signaly samici hybridiza¢ni sondy znacené Cy3 a svétle modie pro DAPIL. Méfeni délky

chromozom bylo provedeno pomoci softwaru ImagelJ (Scheiner, 2012).
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4 Vysledky

Pro ovéfeni pritomnosti neopohlavniho chromozomu W u mutantni linie TWPB
bource morusového Bombyx mori (¢eled Bombycidae) byla vyuzita metoda genomové in
situ hybridizace (GISH, obrazek 2a-d). Na sami¢i chromozomalni preparaty byla
hybridizovdna sami¢i genomova sonda spolecné¢ s nadbytkem neznaCené samci
kompetitorové gDNA. Sonda zvyraznila 46,2 % (SD = 0,05) dlouhého chromozomu,
odpovidajici ancestralnimu chromozomu W. Celogenomova sonda oznacila také kratké
useky na vétsiné chromozomu, které pravdépodobné odpovidaji repetitivni DNA.
Na pohlavnim chromozomu W zpravidla nebyl pozorovan vyraznéjsi signal po barveni
DAPI. Dale bylo pozorovano nedokonalé parovani pohlavnich chromozomt (obrazek 2 c,

d), kdy chromozom Z charakteristicky ,,odstaval® od chromozomu W.

Byly spocitany pachyteni chromozomové pary ze tii jader a nasledné byla zmeétena
jejich délka (tabulka 1 a tabulka 2 v pfiloze). V komplementu bylo pozorovano 27
chromozomovych parti. Chromozom neo-W primérmné zaujimal 7,23 % z celkové délky
vSech chromozomu v komplementu (smérodatna odchylka SD = 0,442), coz pti délce 530
Mbp odpovida 38,319 Mbp (Tabulka 1). Neopohlavni chromozom W se diky fzi oproti

ancestralnimu chromozomu W zvétsil 2,187x (SD = 0,218).

Tabulka 1: Metricka analyza pohlavniho chromozomu W ze tii pachytenich jader.

jadro 1 jadro 2 jadro 3
délka komplementu (um) 223,560 203,273 162,951
délka pohl. chromozom (um) 14,911 14,785 12,630
ancestralni W* (um) 7,921 6,176 5,524
podil pohl. chr. v komplementu (%) 6,67 7,27 7,75
prumé&rny podil pohl. chr. v komplementu
(%) + SD 7,23+0,442

* oblast chromozomu W znacena GISH
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Obrazek 2: Genomova in situ hybridizace na samicich pachytenich komplementech.

a Chromozomy byly podbarveny DAPI (modrd), DAPI pozitivni heterochromatin na
chromosomu W byl spiSe vyjimkou, b Samic¢i genomova sonda byla znac¢ena fluorochromem
Cy3 (Cervena), C, d Prekryté signaly DAPI a celogenomové sondy. Bila Sipka ukazuje
na signal samic¢i sondy oznadujici ancestralni &ast chromozomu W. Cervena Sipka ukazuje

na ,,odstavajici chromozom Z. Méfitko 10 pm.
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5 Diskuze

Cilem této prace bylo potvrdit ptitomnost neopohlavniho chromozomu W u mutantni
linie TWPB modelového organismu Bombyx mori. U normalni linie (,,wild type®) bylo
V pachytene zaznamenano n = 28 chromozomovych parii. Pohlavni bivalent byvéa piiblizné
stejné velikosti jako ostatni chromozomové pary, kdy tvofi pfiblizné 3,62 % z celkové délky
vSech chromozomi v komplementu (SD = 0,376) odpovidajici 19,175 Mbp (Yoshido et al.,
2005). Genomova in situ hybridizace oznac¢ila u normalni linie chromozom W po celé jeho
délce (Sahara et al., 2003). GISH se samic¢i sondou vSak v pachytenich komplementech
samic linie TWPB zvyraznila pouze 46,2 % (SD = 0,050) pohlavniho chromozomu W, ktery
patrné odpovida ancestralnimu chromozomu W. U tfi jader byl stanoven pocet sparovanych
pachytenich chromozomi a jejich délky (tabulka 1 a tabulka 2 v ptiloze). Celkem bylo
pozorovano n = 27 sparovanych chromozom. Pohlavni chromozomy primérné zaujimaly
7,23 % z celkové délky pachyteniho komplementu (SD = 0,442) odpovidajici 38,319 Mbp.
Byly tedy o 19,144 Mbp vétsi nez WZ bivalent divoké linie, coz potvrzuje fizi ancestralniho
chromozomu W s autozomem. Dle Tanaka (2000) doslo u linie TWPB Kk fuzi mezi
chromozomem W, fragmentem chromozomu 2 a chromozomem 5. Béhem udrzovani této
linie bylo v§ak pozorovano odlomeni chromozomu 5 a pozdéji jeho opétovné ptipojeni (prof.
Yokoyama, osobni sd€leni). Tento jev byl pozorovan i u mutantnich linii E. kuehniella, kde
dochdzelo k rozpadu neopohlavnich chromozomt a poté k opétovnym fuzim vzniklych
fragmentl, né€kdy i sjinymi autozomy (Traut, 1986). Pro ovéfeni soucasného slozeni

neopohlavniho chromozomu W u TWPB linie bource je tak tfeba provést dalsi analyzy.

Fyzické mapovani sond pfipravenych z umélych bakteridlnich chromozomi (BAC),
tzv. BAC-FISH, miiZze odhalit sloZzeni neopohlavniho chromozomu W. BAC-FISH
mapovani bylo provedeno na mutantni linii bource ZWII, kde se podaftilo identifikovat v§ech
28 bivalentt a pfiradit je k vazebné skupin¢ a sestavit tak kompletni karyotyp. BAC-FISH
se tak prokazala jako vhodnd metoda pro karyotypovani u organismu pro které nefunguji
klasické prouzkovaci metody (Yoshido et al., 2005). Pozdé&ji napt. u Cydia pomonella (¢eled’
Tortricidae) byla tato metoda pouzita pro analyzu neo-pohlavniho chromozomu Z, u kterého
byla pfedpokladdna translokace autozomalni oblasti nesouci lokus kontrolujici rezistenci
vici insekticidim v ramci Celedi Tortricidae (Heckel, 1998). Nguyen et al. (2013) tak
provedli BAC-FISH mapovani u C. pomonella, které potvrdilo fuzi mezi chromozomem Z a

autozomem odpovidajici chromozomu 15 v referen¢nim genomu B. mori.
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V této studii bylo na nékterych chromozomalnich samicich preparatech z B. mori
linie TWPB pozorovano netiplné parovani pohlavnich chromozomti (viz obrazek 2 ¢, d). U
této linie pohlavni chromozom neo-W tvofi multivalent s chromozomem Z a 5. Neuplné
parovani muze byt zplsobeno zpozdénym parovanim ve fazi pachytene. Takovy jev
pozoroval i Kawamura (1991) u B. mori mutantni linie Sy s pohlavné vazanou mutaci pro
zluté zbarveni kokonu (,,sex-limited yellow cocoon®) zptisobenou translokaci velkého
fragmentu chromozomu 2. V rané fazi pachytene popsal zpozdéné parovani chromozomu
neo-W schromozomem Za chromozomem 2. Pokud se fragment chromozomu 2
translokovany na chromozom W nesparoval se svym homologem, vytvofil pozdé&ji smycku.
Podobn¢ bylo pozorovano u mutantni linie E. kuehniella netiplné parovani nebo parovani
fragmentovanych casti chromozomu W se sebou samymi z ditvodu jejich rizné velikosti

(Traut et al., 1986).

Ke studiu parovani multivalenti byla uspéSné pouzita fluorescencéni in situ
hybridizace s (TTAGG), telomerickou sondou (telo-FISH). Telomericka repetice TTAGG
je konzervovana u mnoha fadu z téidy Insecta (hmyz; Okazaki et al., 1993; Sahara et al.,
1999) a byva vyuzivana pro zvyraznéni koncovych oblasti chromozomi. Toho mize byt
vyuzito pifi detekci multivalentii pohlavnich chromozomd, kde telomerickéd sonda oznacuje
konce chromozomu (Yoshido et al., 2005). Zvyraznéni telomer jednotlivych chromozomu
v kombinaci s GISH poskytuje pak lepsi rozliSeni konstituce pohlavnich chromozomu.
Yoshido et al. (2005) pomoci této metody rozlisil konstituci pohlavnich chromozomi u
Antheraea yamamai (Celed’ Saturniidae), Orgyia antigua a O. thyellina (Celed
Lymantriidae). Zatimco u A. yamamai byl pozorovan plné diferenciovany bivalent ZW,
u O. antiqua byla identifikovana konfigurace neo-W neo-Z, pravdépodobné vznikla fizi
obou pohlavnich chromozomil s autozomalnim parem. Tomu nasvédcuje 1 euchromatinova
struktura ¢asti chromozomu, ktera nebyla detekovana metodou GISH. U O. thyellina byla
pozorovana konstituce neo-ZWiW-, ktera patrné vznikla rozpadem ptivodniho neo-W

v diferencované oblasti.

V této studii nebyl zpravidla na chromozomu W po barveni DAPI pozorovan
heterochromatin (s vyjimkou jednoho jadra, viz obrazek 2a) typicky pro mnoho druhii
motylt. Toto pozorovani je v rozporu se Sahara et al. (2003), kde DAPI pozitivni blok u
B. mori byl jednou z navrhovanych metod pro identifikaci pohlavniho bivalentu. Autofi
podotykaji, Ze heterochromatin chromozomu W je rozptylen pii pouziti hypotonického

roztoku pfi ptipravé chromozomalnich preparati. Hypotonicky roztok vSak béhem tvorby
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chromozomalnich preparati pro tuto studii pouzit nebyl. Traut et al. (2019) analyzovali
strukturu chromatinu a aktivitu pohlavnich chromozomui u B. mori a ukézali, ze chromozom
W je ve fazi pachytene uml¢en pomoci epigenetické modifikace histonu H3, H3K9me2. Ve
fazi postpachytenne je vsSak transkripné aktivni. Vzhledem k velkému mnozstvi
repetitivnich sekvenci a absenci protein kodujicich genti na chromozomu W (Abe et al.,
2005; Traut et al., 2013) je tento jev vysvétlovan tzv. neplanovanou transkripci a/nebo
transkripci nekodujici RNA (Traut et al.,, 2019). U druhi s mladymi neo-pohlavnimi
chromozomy, jako je Orgyia spp., byl pozorovan rozpad heterochromatinového téliska
Vv interfaznich samicich jadrech (Traut & Clarke, 1997). Duvodem je pravdépodobné
transkripcni aktivita zfuzovanych autozomalnich ¢asti neo-pohlavnich chromozomt, které
naruSuji jinak epigeneticky inaktivované heterochromatinové Useky a zpusobuji rozpad
heterochromatinovych télisek (Traut & Marec, 1996). Stejn¢ by mohla byt vysvétlena
nepiitomnost heterochromatinu po barveni DAPI na neopohlavnim chromozomu W

mutantni linie TWPB B. mori.

Chromozom W je povazovan za dulezity pro fertilitu a fitness samic. Na
chromozomu W se nachazi gen Fem ktery je prekurzorem piRNA podilejici se na urceni
pohlavi (viz kapitola 1.2.). U mutantni linie KG B. mori byla pozorovana W-vazana mutace
genu Fem zptisobujici maskulinizaci externich genitalii a vznik abnormalit u ovarii (Fujii et
al., 2009). Podobného fenotypového projevu bylo docileno u transgennich samic bource
s expresi sam¢i verze genu Bmdsx (Suzuki et al. 2005). U téchto mutantnich samic byla asto
pozorovana neptitomnost vaji¢ek v ovariolach. Takovéto mutace mohou byt dobrym
zdrojem pro analyzovani mechanismu determinace pohlavi u B. mori (Fujii et al., 2010).
Chromozom neo-W mutantni linie TWPB je diky vzniklé fizi piiblizné 2,187x vétsi nez
ostatni chromozomy v karyotypu (SD = 0,218). Toho lze vyuZit pro tfidéni chromozomu
prutokovou cytometrii, kterou u nemutantnich linii bource nelze pouzit z divodu uniformity
chromozomt (Yoshido et al., 2005). Prutokova cytometrie je v souCasnosti vyuzivana
hlavné pro tfidéni mitotickych chromozomi u rostlin (Dolezel et al., 2021), které pak mohou
byt vyuzity na dal$i analyzy, napt. sekvenovani jednotlivych chromozomu (Mayer et al.,
2011; Martis et al., 2013). Sortovanim bychom tak mohli zvysit zastoupeni pohlavniho
chromozomu W ve vzorku a snizit tak jeho komplexitu, coz by mélo usnadnit nasledné
bioinformatické analyzy (Tomaszkiewicz et al., 2017). Pivodné autozomalni casti
neopohlavniho chromozomu W mohou byt srovnany s odpovidajicimi autozomy a mtze byt

uréena jejich mira degenerace. Sekvence chromozomu W i v nejnovéjsi verzi genu bource
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stale chybi (Kawamoto et al., 2019). Znalost sekvence chromozomu W by mohla byt
ptinosem pro hledani protein-kodujicich genti nebo rekonstrukei transpozont a identifikaci

pohlavné specifickych markera (Fukova et al., 2009; Traut et al., 2013).
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6 Zaver

Cytogenetickd analyza potvrdila pfitomnost neopohlavniho chromozomu W u
mutantni linic TWPB bource morusového Bombyx mori. Pfitomnost neopohlavniho
chromozomu W vzniklého fuzi podporuje snizeny pocéet chromozomovych pard n=27
v samicich pachytenich jadrech oproti n=28 typickym pro normalni linii. Genomova in situ
hybridizace zvyraznila ancestrdlni ¢ast chromozomu W odpovidajici zhruba poloviné
chromozomu a potvrdila tak fuzi s autozomem. Metricka analyza ukazala, Zze chromozom
neo-W predstavuje 7,23 % (SD = 0,442) zcelkové délky vSech chromozomi
v komplementu, coz odpovida 38,319 Mbp. Velikost neopohlavniho chromozomu se ve

srovnani s ancestralnim chromozomem W zvétsila 2,187x (SD = 0,218).
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8 Prilohy
Tabulka 2: Velikosti sparovanych chromozomu a velikosti ancestralni ¢asti neopohlavniho

chromozomu W zvyraznéné GISH ze 3 samicich pachytenich jader.

velikost (um)
chromozom , ; -

jadro 1 jadro 2 jadro 3

ancestralni W 7,921 6,176 5,524
neo-W 14,911 14,785 12,630

1 13,064 12,254 9,696

2 11,531 10,397 7,263

3 9,054 9,906 7,051

4 9,042 8,651 6,982

5 8,814 8,575 6,847

6 8,471 8,457 6,622

7 8,343 8,188 6,610

8 8,286 8,060 6,573

9 8,140 7,836 6,171

10 8,137 7,751 5,935

11 7,967 7,409 5,668

12 7,957 7,086 5,611

13 7,771 7,036 5,552
14 7,699 6,825 5,514
15 7,629 6,753 5,424

16 7,596 6,079 5,275

17 7,371 5,948 5,108

18 7,243 5,902 5,077
19 6,984 5,271 4,924

20 6,708 5,248 4,757

21 6,540 5,245 4,253

22 6,464 5,113 4,228

23 5,592 4,895 4,148
24 5,367 4,790 3,504

25 4,536 4,580 3,258

26 4,422 4,057 2,746
celkova délka 223,560 203,273 162,951
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