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1. Uvod

1.1 Chromosomalni urceni pohlavi motylu

U hmyzu Ize nalézt dvoji chromosomalni ur¢eni pohlavi. Prvnim z nich je jeden z
dosud nejvice prostudovanych systémd, typ Drosophila. Tento systém se vyznacuje samdi
heterogamii oznacujici se jako XX/XY (samice/samec), vyskytujici se u velké ¢asti hmyzu a
u vétSiny obratlovcet, véetné lidi (Blackmon et al., 2017; Kaiser a Bachtrog, 2010).

Do druhého systému chromosomalniho urceni pohlavi s heterogametickymi samicemi
patii motyli (Lepidoptera) spolu s piibuznou skupinou chrostiki (Trichoptera). VétSina druhii
zZ téchto skupin ma chromosomalni konstituci WZ/ZZ (samice/samec), existuji vSak i dalsi
varianty jako je varianta postradajici chromosom W u samic (Z0/ZZ) ¢i varianty
s mnohoc¢etnymi pohlavnimi chromosomy jako je napiiklad WiW2Z/ZZ ¢i WZ12Z, [21217:7>

a dalsi nalezené kombinace (Traut a Marec, 1996; Traut, Sahara a Marec, 2007).

1.2 Evoluce pohlavnich chromosomi

Pohlavni chromosomy maji tlohu v determinaci pohlavi jedince a jsou obvykle zasadni
pro jeho plodnost. Vyvoj heteromorfnich pohlavnich chromosomu probihal nezavisle v mnoha
zivo¢isnych 1 rostlinnych skupinach, na néz zfejmé plsobily podobné evolu¢ni mechanismy
(Charlesworth, 1996).

Obecné se ma za to, ze pohlavni chromosomy vznikaji z homologniho paru autosoma,
kdy jeden z téchto homologii ziska faktor determinujici pohlavi. Geny specifické pro dané
pohlavi se postupné dostanou do tésné genové vazby s témito faktory. Pro obé pohlavi je
vyhodné tyto geny piedavat spoleéné na daném pohlavnim chromosomu, a proto je
rekombinace mezi heterogametickymi chromosomy bud’ tiplné potlacena, nebo je omezena
pouze na maly tsek chromosomu. Tim dochazi ve vyvoji pohlavnich chromosoma ke vzniku
morfologicky a funkéné odlisnych chromosomi (Charlesworth et al., 2005; Kaiser a Bachtrog,
2010). Pfi omezené ¢i zaddné rekombinaci ale dochdzi k akumulaci mutaci a mobilnich
element na chromosomu a dlouhodobé k uplné degeneraci téchto nerekombinujicich regiont.
Vysledkem je, ze tento pohlavni chromosom obsahuje velké mnozstvi repetitivni DNA a malé
mnozstvi funkénich gent, coz zpisobuje, Ze morfologie chromosomu je pievazné
heterochromatinového charakteru (Kaiser a Bachtrog, 2010). Muze tak dojit k Gplné ztraté
aktivity pohlavniho chromosomu a jeho gent, ¢emuz piredchazi piemisténi gend

determinujicich pohlavi na autosom ¢i nahrazeni jejich funkce jinym lokusem. Tento cyklus



se poté muze znovu opakovat. Pfi studiu pohlavnich chromosomi motyli je mozné narazit na
druhy nachazejici se v riznych fazich tohoto cyklu (Charlesworth, 1996). Rizné strukturni
zmény na pohlavnich chromosomech, jako je napiiklad fuze s autosomy, mohou odstartovat
vznik tzv. neo-pohlavnich chromosomu, jejichz nova ¢ast se mize zacit znovu pohlavné
diferencovat (Carvalho a Clark, 2005).

Vznik pohlavnich chromosomii se vSak také alternativné piisuzuje chromosomu B.
Jedna se o nadpocetné chromosomy vyskytujici se u mnoha rostlin a Zivo¢ichu, které az na
vyjimky neobsahuji protein-kédujici geny a maji omezenou funkci v genomu. U mery
prelétavé (Cacopsylla peregrina) se ukazalo, ze chromosom B se dokazal zaradit do
standardniho karyotypu parovanim a achiasmatickou segregaci s univalentnim chromosomem
X a béhem evoluce se tento chromosom B pieménil v chromosom Y (Nokkala et al., 2003).
Integrace chromosomu B do karyotypu a jeho nasledna transformace do chromosomu Y
nastala zfejme i v ptipadé octomilek (Drosophila). Tato hypotéza byla rozebirana napiiklad
v praci Hackstein et al. (1996).

1.3 Pohlavni chromosomy u motyli

1.3.1 Evoluce pohlavnich chromosomi motyli

Motyli (Lepidoptera) jsou velmi pocetna skupina hmyzu, ¢itajici ptes 137 000 doposud
popsanych druht (van Nieurkerken, 2011). Zhruba 98 % druhd motyld patii do skupiny
Ditrysia (Kristensen a Skalski, 1999). Sami¢i heterogamie se u sesterskych skupin chrostika
(Trichoptera) a motyla (Lepidoptera) vyvinula pravdépodobné pred 180 miliony let u jejich
spolecného predka. Varianta Z0/ZZ (samice/samec) je povazovana za ancestralni, ze které se
poté vyvinula varianta s chromosomem W, tedy konstituce WZ/ZZ (samice/samec), kterou ma
vétsina druhd motylt. Obecné vzato, vyvoj pohlavnich chromosomi motylt zahrnuje jejich
vznik, degeneraci (piipadné fuze s autosomy) a nakonec jejich mozné ztraty i u pokrocilych
motylt (Hejnickova et al., 2021; Lukhtanov 2000; Sahara, Yoshido a Traut, 2012). Na zakladé
dalSich nalezii se objevily teorie o vicero nezavislych pocatcich vzniku chromosomu W,
naptiklad u skupin Tischeriidae a Ditrysia (Dalikova et al., 2017a). Doposud vsak nebyl
evolu¢ni pivod chromosomu W zcela objasnén, a tak je vhodnym objektem pro dalsi studium

pohlavnich chromosomu.



1.3.2 Vzhled a funkce pohlavnich chromosomii motyli

Chromosom Z se na rozdil od chromosomu W vyznacuje pomérné¢ konzervovanou
strukturou euchromatinového charakteru s mnozstvim fukn¢nich genit, podobné¢ jako je to i u
pohlavniho chromosomu X u savcu (Sahara, Yoshido a Traut, 2012). Genetickym mapovanim
byla potvrzena znac¢na syntenie blokd gent na chromosomu Z i u piibuzensky vzdalenych
druhti (Dalikova et al, 2017a; Traut, Sahara a Marec, 2007; Yasukochi, 2006). Na
chromosomu Z se nachazi mimo jiné geny dileZzité pro vyvoj a reprodukci daného organismu,
z nichz je mnoho exprimovano v testes (shrnuto v Sahara, Yoshido a Traut, 2012).

Chromosom W je charakteristicky svoji heterochromatinovou strukturou s ¢etnymi
repetitivnimi useky DNA a s doposud zjisténym malym pocétem protein-kddujicich gend.
Kvili velkému mnozstvi té€chto repetic bylo po dlouhou dobu velmi obtizné tento chromosom
osekvenovat a ziskat tak o jeho slozeni vice detailnich informaci (Traut et al., 2013) a i dnes
mame o slozeni chromosomu W motylti jen malo informaci. Achiasmaticka meidza, tj. meidza
postradajici crossing-over, je charakteristicka pro samice motyla a je jednou z pficin rychlého
vyvoje chromosomu W (Traut a Marec, 1996). Tento chromosom mize byt tedy diky této
rychlé expanzi riiznych repetic odlisny 1 mezi ptibuznymi druhy motyli, coz bylo potvrzeno
pomoci metody Zoo — FISH (fluorescenéni in situ hybridizace) s malovaci W sondou mezi
skvrnopasnikem angrestovym (Abraxas grossulariata) a skvrnopasnikem jilmovym (Abraxas
sylvata) (Zrzava et al., 2018).

Doposud se zjistilo, ze chromosom W je napiiklad u bource morusového (Bombyx
mori), nebo obalece jablecného (Cydia pomonella) slozen pievazné z retrotranspozabilnich
elementi (Abe et al., 2005; Fukova et al., 2007), coz souvisi s absenci rekombinace u tohoto
pohlavniho chromosomu a naslednou kumulaci téchto repetic. Studie zaméfené na satelitni
DNA, ktera je povazovana za hlavni komponentu heterochromatinu, odhalily doposud nékolik
specifickych satelitnich sekvenci (satDNA) umisténych na chromosomu W. Tato satDNA se
muZe velmi dynamicky vyvijet a jeji vyskyt na pohlavnim chromosomu (a v genomu obecn¢)
je velmi rGznorody 1 v ramci jednoho druhu. Napiiklad analyza karyotypu travatikovitych
(Crambidae) (Cabral-de-Mello et al., 2021) ukazala, ze na jejich chromosomu W se nachazi
pouze mensi mnozstvi rozptylenych satelitnich sekvenci, zatimco u zavijece paprikového
(Plodia interpunctella) mtuze satDNA tvofit vyraznéjsi blok (Dalikova et al., 2017b). U
bélaski rodu Pieris bylo zmapovano nekolik rodin satDNA, kdy nékteré rodiny satDNA byly
spolecné pro vSechny rody bélaskll a jiné byly naopak unikéatni pro konkrétni rod. V ramci
karyotypu bélaska se satDNA vyskytovaly v blocich na chromosomu W a jiné tvotily bloky

na autosomech (Pinkrova, 2020). Funkce satDNA v genomu neni zatim zcela objasnéna,
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nicméné ukazuje se, ze mize hrat roli v mnoha funkénich procesech organismu, jako je
napiiklad organizace chromatinu ¢i zajisténi chodu parovani a segregace chromosomil
(Biscotti et al. 2015).

Chromosom W je tedy u vétSiny druhi tvofen heterochromatinem a je obvykle
zvyraznén DAPI podbarvenim. Protoze se vétSinou jednd o jediny chromosom
v komplementu, ktery je tvofen heterochromatinem, byva snadné ho rozeznat od chromosomu
Z béhem parovani v pachytene v meiotické profazi I. Toto ale neni vzdy pravidlem, protoze
mohou nastat pfipady, kdy u né€kterych druhti chromosom W neni podbarvenim DAPI
zvyraznény a je nutné ho vizualizovat pomoci molekularné cytogenetickych technik jako je
CGH (komparativni genomova hybridizace) nebo FISH (fluorescenéni in situ hybridizace) s
malovaci sondou (Traut, Sahara a Marec, 2007; Fukova et al., 2007). Faze pohlavniho
chromosomu s autosomem muze byt mimo jiné jednou z €astych pfi¢in zmén ve vzhledu a
konstituci pohlavnich chromosomd. Prikladem miuze byt kropenatec jetelovy (Chiasmia
clathrata), u né¢hoz fazi autosomu s ancestralnim chromosomem W doslo ke vzniku neo-W
chromosomu a systému WZ1Z, (Hejni¢kova et al, 2021).

Funkce chromosomu W jako determinanty pohlavi se potvrdila zatim pouze v ptipadé
bource morusového (Bombyx mori), kde pfitomnost sami¢iho specifického signalu Fem
piRNA nachazejiciho se na chromosomu W determinuje nasledny vyvoj v samici (Kiuchi et
al. 2014). Naopak postradatelnost chromosomu W se projevila u reciprokého k#izeni poddruhii
martina¢e pajasanového (Samia cynthia), kdy kiizenim vznikly nejenom piedpokladané
kombinace pohlavnich chromosomd, ale zaroven se objevily i samice bez chromosomu W a
samci s pfitomnym chromosomem W. Tato studie ukézala, Ze pfitomnost ¢i nepfitomnost

chromosomu W nema u martinace vliv na determinaci pohlavi ani na reprodukéni schopnosti
(Yoshido et al., 2016).

1.4 Sex chromatin u motyla a jeho variace

Chromosom W tvofii v interfaznich jadrech samic obvykle napadné tmavsi kulovity
utvar, tzv. sex chromatin, ktery je dobfe viditelny v polyploidnich bunikach a je sloZeny
z mnoha kopii chromosomu W. To, Ze je sex chromatin skute¢né tvofen chromosomem W,
bylo prokazano napf. u obaleCe jablecného (Cydia pomonella), kdy byl piitomen sex
chromatin v interfaznich jadrech samic, a zaroven pomoci FISH s malovaci sondou
pfipravenou ze sex chromatinu byl skutec¢né identifikovan chromosom W v bivalentu WZ
(Fukova et al., 2007).



Sex chromatin je povazovan za indikator pfitomnosti chromosomu W, ale toto tvrzeni
neni vzdy platné (Traut a Marec, 1996). Napiiklad pfi analyze pohlavnich chromosomu
nékterych druht bazalnich motyla z ¢eledi hrotnokiidlecoviti (Hepialidae) se ukazalo, ze v
jadrech polyploidnich bunék se zadny sex chromatin nenachazi, avsak GISH (genomova in
situ hybridizace) a CGH ptitomnost diferencovaného chromosomu W v karyotypu potvrdila
(Volenikova, 2015). Vzhledem k témto vysledkim tedy nelze s urcitosti interpretovat
nepiitomnost sex chromatinu v polyploidnich jadrech samic jako absenci chromosomu W.

Sex chromatin v polyploidnim jadfe mize nabyvat i mnoho atypickych podob, obvykle
odpovidajicich i zménénému charakteru chromosomu W. Normalni sex chromatin (tvofici
kulovité télisko) koresponduje vétsinou i s nalezem jasné diferencovaného chromosomu W v
karyotypu, ktery je pfevazné heterochromatinového charakteru (Rathjens, 1974; Traut et al.,
1986). U zavije¢e moucného (Ephestia kuehniella), na jehoz linie bylo aplikovano gamma
zateni, bylo popsano nékolik podob sex chromatinu vzniklych nasledkem chromosomalnich
aberaci. Fuzi autosomu s chromosomem W, nebo také translokaci ¢asti chromosomu Z na
chromosom W se miize zménit podoba sex chromatinu na nékolik rozptylenych rizné velkych
heterochromatinovych fragmentt az v n¢kterych piipadech miize dojit k jeho tiplné absenci.
Fragmentace sex chromatinu je patrné zapficinéna tendencemi transkripéné aktivniho
euchromatinu  autosomalniho puvodu K vétsi rozvolnénosti ve srovnani s bloky
heterochromatinu na chromosomu W/neo-W (Rathjens, 1974; Traut et al., 1986; Traut a
Marec, 1996; Traut, Sahara a Marec, 2007). U n¢kterych druhii mize byt jejich
euchromatinova ¢ast chromosomu W asociovana také s transkripéné aktivnim jadérkem, coz
by mohl byt mozny ditvod zmény sex chromatinu uvadény naptiklad u bélo¢arnika smrkového
(Hylaea fasciaria). Fragmentovana verze sex chromatinu byla pozorovana také napiiklad u
samic pid’alky obecné (Epirrhoe alternata), zde se mohlo jednat o rozstépeni ancestralniho
chromosomu W a nasledny vznik multivalentu WiW>W3Z/ZZ (Hejnickova et al., 2021).
Existuji i vyjimky, jako napiiklad u monarchy st€éhovavého (Danaus plexippus), ktery ma
chromosom W slozeny zjasné diferencované evolucné star§i heterochromatinové ¢asti a
mladsi euchromatinové ¢asti, 1 ptesto byl v jeho polyploidnich jadrech nalezen normalni sex
chromatin (Mongue et al., 2017).

Zména podoby sex chromatinu muize byt ovlivnéna také vyskytem nékterych
konkrétnich sekvenci pfedavanych u samic na chromosomu W, jako je naptiklad riizna ¢etnost
nékterych mobilnich elementd, zatim vSak neni tento princip u motyll zcela objasnén.
Intraspecificky polymorfismus byl pozorovan u samic zejkovce hluchavkového

(Pseudopanthera macularia), jak uvadi ve své praci Hejnickova et al. (2021). V jedné linii
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byly nalezeny samice zejkovce postradajici sex chromatin a bez diferencovaného chromosomu
W, zaroven se vdalSich liniich objevily samice snormalnim sex chromatinem a

s diferencovanym chromosomem W.

1.5 Metody pro studium karyotypu

1.5.1 Zakladni charakteristika

Motyli jsou zcytogenetického hlediska ne pfiliS§ prozkoumana skupina, nebot’
vlastnosti jejich chromosomu pfinasi jista uskali pro studium karyotypu a mapovani
chromosomi. U motyld jsou chromosomy celkem malé, pocetné a holocentrické (tj. bez
centromer), navic u nich nelze pouzit klasické cytogenetické techniky zalozené na G-
pruhovani. Pfed pfichodem molekularnich metod byly vyzkumy zamétené hlavné na pocitani
chromosomi a studium jejich morfologie. Ke studiu pfiblizné kompozice pohlavnich
chromosomil jsou ¢asto vyuzivany fluorescenéni in situ metody, jejichz nékteré piiklady jsou
uvedeny v kapitole nize.

Pocet chromosoma je u motyld obecné udavan nejcastéji v rozmezi n=29 az n=31.
K dispozici jsou i nalezy karyotypu s vice chromosomy, ale také s velmi redukovanym
pocétem, pficemz n=31 je udavan jako ancestralni pocet (Lukhtanov 2000; Robinson, 1971,
Sahara et al., 2012; Sobit et al., 2002).

1.5.2 Vyutziti fluorescenénich in situ metod pro studium pohlavnich chromosomu
Jednou z vyuzivanych fluorescen¢nich in situ metod je komparativni genomova
hybridizace (CGH), zaloZena v tomto piipad€ na kompetici celogenomovych fluorescenéné
znac¢enych sond ze sam¢i a samic¢i genomové DNA na cilovém chromosomalnim preparatu.
Pfi studiu motylli je tato metoda Casto vyuzivana k identifikaci pfiblizného slozeni
chromosomu W na samic¢im preparatu (Traut et al., 1999). Podle poméru intenzit
hybridiza¢niho signalu obou sond na chromosomu W Ize odlisit dva typy sekvenci: sekvence,
které jsou spole¢né pro cely genom, ale zaroven jsou pfitomné na chromosomu W (sam¢i i
samici sonda hybridizuji s W piiblizné€ stejné intenzivné) a sekvence specifické nebo vyrazné
obohacené na chromosomu W (samici sonda bude na chromosom W hybridizovat jako jedina
nebo vyrazné silnéji), (Fukova et al., 2007; Sahara et al., 2003).
K identifikaci chromosomti je mozné aplikovat také genomovou in situ hybridizaci
(GISH). Pouziva se znacena samici sonda a neznac¢ena samci sonda ve vyssi koncentraci, které

hybridizuji na sami¢i chromosomy. Cilem je zvyraznéni samicich specifickych sekvenci na



chromosomu W, diky ¢emuZz je mozné chromosom W rozeznat od ostatnich chromosomd.
(Silvaetal., 2013; Yoshido et al., 2006). Pravé Yoshido et al. (2006) ve své praci zdarné pouzil
metodu GISH pro identifikaci chromosomu W u nékolika druhti motyla.

Jednou z dalsich moznych metod pro studium kompozice chromosomu W je pouziti
W-specifické malovaci sondy. Priprava sondy spociva v laserové mikrodisekci sex
chromatinu z malpighickych bun€k samic, nasledné namnozeni a znaceni sondy pro
hybridizaci na daném chromosomalnim preparatu. Takto pfipravené sondy byly Uspésné
pouzity napt. v praci Fukova et al. (2007), kde jasn¢ zvyraznily chromosom W u obalece

jable¢ného (Cydia pomonella).

1.6 Skvrnopasnik liskovy, Lomaspilis marginata

Skvnopasnik liskovy (Lomaspilis marginata) je motyl patiici do ¢eledi pidalkovitych
(Geometridae). M4 pomérné variabilni zbarveni a vzor kiidel. Hojn€¢ se vyskytuje v celé
Evropé€ od dubna do srpna, a to ve dvou generacich. Housenka se zivi liskou (Coryus), jivou
(Salix caprea), biizou (Betula) a dalsimi stromy (Reichholf-Riehm, 1996).

U pidalkovitych (Geometridae) byla nalezena absence sex chromatinu u mnoha
neptibuznych druht, coz by mohlo indikovat sekundarni zmény na chromosomu W, kdy doslo
ke ztrat¢ tohoto chromosomu a piechodu na Z/ZZ systém pohlavnich chromosomu, nebo
k chromosomalnim aberacim, které zahrnuji chromosom W, jak bylo zminéno v piedchozich
kapitolach (Hejnickova et al., 2021, Traut a Marec 1996).

Pfi naSem studiu skvnopésnika liskového byla objevena znacna variabilita sex
chromatinu u samic z n¢kolika riznych rodin a lokalit a je tedy zjevné, Ze nastaly jisté zmény
na chromosomu W. Tato skute¢nost ¢ini zkoumany druh motyla zajimavym studijnim

materialem z hlediska mozné vnitrodruhové variability.



2. Cile prace

Cilem této diplomové prace je analyza sex chromatinu a chromosomu W u riiznych
samic druhu skvrnopasnika liskového (L. marginata).
Dil¢imi tkoly této prace bylo:
1) Zjistit u potomku nékolika rodin samic L. marginata, zda je v jejich malpighickych
trubicich pfitomen sex chromatin, a v jaké formeé se zde nachazi.
2) Analyzovat kompozici chromosomu W u danych jedinct a ovéfit tak, zda se variabilita

sex chromatinu odréazi i ve variabilité podoby a sloZzeni chromosomu W.



3. Material a metody
3.1 Material

Zaucelem ziskani materialu pro cytogenetickou analyzu bylo pochytano v sezon¢ 2018
az 2020 celkem 16 samic druhu L. marginata. Tito motyli pochazeli z lokality u Ceskych
Budé&jovic (Vrbenské rybniky), dale zlokalit v Novohradskych horach (u obci Kufi u
Benesova nad Cernou a Pohoii na Sumavé), okoli Moravského Krasu a z obce Javornik (Velka
nad Velickou). Samicky byly vlozeny do plastovych krabi¢ek s zivnou rostlinou (vrba jiva,
Salix caprea) k nakladeni vaji¢ek. V sezon¢ 2018 se podaiilo odchovat potomstvo od Etyf
samic. V nasledujici sezon¢ 2019 se podafilo odchovat potomstvo od osmi samic. V sezoné
2020 se podafilo odchovat potomstvo od Ctyf samic, pficemz jejich preparaty byly
vyhodnoceny a pfipraveny jinymi Cleny laboratofe. Kazdy analyzovany jedinec dostal
unikatni kodové oznaceni, které obsahovalo: 1) pohlavi jedince (F = samice, M = samec), 2)
rok, kdy byla odchycena matka rodiny, ¢islo potomka dané samice. Napt. F19-01-02 bylo
oznaceni pro druhou analyzovanou dceru prvni samice odchycené v roce 2019. Oznaceni
chycenych samic bylo zéroven oznaceni celé rodiny, napt. F19-01 bylo oznaceni samice

chycené v piirodé v roce 2019, ktera byla matkou rodiny F19-01.

3.2 Priprava preparati

3.2.1 Priprava preparati z malpighickych trubic

Pro zjiSténi pfitomnosti €1 absence sex chromatinu byly z larev 1 z dospélych jedinct
(jak samct, tak i samic) pfipraveny preparaty polyploidnich interfaznich jader malpighickych
trubic dle Trauta et al. (1986).

Vypitvani larev prob¢hlo ve fyziologickém roztoku a vyjmuté malpighické trubice
byly pro lepsi piehlednost nejprve natazeny a rozdéleny na podloznim sklicku v kapce
fyziologického roztoku. Poté byla na tento preparat nanesena kapka fixacniho roztoku Carnoy
(ethanol: chloroform: kyselina octova v pomé&ru 6:3:1), ve které byl preparat fixovan 1 minutu.
Zbytky fixac¢niho roztoku byly odsaty filtracnim papirem a na preparat byl nanesen roztok
laktoacetoorceinu (1,25% orcein v 49% kyseling octové a 49% kyseliné mlécné), pro obarveni
trubic. Preparat byl piekryt krycim sklickem, po tfech minutdch byly odsaty zbytky
laktoacetoorceinu pomoci filtra¢niho papiru, a nakonec se kraje sklicka prekryly lakem na
nehty. Sklicka bylo mozno po uschnuti laku prohlizet ve svételném mikroskopu ¢i skladovat

pfi 4°C, nejdéle vsak po dobu dvou tydnd.



3.2.2 Priprava chromosomalnich preparati

Z ovarii larev samic v poslednim larvalnim instaru byly piipraveny meiotické
preparaty, které jsou vhodné pro zobrazeni pohlavnich chromosomti. Z kiidelnich diskti tohoto
instaru byly pfipraveny mitotické preparaty, slouzici hlavné k pocitani chromosomu jedince.
Z larev samcul v piedposlednim larvalnim instaru byly pro meiotické preparaty pouzity testes
a pro mitotické preparaty také kiidelni disky.

Larvy byly ve vhodném stadiu vypitvany ve fyziologickém roztoku. Vyjmuty material
byl ponechan ve fixaénim roztoku Carnoy (viz kapitola vyse) po dobu 15 minut. Testes a
ktidelni disky byly pied samotnou fixaci ponofeny do hypotonického roztoku 0,075M KCI na
10 minut. Poté byl material pomoci wolframovych jehel vlozen na sklicko do kapky 60%
kyseliny octové, ve které byl nasledné homogenizovan. Na histologické plotynce vyhiaté na
45°C se pomoci wolframovych jehel tento material rovnomérné rozprostrel az do vypateni
kapky. Preparat byl odvodnén vzestupnou alkoholovou fadou v 70%, 80% a 100% etanolu (30

sekund v kazdém) a skladovan pii -20°C.

3.3 lzolace DNA metodou CTAB

DNA byla izolovéna jak z vypitvanych larev, tak i z dospélych jedinci pomoci CTAB
(Cetyl trimetylamonium bromid) dle Winnerpennickx et al. (1993).

Nejdtive byl ptipraven extrakéni pufr, jehoz vyslednd koncentrace byla: 100mM Tris
HCI o pH = 8,0, 40mM EDTA o pH = 8,0, 2% CTAB, 0,2% merkaptoetanol, 0,1 mg/ml
Proteindzy K a 1,4M NaCl. Extrahovany materidl byl pomoci plastovych tyc¢inek
homogenizovan ve zkumavce s 0,8 ml extrakéniho pufru a inkubovan pii 60°C pies noc. Poté
byl k suspenzi ptfidan chloroform o objemu 0,8 ml a smés byla centrifugovana 10 minut pii
4°C a 14 000 rpm. Vodna faze byla piepipetovana do nové zkumavky. Cely postup
s chloroformem byl jesté jednou zopakovan. K precisténému vzorku bylo ptidano 5 pl RNazy
A (Sigma-Aldrich, USA) o koncentraci 10 mg/ml a smés byla inkubovana 60 minut pti 37°C.
Dale byl pfidan isopropanol o 2/3 objemu smési a minimalné dvé hodiny pii pokojové teploté
byla DNA precipitovana, dokud nebyla viditelna sraZenina. Precipitat byl centrifugovan 15
minut pii 4°C (14 000 rpm) a po odstranéni supernatantu byl zbyly pelet dvakrat promyt 70%
etanolem. Po odpafeni zbytkového etanolu byl ziskany pelet rozpustén ve sterilni vodé o
objemu mezi 20 pl az 100 pul, v zavislosti na velikosti peletu. Koncentrace ziskané DNA byla

zméfena na fluorometru Qubit 3.0 (ThermoFisher Scientific, USA) a také pomoci
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spektrofotometru Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, USA). Takto izolovana DNA
byla skladovana pfi teploté -20°C.

3.4 Znaceni izolované DNA metodou Nick translace

Principem metody zvané Nick translace je znaCeni izolované DNA zplsobem, kdy
enzym DNaza | vytvofi jednoietézcové zlomy v templatu a DNA polymeraza od téchto mist
zacne nahrazovat ptivodni vlakno novym vldknem za pouziti znaCenych nukleotidd. Takto
naznacena sonda o vysledné velikosti okolo 200-500 pb byla pouzita pro metodu CGH, viz
kapitola nize.

Vysledna znacici reakce o objemu 20 ul sestavala z 10x NT pufr (0,05M Tris-HCI o
pH 7,5, 5SmM MgCl,, 0,005% BSA), 0,1M B-merkaptoetanol, smés nukleotidd (0,05mM
dATP, dCTP a dGTP; 0,01mM dTTP), 0,1mM nukleotidy znacené fluorochromy: ¢ervenym
Cy3-dUTP nebo zelenym fluoresceinem-12-dUTP (oboji Jena Bioscience, Némecko), 0,01
U/ul DNazy | (ThermoFisher Scientific, USA), 10 U/ul DNA polymerazy I, 1 ng DNA a vodu
(Milli-Q, sterilizovano) na doplnéni vysledného objemu reakce 20 pl.

Reakce probihala v termocykleru 60 minut pii 15°C a zavérem 10 minut pii 70°C,
kontrola vysledné velikosti naznacené sondy (optimdlné 500 pb) probéhla pomoci

elektroforézy. Takto pfipravend sonda byla skladovéana pfi teploté -20°C.

3.5 Komparativni genomova hybridizace (CGH)

CGH byla v této praci pouzita pro zobrazeni rozdill mezi sam¢im a sami¢im
karyotypem. Pfi CGH byly pouzity celogenomové sondy pfipravené nick translaci, znacené
zelenym fluorochromem (fluorescein-12- dUTP pro sami¢i DNA) a ¢ervenym fluorochromem
(Cy3-dUTP pro sam¢i DNA) (viz kap. 3.4).

Hybridiza¢ni smés obsahovala 300 ng z kazdé sondy. Ke smichané sam¢i a samici
sond¢ bylo pfidano 25 ng DNA z lososich spermii. Nasledné bylo ptidano 1/10 objemu octanu
sodného (3 M, pH = 8,0) a 2,5 nasobek objemu 100% studeného etanolu (-20°C) a zkumavka
se smési byla vloZena do -20°C na 15-20 minut. Poté byla centrifugovdna 15 minut pii 4°C a
14 000 rpm, odpipetoval se supernatant a zbyly pelet byl promyt 500 pl 70% etanolu. Smés
byla znovu centrifugovana 5 minut pii 4°C a 14 000 rpm, supernatant byl odpipetovan a
k peletu bylo pfidano 5 pul 100% deionizovaného formamidu o teploté 37°C. Nakonec bylo
ptidano 5 pl 20% dextran sulfatu v 4xSSC a sonda byla denaturovana 5 minut pti 90°C. Ihned

poté byla smés schlazena prudkym ochlazenim na ledu a sonda byla poté na 90 minut umisténa
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do 37°C. Po tomto procesu byla sonda pfipravena na aplikaci. Sklicka s preparaty byla
odvodnéna vzestupnou fadou alkohold. Na kazdé sklicko bylo aplikovano100 ul RNazy A
(200 pg/ml) v 2x SSC, prekryto krycim sklickem a inkubovéano 60 minut v 37°C. Po inkubaci
byly preparaty promyty v 2x SSC po dobu 5 minut pii pokojové teploté, a po naneseni 100 pl
70% formamidu v 2x SSC byly 3,5 minuty pii 68°C denaturovany. Poté byly odvodnény
vzestupnou fadou alkoholu - 70% (vychlazeny), 80% a 100% etanol. Na preparat byla
aplikovana hybridiza¢ni sm¢s a ptikryta krycim sklem inkubovéna ve vlhké komirce tii dny
pti 37°C.

Po této dobé byly preparaty nejprve promyvany 5 minut v 1% Triton X v 0,1xSSC
(Sigma-Aldrich, USA) pii 62°C, poté vlozeny do 1% Kodak Photo Flo (Kodak, USA) v MiliQ
sterilizované vodé. Na zavér bylo naneseno 25 ul DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol
dihydrochlorid) v DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]oktan), (oboji Sigma-Aldrich, USA) o
koncentraci DAPI 500 ng/ml a preparat byl piikryt krycim sklickem a pielakovan. Takto
ptipraveny preparat byl skladovan pfi teplote 4°C.

3.6 Telomericka FISH

Neznacend telomerickd sonda byla pfipravena jinymi cleny laboratofe pomoci
beztemplatové PCR podle protokolu uvedeného v Sahara et al. (1999). Znaceni bylo
provedeno pomoci kitu Cy3 NT Labelling kit (Jena Bioscience, Némecko) podle navodu
vyrobce.

Hybridiza¢ni mix obsahoval 300 ng pfipravené sondy, 25 ug sonikované DNA z
lososich spermii, nasledné bylo ptidano 1/10 objemu octanu sodného (3 M, pH = §,0) a 2,5
nasobek objemu 100% studeného etanolu (-20°C). Nésledny postup byl obdobny jako u CGH
(pfedchozi kapitola), rozdilem bylo vynechdni prehybridizaéniho kroku a to, Ze

posthybridiza¢ni promyvani bylo provedeno v 1% Triton X v 0,1xSSC pti 42°C.

3.7 ProhliZeni preparati

Preparaty sex chromatinu z malpighickych trubic i preparaty po CGH byly prohlizeny
pomoci mikroskopu Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss Jena, Némecko). Preparaty pro
fluorescen¢ni mikroskopii byly prohlizeny za pouziti barevného filtru (¢erveny, zeleny nebo
modry). Cernobilé snimky byly pofizeny CCD kamerou Olympus XM10 s pouZitim programu
cellSens (verze 1.9), a upraveny v programu Adobe Photoshop CS6 (verze 13.0).
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3.8 Identifikace druhii pomoci metody barcoding

Pro identifikaci potencialnich kryptickych druht v nalezenych rodinach skvrnopasnika
byla pouzita metoda DNA barcodingu. Jedna se o identifikaci druht na zéklad¢ variability
vV mitochondrialnim genu pro cytochrom ¢ oxidazu I (zkracené¢ COI).

Za pouziti oligonukleotidovych primert specifickych pro Lepidoptera (forward: 5°-
ATTCAACCAATCATAAAGATAT-3’, reverse: 5'-TAAACTTCTGGATGTCCA-3") byla
pomoci PCR reakce amplifikovana pfislusna ¢ast genu pro COIL. Protokol pro tuto reakci byl
prevzat z Hebert a kol. (2004).

PCR reakce o objemu 50 pl obsahovala 10 az 50 ng genomové DNA, 2.5 mM MgCly,
5 pmol F a R primeru, 50 mM KCI, 20 uM dNTPs, 10 mM Tris HCI (pH 8,3), 1U ExTaq DNA
polymerazy (TaKaRa, Japonsko) a vody (Milli-Q, sterilizovano) na doplnéni do vysledného
objemu. Reakce probihajici v termocykleru se skladala z poc¢ateéni denaturace 1 min pii 94°C,
6 cyklt 1 min pti 94°C, 1,5 min pii 45°C a 1 min a 15 sekund pii 72°C, dale 36 cykli po 1
min pii 94°C, 1,5 min pii 51°C, a 1 min 15 sekund pti 72°C, a findlni elongace 5 min pii 72°C.
Produkty reakce byly zkontrolovany pomoci elektroforézy a precistény pomoci smési enzymui
Exosap (Thermo Fisher Scientific, USA) dle manualu vyrobce. Poté byly odeslany na
sekvenovani (SeqMe, Ceskéa republika). Sekvenace byla provedena z obou stran pomoci
primeru F (forward) i R (reverse).

Pro analyzu sekvenci COI (barcoding) bylo pouzito celkem 15 vzorku, tedy z kazdé
zkoumané rodiny DNA z jednoho jedince, az na rodinu F20-01, ze které jiZ nebyl dostupny
material. Jako vn&j8i skupina (outgroup) byla pouzita sekvence ze skvrnopasnika biezového
(Lomaspilis opis) z databaze GenBank (ptistupovy kod: HM873701.1). V programu Geneious
(Biomatters, verze 2022.1) byly ziskané sekvence ofiznuty na jednotnou délku, kterad
odpovidala délce sekvence L. opis (634 bp), byl sestaven alignment (sefazeni sekvenci pod
sebe dle odpovidajicich nukleotidovych bazi) pomoci nastroje MUSCLE (Edgar et al., 2004)
implementovaného v programu Geneious a spocitdny podobnosti sekvenci (piiloha 2).

V programu 1Q-tree (verze 1.6.12) byl nasim kolegou RNDr. Zdenkem Faltynkem
Fricem, Ph.D. metodou maximum likelihood vytvoien fylogeneticky strom (ultrafast bootstrap
pro 1000 opakovani) (Hoang et al. 2018; Nguyen et al. 2014). Tento strom je uveden v ptiloze
1 a jeho topologie poslouzila jako podklad pro obrazek 6 (viz vysledky nize).
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4. Vysledky

4.1 Sex chromatin u zkoumanych rodin

Celkem bylo zkoumano 16 rodin skvrnopasnika liskového (L.marginata) z péti
raznych lokalit. Lokality nalezu zkoumanych samic jsou zaznamenané do mapy (viz obrazek
1 nize). Autorka zkoumala pfevazné rodiny F18-07 az F19-11. U vsech zkoumanych rodin
skvrnopasnika byl zaznamenan stav sex chromatinu (zkr. SC) vV interfaznich jadrech
polyploidnich bun¢k malpighickych trubic. U samic byla zjisténa velkd variabilita
Vv pfitomnosti a vzhledu sex chromatinu, pfitomen byl kulovity nebo v rizné mife
fragmentovany sex chromatin a nékteré samice sex chromatin uplné postradaly (obrazek 2).
Zadny ze samct sex chromatin nemél. V jistych piipadech byly nalezeny velké rozdily ve
vzhledu sex chromatinu i v ramci jedné rodiny. V tabulce 1 (viz niZze) jsou zaznamenany
zkoumané rodiny a zjiStény stav sex chromatinu, pficemz z kazdé rodiny byl analyzovén pro

sex chromatin alespon jeden samec a vét§ina nebo vSechny samice.
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Obr. 1: Lokality nalezi jedincti Lomaspilis marginata. 1 - Ceské Budgjovice; 2 — Benesov
nad Cernou - ves Kufi; 3 - tzemi Pohofi na Sumavé; 4 - oblast Moravsky kras; 5 — Velka nad

Velickou - obec Javornik. Pfevzato z mapy.cz.
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Rok nalezu | Nazev rodiny | Lokalita nalezu | Sex chromatin pritomnost/vzhled
2018 F18-09 Ceské Budgjovice | SC+ /kulaty aZ fragmentovany
F18-10 Ceské Budgjovice | SC+ /fragmentovany
F18-11 Moravsky kras SC+ /fragmentovany
F18-12 Moravsky kras SC+ /fragmentovany
2019 F19-01 Pohoti na Sumavé | SC-
F19-02 Ceské Budgjovice | SC+ /kulaty, neostré okraje
F19-04 Ceské Budgjovice | SC+
F19-05 Kuii SC+
F19-06 Kuii SC+
F19-07 Kuii SC+
F19-08 Kuii SC+
F19-11 Poho#i na Sumavé | SC+
2020 F20-01 Ceské Budgjovice | SC+/ fragmentovany az SC-
F20-02 Pohoii na Sumavé | SC+/ neostré okraje/fragmentovany
F20-03 Javornik SC+ /kulaty a SC-
F20-04 Pohoti na Sumavé | SC+/ kulaty, ¢asto fragmentovany

Tab. 1: Informace o lokalitach a stavu sex chromatinu u zkoumanych rodin Lomaspilis
marginata. SC; SC+ = pfitomen typicky kulaty SC, fragmentovany = SC je ptfitomen v podob¢

vice ¢asti, SC- = SC neni pfitomen.
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Obr. 2: Polyploidni interfazni jadra z malpighickych trubic. Barveno lakto-aceto-orceinem.

Jadro samice zrodiny F18-01 s pifitomnym typickym SC (a), jadro rodiny F19-04 s SC
fragmentovanym do vicero t€lisek (b), jadro samce bez SC (c), jadro samice bez SC z rodiny
F19-01 (d). Sipky ukazuji na SC. V rame&cich jsou detaily SC zvétiené 1,5 x. Méfitko = 10
um (a, b). Métitko =50 um (c, d).
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4.2 Charakteristika karyotypu

Pocet chromosomii byl zjistovan na mitotickych preparatech z kiidelnich diskt samic,
a také pomoci pocitani pachytennich bivalentii na preparatech z ovarii samic, pficemz pocitani
bivalentll v pachytennich jadrech samic se ukéazalo jako nejlepsi. Jednim ze zdmért bylo také
porovnani poétu chromosomil mezi samicemi se sex chromatinem a bez sex chromatinu. Na
pachytennim preparatu u rodiny F20-04 s normalnim SC a typem chromosomu W-1
(charakteristika v dalsi kapitole) se podatilo ur€it vysledny pocet chromosomii na n = 30. Dale
byla vyhodnocena rodina F20-03 (SC+ i SC-), kde vysledny pocet odpovidal n = 29 +
neidentifikovany chromosom/bivalent.

Mimoftadnou vlastnosti chromosomil skvrnopéasnika liskového bylo velké mnozstvi
heterochromatinu na chromosomech, které je u motyli velice neobvyklé (viz obrazek 3).
Karyotyp vynikal pod podbarvenim DAPI znaénym mnozstvim heterochromatinovych bloku,
které se mimo pohlavni chromosomy nachazely také na témét vSech autosomech. VétSina
autosomu obsahovala jeden az dva intersticialni bloky heterochromatinu. Nékteré bloky byly
velmi napadné, jiné naopak slabé rozlisitelné. Zaroven bylo ¢asto pozorovano, ze pouze jeden
homologni chromosom v bivalentu obsahoval heterochromatinovy blok, tudiz se jednalo v
tomto piipadé o jedince heterozygotniho pro dany blok.

Karyotyp skvnopasnika se skladal z chromosomu podobnych velikosti (pfesné méfeni
nebylo provedeno, protoze nebylo cilem prace). Jedinou vyjimkou byl jeden konkrétni
bivalent, jehoz velikost byla ptiblizné¢ dvojnasobna nez velikost ostatnich chromosomd. Tento
bivalent obsahoval mensi heterochromatinovy blok lokalizovany blizko jednomu konci. Dale
bylo mozné jednoznacné identifikovat jediny bivalent nesouci aktivni NOR podle ptitomnosti
jadérka. Poslednim parem chromosomd, které bylo mozné vétsinou dobie rozpoznat, byl par
pohlavnich chromosomi W a Z, protoze cely par byl po celé délce, tedy i mimo piipadné
heterochromatinové bloky, obarven DAPI intenzivnéji neZ euchromatinové oblasti autosomda.
Bivalent WZ navic ¢asto vynikal svym stoenym tvarem, a timto byl v karyotypu vétSinou
dobie identifikovatelny. Konkrétni podoba chromosomu W se lisila mezi rodinami (viz

nasledujici kapitola).
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Obr. 3: Pachytenni jadro samice skvrnopasnika pod DAPI podbarvenim. Sipkou je oznagen
organizator jadérka (NOR) a bivalent WZ. Sipkou bez popisky je oznaéen mimoiadné velky
bivalent. Hlavicky Sipek ukazuji na bloky heterochromatinu vyskytujici se pouze u jednoho

Z homologt. Mé&fitko =10 um.

Kvili usnadnéni pocitani chromosoml byla na nékolika meiotickych preparatech
provedena FISH stelomerickou sondou (viz obrazek 4). U vSech chromosomt byly
standardné oznaceny oba konce bivalentu, a to v€etné dlouhého bivalentu, kde se potencialné
mohly nachézet intersticialni telomerické sekvence jako pozistatek po fuzi chromosomd.
Zajimavym nalezem byl telomericky signal v jadrech samice z rodiny F20-03, kde se ukazalo,
ze na neidentifikovany chromosom/bivalent v karyotypu, hybridizuje telomerickd sonda

pouze na jeden konec.
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Obr. 4: FISH s telomerickou sondou na pachytennich jadrech samic z rodiny F20-04 s

chromosomem W typu W-1 (a) a F20-03 s pohlavnimi chromosomy typu W-3 (b). U typu W-
-1 jsou telometrické sekvence na obou koncich bivalentu, u typu W-3 jen na jednom konci.
Sipky oznaduji WZ bivalent v piipadé rodiny F20-04 a neidentifikovany bivalent/univalent u
rodiny F20-03. V rameccich jsou umistény tyto chromosomy z jiného jadra (1,5x zvétseno).
Cervena = hybridizaéni signaly telomerické sondy, modra = DAPI podbarveni. Mé&fitko = 10

um.

4.3 CGH analyza chromosomu W

Pomoci CGH byl analyzovan stav a pfitomnost chromosomu W v pachytennich
oocytech samic pomoci zelené (samice) a Cervené (samec) znacené sondy. Ve zkoumanych
rodinach byly nalezeny tti rizné typy chromosomu W (viz obrazek 5). Rodiny jsou zatazeny
do skupin dle analyzovaného bivalentu WZ v pachytennim stadiu, zaroven byl u vSech urcen
stav sex chromatinu.

Prvni typ (W-1), nejpocetnéjsi, kam patiilo celkem osm rodin (Lmar: F18-09, F19-02,
F19-04, F19-05, F19-06, F19-11, F20-02, F20-04) m¢l v pachytennich jadrech obvykle
normalni kulaty tvar sex chromatinu, ale u nékterych rodin s naznaky fragmentace ci
s neostrymi okraji. U rodiny 20-02 byl nalezen i pomérné velmi fragmentovany sex chromatin.
Pii CGH analyze pachytennich jader se ukazalo, ze DAPI pozitivni chromosom W v bivalentu

je znaCeny ptiblizné€ z 1/3 az ze 2/3 vyraznéji samici sondou (tj. zeleng), zbytek chromosomu
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je znacen obéma sondami rovnomérné, coz znaci, ze se zde nachazeji sekvence spole¢né pro
ob¢ pohlavi. Tato struktura je tvofena vyrazné¢ zelené¢ znaCenymi termindlnimi
heterochromatinovymi bloky, v poc¢tu 1 az 3, se kterymi sam¢i sonda nehybridizovala. Razny
pocet téchto heterochromatinovych blokti mohl byt dan rozdilnym stupné kondenzace
chromosomu W béhem probihajici pachytene.

Druhy typ (W-2), kam pattilo Sest rodin (Lmar: F18-10, F18-11, F18-12, F19-07,
F19-08, F20-01) obsahoval v polyploidnich jadrech kulaty, ale v nékterych jadrech i v rizné
mife fragmentovany sex chromatin. Nékteré samice z rodiny F20-01 m¢ly sex chromatin ve
velké mife fragmentovany anebo dokonce nebyl sex chromatin vibec pfitomen. Pti CGH
analyze se na DAPI pozitivnim chromosomu W v riiznych oblastech (intersticialné) nachazely
vyrazné bloky heterochromatinu, v poétu 1 az 2, znaené rovnomérné obéma sondami (zluta
barva), obsahujici zfejmé repetitivni sekvence spolecné pro obé pohlavi. Déle byl chromosom
ptiblizné€ z jedné tfetiny az z jedné poloviny znacen vyrazngji samici (zelenou) sondou, zbytek
chromosomu byl opét znaceny obéma sondami rovnomeérng.

Treti typ (W-3), do kterého spadaji samice, které postradaly diferencovany WZ
bivalent v karyotypu (samice Lmar: F19-01 a F20-03). U rodiny F19-01 nebyl nalezen zadny
sex chromatin. U rodiny F20-03 dvé samice sex chromatin zcela postradaly, u ostatnich samic
z téze rodiny byl nalezen velmi fragmentovany, ale i normalni sex chromatin. V karyotypu u
zadné z téchto zminénych rodin nebyl viditelny WZ bivalent, ani po CGH analyze nebylo
jasné, kde a zda se v karyotypu bivalent nachéazi. V né€kterych jadrech byl patrny DAPI
pozitivni Utvar (moZny univalent ¢i bivalent), na ktery hybridizovaly rovhomérmn¢ ob¢ sondy

(samci 1 samici).
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Obr. 5: Komparativni genomova hybridizace samic. DAPI podbarveni (a, ¢, 1), zelené znacena

samici sonda (b, f, j), Cervené znacend samci sonda (c, g, k), prekryv sam¢i a samic¢i sondy (d,
h, I). Typ chromosomu W-1 (a-d), typ chromosomu W-2 (e-h); typ chromosomu W-3 (i-I).
V rameccich jsou umistény detaily jednotlivych bivalentll z jiného jadra. Ve schématickém
znézornéni jednotlivych typt W-1 a W-2 je chromosom W znafen zelené a chromosom
Z &ervengd, jejich prekryv zlutd. Sipky ukazuji na bivalent WZ, v p¥ipadé typu W-3 ukazuji na

neidentifikovany chromosom/bivalent. Métitko = 10 um.
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4.4 Analyza sekvenci COI (barcoding)

Analyza sekvenci COIl 15 rodin skvrnopasnika ukazala, Ze mezi vétSinou rodin jsou v
tomto useku vzajemné rozdily mensi nez jedno procento. Jedinou vyjimkou je rodina F20-03,
ktera se od ostatnich rodin vyrazné odlisuje (0 2,5-3 %), coZ je vice, nez odlisnost téchto rodin
od L.opis (2-2,5 %). Rozdily mezi F20-03 a L. opis je 2,5 % (viz piiloha 2).

Rodiny skvrnopasnika spadaji dle fylogenetického stromu do stejného druhu, tedy
L.marginata. Vyjimkou muze byt rodina F20-03, ktera ma s ostatnimi rodinami spole¢ny
koten, ale jeji fylogenetickd vzdalenost od ostatnich rodin je srovnatelnd se vzdalenosti od
ptibuzného L. opis a mize se tak jednat o jiny druh. Ostatni rodiny mimo F20-03 byly
zafazeny do ctyfech skupin, nicméné vysledny fylogeneticky strom nepodpoftil hypotézu o

tom, Ze rodiny s riznymi typy chromosomu W budou tvofit odlisné skupiny (obrazek 6).

Rodina Sex chromatin Typ W Lokalita
F20-03 SC+/SC W-3 Javornik

F18-09 SC+/fragmentovany W-1 Ceské Budgjovice
F19-02 SC+ W-1 Ceské Budéjovice
F18-10 SC+/fragmentovany Ceské Budéjovice
F19-07 SC+ Kufi

F18-12 SC+/fragmentovar Moravsky kras
F19-06 SC+ W-1 Kufi

F19-08 SC+ Kufi

F18-11 SC+/fragmentovan Moravsky kras
F19-04 SC+ W-1 Ceské Budéjovice
F19-01 SC- W-3 Pohofi na Sumavé
F20-04 SC+/fragmentovany W-1 Pohofi na Sumavé
F20-02 SC+/fragmentovany W-1 Pohofi na Sumavé
F19-11 SC+ W-1 Pohofi na Sumavé
F19-05 SC+ W-1 Kufi

Obr. 6: Prehled ziskanych informaci o jednotlivych zkoumanych rodinach. Fylogenetické vztahy
byly ziskany na zakladé sekvenci COI (barcode) a byly pievzaty z obrazku 1 v ptiloze. U kazdé
rodiny je uveden stav SC (SC+ = pfitomen typicky kulaty SC, fragmentovany = SC je pfitomen v
podobé vice telisek, SC- = SC neni piitomen), typ chromosomu W (W-1 = diferencovany
chromosom W s vysokym zastoupenim sekvenci vyrazn¢ obohacenych na W; W-2 =
diferencovany chromosom W s vysokym zastoupenim sekvenci pfitomnych v sam¢im i sami¢im
genomu; W-3 = patrn¢ nediferencovany chromosom W) a lokalita, kde byla odchycena samice, ze

které rodina pochazi. V obrazku chybi rodina F20-01, ke které neni k dispozici sekvence COL.
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5. Diskuze

Skvrnopasnik liskovy (Lomaspilis marginata) je doposud po cytogenetické strance
neprostudovany druh motyla. V ¢eledi Geometridae, kam tento druh patfi, byla nalezena velka
mezidruhova i vnitrodruhova variabilita pohlavnich chromosomii, a z toho davodu byl
skvrnopasnik jako modelovy druh vybran pro tuto praci k dalSimu zkoumani. Cilem této
magisterské diplomové prace byla analyza sex chromatinu a pohlavniho chromosomu W u

samic z n¢kolika rodin skvrnopasnika, a tim i utvofeni piedstavy o karyotypu tohoto druhu.

5.1 Vnitrodruhova variabilita chromosomu W

Ze studii zabyvajicich se chromosomem W u motyld vyplyva, ze tyto pohlavni
chromosomy mizou obsahovat riizné kombinace jak samiich specifickych sekvenci, tak
Vv riizné mife 1 sekvence spole¢né pro pohlavni chromosom a autosomy (Traut, Sahara a Marec,
2007; Vitkova, 2007).

Pomoci analyzy sex chromatinu a metody CGH byla v této praci odhalena zna¢na
vnitrodruhova variabilita u samic skvrnopasnika liskového. U zkoumanych rodin se podafilo
identifikovat zatim tfi nejvice charakteristické skupiny chromosomu W s raznorodou
kompozici. Chromosomy W se v téchto skupinach 1isi jak mnozstvim heterochromatinu, tak i
zastoupenim W obohacenych ¢i unikatnich sekvenci. Rodiny se také lis§i stavem sex
chromatinu, od normalniho po fragmentovany, nebo az jeho uplnou absenci. Vysledky vSak
nepotvrdily nas predpoklad, Ze stav sex chromatinu bude odpovidat i jednotlivym typim
chromosomu W, nebot’ jak prvni, tak i druhy typ chromosomu W obsahuji rizné formy sex
chromatinu, lisici se dokonce i v ramci jedné rodiny a riznych jader jedné samice. To
naznacuje, ze stav sex chromatinu nemusi jen odrdzet konkrétni podobu chromosomu W, ale
zfejm€ na néj mize mit vliv 1 vyvojova faze, ve které se jedinec momentalné nachazi.
K ovéteni této hypotézy by bylo potieba pfipravovat preparaty zjedincti z téze rodiny v
ruznych vyvojovych stadiich.

Na chromosomu W typu W-1 u skvrnopasnika liskového jsou jasné vyrazné
heterochromatinové oblasti, kde pievlada hybridizace samici sondy (zelena barva). Podobné
slozeni chromosomu W, kde ve vétSim poméru hybridizovala sami¢i sonda na
heterochromatinovych blocich, bylo pozorované napiiklad u skvrnopasnika jilmového
(Abraxas sylvata). Nalez naznacuje, ze tyto oblasti na chromosomu jsou vice obohacené o

repetitivni sekvence, jako jsou satelitni DNA nebo mobilni elementy (Zrzava et al., 2018),
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které se jinde v genomu bud’ nenachazeji nebo jsou tam vyrazné¢ méné zastoupené nez na
chromosomu W. Césti chromosomu W typu W-2, na kterou hybridizuji obé sondy soucasné
(zluta barva), obsahuji univerzalni repetice spole¢né pro samce i Samici.

U trettho typu pohlavnich chromosomti (W-3) nebylo mozné par pohlavnich
chromosomil identifikovat pomoci CGH, takZe je mozné, Ze sekvence repetitivni DNA, které
expandovaly a odlisily typy W-1 a W-2, se na tomto tfetim typu chromosomu W nenachazeji,
a tudiz chromosom W nelze od chromosomu Z v tomto piipadé odlisit. Alternativni moznosti
je, ze se u téchto rodin chromosom W viibec nenachézi a je tam pfitomen jen chromosom Z.
U nékterych samic z rodin s chromosomem W-3 se v pachytennich jadrech pravidelné nachéazi
chromosom nebo bivalent, ktery je vice DAPI pozitivni neZ autosomy (podobné¢ jako bivalenty
WZ u ostatnich rodin) a mohl by byt bud’ bivalentem WZ bez blokli heterochromatinu nebo
univalentem chromosomu Z, coz z divodu absence saméich preparati nelze potvrdit.
Zvlastnosti je, ze se po aplikaci telomerické FISH na preparaty rodiny F20-03 ukazalo, ze
tento Gtvar ma telomerické sekvence (TTAGG)n umisténé jen na jednom konci, coz nemaji
ani ostatni chromosomy ani pohlavni chromosomy WZ u jinych testovanych rodin. Mize se
teoreticky jednat o to, ze pouzitd metoda telomerické FISH nebyla k zobrazeni telomer
dostatec¢na, anebo doslo ke zlomu na chromosomu a tato sekvence zde opravdu zcela chybi. U
této rodiny (F20-03) je rovnéZz zvlastni, ze se sestry mezi sebou lisi V pfitomnosti sex
chromatinu, coz by nasvédcovalo tomu, ze heterochromatinovy ttvar v polyploidnich buiikach
samic ve skutec¢nosti neni sex chromatin, ale télisko tvofené nadbyte¢nym chromosomem B.
Jelikoz vyskyt chromosomti B miize byt variabilni i mezi ¢leny rodiny, vysvétlovalo by to
piitomnost téliska u nékterych samic a jeho absenci u jinych samic z téZe rodiny. Nicméng,
pro ovéteni této teorie chybély preparaty samcti, kde by mozna ptitomnost télisek potvrdila
mozny vyskyt B chromosomu. Podobny fenomén byl popsan u zavije¢e mouéného (Ephestia
kuehniella, Pyralidae), kde B chromosom utvarel v polyploidnich jadrech heterochromatinova
téliska, podobna sex chromatinu (Volenikova, 2012). Na druhou stranu, neidentifikovany
chromosom/bivalent byl nalezen u samic s i bez sex chromatinu, takze se zda, Ze absence sex
chromatinu musi byt zptisobena nécim jinym, napt. jiz vySe zminénym vlivem vyvojového
stadia jedince. Navic byl pocet objektli v pachytennim jadie v rodiné F20-03 stejny, jako
v rodiné F20-04 (normalni sex chromatin a chromosom W typu W-1), takze pokud by se
v rodin¢ F20-03 nachézel chromosom B, musel by byt zakladni pocet chromosomii 2n = 58,
coz by vyZzadovalo jednu chromosomdlni fuzi. Je rovnéZz nutno podotknout, Zze pocty

chromosomil pochézely jen z jednoho jedince v roding.
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Variabilita v podobé¢ rizného slozeni pohlavnich chromosomi dana expanzi riiznych
repetic na chromosomu W byla pozorovana u jiné pidalky, zejkovce hluchavkového
(Pseudopanthera macularia), s dvéma typy chromosomu W; nediferencovany chromosom W
a chromosom W, na kterém vyrazné hybridizovala sami¢i sonda (Hejnic¢kova et al., 2021).
Dynamicka expanze repetic a souvisejici vnitrodruhovy polymorfismus je ziejmé i ptiina
variability chromosomu W u skvrnopasnika. K tomuto ptedpokladu nés vede skutec¢nost, ze
jednotlivé typy chromosomi W se mezi sebou lisi pfitomnosti nebo absenci
heterochromatinovych blokii, v ptipad¢ pfitomnosti jejich riznou pozici a obsahem sekvenci
(dle CGH).

Variabilitu pohlavnich chromosomt Ize nalézt i u jinych skupin hmyzu. Naptiklad u
pomémné hojné se vyskytujici bzudivky zelené (Lucilia sericata, fad Diptera), S urc¢enim
pohlavi typu XX/XY, bylo identifikovano n¢kolik rtiznych typl pohlavnich chromosomt X a
Y, odlisujici se morfologicky i mnozstvim a umisténim heterochromatinu (Chirino et al.,
2020). V tomto ptipad¢é vsak nebyla provedena analyza kompozice chromosomt pomoci
CGH, jako v pfipadé skvrnopasnika.

V piipad¢ dalsi navazujici studie by bylo vhodné zaméfit se na analyzu
heterochromatinovych blokti obsahujicich repetice na chromosomu W, piipadné i bloky na
autosomech. V uvahu pfipada analyza sekvenci DNA pomoci jednoho z programti pro hledani

repetic a nasledné vytvofeni znac¢enych satelitnich 1 mikrosatelitnich sond pro FISH.

5.2 Karyotyp skvrnopasnika

V karyotypu skvnopasnika bylo pod DAPI podbarvenim viditelné na autosomech velké
mnozstvi heterochromatinovych bloki, rozmisténych intersticidlné. Tyto bloky mély rGznou
velikost, ale 1 zastoupeni v bivalentu. O rychlé expanzi téchto repetic svéd¢i 1 skutecnost, Ze
pro mnoho heterochromatinovych bloki jsou jedinci heterozygotni, takze patrné vznikly
nedavno a nestacily se v populaci skvrnopasnika zafixovat.

Takovy karyotyp, bohaty na DAPI pozitivni heterochromatinové bloky na autosomech,
byl pozorovan napiiklad u skvrnopasnika angrestového (Abraxas grossulariata) (Zrzava et al.
2018). Na chromosomech u A. grossulariata se vyrazné bloky heterochromatinu vyskytovaly
jak terminalng, tak i intersticialng. Casto se také objevovaly v bivalentu pouze heterozygotné.
Zajimavé je, ze u piibuzného druhu, skvrnopasnika jilmového (Abraxas sylvata), se na
autosomech vyskytovaly pouze malé, az nepatrné bloky heterochromatinu, S vyjimkou

chromosomu W, kde byly viditelné DAPI pozitivni bloky. Tyto velké rozdily u ptibuznych
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druhti svédci o velké dynamice repetic v genomu. Zna¢né mnozstvi heterochromatinovych
blokd, povétsSinou terminalnich, bylo nalezeno také u bélaska zelného (Pieris brassicae).
Analyza heterochromatinovych blokli u bélaska ukazala ptitomnost nékolika satelitnich
sekvenci v heterochromatinu, a tim potvrdila hypotézu o tom, ze repetice jsou jeho hlavni
komponentou (Pinkrova, 2020). Expanze téchto repetic, tvoficich heterochromatinové bloky
na autosomech i na chromosomu W, je mozna také u zkoumaného skvrnopasnika liskového
V této praci.

Pocet chromosomu u tohoto druhu se podafilo spolehlivé uréit u rodiny F20-04
S normalnim sex chromatinem a chromosomem W typu W-1 na n = 30 chromosomt a stejny
pocet chromosomt vychazel také u rodiny F20-03. Tento vysledek by mohl teoreticky
znamenat, ze dlouhy bivalent v karyotypu je ve skute¢nosti nasledek fize chromosomti, a tim

mohlo dojit k redukei ancestralniho poctu chromosomt n = 31.

5.3 Analyza sekvenci COIl (barcoding)

Analyza rodin skvrnopasnika pomoci metody barcodingu byla provedena za ucelem
ovéteni, zda se nejedna v piipadé variability chromosomu W o kryptické druhy. Ukéazalo se,
ze ve vSech pfipadech se jedna o stejny druh, tj. L. marginata. Jedinou vyjimkou je rodina
F20-03, kterd ma stejnou odliSnost sekvence COI od ostatnich rodin jako ma ptibuzny druh L.
opis, ktery byl pouzit jako outgroup. Neznamena to ale, ze jedinec z rodiny F20-03 patii do
druhu L. opis, protoze podobné vzdalena je jeho sekvence COI od sekvence L. opis a je tedy
mozné, Ze se jedna o dalsi druh.

Fylogeneticka analyza sekvenci COI pouZitych pro barcoding rozdélila zbyvajici
rodiny (tj. rodiny bez F20-03) do ¢ty skupin. V prvni skuping€ se nachazeji dvé rodiny
s chromosomem typu W-1 (F18-09 a F19-2), v druhé skupiné tfi rodiny s typem W-2 (F18-
10, F19-07 a F18-12), ve tieti skupiné se nachazely ¢étyfi rodiny, dvé s typem W-1 (F19-06 a
19-04) a dvé s typem W-2 (F19-08 a F18-11). V posledni skuping se nachazelo pét rodin, jedna
s typem W-3 (F19-01) a ¢tyti s typem W-1 (F20-04, F20-02, F19-11 a F19-05). Pro¢ se rodiny
se stejnym typem chromosomu W nezaradily do stejnych skupin, ziistava predméetem dalsiho
zkoumani. Teoreticky mize byt divodem téchto vysledku to, Ze se piednostné béhem PCR
amplifikuji rychle mutujici jaderné kopie mtDNA (tzv. NUMT, nuclear mitochondrial DNA),
¢imz muze dochazet k formovani vice fylogenetickych skupin, nez ve skutecnosti existuje
(Song et al., 2008). To by ale nevysvétlovalo existenci ¢tvrté skupiny, ve které se vyskytuji

typy W-1 a W-3 a mezi sekvencemi COI danych rodin neni zadny rozdil. Dal$§i moznosti
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variability v typu W v ramci skupiny mize byt ditvod, Ze se ve skutecnosti jedna o vice typu
chromosomi W, nez bylo nalezeno v této praci. Variabilita v ramci skupiny by pak odrazela
skutecnost, ze nové varianty chromosomu W vznikaji opakované a pomérné¢ Casto.

Pro ovéfeni téchto hypotéz by bylo potfeba vyvinout markery pro jednotlivé typy
chromosomit W (idedlné¢ piimo repetitivni sekvence DNA), zodpovédné za rozdilny
hybridiza¢ni signdl na W riznych rodin pii CGH analyze. Aplikace téchto markerii na
chromosomy rtznych rodin se zdanlivé stejnym typem W (napt. W-1) by pak mohla ukézat,
7¢ jde zdanlivé o podobnost vnéjsi, zatimco ve skuteCnosti na téchto chromosomech W
expandovaly rizné sekvence repetitivni DNA. Dal$im moznym krokem by bylo najit a pouzit
k fylogenetické analyze jaderny marker, ktery by byl dostate¢né rychle mutujici na to, aby
nejen odlisil jednotlivé druhy skvrnopasnika, ale fungoval by i na popula¢ni vnitrodruhové
studie. Takovym vhodnym jadernym markerem pro identifikaci druhti by mohl byt naptiklad
marker ITS2, ktery byl Gspésné otestovan u masatek (Sarcophagidae) v bakalatské praci
Janova (2021).
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6. Zavér

L. marginata je druh s variabilnim sex chromatinem, téliskem, které je v polyploidnich
interfaznich jadrech samic tvofeno mnohocetnymi kopiemi chromosomu W. Cilem této prace
bylo analyzovat variabilitu tohoto sex chromatinu a spolu stim i ovéfit variabilitu
chromosomu W.

Je znamo nékolik moznych faktort, které pisobi na zmény kompozice sex chromatinu,
véetné chromosomalnich piestaveb ¢i ztrat zahrnujicich chromosom W. Jednim z dal$ich cilt
bylo zjistit chromosomalni podstatu této nalezené variability. Zkouméni 16 rodin
skvrnopasnika ukazalo, ze sex chromatin se lisi i v ramci lokalit a odrazi souvisejici variabilitu
v molekularni kompozici chromosomu W. Ve vysledku byly komparativni genomovou
hybridizaci identifikované tfi typy chromosomu W, liSici se expanzi pravdépodobné
repetitivni DNA. U skvrnopasnika se v nasem ptipad¢ nepotvrdila hypotéza, Ze stav sex
chromatinu bude odpovidat i jednotlivym nalezenym typtim chromosomu W, jelikoz je docela
mozné, Ze ve skute€nosti je t€chto typli chromosomi mnohem vice. Analyza sekvence COI
(barcoding) vSak neukdazala, az na jednu vyjimku, Ze by se jednalo o kryptické druhy
skvrnopasnika, coz bylo také jednou z hypotéz. Naopak, ukazalo se, ze i1 rodiny, jejichz
sekvence COI jsou identické, mohou mit rtizné typy chromosomu W.

Vysledky této prace piedstavily velice zajimavy druh motyla a nasmérovaly dalsi
kroky vyzkumu, jehoz pfedmétem bude detailni zkoumani zahrnujici analyzu sekvenci
odlisujicich jednotlivé typy chromosomu W. Zaroven tato prace ukazala, jak je velmi dulezité
u cytogenetického vyzkumu analyzovat vice nepiibuznych jedinct, protoze informace o

jednom jedinci nemuseji zdaleka vypovidat o dalSich zastupcich stejného druhu.
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8. Prilohy

Priloha 1: Fylogenetické vztahy rodin skvrnopasnika na zédkladé COI (barcoding).
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Priloha 2: Tabulka identit: procenta bazi, které jsou mezi jednotlivymi sekvencemi identické vytvorené programem Geneious.
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