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1. Uvod

1.1. Centromera

Centromerou se oznacuje misto primarni konstrikce rozdélujici chromozom na raménka.
Oblast centromery je Casto tvofena repetitivni DNA, napi. satelitni DNA a mobilnimi
elementy (Choo a kol. 1991). Dosud nebyla zjisténa univerzalni centromericka sekvence,
avSak nékteré motivy mohou byt spolecné pro jednotlivé taxony. Centromera se sklada
z funk¢éni  centromerické domény (desitky kbp), kterou ¢asto obklopuji velké
pericentromerické bloky heterochromatinu (> Mb; Plohl a kol. 2014). V misté funkéni
centromerické domény dochazi k sestaveni Kinetochoru, tj. proteinového komplexu
zodpovédného za pripojeni mikrotubult dé¢liciho vieténka. Jednim  z hlavnich
kinetochorovych/centromerickych proteinit (CENP) slouzicich pro sestavovani kinetochoru je
protein CenH3, tedy centromericka varianta histonu H3 (Malik a Henikoff 2009).
Pericentromerickh DNA je casto vysoce methylovand a béhem interfaze =zistava
kondenzovana. Pro histony pericentromerickych nukleozomu jsou charakteristické histonové
modifikace, jako napiiklad hypoacetylace histonu H3 a methylace lyzinu 9 (H3K9mel), které
potlacuji transkripci (Shu a kol. 2012). Pericentromericky heterochromatin zajist'uje primarni
spojeni sesterskych chromatid (Plohl a kol. 2014).

Chromozomy s lokalizovanymi centromerami, tj. pfipojujici se k mikrotubultiim pouze
Vjediném misté, nazyvame chromozomy monocentrickymi (na rozdil od chromozomi
holokinetickych, viz Kap. 1.3.). Podle velikosti je rozliSujeme na bodové, zaujimajici velice
malou oblast (napf. u Saccharomyces cerevisiae ~125 bp) a regionalni, zabirajici vétsi oblast
(az stovky kbp) casto s urcitymi typy sekvenci DNA, jejichz fungovani je vymezeno spise
epigeneticky (Malik a Henikoff 2009).

Podle polohy centromery miizeme monocentrické chromozomy rozliSovat na
metacentrické (centromera leZzi uprostied, raménka jsou stejné¢ dlouhd), submetacentrické
(centromera rozdéluje chromozom na kratké p a dlouhé q raménko), akrocentrické
(centromera je posunuta blize ke konci chromozomu, vyraznéjsi velikostni rozdil mezi p a q
raménky) a telocentrické (centromera lezi na konci chromozomu, pouze raménka q).
Karyotypy savcil jsou ¢asto pfevazné slozené pravé bud’ z metacentrickych (napf. ¢lovek)
¢i akrocentrickych (napi. myS§) chromozomu (de Villena a Sapienza 2001).

Funkce centromery je pro vSechny ecukaryotické organismy zivotné dulezita.
Jeji abnormality mohou zpusobovat rakovinu, sterilitu a jsou ¢asto i smrtelné (Thompson

a kol. 2010). Dilezitou vlastnosti centromer je zajisténi bezchybného rozchodu chromozomu



béhem bunécéného déleni. Jak jiz bylo zminéno vyse, centromera zprostiedkovava spojeni
sesterskych chromatid (Dej a Orr-Weaver 2000), navazani kinetochu a napojeni chromozomu
na d¢lici vieténko (Rieder a Salmon 1998). V pribéhu mitdzy zajist'uje kinetochor spojeni
sesterskych chromatid az do stadia pozdni metafaze a napomaha spravné segregaci chromatid
k opaénym polim bunky béhem anafaze. V meidze I dochazi pouze ke ztraté koheze mezi
raménky chromozomu, ale v misté centromery spojeni chromatid zistava. Obé sesterské
chromatidy se tak napoji na mikrotubuly vychazejici ze stejného polu burky.
Teprve v meidze Il dojde mezi sesterskymi chromatidami Kk preruseni koheze v misté
centromery, nasledkem ¢ehoz jsou sesterské chromatidy pfitahovany k opaénym polam buiiky
(Dej a Orr-Weaver 2000).

Kinetochor formujici se v oblasti centromer hraje dulezitou roli pii jednom
Z kontrolnich bodl bunécného cyklu, pfi kterém se rozhoduje, zda bude bunika pokracovat
Vv bunééném déleni. Jde o kontrolni bod na pfechodu z metafaze do anafaze, pti kterém se
kontroluje, zda je kazdy kinetochor spravné pfipojen na vlakna déliciho vieténka (Rieder
a Salmon 1998). Dokud nedojde k napojeni vSech chromozomi/chromatid na mikrotubuly
déliciho vieténka, uvoliuje kinetochor inhibitor potlacujici piechod do anafaze. Pokud je tedy
néktery z chromozomi/chromatid $patné ¢i slabé ptipojen, dojde k pozastaveni déleni i na
nékolik hodin, dokud nedojde ke spravnému opé&tovnému piipojeni (Rieder a Cole 1998).
Pokud by doslo k selhani kontrolniho bodu a bunécné déleni by vstoupilo do anafaze jesté
pfed napojenim vSech chromatid na mikrotubuly déliciho vieténka, vznikly by buiky
S riznymi (tedy nespravnymi) poéty chromozomi, coz by mohlo mit tragické nasledky.

Z funk¢niho hlediska jsou centromery v prubéhu evoluce vysoce konzervované. To je
zajisténo epigeneticky koevoluci centromerické DNA a CENP. Repetitivni sekvence
centromer patii mezi nejrychleji vyvijejici se DNA eukaryot, liSici se i mezi blizce ptibuznymi
druhy svou délkou a komplexitou (Melters a kol. 2013). Naopak CENP jsou vysoce
konzervované, a jsou tedy patrné vyznamnéjSim uréujicim faktorem centromerické identity
nez samotna DNA sekvence (Guerra a kol. 2010). K vysvétleni paradoxu ve vztahu mezi
zakladni funkci centromery a rychlou evoluci jeji sekvence, navrhli Henikoff a kol. (2001)

model tzv. centromerického drivu.

1.2. Centromericky drive
Zatimco pi1 sam¢i meidze vznikaji Ctyil rovnocenné spermatidy, vysledkem samiciho

meiotického dé€leni jsou tfi poélové burniky a jedna buiika vajecna, tzv. oocyt. Samici meioza je



tedy asymetricka a homologni chromozomy spolu vzajemné soutézi o zaclenéni do vajecné
buiky a tim i o prenos do dals$i generace. Dusledkem této kompetice muze dojit
k tzv. meiotickému drivu (“meiotic drive”); Cesky téZ oznacovanému jako meioticky tah, ktery
zpusobuje nerovnomérné zastoupeni alel v gametach (Sandler a Novitski 1957). Chromozomy
nesouci element zplsobujici drive budou ptfedavany do dalsi generace na tkor svych
homologt s vice jak 50% pravdépodobnosti, kterd je oCekavana na zakladé Mendelistické
dédicnosti. Pokud se takovy element nachazi na pohlavnich chromozomech, mize vyrazné
ovlivnit pomé&r pohlavi v populaci a zvysit tak pravdépodobnost jejiho zaniku. Zaroven muize
pomahat Sifeni Skodlivych mutaci, které s nim jsou v tésné vazb&é (McDermott a Noor 2010).
Vysledkem takovéto nendhodné segregace mohou byt dramatické zmény majici velkou roli
v evoluci (Malik a Henikoff 2009; Buckler a kol. 1999). Meioticky drive proto muze
pfedstavovat vyznamnou evoluéni silu.

Centromericky drive je formou meiotického drivu a stejné jako on je disledkem samici
asymetrické meidzy, pfi které si konkuruji homologni centromery v prubé¢hu prvniho
meiotického déleni (de Villena a Sapienza 2001; Bures$ a Zedek 2014). Preferen¢ni pienos do
vajecné bunky V pfipadé centromerického drivu zavisi na velikosti ¢i poctu centromer,
ptipadné neocentromer. Naptiklad u kukufice byly na vSech chromozomech pozorovany
tzv. chromozomalni uzly (“chromosomal knobs”). Chromozomalni uzly jsou tvofené
tandemovymi repeticemi, které plni funkci neocentromer, které se vSak na mikrotubuly nevazi
klasicky pomoci kinetochoru, ale jinym mechanismem (Fukagawa a Earnshaw 2014).
Kikudome (1959) ve své praci dokazuje, Ze pravdépodobnost meiotického drivu pozitivné
koreluje s velikosti chromozomalnich uzli. Pokud jsou dva homology heterozygotni pro
velikosti chromozomalnich uzli v lokusu, vétsi uzel ma vyssi pravdépodobnost pienosu do
vajecné bunky (Kikudome 1959; Buckler a kol. 1999).

Heterozygozita homolognich centromerickych lokusi je tedy dilezitym faktorem,
ktery ovliviiuje nenahodnou segregaci skrze preferenéni pifichyceni jednoho z homolognich
chromozomli na mikrotubuly dé&liciho vfeténka vajeéného polu ¢i polové bunky
(Novitski 1967). Velikost centromery zavisi na mnozstvi Centromerické satelitni DNA.
Pfi nerovnomérném crossing overu miize dochazet K rozsifovani satelitnich oblasti. ZvétSené
centromery na sebe pak mohou vazat vice kinetochorovych proteinti a Iépe se tak ptipojit
k mikrotubulim d¢liciho vieténka. Naopak muze také dojit ke kontrakei satelitd, ktera ma
opacny ucinek (Malik a Henikoff 2009). Dal§i moznosti, jak zménit velikost centromery
mohou byt fuze akrocentrickych chromozomi téz znamé jako tzv. Robertsonovy translokace,

které mohou vést ke karyotypovym zménam. Napiiklad u heterozygota pro Robertsonovu
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translokaci se v metafazi | fuzovany metacentricky chromozom, s pouze jednou aktivni
centromerou, paruje se dvéma homolognimi akrocentrickymi chromozomy se dvéma
aktivnimi centromerami. Dusledkem tohoto poméru centromer je nenahodna segregace
V meidze I, pozorovana u mysi i u ¢lovéka (Pacchierotti a kol. 1995).

Pii sami¢i asymetrické meidze dochazi k tvorbé asymetrického dé€liciho vieténka.
Jednotlivé poly délici se buiiky se 1isi poctem mikrotubuli ¢i jejich rychlejsim a u€¢inné&j$im
prichytavanim ke kinetochoru, coz mtize také vyrazn€ ovlivnit preferencni pienos centromery
do dalsi generace. Naptiklad vajecny p6l muze tvofit vice mikrotubulli nez opacny pol
a zachytit tak chromozomy s vétsim povrchem kinetochoru, popiipadé s vétSim poctem
chromozomalnich uzli a pienést je tak prednostné do dalsi generace (de Villena
a Sapienza 2001).

Chromozom vznikly Robertsonovou translokaci se spiSe dostane k polu, ktery je méné
efektivni v navazani centromery. Pokud je pravé tento p6l vaje¢ny, budou v daném karyotypu
pfevazovat metacentrické chromozomy. Je-li v zachyceni centromer méné efektivni
centrozom, tj. organizator dé¢liciho vieténka budouci polové buiky, budou v karyotypu
ptevazovat akrocentrické chromozomy. Béhem samié¢i meidzy tak mize dochazet ke
zvySovani poc¢tu metacentrickych ¢i akrocentrickych chromozomu v karyotypu (de Villena
a Sapienza 2001). Orientace vieténka se vSak muize li§it mezi druhy, popfipadé i populacemi,
coz napiiklad vysvétluje dramaticky odlisné karyotypy u riznych populaci mysi (Nachman
a Searle 1995).

Centromericky drive je tedy hnaci silou zodpovédnou za rychlou evoluci jak velikosti
a slozitosti centromer, tak 1 jejich proteinii a celého monocentrického karyotypu (Malik

a Henikoff 2009).

1.3. Holokinetické chromozomy
Holokinetické (¢i holocentrické) chromozomy na rozdil od monocentrickych postradajici
strukturn€ vymezenou centromeru, tj. primarni konstrikci. FunkEné jsou centromery
vymezeny kinetochorem tvofenym po téméf celé délce chromozomi (Wolf 1996, Neumann
a kol. 2012).

DalSim rozdilem mezi monocentrickymi a holokinetickymi chromozomy je segregace
chromozomalnich fragmentl. Pokud ozafime monocentrické chromozomy ionizujicim
zatenim, dojde k jejich fragmentaci a vzniku acentrickych, tj. centromeru postradajicich,

a centrickych fragmentd. B&hem mitézy nejsou acentrické fragmenty kvili absenci



centromery a tedy i kinetochoru pfipojeny k mikrotubuliim déliciho vieténka, a proto nejsou
predany do dcefinych bunék, coz je pro n¢ zpravidla letalni (Jankowska a kol. 2015). Centrické
fragmenty, pak postradaji telomery na nové vytvoreném konci a jsou tudiz tzv. lepivé, tj. maji
tendenci k fuzim. Pti replikaci se mohou spojit konce chromatid, ¢imzZ vzniknou chromozomy
s dvéma centromerami, tzv. dicentrické chromozomy. Pokud nedojde k inaktivaci jedné
z centromer, dojde v ptipad€, ze kazda z centromer bude tahnout chromozom k opa¢nym
polum burky, ke vzniku tzv. anafazniho mustku. Ten muze vést k zastaveni bunééného déleni
a smrti bunky, nebo ke zlomu dicentrického chromozomu, ktery ma za nasledek
nerovnomérnou segregaci genetické informace (McClintock 1939). Naopak pii ozafeni
holokinetickych chromozomu se, diky kinetochoru pokryvajicimu celou délku chromozomu,
pfi déleni fadné segreguji vSechny vzniklé fragmenty (Nordenskidld 1963).

Ve stadiu mitotické metafaze se holokinetické chromozomy kromé chybéjici primarni
konstrikce 1i8i od monocentrickych také v uspotfadani sesterskych chromatid. Sesterské
chromatidy monocentrickych chromozomii vytvareji charakteristicky tvar X ¢i V, zatimco
chromatidy holokinetickych chromozomu se orientuji paralelné.

Pii meiotickém déleni mize u holokinetickych chromozomi dochazet Kk pieméné
rozptylené kinetické aktivity (v mitdze) na lokalizovanou, jejiz pozice se li$i mezi riznymi
organizmy (Guerra kol. 2010). Naptiklad u Triatoma infestans (Heteroptera) Pérez
a kol. (1997) pozorovali, Ze se kineticka aktivita soustfed’uje na jeden z konci chromozomu
béhem prvniho meiotického déleni a v priibéhu druhého meiotického déleni je premisténa
na opany konec chromozomu. Pro druhy s monocentrickymi chromozomy je typické
prereduk¢éni meiotické déleni (Banno a kol. 1995; de Bigliardo a kol. 2010). Pti tomto typu
déleni béhem meidzy 1 putuje cely chromozom K jednomu polu (tzv. heterotypické déleni)
anasledné se béhem meidzy Il rozchazeji sesterské chromatidy k opacnym polim bunky
(tzv. homeotypické déleni; Guerra a kol. 2010). Zejména u druhti s holokinetickymi
chromozomy vS§ak miiZe byt potfadi téchto déleni opacné. Meiotické déleni je tedy invertované
a oznacované jako postredukéni (Banno a kol. 1995; Gupta 2005). Béhem anafaze v meidze |
se nejprve rozchazeji sesterské chromatidy k opacnym polim buiky (homeotypické déleni),
zatimco paternalni a materndlni homology zlstavaji spojeny, a homologni chromatidy se
rozchazeji az posléze v anafazi II (heterotypické déleni; Guerra a kol. 2010). Avsak ne vzdy
dochazi u organizmi s holokinetickymi chromozomy Kk postredukéni  meiodze.
Suomalainen (1953) ve své praci sice tvrdi, ze sami¢i meidza u zastupct fadu Lepidoptera je
postredukéni, zatimco samc¢i meidza je preredukcni; avSak postredukéni meiéza u samic

nebyla nikdy prokazana a navic existence modifikovaného synaptonemalniho komplexu,
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umoznujicitho bezchybny rozchod achiazmatickych bivalentd samic, ji prakticky vylucuje
(Marec 1996). U zastupct fadu Nematoda a Heteroptera vsak probiha meiéza u obou pohlavi
v tradi¢nim sledu (Bongiorni a kol. 2004). Pravé zmény v kinetické aktivité mohou zpusobit
zmény v prostorové orientaci holokinetickych bivalenti béhem meiozy, pii které mohou byt
orientovany rovnobézné (homeotypické déleni) ¢i kolmo (heterotypické déleni) k ekvatorialni
rovin¢ bunky (Albertson a Thomson 1993). Tyto zmény v orientaci jsou také umoznény diky
pretrvavajici jaderné membrané, ktera u organizmi s holokinetickymi chromozomy pfetrvava
az do pozdni prometafaze v meidze | (Wrensch a kol. 1994).

Holokinetické chromozomy se pravdépodobné vyvinuly z monocentrickych
chromozomi a byly pozorovany u mnoha eukaryotickych skupin (Mandrioli
a Manicardi 2012). Melters a kol. (2012) se domnivaji, Ze ancestralni pifedek eukaryot nesl
pravé monocentrické chromozomy. Holokinetické chromozomy se pak vzhledem k jejich
fylogenetické distribuci patrné vyvinuly z monocentrickych nezavisle nejméné 13x.
U zelenych fas se holokinetické chromozomy objevuji u ¢eledi Desmidiales a Zygnematales
(Godward 1954; King 1960). U rostlin vznikly pravdépodobné nezavisle alespon ¢étyfikrat.
Holokinetické chromozomy méa vétSina druhti z ¢eledi Juncacea a Cyperaceae (Melters a kol.
2012). U krytosemennych rostlin byly detekovany Flachem (1966) u muskatovniku vonného
(Myristica fragrans). Dalsimi holokinetickymi rostlinami jsou rostliny rodu Chionographis
(Tanaka a Tanaka 1979), Cuscuta (Pazy a Plitman 1994) a Drosera (Sheikh a kol. 1995).
U zivocichu se holokinetické chromozomy vyvinuly nejméné devétkrat. Jednou u kmene
Nematoda a osmkrat v kmeni Arthropoda, jmenovit¢ u hmyzich fada Ephemeroptera,
Odonata, Zoraptera, Dermaptera, Hemiptera, sesterskych fadt Trichoptera a Lepidoptera,
nékterych Celedi ¢i podceledi z ttidy Arachnida a u nékolika druhti Celedi Scutigeridae
a Heniconidae z ttidy Chilopoda (Mola a Papeschi 2006; Melters a kol. 2012). Pti porovnavani
genoml mezi zastupci hmyzu s monocentrickymi a holokinetickymi chromozomy
Drinnenberg a kol. (2014) zjistili, Ze testovanym druhtim s holokinetickymi chromozomy
chybél (na rozdil od druhii s monocentrickymi chromozomy) vyznamny CenH3 protein.
Autofi se domnivaji, ze nezavisly pfechod od monocentrickych chromozomi
k holokinetickym vedl nejméné u Ctyf skupin hmyzu K druhotné ztraté jiz nepotiebného

CenH3 proteinu.



1.4. Holokineticky drive

Dle Burese a Zedka (2014) se holokinetick¢é chromozomy od monocentrickych liS§i nejen
Vv samotné struktuie chromozomu, ale také ve tfech zékladnich karyologickych
charakteristikach. Prvni z nich je poc€et chromozomt, ktery se mezi blizce ptibuznymi druhy
rostlin i zivo€ichi s holokinetickymi chromozomy zna¢né 1isi. Dalsi typickou vlastnosti téchto
skupin je proménliva velikost jejich chromozomu, kdy i v ramci jednoho rodu existuji velké
rozdily v pramérnych velikostech chromozomii. Oproti tomu blizce piibuzné druhy
s monocentrickymi chromozomy maji spiSe podobné velikosti chromozomi. V neposledni
fad¢ se karyotyp holokinetickych organizml vyznacuje negativni korelaci mezi velikosti
genomu a po¢tem chromozomd.

Aby vysvétlili tyto tii pozorované rozdily, formulovali Bures a Zedek (2014) hypotézu
holokinetického drivu, ktery pifedstavuje mechanizmus analogni centromerickému drivu
(Bures a Zedek 2014). Stejné jako u centromerického drivu musi byt i u mechanizmu
holokinetického drivu splnény podminky asymetri¢nosti sami¢i meidzy a déliciho vieténka.
V ptipadé€ holokinetického drivu vSak misto homolognich centromer soupefi o zaclenéni do
vajecné bunky béhem asymetrické meidzy celé homologni chromozomy. Na rozdil od
centromerického drivu si pfi holokinetickém drivu mohou konkurovat homologni
chromozomy v obou meiotickych délenich. Analogicky centromerickému drivu bude tedy
zaleZet na velikosti celého chromozomu a schopnosti vajecného pélu ptitahovat mensi ¢i vetsi
chromozomy (Zedek 2013). Avsak na rozdil od centromerického drivu, ktery vedl k pievaze
akrocentrickych ¢i metacentrickych chromozomii v karyotypu, by mél holokineticky drive
vést ke zvétSovani ¢i zmensovani vSech chromozomi. Velikost holokinetickych chromozomi
tak mize neustale nartstat ¢i se zmensovat (Bures a Zedek 2014).

Na velikost chromozomu ma vliv amplifikace ¢i delece repetitivnich sekvenci,
ptipadné také chromozomalni faze a rozpady. Spoluptisobenim téchto zmén muze dojit ke
zvétSeni chromozomi. Pokud centrozom vajecného polu déliciho vieténka preferuje velké
chromozomy, vedl by holokineticky drive ke zvétseni velikosti genomu a zaroven snizeni
poctu chromozomti. Naopak preference malych chromozomi centrozomem vaje¢ného polu
by vedla ke zmenSovani genomu a zvySovani celkového poétu chromozomt (Bures$
a Zedek 2014).

Efektivita holokinetického drivu znaéné zavisi na mife chromozomalnich fuzi
¢i rozpadu, které jsou povazovéany za primarni pfi¢inu zmén velikosti a poctu chromozomu
U taxona s holokinetickymi chromozomy. Jak jiz bylo zminéno vySe, pravé struktura

holokinetickych chromozomt, naptiklad u motyld, umoziiuje chromozomalni fuze
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a fragmentace (Kandul a kol. 2007). Beéhem chromozomalni fize, neboli ¢astecné symploidii,
dochdzi k neletalnimu spojeni dvou nehomolognich chromozomi. Toto spojeni je asociovano
se snizenim poctu chromozoml a zaroven s jejich zvétSenim. Naopak cCasteCnou
agmatoploidii, neboli chromozomalni fragmentaci, se rozumi rozpad chromozomu
na zivotaschopné fragmenty, které jsou pravé diky kinetochoru pokryvajicimu celou délku
chromozomu normalné¢ dédény v pribéhu déleni. Vysledkem fragmentaci jsou zmenSené
chromozomy a jejich zvySeny pocet (Guerra 2016). Holokineticky drive muze tedy

predstavovat vyznamnou silu pohanéjici karyotypovou evoluci holokinetickych organizmii.

1.5. Karyotypova evoluce motylu
Rad motyli (Lepidoptera) se s témé&i 160 000 popsanymi druhy fadi mezi nejvétsi Zivo&isné
skupiny (van Nieukerken a kol. 2011). Cytogeneticky byl v§ak dosud analyzovan jen zlomek
druhti. Jak jiZ bylo zminéno vySe, motyli patii spolu se sesterskym fadem chrostiki
(Trichoptera) mezi skupiny zivo¢ichii s holokinetickymi chromozomy. Vysoky pocet
chromozomti malé velikosti a uniformniho tvaru spolu s absenci centromery komplikuji
identifikaci jednotlivych chromozomalnich parG. Traut (1976) vyuzil k identifikaci
chromozomti bource morusového, Bombyx mori, pachytennich chromozomu, které jsou
0 mnoho delsi a vykazuji specificky chromomerovy vzor. Tento vzor je v§ak mozné rozeznat
pouze na né€kterych bivalentech, a proto se nepodafilo identifikovat vsechny chromozomy.
K odliseni jednotlivych chromozomt nelze vyuzit ani klasické prouzkovaci techniky
(De Prins a Saitoh 2003). To vs§e zna¢né komplikovalo studium motylich karyotypt. Teprve se
zavedenim molekularné-cytogenetickych metod, jmenovité fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH) a jejich modifikaci (napt. komparativni genomova hybridizace - CGH ¢i genomova in
situ hybridizace - GISH), bylo mozné lokalizovat cilové sekvence pomoci fluorescencné
znacenych sond a tim pfimo identifikovat i jednotlivé chromozomy (Goldsmith a Marec 2010).
Ptes holokinetickou aktivitu svych chromozomt si vétSina motyll v pritbéhu evoluce
udrzela pomérné kKonzervovany karyotyp. U vétSiny celedi motyli se tak haploidni pocet
chromozomut pohybuje v rozmezi od n =29 po n = 31 (Robinson 1971). Nejcast&jsi pocet
chromozomu n = 31 je povazovan za ancestralni. Vznikl patrn¢ u spolec¢ného piedka motyll
skupiny Ditrysia zahrnujici 98 % vSech Zijicich zastupcii fddu Lepidoptera pied vice nez
125 milionti let (Ahola a kol. 2014). Nicmén¢ existuje spousta piipadd, kdy byl prokazan
kolisavy po¢et chromozomul mezi blizce ptibuznymi druhy ¢i dokonce uvniti druhu, naptiklad

u Celedi Papilionidae (otakarkoviti; Ahola a kol. 2014), Pieridae (bé&laskoviti; Lukhtanov



a kol. 2011), Nymphalidae (babockoviti; Brown a kol. 1992), Riodinidae (pestrobarvcoviti;
Brown a kol. 2012) ¢i Lycaenidae (modraskoviti; Kandul a kol. 2004). Pravé modraskoviti
(Lycaenidae) maji pravdépodobné v celé zivocisné iSi nejrozdilnéjsi karyotyp mezi blizce
ptibuznymi druhy. U rodu Polyommatus pocet chromozomi kolisa od n = 10 po n = 224-226
(Lukhtanov a kol. 2005; Lukhtanov 2015). Z bélaskovitych (Pieridae) vykazuje variabilni
karyotyp naptiklad bélasek hrachorovy (Leptidea sinapis), jehoz pocet chromozomu se
u geograficky odlisnych populaci 1isi v rozmezi od n = 28 po n = 53 (Lukhtanov a kol. 2011).
Brown a kol. (1992) objevili vétsi variabilitu u dvou primitivnich rodi ¢eledi baboc¢koviti
(Nymphalidae). Rod Podotricha jehoz pocty chromozomti jsou rizné od n =9 pon =29 arod
Philaethria s chromozomyn=12 az n=88. Ze zastupci skupiny motyld byl doposud
nejmensi pocet chromozomid n =5 objeven u amerického soumra¢nika Agathymus aryxna
(Freeman 1969) a neotropického motyla Hypothyris thea (Brown a kol. 2004). Druhy
s odvozenym Kkaryotypem mivaji nejcastéji mensi pocet chromozomu (< 31). Karyotypy
sveétsim poctem chromozomt (>31) jsou méné casté. Chromozomalni fluze tedy
V karyotypové evoluci motyll zjevné prevazuji nad chromozomalnimi rozpady
(Robinson 1971).

Stejné jako ptaci ¢i hadi, maji motyli chromozomalni uréeni pohlavi typu Abraxas.
Samice jsou Vv tomto ptipadé heterogametické s konstituci WZ, ptipadné Z0 (v zavislosti
na ptitomnosti ¢i absenci chromozomu W). Sam¢i pohlavi je pak ur€eno homogametickou
konstituci ZZ (Traut a kol. 2007). Pohlavni chromozomy pravdépodobné vznikly z paru
homolognich autozomd, kdy jeden z paru ziskal gen urcujici pohlavi. Vzhledem k absenci
rekombinace u samiciho pohlavi, tzv. achiasmatickd meid6za, na chromozomu W doslo
k degradaci genli a akumulaci repetitivnich sekvenci (Traut a kol. 2007). Fuzi autozomu
a pohlavnich chromozomii dochazi navic u motylli pomérné¢ casto ke vzniku
tzv. neopohlavnich chromozomu (Traut a kol. 2007, Nguyen a Carabajal Paladino 2016).
Naptiklad bélasci rodu Leptidea, ktefi mezi motyly vynikaji svou dynamickou karyotypovou
evoluci, maji diky opakovanym chromozomalnim piestavbam mezi pohlavnimi chromozomy
a autozomy také mnohocetné pohlavni chromozomy (Sichova a kol. 2015). Nguyen
a kol. (2013) popsali fazi chromozomu s autozomem homeologickym k chromozomu 15
bource morusového u obalect Celedi Torticidae. S ptihlédnutim ke genovému obsahu tohoto
autozomu autofi formulovali hypotézu, dle které flize umoziuje vytvotfeni vazby mezi
detoxifikaénimi geny a zpravidla pohlavné vazanou postzygotickou reprodukéni izolaci,

coz muze usnadnit ekologickou specializaci a speciaci (Presgraves 2002).



2. Cile prace

Jak jiz bylo zminéno vySe, chromozomalni pfestavby mezi autozomy a pohlavnimi
chromozomy mohou vést ke vzniku neopohlavnich chromozomt. Yoshida a Kitano (2012)
ukazali, ze evoluce mnohocetnych pohlavnich chromozomu je spojena s evoluci celého
karyotypu. Ve své studii zjistili, Ze mnohocetny systém pohlavnich chromozomu XY1Y> se
U savcu Castéji vyskytuje u druhii s prevazujicim metacentrickym karyotypem, a naopak
systém Xi1X2Y prevazuje u druhtl, jejichz karyotyp obsahuje zejména akrocentrické
chromozomy. Proto navrhli meioticky drive jako jeden z mechanismi umoznujicich fixaci
fazi pohlavnich chromozomu s autozomy (viz Kap. 1.2.). Pokorna a kol. (2014) ve své analyze
vyskytu mnohocetnych chromozomu u blanatych obratlovc (Amniota) zjistili, Ze u ptaku,
ktefi maji stejné jako motyli heterogametické urc¢eni sami¢iho pohlavi, mnohocetné pohlavni
chromozomy chybi, zatimco u linii s heterogametickym urcenim samc¢iho pohlavi jsou Casté.
Tento kontrast autofi vysvétluji rozdilnym zapojenim heterochromozomi Y a W v samici
meidze. Chromozom Y se netcastni samic¢i meidzy a je tedy chranén pted vlivem samiciho
meiotického drivu. Oproti tomu by nendhodnd segregace chromozomu W zpilsobena
meiotickym drivem méla vést k vychyleni poméru pohlavi v potomstvu, a proto je
penalizovéna seleket.

Bures a Zedek (2014) opiraji svou hypotézu holokinetického drivu, analogu samiciho
meiotického drivu (viz Kap. 1.4.), mimo jiné také o analyzu potomstva hybridi martinaci
Antheraea pernyi (2n=98) a A.roylei (2n=60) heterozygotnich pro chromozomalni
prestavby. Interpretace vysledki této analyzy vSak nejsou zcela jednoznacéné (cf. Nagaraju
a Jolly 1986; Bures a Zedek 2014) a pfitomnost holokinetického drivu u motyli tak dosud
nebyla fadné testovana (Nguyen a Carabajal Paladino 2016). Pochyby budi také celkova
evolu¢ni stabilita motyliho karyotypu spolu s ¢asnym vyskytem fizi mezi pohlavnimi
chromozomy a autozomy (viz Kap. 1.5.).

Holokineticky drive 1ze experimentalné testovat analyzou potomstva samice nesouci
chromozomalni fuzi ¢&i rozpad V heterozygotnim stavu. Pokud se vyskyt sledované
chromozomalni aberace v potomstvu bude lisit od o¢ekavaného Mendelistického poméru, Ize
prepokladat, Ze pti¢inou je prave holokineticky drive. Alternativné 1ze testovat hlavni predikei
hypotézy holokinetického drivu, a to nepfimo umérnou zévislost mezi po¢tem chromozomu
a velikosti genomu (Bures a Zedek 2014).

Cilem mé bakalarské prace bylo predbézné otestovat predikovanou nepiimou zavislost

mezi velikosti genomu a poctem chromozoml a ovéfit moznosti produkce heterokaryott
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kiizenim mutantni linie Bombyx mori r50 a japonské populace B. mandarina. Dil¢imi cili
prace byla optimalizace méteni velikosti genomu motylti metodou pritokové cytometrie,
stanoveni velikosti genomu vybranych zastupcti motylu a pouziti dostupnych dat k provedeni
korelaéni analyzy k uréeni zavislosti mezi velikosti genomu a po¢tem chromozomd. Dale bylo
nutné overit pritomnost chromozomalnich aberaci u linie r50 B. mori, ktera nese translokaci
chromozomu 23 a 25 (Banno a kol. 1993) a japonské populace B. mandarina, v jejimz
karyotypu doslo pravdépodobné k fizi chromozomu 14 a 27 (Banno a kol. 2004; K. Sahara
nepublikované vysledky).
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3. Metody
3.1. Hmyz

Pro stanoveni velikosti genomu jsem jako standard pouzila housenky laboratorniho kmene
WT-C zavijeCe mouéného (Ephestia kuehniella) chované pfi teploté 2141 °C na pseni¢ném
Srotu, doplnéném susenymi pivovarskymi kvasnicemi. Blizsi informace o piivodu kmene jsou
uvedeny v praci Marec (1990). Jako alternativni standard byly pouzity larvy laboratorniho
kmene Krym-61 obale¢e jablecného (Cydia pomonella), jehoZz velikost genomu byla
stanovena Vv ramci této prace. Larvy tohoto standardu byly chovany za specifickych
nediapauznich podminek na umélé potravé v mistnosti o stalé teploté 27+1 °C a fotoperiod¢
16 h den a 8 h noc. Detailngjsi informace o zptusobu chovu a ptivodu kmene jsou uvedeny
v praci Fukova a kol. (2005).

Studované druhy motylt jsem odchytila z pfirodnich populaci; seznam studovanych
druhd véetné jejich odchytovych lokalit je uveden v Tab. I. U druhti modrasek jehlicovy
(Polyommatus icarus) a bélasek fepovy (Pieris rapae) jsem ziskala pouze oplozené samice,
které jsem nasledn¢ nechala pii normalnim dennim a no¢nim rezimu vyklast na zivnou rostlinu
Vv plastové krabi¢ce. Jako Zivnou rostlinu u P.icarus jsem pouzila Stirovnik rdzkaty
(Lotus corniculatus) a pro P. rapae byl zivnou rostlinou kien selsky (Armoracia rusticana).
Housenky jedincti druhu martina¢ hedvabny (Samia cynthia ricini) byly chované v nasi
laboratoti. Od zbylych testovanych druhti jsem odchytila pouze samce, které jsem bud’
zamrazila ponofenim do tekutého dusiku a uchovala pii -80 °C ¢i rovnou pouzila K méfeni.

Bélasky rodu Leptidea mi poskytla RNDr. Jindra Sichova, Ph.D.

Tab. I: Seznam testovanych druhti véetné lokality odchytu.

3

Celed’ Druh Lokalita odchytu
Lycaenidae Polyommatus icarus  Suchdol nad Luznici, Ceska republika
Pieridae Colias crocea Suchdol nad Luznici, Ceska republika
Colias hyale Suchdol nad Luznici, Ceska republika
Gonepteryx rhamni Luznice, Ceska republika
Leptidea juvernica Ceské Budgjovice, Ceska repblika
Leptidea reali Piirodni park Montseny, Barcelona, Spanélsko
Leptidea sinapis Havraniky, Ceska republika
Pieris brassicae Novosedly nad Nezarkou, Ceské republika
Pieris napi Ttebon, Ceska republika
Pieris rapae Tieboti, Ceska republika

Saturniidae Samia cynthia ricini Laboratorni chov

Tortricidae Cydia pomonella Laboratorni kmen Krym-61
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Vajicka mutantni linie r50 domestikovaného bource morusového (Bombyx mori) a jeho
divoké japonské formy Bombyx mandarina poskytl Dr. Yutaka Banno (Institute of Genetic
Resources, Kyushu University, Japonsko). Vylihlé housenky B. mori jsem odchovavala na
umélé potravé (Nihon Nosan Kogyo, Ltd., Yokohama, Japosko). Larvy B. mandarina jsem

zivila listy morusovniku ¢erného (Morus nigra).

3.2. Stanoveni obsahu DNA priitokovou cytometrii

Mg¢feni pratokovou cytometrii jsem provedla za spoluprace s Mgr. Petrem Kouteckym, Ph.D.
v Laboratofi molekularni biologie rostlin P¥F JU v Ceskych Bud&jovicich na pritokovém
cytometru CyFlow SL (zdrojem svétla je laser o vinové délce 532 nm; Partec GmbH.,
Miinster, Némecko).

Abych mohla prostfednictvim pritokové cytometrie uréit velikosti genomu
jednotlivych druhi motyli, potfebovala jsem alespoit dva standardy o zndmé velikosti
genomu. Jako standardy jsem pouzila druh Ephestia kuehniella 0 znamém obsahu jaderné
DNA 1C = 0,45 pg (Buntrock a kol. 2012) a druh Cydia pomonella, jehoz obsah jaderné DNA
dosud nebyl znam, a proto jsem ho nejdtive stanovila (viz Kap. 4.1.) pouzitim E. kuehniella
jako standardu. Béhem méfeni byl cytometr nastaven vzdy tak, aby byl standard E. kuehniella
zaznamenavan na kanalu 200 a standard C. pomonella na kanalu 300, poptipadé kanalu 200
na 1 024 kanalové stupnici. VSechny vzorky jsem obarvila interkala¢nim barvivem propidium
jodid a pii méfeni zaznamenavala fluorescenci 5 000 jader. Kazdy druh jsem nejprve méfila
zvlast s obéma standardy. Podle toho, jak se vzorek se standardy ptekryval, jsem pro dalsi

méfeni vybrala vhodny standard.

3.2.1. Méreni hemocyti

Pfi prvnich analyzach s druhy Polyommatus icarus a Pieris rapae jsem postupovala podle
protokolu Buntrock a kol. (2012). Po odstfizeni panozky housenky métenych druht
I standardii jsem pipetou odebrala vytvotenou kapku hemolymfy o objemu cca 5 pul.
Hemolymfu vzorku i standardu jsem pienesla do 1 ml pufru (100 Mm Tris-HCI pH 7,5,
2mM MgCl2 a 1% Triton X-100; podle prace Sigmundova 1997) s ne¢kolika zrnky
fenylthiomocoviny, ktera inhibuje fenol oxidazy a zamezuje tak ¢ernani hemolymfy. Nasledn¢
jsem ke vzorku ptidala 50 ul propidium jodidu, dukladn¢ promichala a nechala vzorek

alespon 15 min barvit pii pokojové teploté.
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Po obarveni jsem vzorek piefiltrovala ptes 42 um filtr (Uhelon 130 T), pohledem
zkontrolovala, zda neobsahuje necistoty ¢i zbyla zrnka fenylthiomocoviny a nasledné vlozila

do pratokového cytometru k vlastnimu meéfeni.

3.2.2. Méreni mozkové tkané

Pro analyzy zbylych druhti jsem pouzila hlavi¢ky larev ¢i dospé€lct obsahujicich diploidni
mozkovou tkan, které poskytovaly lepsi vysledky (jednotlivé vrcholy byly uzké a daly se od
sebe rozlisit; cf. Tobler a kol. 2005).

Do Petriho misky jsem napipetovala 1 ml pufru a nasledné jsem vlozila hlavu dospélce
zkoumaného druhu a hlavu larvy standardu. Pokud hlavy dospélct studovanych druht byly
mnohonasobné vétsi nez hlavy larev standardii, material jsem rozpilila. Hlavicky jsem poté
v pufru dikladné homogenizovala ziletkou. Vzniklou suspenzi bunék jsem pfiefiltrovala pies
42 pm filtr (Uhelon 130 T) a pohledem zkontrolovala Cistotu. K takto ziskanému vzorku jsem
nasledné piidala 50 pl propidium jodid a po fadném promichani nechala barvit alespon

15 min. Po obarveni jsem vzorek vlozila do cytometru kK vlastnimu méfeni.

3.2.3. Zpracovani dat

Ziskana data z cytometru jsem dale zpracovavala pomoci programu FlowJo 10 (FlowJo, LLC,
Ashland, OR, USA). U kazdého analyzovaného vzorku jsem z primérnych poloh vrcholu
(“peaku”) vzorku a standardu vypocetla pomér fluorescence vzorku a standardu. Tento
vysledek jsem nasledné¢ vynasobila velikosti genomu pouzit¢ho standardu
(Ephestia kuehinella = 0,45 pg ¢i Cydia pomonella = 0,78 pg) a ziskala tak velikost genomu

vzorku. Souhrnna rovnice pro vypocet velikosti genomu (C) je:

vzorek
C= X C standard.
standard

Mg¢feni bylo, s vyjimkou Pieris brassicae, provadéno ve tiech biologickych replikach,
ze kterych byl nasledné spocitan praimér a smérodatna odchylka. V ptipade P. brassicae byla
velikost genomu stanovena pouze u dvou samci.

Vypocitané velikosti genoml zkoumanych druhti jsem analyzovala v programu

Statistica 13 (Dell Inc., Tulsa, OK, USA) pomoci mnohonasobné regrese.
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3.3. Fluorescen¢ni in situ hybridizace

3.3.1. Piiprava chromozomalnich preparati

Meiotické chromozomalni preparaty pro FISH jsem pfipravila pomoci takzvané “spreading”
techniky na histologické ploténce podle protokolu z prace Mediouni a kol. (2004).
Pro piipravu preparati jsem pouzila testes housenek patého instaru ze dvou druht bource,
Bombyx mori r50 s chromozomalni aberaci T(23;25) (Banno a kol. 1993) a B. mandarina
s chromozomalni aberaci F(14;27) (Banno a kol. 2004; K. Sahara nepublikované vysledky).
Testes jsem pitvala ve fyziologickém roztoku pro Ephestia kuehniella (Glaser 1917 citovany
v praci Lockwood 1961; 0,9% NaCl, 0,042% KCl, 0,025% CaCl,, 0,02% NaHCOs3). Testes
jsem nasledné na 10 min pienesla do hypotonického roztoku 0,075 M KCI. Po o¢isténi jsem
testes prenesla do fixaze ptipravené dle Carnoye (etanol - chloroform - kyselina octova
v poméru 6 : 3 : 1) a nechala fixovat po dobu 15 min. Cast testes jsem pak premistila do kapky
60% kyseliny octové na podloznim skle oSetieném Vv kyselém etanolu (1% HCI
v 96% etanolu). V této kapce jsem pomoci wolframovych jehel testes macerovala.
Po dikladné maceraci jsem prenesla sklicko na histologickou plotynku zahtatou na 45 °C, kde
jsem pomoci wolframové jehly postupnym posouvanim odpatujici se kapky rozprostiela
material po sklicku. Nakonec jsem chromozomalni preparaty odvodnila v etanolové fadé

(70% - 80% - 100% po 30 - 60 s) a do dalsiho pouziti uchovala pti -20 °C.

3.3.2. Syntéza telomerického templatu
Telomericky templat (TTAGG)n jsem vyrobila pomoci metody beztemplatové polymerazové
fetézové reakce (PCR) podle protokolu popsaného v Sahara a kol. (1999). SloZeni reakce
0 celkovém objemu 100 ul bylo nasledujici: 0,5uM primerF 0 sekvenci
5-TAGGTTAGGTTAGGTTAGGT-3’, 0,5 uM primer R 0 sekvenci
5'-CTAACCTAACCTAACCTAAC-3", 1xEx Taq pufr, 02mMdNTP, 8UEx Taq
polymerazy (TaKaRa, Otsu, Japonsko). Reakce probihala v nasledujicich krocich: pocatecni
denaturace 90 s pii 94 °C, nasledovana tficeti cykly, v kterych dochazelo opakované
k denaturaci po 45 s pti 94 °C, annealingu po 30 s pii 52 °C, syntéze 60 S pii 72 °C. Zaveérecna
syntéza probihala 10 min pti 72 °C.

DNA templat jsem nasledné precipitovala ptidanim 1/10 celkového objemu reakce
3 M octanu sodného a 2,5 nasobku 100% etanolu. Vzorek byl inkubovan v -80 °C po dobu
jedné hodiny a vysrazenou DNA jsem poté centrifugovala 20 min pii 4 °C a 13 000 rpm.

Po centrigugaci jsem odebrala supernatant a vznikly pelet promyla 70% etanolem. Procistény
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pelet jsem nakonec rozpustila pfes noc ve vodé pii 4 °C. Koncentraci vyrobeného
telomerického templatu jsem zméfila pomoci Qubit 3.0 fluorometru (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Pii méfeni koncentrace jsem postupovala podle protokolu

vyrobce.

3.3.3. Znaceni telomerického templatu

Pripraveny telomericky templat jsem nasledné¢ naznacila metodou tzv. “nick translace”
fluorochromem Cy3-dUTP (Jenna Bioscience, Jena, Germany) soupravou Nick Translation
Kit (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA) dle pokynt vyrobce. Znadici reakce
probihala po dobu jedné hodiny pfi teploté 15 °C a nasledné byla inaktivovana zahiatim na
70 °C po dobu 10 min.

3.3.4. Fluorescenéni in situ hybridizace s telomerickou sondou (tel-FISH)

Pro identifikaci trivalentu tvofeného aberantnim chromozomem T(23;25) a chromozomy
23a25 jsem pouzila metodu fluorescenéni in situ hybridizace s telomerickou sondou
(TTAGG)n (tel-FISH), znacici konce chromozom.

Preparaty jsem po vyjmuti z mraziciho boxu odvodnila v etanolové fadé (70% - 80% -
100% po 30-605S) a nechala oschnout. Mezitim jsem si pfipravila 70% deionizovany
formamid v 2 x SSC pro denaturaci chromozomt. Na kazdy preparat jsem nanesla 100 pl
denatura¢ni smési a prekryla ji krycim sklickem (24 x 50 mm). Preparaty jsem nasledné
nechala denaturovat ve vyhfatém bloc¢ku na 68 °C po dobu 3 min 30 s. Ihned po denaturaci
jsem preparaty vlozila na 1 min do ledového 70% etanolu, abych zabranila piipadné renaturaci
DNA, a dokoncila etanolovou fadu (80% - 100% po 30-605s). Takto denaturované
a odvodnéné preparaty jsem nakonec nechala oschnout na vzduchu.

Pro pfipravu hybridiza¢ni smési na kazdy preparat jsem smichala 100 ng telomerické
sondy a 25 pg sonikované lososi DNA. Nasledn¢ jsem ke smési ptidala 1/10 objemu
3 M octanu sodného a 2,5 x objemu 100% ledového etanolu. Vzniklou hybridiza¢ni smés jsem
stocila v chlazené centrifuze pii 4 °C a 14 000 rpm po dobu 25 minut. Po centrifugaci jsem
odstranila supernatant. Utvoieny pelet jsem promyla ptidanim ledového 70% etanolu a znovu
centrifugovala za stejnych podminek, tentokrat po dobu 5 min. Néasledné jsem opét odebrala
supernatant a nechala pelet fadn¢ oschnout na vzduchu pii pokojové teploté. Pelet jsem
nasledné rozpustila v 5 ul 100% deionizovaného formamidu 30 min inkubaci pii 37 °C.

Nakonec jsem k hybridiza¢ni smési piidala 5 ul dextran sulfatu v 4x SSC pufru adalana5 min
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denaturovat do vodni lazné predehtaté na 90 °C. Po denaturaci jsem sondu ihned vlozila na
led, abych zabranila pfipadné renaturaci.

Na kazdy preparat s denaturovanymi chromozomy jsem nanesla 10 ul denaturované
hybridiza¢ni smési, pfikryla krycim sklickem (24 x 32 mm) a nasledn¢ utésnila okraje kryciho
sklicka kaucukovym lepidlem Fixogum (Marabuwerke GmbH, Tamm, SRN), abych zamezila
odparovani hybridiza¢ni smési. Preparaty jsem nasledné nechala hybridizovat 3 dny pti 37 °C
v komdrce S navlhéenym ubrouskem v 2 X SSC pufru.

Po tfech dnech hybridizace jsem zpreparati odmocila kryci sklicka
v 0,1 x SSC/1% Triton X-100 pii pokojové teploté. Preparaty jsem nasledné vlozila do
0,1 x SSC/1% Triton X-100 a nechala promyvat ve vodni lazni pfedehfaté na 62 °C, po dobu
5 minut. Nasledn¢ jsem preparaty jesté promyla 1 min v 1% PhotoFlo/miliQ. Po ¢aste¢ném
oschnuti preparati jsem na kazdy preparat nanesla 0,5 mg/ml DAPI a média zabraiiujiciho
vyhasinani fluorescence (“antifade”) ptipraveného z DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a piekryla krycim sklickem (24 x 40 mm). Prebytek
média jsem odsala pomoci jemného stlaceni pies filtra¢ni papir a nakonec jsem hrany kryciho
sklicka ptekryla lakem na nehty, abych zamezila jeho odpatovani.

Preparaty jsem prohlizela ve fluorescenénim mikroskopu Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss,
Jena, Némecko). Digitalni fotografie jsem snimala pro kazdou fluorescencni barvu zvlast
chlazenou CCD kamerou XM10 pomoci programu cellSens 1.9 (Olympus Europa Holding,
Hamburg, SRN). Pofizené fotografie jsem posléze obarvila aslozila v programu Adobe

Photoshop, verze 6.0.
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4. Vysledky

4.1. Cytometrické analyzy

Pii méteni velikosti genomu jednotlivych druhti motyla prostfednictvim priitokové cytometrie
jsem jako standardy stfidala dva druhy chované v nasi laboratofi, tak aby $ly hodnoty
méteného vzorku a standardu dobfe odecist. Prvni standard, Ephestia kuehniella, s velikosti
genomu 1C = 0,45 pg (Buntrock a kol. 2012) jsem pouzila nejprve pro stanoveni druhého
standardu, Cydia pomonella, a nasledné pro méteni druhti Colias crocea, Gonepteryx rhamni,
Leptidea juvernica, L. sinapis, Pieris napi, P. rapae, Polyommatus icarus a Samia cynthia
ricini. Druhy standard, C. pomonella, jsem pouzila pfi zjistovani velikosti genomu u motyla
Colias hyale, Leptidea reali a Pieris brassicae. Na Obr. 1 je ukazka histogramu ziskaného
pritokovou cytometrii. Z primérnych 2C hodnot standardu a vzorku jsem nasledné vypocetla

velikost genomu testovaného jedince.
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Obr. 1: Piiklad stanoveni velikosti genomu na prutokovém cytometru. Histogram ukazuje
zavislost poctu jader na jejich relativni intenzité fluorescence na prikladu bélaska Leptidea
reali s pouzitim obalec¢e Cydia pomonella jako standardu. Prvni vrchol pfedstavuje mnozstvi
diploidich jader (2C) standardu C. pomonella, kterému byla pfifazena hodnota intenzity
fluorescence 200. Na kanalech 400 a 800 jsou pak nasobky 2C jader, tedy tetraploidni

a oktaploidni jadra C. pomonella. Zbylé vrcholy pak piedstavuji jadra analyzovaného druhu
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L. reali. Je patrné, Ze v obou ptipadech byla vétsina jader ve stadiu G1 faze (2C). Z grafu je
také ziejmé, ze méfena suspenze jader obsahovala vétsi mnozstvi vzorku nez standardu a to
| pfesto, Ze byla pro méfeni pouzita jen polovina hlavy dospélce testovaného druhu, ktera byla

stale mnohem vétsi nez hlavicka pouzitého standardu.

Celkem jsem velikost genomu stanovila u 12 druhtt motyld. Vysledky jednotlivych
méfeni spolu s jejich primérnou hodnotou a smérodatnou odchylkou jsou uvedeny v Tab. Il.
Ke vSem analyzovanym druhiim jsem v literatufe dohledala diploidni pocty chromozomi,
které jsou uvedeny spolu s pfislusnymi referencemi v Tab. IIl. Jelikoz u zastupci rodu
Leptidea je karyotyp zna¢n¢ variabilni i v ramci druhu, je v Tab. III zahrnut primér spocteny

na zakladé minimalniho a maximalniho zaznamenaného poc¢tu chromozomii.

Tab. I1: Vysledné haploidni (1C) velikosti genomu stanovené prutokovou cytometrii.

prumér

Celed Druh Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 DNA (pg) SD
Lycaenidae  Polyommatus icarus 0,63 0,64 0,63 0,63 0,005
Pieridae Colias crocea 0,39 0,40 0,39 0,39 0,005

Colias hyale 0,42 0,42 0,42 0,42 0,000
Gonepteryx rhamni 0,40 0,39 0,39 0,39 0,005
Leptidea juvernica 1,11 1,15 1,15 1,14 0,019
Leptidea reali 0,91 0,90 0,94 0,92 0,017
Leptidea sinapis 0,85 0,86 0,86 0,86 0,005
Pieris brassicae 0,28 0,28 n/a 0,28 0,000
Pieris napi 0,38 0,39 0,39 0,39 0,005
Pieris rapae 0,32 0,32 0,31 0,32 0,005
Saturniidae  Samia cynthia ricini 0,57 0,57 0,57 0,57 0,000
Torticidae ~ Cydia pomonela 0,77 0,78 0,78 0,78 0,005

SD - Smérodatna odchylka; n/a - Chybéjici data.
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Tab. Ill: Mnou naméfené haploidni velikosti genomu a diploidni pocty chromozomu

testovanych druhti ziskanych z literatury.

Celed’ Druh 1ICDNA(pg) 2n Reference
Lycaenidae  Polyommatus icarus 0,63 46 Robinson (1971)
Pieridae Colias crocea 0,39 62 Robinson (1971)

Colias hyale 0,42 62 Robinson (1971)
Gonepteryx rhamni 0,39 62 Robinson (1971)
Leptidea juvernica 1,14 88*  Sichova a kol. (2015)
Leptidea reali 0,92 53*  Sichova a kol. (2015)
Leptidea sinapis 0,86 71*  Sichova a kol. (2015)
Pieris brassicae 0,28 30 Robinson (1971)
Pieris napi 0,39 50 Robinson (1971)
Pieris rapae 0,32 50 Robinson (1971)
Saturiidae Samia cynthia ricini 0,57 28  Yoshido a kol. (2011)
Torticidae Cydia pomonella 0,78 56 Fukova a kol. (2005)

*Primérnd hodnota z rozmezi: L. juvernica 2n =85 -91; L.reali 2n =51 -55; L. sinapis
2n =69 - 73.
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Tab. IV: Prehled motyld se znamymi diploidnimi po¢ty chromozomu, haploidnimi velikostmi genomu a jejich metodou méteni, dostupnych z literatury.

Celed’ Druh 2n 1C DNA (pg) Metoda Reference

Bombycidae Bombyx mori 56 0,53 BCA Robison (1971)*; Gage (1974)*

Erebidae Lymantria dispar 62 1,03 NS Robison (1971)*; Petitpierre (1996)*

Geometridae Lycia pomonaria 102 1,46 NS Darlington (1937)*; Petitpierre (1996)*

Hesperiidae Lerema accius 58 0,30 GS Lukhtanov (2014)*; Cong a kol. (2016)*

Lycaenidae Calycopis cecrops 48 0,75 GS Robison (1971)*; Cong a kol. (2016)*

Noctuidae Heliothis virescens 62 0,41 FCM Yasukochi a kol. (2011)*; Taylor a kol. (1993)*
Xestia c-nigrum 58 0,78 FIA Franclemont (1980)*; Gregory a Hebert (2003)#

Nymphalidae Bicyclus anynana 56 0,49 FIA Van't Hof a kol (2008)*; Gregory a Hebert (2003)*
Danaus plexippus 60 0,29 FIA Walters a Mongue (2016)*; Gregory a Hebert (2003)*
Heliconius melpomene 42 0,30 FCM Yasukochi a kol. (2011)*; Jiggins a kol. (2005)*
Melitaea cinxia 62 0,40 GS Robison (1971)*; Cong a kol. (2016)*

Papilionidae Papilio glaucus 60 0,44 FIA Sadhotra a Tripathi (2010)*; Gregory a Herbert (2003)#
Papilio machaon 60 0,29 GS Robison (1971)*; Song a kol. (2016)*
Papilio polytes 60 0,23 GS Robison (1971)*; Cong a kol. (2016)*
Papilio xuthus 60 0,25 FCM Robison (1971)*; Li a kol. (2015)*

Pieridae Phoebis sennae 62 0,42 GS Saura a kol. (2013)*; Cong a kol. (2016)*

Plutellidae Plutella xylostella 62 0,40 GS Baxter a kol. (2011)*; Cong a kol. (2015)*

Pyralidae Ephestia kuehniella 60 0,45 FCM Schultz a Traut (1979)*; Buntrock a kol. (2012)#
Galleria melonella 60 0,5 FD Robison (1971)*; Sigmundova 1997*

Saturniidae Antheraea pernyi 98 1,00 FD Robison (1971)*; Efstratiadis a kol. (1976)*

Sphingidae Manduca sexta 56 0,43 GS Yasukochi a kol. (2011)*; Cong a kol. (2016)*

BCA - biochemicka analyza; FCM - prutokova cytometrie; FD - Feulgen densitometricka analyza; FIA - Feulgen denzitometricka analyza obrazu bunék;

GS - sekvenace genomu; NS - nespecifikovano; * Po¢et chromozomi; # Velikost genomu.
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Kromé mnou testovanych druhti jsem také sestavila seznam motylt, u nichz byly pocty
chromozomt a velikosti genomu jiz znamé z dostupné literatury (Tab. IV). Z hodnot
uvedenych v Tab. III a IV je patrné, Ze druhy s ancestralnim poc¢tem chromozomi 2n = 62
maji, 1 pfes znacnou fylogenetickou vzdalenost, podobnou velikost genomu o prumérné
hodnot¢ 0,483 pg (SD = 0,207 pg). Variabilita dat je pfitom zplsobena jedinou extrémni
hodnotou u druhu Lymantria dispar, jejiz velikost genomu je vice jak dvojnasobna
V porovnani s ostatnimi druhy majicimi karyotyp 2n = 62. Po vylouceni tohoto druhu je
prumérna velikost ancestralniho motyliho genomu 0,404 pg (SD = 0,012).

Korelaci mezi poéty chromozomu a velikosti genomu jsem testovala nejdiive pro
zastupce Celedi Pieridae, tedy mnou méfenych druht rodu Colias, Gonepteryx, Leptidea
a Pieris (Tab. III) a zlutaska Phoebis sennae (Tab.IV), a nasledn¢ pro vSechny druhy
s dostupnymi daty (Tab. Il a Tab. IV). Graf zavislosti po¢tu chromozomu na velikosti
genomu u druht ¢eledi Pieridae je zobrazen na Obr. 2. Korela¢ni analyza ukazala, Ze haploidni
velikost genomu téchto motylt pozitivné koreluje s poctem chromozomu r(8) = 0,687,
P <0,05. Na Obr. 3 je vynesen graf zavislosti po¢tu chromozomu na velikosti genomu pro
vSechna dostupna data. Pfi zahrnuti vSech znamych udajii je sice linedrni zavislost mezi
diploidnim poétem chromozomi a C-hodnotou volnéjsi, ale stale statisticky signifikantni,

r(31) = 0,600, P < 0,01.
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Obr. 2: Graf zavislosti diploidniho poctu chromozomu (2n) na velikosti genomu (1C) u

motyli ¢eledi Pieridae (2n = 39,9152+34,5114*1C).
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Obr. 3: Vztah zavislosti diploidniho poétu chromozomu (2n) na velikosti genomu (1C) pro

vSechna dostupna data (2n = 42,7443+30,1909*1C).

4.2. Karyotyp mutanti Bombyx mori r50 a B. mandarina

Pouziti FISH s telomerickou sondou na chromozomalnich preparatech mi umoznil zviditelnit
telomery na koncich pachytennich a mitotickych chromozomi, coz usnadnilo stanoveni jejich
poctu a detekci trivalentu.

U mutantni linie B. mori r50 FISH odhalila v sam¢im pachytennim jadie signaly nejen
na koncich chromozomt. Na mimofadné¢ dlouhém elementu byly detekovany také vnitini
signaly naznacujici, Ze jde ve skute€nosti o trivalent (Obr. 4a). Pfitomnost trivalentu dale
podpofila sam¢i mitoticka metafazni jadra, ktera se skladala z lichého poétu chromozomtl,
2n =55 (Obr. 4b). Zaroven bylo mozné v téchto jadrech rozeznat chromozom, ktery byl
vyrazné vEtsi neZ ostatni chromozomy a postradal homolog odpovidajici velikosti. Vzhledem
k tomu, ze karyotyp divokého typu sestava z 2n = 56 chromozomu (Nakamura a kol. 1999),
jsou tyto vysledky dikazem pfitomnosti translokovaného chromozomu Vv heterozygotni
konstituci.

U samcu japonské populace druhu B. mandarina byl v mitotickych jadrech pozorovan
pocet chromozomli 2n =154. Ackoli na rozdil od mutantni linie B. mori r50 neni
v komplementu pfitomny Zadny mimotadné velky chromozom, tento karyotyp je ve srovnani
s po¢tem chromozomi ¢inské populace B. mandarina a domestikovaného B. mori s 2n =56

(Nakamura a kol. 1999) nizsi a odpovida chromozomalni fizi v homozygotnim stavu.
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a C

Obr. 4: Karyotypova analyza mutantni linie r50 Bombyx mori (a, b) a japonské populace

B. mandarina (c). a Sam¢i pachytenni jadro B. mori r50 po fluores¢cenéni in situ hybridizaci
s telomerickou sondou (TTAGG)n; Sipka oznacuje vnitini telomerické signaly puvodnich
chromozomu parujicich se s translokovanym chromozomem za vzniku dlouhého trivalentu.
Chromozomy byly podbarveny DAPI (modrd), telomerické sonda znacici konce chromozomt,
byla naznacena fluorochromem Cy3-dUTP (Cervend). b Mirné rozptylené sam¢i mitotické
metafazni jadro B. mori r50 sestavajici z 2n = 55; Sipka ukazuje zietelné vétsi chromozom,
ktery je patrn¢ vysledkem translokace. ¢ Rozptyleny mitoticky komplement samce z japonské

populace B. mandarina sestavajici z 2n = 54. M¢titko = 10 um.
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5. Diskuze

Holokinetické chromozomy byly popsany Schraderem jiz roku 1935. Presto toho vsak o jejich
pivodu a evoluci dodnes vime velmi malo (Zedek 2013). Jednou z jejich ¢asto zminovanych
charakteristik je jejich tolerance k frangmentacim a fuzim (Marec a kol. 2001; Bure$
a Zedek 2014; Jankowska a kol. 2015). Pii téchto piestavbach muze dojit k ¢asteCnym
degradacim koncti chromozomii (Roalson a kol. 2007), poptipad¢ amplifikaci ¢i deleci
repetitivnich sekvenci DNA, coz miize mit vliv na velikost genomu (Bure$ a Zedek 2014).

Pti studiich mnohocetnych pohlavnich systému u savct bylo zjisténo, ze jejich evoluce
je uzce spjatd sevoluci celého karyotypu, ve kterém Vv disledku meiotického drivu,
zpusobeného asymetrickou sami¢i meiozou, dochazi K hromadéni akrocentrickych
¢i metacentrickych chromozomi (Yoshida a Kitano 2012). V piipad¢ holokinetickych
organismi pak Bure§ a Zedek (2014) navrhli mechanizmus analogni meiotickému
(centromerickému) drivu, holokineticky drive, ktery by mohl vysvétlovat karyologické
charakteristiky a zmény v celém karyotypu holokinetickych organizmii.. Jednim z nich je
negativni korelace mezi poctem chromozomu a velikosti genomu. Bure$ a Zedek (2014)
predpokladaji, ze holokineticky drive vede Kk nepfimo umérnému vztahu mezi pocétem
chromozomu a velikosti genomu. U fadu Lepidoptera vSak holokineticky drive nebyl dosud
radné testovan a blizsi pohled na cytogenetické charakteristiky motyli vyvolava pochybnosti
o jeho pritomnosti a roli v karyotypové evoluci motylt.

V této praci jsem se zaméfila na predbézné otestovani hlavni predikce hypotézy
holokinetického drivu, kterou je prav€ negativni korelace mezi poctem chromozomi
a velikosti genomu. Za timto uc¢elem jsem stanovila velikosti genomu u vybranych zastupci
celedi Lycaenidae, Pieridae, Saturniidae a Tortricidae. Velikost genomu je znama u vice nez
90 druhtt motylt (Gregory 2017). Dostupné velikosti genomti motyltii byly stanoveny
odlisnymi metodami (viz Tab. IV; Gregory 2017), které jsou vSak pomérné srovnatelné.
Naptiklad velikost genomu zavije¢e Ephestia kuehniella byla stanovena na 0,45 pg a 0,46 pg
na zakladé pratokové cytometrie, respektive Feulgenovy fotocytometrie (Buntrock
a kol. 2012). Také vysledné velikosti genomu bélasku rodu Leptidea (tato prace) odpovidaji
relativnimu srovnani interfaznich jader provedenému v préaci Sichova a kol. (2015). Do prace
byly také zahrnuty velikosti genomu osmi druhd uréenych prostfednictvim sekvenace
genomu. Délka sekvence genomu pfitom nemusi zcela odpovidat velikosti genomu, protoze
repetice zodpoveédné za zmény ve velikosti genomu mohou pii skladani jeho sekvence vést ke

vzniku mezer nebo slucovani repetitivnich sekvenci, coz patrné podhodnocuje skute¢nou
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velikost genomu (Treangen a Salzberg 2011). To je patrné napiiklad ze studia bource Bombyx
mori, jehoz délka sekvence genomu odpovida 0,44 pg (International Silkworm Genome
Consortium 2008), ackoliv jeho naméfena velikost genomu je ve skute¢nosti 0,53 pg (Gage
1974). Nicméné bylo ukazano, ze délka sekvence genomu pozitivné koreluje [r(36) = 0,466,
P <0,01] se zastoupenim transpozonti, které piedstavuji hlavni pifi¢inu zmén ve velikosti
genomu (Canapa a kol. 2015). Stejny vztah mezi délkou sekvence genomu a procentuelnim
zastoupenim repetitivnich sekvenci byl potvrzen i u motyla [r(32) =0,713, P <0,01;
R. Challis nepublikovana data; http://lepbase.org/repeat-content/], a proto byla tato data
zahrnuta do provedené analyzy.

Prutokova cytometrie je ve srovnani s jinymi presnéjsi a rychlejsi metodou stanoveni
velikosti genomu (Greilhuber 2007). Priitokovou cytometrii jsem nejdiive zméfila velikosti
genomu zastupc Celedi Lycaenidae, Pieridae, Saturniidae a Tortricidae. Na pocatku
experimentl jsem pripravovala material podle protokolu Buntrock a kol. (2012) odebranim
hemolymfy larev, avSak vysledky tohoto postupu nebyly pfili§ uspokojivé kvili
komplikovanému odbéru hemolymfy a proménlivému mnozstvi v ni obsazenych hemocyti.
Navic byla tato metoda z divodu malého mnozstvi hemolymfy nevhodna pro dospélce.
Proto jsem se pokusila méfeni optimalizovat nahrazenim hemolymfy nervovou tkéani (Tobler
a kol. 2005). Tato zamé&na umoznila ¢isté méfeni, takze bylo snadnéjsi rozlisit od sebe méteny
vzorek a standard (jednotlivé vrcholy byly tizké a snadno od sebe odlisitelné). Pouziti hlavicek
motyli navic dovolilo méfit pifimo dospélce bez nutnosti odchovani potomstva.
Optimalizovany protokol bylo navic mozné pouzit také k méfeni velikosti genomu z materialu
uchovavaného v -80 °C (cf. Hanrahan a Johnston 2011).

Velikost genomu je znama u pomérné velkého poctu druhti motyla (Gregory 2017),
pouze u 21 z nich jsou vSak dostupné také tidaje o jejich poctu chromozomu (viz Tab. 1V).
Spolu s vysledky této prace (Tab. 111) jsou tedy udaje o velikosti genomu a po¢tu chromozomi
dostupné celkem u 33 druhti, znichz mélo osm zastupcii ancestralni karyotyp 2n = 62.
Vsechny tyto druhy, s vyjimkou bekyn¢ Lymantria dispar, mély podobnou velikost genomu
o prumérné hodnoté 0,404 pg (SD = 0,012). Lymantria dispar z ¢eledi Lymantridae méla jako
jedind velikost genomu vyrazné vétsi a to 1,03 pg. Pravé celed Lymantridae je vSak
charakteristickd dynamickou karyotypovou evoluci. Napiiklad u $tétconosu rodu Orgyia
a Calliteara, doslo v pribéhu evoluce k mnohym chromozomalnim fizim a fragmentacim
(Robinson 1971; Traut a Clarke 1997; Yoshido a kol. 2005). Nabizi se tedy hypotéza,
ze zvySeni velikosti genomu je nutnou prerekvizitou karyotypové nestability u motyld.

Prav¢ repetitivni sekvence totiz zprostiedkovavaji ektopickou rekombinaci mezi sekvencemi
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z ruznych ¢asti genomu, ktera vede ke vzniku chromozomalnich piestaveb (Mieczkowski
a kol. 2006; Nguyen a kol. 2010). Ahola a kol. (2014) také ukazali, ze chromozomy s vy$$im
obsahem repetic vykazuji vyssi frekvenci chromozomalnich prestaveb. Tomu odpovidaji také
druhy s vysokym po¢tem chromozomd, které maji zaroven velky genom (viz Tab. III a IV).

Analyzou linearni regrese jsem otestovala korelaci mezi poc¢tem chromozomu
a velikosti genomu pro ¢eled” Pieridae. Vysledkem tohoto testu byla pozitivni korelace mezi
po¢tem chromozomi a velikosti genomu [r(8) = 0,687, P <0,05]. Pfesnost analyzy vSak
mohla byt ovlivnéna nedostatecnym poctem zahrnutych druhli a nereprezentativnosti
analyzovaného vzorku. Druhy s nejvy$Simi ¢i nejniz§imi pocty chromozomu patiily
k jednomu rodu, Leptidea respektive Pieris, a neslo tedy o zcela nezavislé hodnoty.
Jelikoz bylo v tého analyze zahrnuto jen nékolik zastupcl S vysokymi pocty chromozomd,
vSichni z rodu Leptidea, je mozné, ze praveé tito bélasci vyznamé zvysuji korelaéni koeficient
a zkresluji tak vysledek analyzy. Proto jsem provedla test linearni regrese také pro vsechna
dostupna data, abych do analyzy zahrnula vice druhti i s vy$§imi po¢ty chromozomu a snizila
zkresleni vysledku. 1vtomto ptipadé vSak vysla statisticky prikaznd pozitivni korelace
[r(31) = 0,600, P < 0,01].

Pro dalsi testovani by bylo vhodné zahrnout do analyzy vice druhli s vysokymi pocty
chromozomt. Velké odvozené modalni poéty chromozomt a dynamicka karyotypova evoluce
jsou, vedle celedi Pieridae, typické napiiklad pro celed’ Saturniidae (Robinson 1971).
Avsak nejvétsi mezidruhova karyotypova variabilita byla pozorovana U modraski celedi
Lycaenidae, ptfesnéji u rodu Polyommatus, u kterého se haploidni pocet chromozomi
pohybuje v rozmezi 2n = 20 - 452 (Lukhtanov a kol. 2005; Lukhtanov 2015). Ackoliv je
modalni pocet chromozomu ¢eledi Lycaenidae 2n = 46 - 48 (Robinson 1971), doslo béhem
evoluce u tfi rodd skupiny Polyommatina k rozsahlym fragmentacim karyotypu (Kandul
a kol. 2004). Obrovska variabilita vV poctu chromozomu téchto rodi pfitom pravdépodobné
neni zpasobena polyploidizaci, ale rozsahlymi chromozomalnimi piestavbami zahrnujicimi
zejména fize a fragmentace chromozomii (Lukhtanov a kol. 2005). Modrasci tak predstavuji
vhodny modelovy systém pro dalsi testovani vztahu mezi velikosti genomu a poctem
chromozom u motyli. Pfredbézné vysledky ziskané v ramci této prace ukazuji, Ze modalni
karyotyp ¢eledi Lycaenidae reprezentovany v této praci modraskem jehlicovym, Polyommatus
icarus, s 2n = 46 koresponduje s genomem velkym 0,63 pg (Tab. Il1).

Predbézné vysledky korelacnich analyz provedenych v této praci nepotvrdily negativni
korelaci mezi poctem chromozomi a velikosti genomu motylt, kterd je klicovym

predpokladem hypotézy holokinetického drivu. Podobny test vztahu mezi poctem
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chromozomu a velikosti genomu provedli napifiklad Lipnerova a kol. (2013), av§ak s opacnym
vysledkem. Testovanim korelace na 96 diploidnich rostlinach rodu Carex potvrdili neptimou
uméru [korelace s fylogenetickou korekci nezavislych kontrastd (“phylogenetically
independent contrast, Pic”); PicR =-0,300, P = 0,002] mezi poé¢tem chromozomu a velikosti
genomu. Negativni korelace byla dale prokazana u rostlinnych celedi Juncaceae a Cyperaceae
(Roalson a kol. 2007; Bures a Zedek 2014). Nicméné dalsi studie odhalily i opacny vztah
odporujici predikci holokinetickému drivu. Naptiklad Chung a kol. (2012) pfi testovani
87 druhui rodu Carex podrodu Vignea odhalili, Ze mezi poftem chromozomu a velikosti
genomu existuje korelace pohybujici se od slabé, avSak statisticky neprukazné, pozitivni
usekce Ovales [korelace s fylogenetickou korekci zobecnénych nejmensich cEtverci
(“generalized least squares, GLS”); GLS B1=0,061, R?>=0,069, P =0,093] az po slabou
negativni u zbylych druhti podrodu Vignea (GLS pB:=-0,211, R?=0,147, P <0,05).
K stejnému zavéru o pozitivni korelaci dospéli také Escudero a kol. (2015) pii experimentech
na rostlinach rodu Carex laevigata. Ackoliv autofi negativni korelaci nepotvrdili, piesto si
mysli, Ze jakakoliv vyznamna korelace, pozitivni i negativni, by mohla byt brana jako podpora
holokinetického drivu. To vSak ¢ini z holokinetického drivu netestovatelnou hypotézu.

Kromé negativni korelace jsou dle Burese a Zedka (2014) typickymi karyologickymi
znaky pro holokinetiky jesté variabilni pocet chromozoml mezi blizce ptibuznymi druhy
ajejich wvariabilni velikost chromozomu. Variabilni pocet chromozom mezi blizce
ptibuznymi druhy byl pozorovan napiiklad u rostlin rodti Carex 2n = 12 - 124 a Eleocharis
2n=6-196 celedi Cyperaceae (Roalson 2008) ¢i rodd Juncus 2n=18-170 a Luzula
2n = 6 - 84 celedi Juncaceae (Fedorov 1969 citovany v Bures a Zedek 2014). Avsak co se tyce
motyld, je zndmo, Ze jejich karyotyp je vysoce konzervovany s nejcastéjsim a pravdépodobné
ancestralnim poctem chromozomil 2n = 62, pticemz i jednotlivé Celedi se vyznacuji pro né
typickym, tzv. modalnim, poctem chromozomi (Robinson 1971). Navic bylo ukézano,
Zze Umodraskti rodu Agrodiaetus prumémé karyotypové rozdily pozitivné koreluji
s nukleotidovou divergenci (R?=0,82, P <0,01). Rozdily v karyotypech se tedy zvysuji
s rostoucim ¢asem divergence (Lukhtanov a kol. 2005).

Posledni charakteristikou organizmua s holokinetickymi chromozomy maé byt dle
Burese a Zedka (2014) variabilni velikost chromozomii mezi blizce piibuznymi druhy.
Velikost chromozomii se skute¢né zna¢né 1iSi napiiklad u rostlin rodd Carex v rozsahu
2,6 - 122 Mbp, Eleocharis v rozmezi 8 - 299 Mbp a Luzula, kde se pozorovana velikost
chromozomti méni od 8 do 1 324 Mbp (Bures a Zedek 2014). Naopak u motyli jsou vsak

chromozomy v rdmci karyotypu uniformni, mal¢ a Casto se ve svych velikostech 1i8i jen mirné
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(Mediouni a kol. 2004). Vyjimkou mohou byt chromozomalni aberace, tj. fize, rozpady
¢i translokace (Kandul a kol. 2007). Vzhledem k tomu, Ze se vSak metrické analyzy u motyla
neprovadéji (cf. Yoshido a kol. 2005), srovnani velikosti chromozomi mezi druhy nebylo
dosud mozné.

Holokinetické  chromozomy vznikly pravdépodobné nékolikrat nezavisle
z monocentrickych chromozomu (Melters a kol. 2012) a byla tak navrzena hypotéza, ze se
holokineticka aktivita chromozomu vyvinula jako obrana proti centromerickému drivu (Malik
a Henikoff 2009; Bure$ a kol. 2013). Bure$ a kol. (2013) argumentovali, Ze je vzhledem
k velikosti kinetochoru, ktery pokryva celou délku chromozomu, amplifikace centromerické
satelitni DNA zanedbatelna pii porovnani dvou homologl soupeficich o prenos do vajecné
buniky. Holokinetické chromozomy by tak mohly zabranovat hromadéni velkych bloka
centromerické satelitni DNA a tim potlacovat centromericky drive. Napiiklad u druhil
Luzula nivea a Caenorhabditis elegans, jez maji holokinetické chromozomy, bylo skute¢né
zjisténo, Zze maji velice kratké useky satelitni DNA (Emmons 1988; Haizel a kol. 2005), coz by
mohlo byt zplsobeno potlacenim centromerického drivu souvisejici s holokinetickou
strukturou jejich chromozomil. Centromericky drive se i pfes inhibici akumulace satelitni
DNA miize objevit Vv ptipad¢, ze se dva homology vyrazné lisi svou velikosti, naptiklad pti
fazi dvou chromozomt, kdy se fuzni produkt paruje se svymi homology (Bures a kol. 2013).

Dalsi pochybnosti 0 pfitomnosti holokinetického drivu u motylii pfindsi fakt, Ze jejich
chromozomy jsou sice funkéné holokinetické, avSak kinetochor nepokryva celou délku
chromozomu, coz je klicovym piedpokladem holokinetického drivu (Bures a Zedek 2014).
Bylo ukazano, Zze kinetochor pokryva pouze 30 - 70 % povrchu motylich chromozomi
(Gassner a Klemetson 1974; Wolf 1994). V pribéhu evoluce motyli tedy dosud nedoslo ani
k pfedpokladanému rozsifeni kinetochoru na celou délku chromozomut (Nguyen a Carabajal
Paladino 2016).

Chromozomy motyla tedy, zda se, nesplnuji zakladni pfedpoklady ani predikce
holokinetického drivu, ktery tak patrné u motylt neni pfitomen. Vylucuje vSak absence
holokinetického drivu samici meioticky, tj. centromericky, drive v ptivodnim pojeti?

Pritomnost centromerického drivu lze testovat analyzou segregace chromozomi
v potomstvu hybrida hetorozygotniho pro fuze (Bures$ a Zedek 2014). Nagaraju a Jolly (1986)
provedli mezidruhové kiizeni martina¢t Antheraea roylei (2n =62) a A. pernyi (2n = 98).
Naslednym kiizenim hybridd prvni filidlni generace (F1) nesoucich pravdépodobné
19 trivalentd a analyzou jejich potomstva zjistili, ze do dals$i generace jsou ptednostné

predavany mensi, nezfuzované, chromozomy. Analyza F23 pak ukézala, Zze byly velké
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chromozomy z genomu zcela eliminovany. Ackoli autofi vysledky vysvétluji ptisobenim
selekce, Bures a Zedek (2014) se domnivaji, ze jde o experimentalni potvrzeni meiotického
drivu, jehoz vlivem dochazelo k preferencnimu pfenosu malych chromozomii do dalsi
generace.

Podobny experiment lze provést s mutatnimi liniemi bourcti nesoucimi chromozomalni
aberace. Domestikovana linie druhu Bombyx mori ztratila v pribéhu domestikace schopnost
ptezivat voln¢ v pfirodé, a tudiz je zcela zavisla na ¢lovéku, ktery vyuziva jejich kokond pro
vyrobu hedvabi (Nakamura a kol. 1999). Naopak morfologicky podobny bourec B. mandarina
Zije voln¢ v ptirod¢ ve vychodni Asii (Kawaguchi 1928 citovany v Banno a kol. 2004).
Vzhledem k tomu, ze hybridni potomstvo téchto dvou druht je normalné fertilni, predpoklada
se, ze B.mandarina je puvodnim druhem domestikovaného B.mori. Navic se pocet
chromozomt B.mori 2n =56 shoduje spoctem chromozomu divokého B.mandarina.
To viak plati pouze pro B. mandarina obyvajiciho Cinu. Populace v oblasti Japonska totiz
maji pocet chromozomti 2n = 54 (Nakamura a kol. 1999). Tento rozdil v po¢tu chromozomii
odlisujici geografické populace druhu B. mandarina vznikl v disledku faze chromozomi
14 a 27 (Banno a kol. 2004; K. Sahara nepublikované vysledky). V rtiznych chovech ovsem
existuji i rizné mutantni linie domaciho B. mori. V této praci byla testovana linie B. mori r50.
Jde o linii bourct, u niz doslo k translokaci chromozomu 23 a chromozomu 25 a vznikl tak
jeden velky chromozom. Chromozomalni aberace T(23;25) je v chovu udrzovana
prostfednictvim kiiZeni, pfi kterém se vyuziva jako markerii recesivnich mutantnich fenotypt
vazanych na chromozomy 23 a 25, jmenovité jde o tub (“tubby”), ktery se v homozygotnim
stavu projevuje kratkym thoraxem a silnym abdomenem a oy (“y-translucent”) projevujici se
V homozygotnim stanu prasvitnou pokozkou larev. Samice nesouci translokaci
V heterozygotnim stavu T(23;25)/+, +/tub +/oy je tedy kiiZzena se samcem bez této aberace
+, tub oy (Banno a kol. 1993). Pfi meidze tak dochazi misto tvorby bivalentu k vytvareni
trivalentu, jenz sestava pravé z velkého translokovaného chromozomu T(23;25) a k nému
dvéma homolognim chromozomm 23 a 25 (Banno a kol. 1993).

S cilem provést analyzu potomstva heterozygotniho hybrida ziskaného zkiizenim
mutantni linie B. mori, nesousi translokaci T(23;25) v heterozygotnim stavu (Banno
a kol. 1993), a japonské linie B. mandarina, nesouci fazi F(14;27) (Banno a kol. 2004;
K. Sahara nepublikované vasledky), jsem v této praci otestovala jejich karyotypy pomoci
metody fluorescencni in situ hybridizace s telomerickou sondou (TTAGG),. Metodu FISH
s uzitim telomerické sondy jsem vybrala proto, abych byla schopna u druhu B. mori detekovat

ve stadiu pachytene trivalent tvofeny translokovanym chromozomem T(23;25) a dvou k nému
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homolognich chromozomi 23 a 25 (Obr. 4a). FISH s telomerickou sondou potvrdila
ptitomnost trivalentu. Translokace v heterozygotnim stavu byla také potvrzera lichym poctem
mitotickych chromozomti 2n =55 a pfitomnosti velkého neparového chromozomu
v mitotickém metafaznim komplementu (Obr. 4b). Pti testovani druhého druhu B. mandarina
jsem pozorovala pocet chromozomi 2n = 54, coz odpovida ocekavanému poctu za piitomnosti
chromozomalni faze F(14;27).

Navazujici vyzkum bude Vv testovani samic¢iho meiotického drivu u motyli pokracovat.
K¥iZzenim bude pfipraven heterozygot nesouci chromozomalni ptestavby T(23;25) a F(14;27).
Pro kiizeni pouziji mnou ovéfené mutantni linie Bombyx mori r50 a B. mandarina lisici se
dvéma chromozomalnimi aberacemi. Pro detekci téchto aberaci se v budoucnu pokusim
identifikovat inzerce a delece specifické pro jednotlivé linie a chromozomy, které bude mozné
jednozna¢né detekovat pomoci PCR i v heterozygotnim stavu. Zkiizenim samice japonského
druhu Bombyx mandarina homozygotni pro fuzi F(14;27) se samcem mutantni linie
B. mori r50 heterozygotnim pro translokaci T(23;25)/+ vznikne potomstvo heterozygotni pro
obé chromozomalni aberace T(23;25)/+ F(14;27)/+ a potomstvo heterozygotni pouze
pro F(14;27)/+. Z této F1 generace budou pomoci PCR vybrany pouze samice heterozygotni
pro obé chromozomalni aberace. Ty budou nasledné ktizeny se samcem B. mori divokého
typu. Ztohoto kitizeni budou vznikat Ctyfi rizné genotypy, které budou identifikovany
prostiednictvim PCR a ovéfeny FISH s chromozomalné specifickymi markery. Pokud se
pomér genotypl v potomstvu bude liSit odocekavanych st€pnych pomérii, naptiklad ve
prospéch velkych aberantnich chromozomi, nebo naopak malych neaberantnich
chromozomu, lze ptredpokladat, ze k fixaci chromozomalnich pfestaveb u motyld muze

dochdazet pisobenim sami¢iho meiotického drivu zptsobeného samici asymetrickou meidzou.
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6. Souhrn

Ve své praci jsem se zabyvala testovanim holokinetického drivu u motyld. Jednim z hlavnich
cili bylo otestovat negativni korelaci mezi poctem chromozoml a velikosti genomu
predikovanou pro organizmy s holokinetickymi chromozomy. Velikost genomu vybranych
druhtt motyll jsem méfila pomoci metody pratokové cytometrie, jejiz protokol se mi podatil
uspésné optimalizovat. Abych méla vétsi mnozstvi dat pro zamyslenou korelaéni analyzu,
pridala jsem k mnou studovanym druhim také druhy, u nichz byly informace o velikosti
genomu a poc¢tu chromozomu dostupné z literatury. Pro nejreprezentativnéji zastoupenou
¢eled’ Pieridae a nasledné pro vSechna dostupna data jsem provedla korela¢ni analyzu, jejimz
vysledkem byla v obou ptipadech pozitivni korelace [r(8) =0,687, P <0,05 respektive
r(30) = 0,602, P <0,01] mezi poétem chromozoml a velikosti genomu. Tento zavér je
v rozporu s predikovanou negativni korelaci, ktera je ocekavana v piipadé pusobeni
holokinetického drivu.

Mym druhym cilem bylo ovéfit pfitomnost chromozomalnich aberaci u mutantnich
linii Bombyx mori r50 a japonské B. mandarina. Pomoci tzv. “spreading” metody jsem
z bunék testes obou jedincu pfipravila chromozomalni preparaty, které jsem hybridizovala
s telomerickou sondou metodou fluorescenéni in situ hybridizace. Inspekce naznaéenych
chromozomalnich preparati u druhu B.mori potvrdila pfitomnost translokovaného
chromozomu T(23;25) v heterozygotnim stavu. Vyskyt translokace byl také potvrzen lichym
poctem chromozomu 2n = 55. Mutantni linie B. mandarina, nesouci ftzi F(14;27), vykazovala
ocekavany pocet chromozomi 2n = 54. JelikoZ Ize tyto linie kiiZzit, jsou vhodné pro budouci
testovani samiciho meiotického drivu prostfednictvim analyzy potomstva jejich hybrida

heterozygotniho pro obé chromozomalni aberace.
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