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1. Uvod

Tato bakalaiska prace se zabyva studiem mobilnich elementd u modraska rodi
Polyommatus a Lysandra (Lycaenidae). Pro tuto skupinu zivocichl je charakteristicky
variabilni po¢et chromozomil i mezi blizce pfibuznymi druhy (Kandul a kol., 2007). Motyli
(Lepidoptera) obecné vSak maji pocet chromozomii obvykle konzervovany a blizky
ancestralnimu po¢tu n = 31 (Ahola a kol., 2014). A to 1 pfesto, Ze maji holokinetické
chromozomy s delokalizovanou centromerickou aktivitou, které usnadfuji chromozomalni
fuze a rozpady (Mola a Papeschi, 2006; Bures a Zedek, 2014). Vliv na fragmentaci karyotypu
mohou vsak mit také mobilni elementy, které byly u modraska rodtt Polyommatus a Lysandra
analyzovany bioinformaticky pomoci programu RepeatExplorer (Novadk a kol., 2013).
Vysledky této analyzy naznacuji existenci repetic specifickych pro druhy s vysokym poctem
chromozomt (Dalikova, nepublikovano), coz bylo déale ovéfovano v predkladané

bakalarské praci.

1.1. Chromozomy motyli

Motyli a miry (fad Lepidoptera) ptfedstavuji piiblizn€ 13 % vSech popsanych druhti
organismu (Mora a kol., 2011; Stork, 2018) a miZeme u nich pozorovat rtizné zivotni strategie.
Presto si vSak tato skupina zachovéava piekvapivé konzervovanou strukturu genomu i po
140 milionech let samostatné evoluce (Ahola a kol., 2014). Haploidni po¢et chromozomi
u této skupiny je vétsinou 29-31 (Robinson, 1971). U skupiny Ditrysia, do které patii téméf
99 % druhti tadu Lepidoptera (Kristensen a Skalski, 1999), je v haploidnim stavu
31 chromozomi, coz je povazovano za ancestralni stav. Kromé poc¢tu chromozomu je
konzervovany také pocet genti a jejich potfadi na chromozomech. Bylo objeveno jen malo fuzi
a ortologti identifikovanych jako translokované mezi syntennimi bloky (Ahola a kol., 2014).

Rad Lepidoptera mé chromozomalni uréeni pohlavi typu ZZ/ZW s heterogametickymi
samicemi. Tento typ se vyvinul chromozomalnimi pfestavbami z typu ZZ/Z0. Chromozom W
je u vétSiny druhti tvofen heterochromatinem a bylo na ném zatim objeveno jen malo genii,
zato obsahuje Cetné repetice. Chromozom Z je naproti tomu vétSinou tvofen euchromatinem a
nese celou fadu protein kodujicich gend. V meidze se pohlavni chromozomy Z a W paruji
I pfes vyraznou rozdilnost v sekvencich a Casto i v délce (Traut a kol., 2007).

Motyli maji holokinetické chromozomy, coZ jsou chromozomy bez lokalizované
centromery. Tato stavba zajiStuje, ze fuze a rozpady chromozomu nezplsobuji dramatické

zmeény pii déleni bunék, jako je tomu u monocentrickych chromozomt, které se mohou stat
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acentrickymi po rozpadu, nebo dicentrickymi po fuzi. U holocentrickych chromozomi je
centromerickd aktivita distribuovana podél cel¢ délky chromozomu, takze zfizované nebo
rozpadlé chromozomy si zachovavaji normalni kinetickou aktivitu béhem déleni bun¢k a diky
tomu maji vyssi pravdépodobnost, Ze budou fixovany. V mitéze maji holokinetické
chromozomy centromerickou aktivitu zajisténu prostfednictvim kinetochorovych formaci
podél celého chromozomu. Ale ne vzdy tomu tak je i v meidze (Mola a Papeschi, 2006; Bures
a Zedek, 2014). Pravé meiotické adaptace, které jsou u holokinetickych chromozomu nutné,
vedou pravdépodobné u nékterych skupin organismut k nizsi pozorované variabilité v poctu
chromozomt, nez by se dalo piedpokladat (Melters a kol., 2012).

I pfes zna¢nou konzervovanost v poctu chromozomil vykazuje tad Lepidoptera nejvétsi
variabilitu v haploidnim poctu chromozomi mezi druhy v ramci jednoho fadu (n = 7-226),
ato ve srovnani se vSemi ostatnimi zivocichy (White, 1973; Lukhtanov, 2015). Zvlasté
vyraznou rozmanitost 1ze pozorovat u rodu: Godyris (rodina Nymphalidae, n=13-120)
(diskutovano v Brown a kol., 2004), Leptidea (Pieridae, n=26-61) (Dinca a kol., 2011b;
Sichové a kol., 2016), Lysandra (Lycaenidae, n = 24-92) (Kandul a kol., 2004) a Polyommatus
(Lycaenidae, n = 10-226) (Kandul a kol., 2004; Lukhtanov, 2015).

1.2. Chromozomy modraski

Celkové ma ¢eled’ modraskoviti (Lycaenidae) pfevazné konzervovany haploidni pocet
chromozomt (n =23-24) (Robinson, 1971), piestoze sem patii rody Lysandra a Polyommatus,
které se vyznacuji ndpadnou rozmanitosti v poctu chromozomii (Kandul a kol., 2004, 2007).
K vyraznému zvySovani po¢tu chromozomii doSlo b&hem evoluce této skupiny hned
nékolikrat, u rodu Polyommatus doslo k fragmentaci karyotypu nejméné dvakrat nezavisle na
sobg, a to u skupin Plebicula a Agrodiaetus (Kandul a kol., 2004) a u rodu Lysandra k ni doslo
dokonce ttikrat (Talavera a kol., 2013).

Vyzkum riznorodosti po¢tu chromozomt u podrodu Agrodiaetus ukazuje, ze flze
arozpady chromozoml se u této skupiny pravdépodobné hromadi v pribéhu nékolika
speciacnich udalosti. Postupné tedy vedou k nizkym a vysokym poctim chromozomti, coz ma
za dusledek, ze uzce pribuzné taxony maji spiSe podobné velikosti chromozomovych sad. Bylo
také objeveno, ze evolucné mladsi druhy jsou si vice podobné svymi karyotypy nez druhy,
které se odstépily dfive (Vershinina a Lukhtanov, 2017).

Rod Lysandra (Lycaenidae, Polyommatinae) je stary cca 4,9 miliont let a vznikl
oddélenim od rodu Polyommatus, ale diverzifikace existujicich linii je nedavna (pied

cca 1,5 milionem let) a zahrnovala n¢kolik chromozomalnich piestaveb. Pocty chromozomi
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u rodu Lysandra jsou pfiblizné nasobky minimalniho poétu v tomto rodu (n = 24). Naptiklad
L. bellargus (n = 45), ostatni druhy maji zhruba ¢tyinasobek chromozomt, nez odpovida
bazalnimu stavu (n = 82-93). To vedlo n€které autory k hypotéze o vyskytu nékolika po sobé
nasledujicich polyploidizacnich udalosti, tato hypotéza byla vSak vyvracena analyzou, ktera
ukdzala, ze velikost genomu je pfiblizné stejnd u druhli s riznymi pocty chromozomu
(diskutovano v Talavera a kol., 2013; Kreklova, 2020).

Druh Lysandra coridon je také zajimavy diky populacim, které vykazuji vnitrodruhovou
variabilitu v po¢tu chromozomii v celé Evropé. Poéty chromozomil jsou zjevné stalé v kazdé
populaci. Zda se, ze hybridizace mezi druhy Lysandra je v pifirodé bézna. Potencialné hybridni
vzorky byly nalezeny naptiklad mezi druhy L. bellargus a L. coridon. U hybridi byl
pozorovan sttedni pocet chromozomi (v haploidnim stavu mezi 45 a 90) a také multivalenty
a univalenty béhem prvniho meiotického déleni. U nositell takovychto meiotickych bunék se
ocekava vyrazné snizeni plodnosti, nebot’ je nizka pravdépodobnost tvorby vyvazenych gamet
(diskutovano v Talavera a kol., 2013). Nemusi tomu tak ale byt vzdy, protoze naptiklad
u bélaskt bylo zjisténo, ze pravdépodobné neni ovlivnéna plodnost kiizenci u Leptidea
juvernica, L. sinapis a L. reali (Sichova a kol., 2015) a u Leptidea sinapis (Lukhtanov a kol.,
2018). Vramci rodu Lysandra je také bézna mitochondrialni introgrese (diskutovano
v Talavera a kol., 2013).

1.3.  Mobilni elementy

Mobilni elementy Ize charakterizovat jako useky DNA, které maji schopnost pohybovat
se Vv genomu z mista na misto. Maji tedy schopnost transponovat se, proto byvaji také
oznacovany jako transpozony. Ve 40. letech minulého stoleti je poprvé pozorovala americka
védkyné Barbara McClintock. Jeji pozorovani na kukufici byla nejprve odmitana, ale pozdéji
zacala byt doceniovana, jelikoz vyvracela v t€ dobé obvykly nazor, Ze genom je cosi statického.
Naproti tomu byl postupné vytvoren koncept dynamického genomu. Mobilni elementy byly
povazovany za parazitickou nebo sobeckou DNA, tedy segmenty DNA, které se mnoZi
V ramci genomu, avSak nepiinasi zddny prospéch pro jejich hostitele, a tedy byly povazovany
za odpadni DNA — ,,junk DNA*, kterd nema v genomu zadnou funkci. V poslednich letech se
vSak objevuji studie, které odhaluji dilezity vliv mobilnich elementii na funkci a strukturu
genomu, evoluci chromozomt, diverzitu a speciaci u riznych organismt (Klein a O’Neill,
2018) viz kapitolu 1.3.4.

Mobilni elementy byly nalezeny u vétSiny eukaryotickych organismii. Naptiklad
U kukutice tvoii az 90 % genomu (Andrenacci kol., 2020), u obratlovcli 6 az 60 %
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(Sotero-Caio a kol., 2017). U lidi zaujimaji mobilni elementy 46 % genomu (Andrenacci kol.,
2020). Podle vyzkumu z roku 2010 ptedstavuji asi 10 % genomu u jinych obratlovcli nez
savcu. Avsak opét existuji vyjimky, jako napiiklad danio pruhované (Danio rerio), u kterého
je 26,5 % genomu tvofeno mobilnimi elementy (Sela a kol., 2010). U bource morusového
(Bombyx mori) pfedstavuji mobilni elementy 35 % genomu (Osanai-Futahashi a kol., 2008).
Naptiklad u perletovce Heliconius melpomene zaujimayji repetice 25 % genomu (Lavoie a kol.,
2013) au belaska Leptidea sinapis piedstavuji 38 % genomu (Talla a kol., 2017). Mezi
riznymi organismy se také 1isi typy mobilnich elementu, které se v jejich genomech vyskytuji
(Sela a kol., 2010).

Podle zplisobu transpozice lze mobilni elementy rozdélit do dvou tfid. Prvni tfidu
pfedstavuji RNA transpozony, nékdy také oznaované jako retroelementy nebo
retrotranspozony, druha tiida jsou DNA transpozony (Klein a O’Neill, 2018; Mustafin, 2018),
viz Obrazek 1.

1.3.1. RNA transpozony

RNA transpozony se transponuji mechanismem zvanym ,,copy-and-paste®, coZ obnasi
prepis nukleotidové sekvence z DNA do RNA, ¢imz vznikne RNA intermediat, ktery je
nasledné pomoci enzymu reverzni transkriptazy preveden do DNA, kterd je poté vloZena na
nové misto v genomu. Tento typ mobilnich elementi se diky svému transpozi¢nimu
mechanismu vyskytuje v genomech obecné v hojném poctu (Guo a Wu, 2013). Retroelementy
se dale déli do dvou velkych skupin. Prvni skupinou jsou retroelementy s dlouhymi
koncovymi opakovéanimi, takzvané LTR (,long terminal repeats®) retroelementy, které
prevazuji u rostlin. Druha skupina tato opakovani nema a nazyva se non-LTR retroelementy,
tyto repetice dominuji u zivo¢ichu (Kazazian, 2011; Klein a O’Neill, 2018,).

LTR retroelementy jsou rozsitenym druhem mobilnich elementt a jsou povazovany za
hlavni faktor ovliviwyjici evoluci eukaryotického genomu (Havecker a kol., 2004). Tyto
transpozony maji na svych koncich dlouhé (obvykle 300-1000 bp) ptimo se opakujici
sekvence (Kazazian, 2011). LTR retrotranspozony obvykle koduji dva geny, a sice gag a pol,
které se mezi jednotlivymi skupinami elementt li§i strukturou. Pomoci genu gag jsou
koédovany proteiny, které se podili na tvorbé kapsidy (podobné jako u virti), gen pol pak koduje
proteiny nutné pro transpozici, jako jsou proteaza, integraza, reverzni transkriptdza a
RNéaza H, pti¢emz reverzni transkriptaza a RNaza H jsou vzdy vedle sebe. LTR retroelementy
se dale déli na zakladé aminokyselinové sekvence reverzni transkriptazy, coz je jejich nejvice

konzervovana sekvence. Mezi nadrodinami jsou také rozdily v potfadi kodujicich oblasti
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v genu pol. Do fadu LTR retroelementd patii nadrodiny Copia, Gypsy, BEL/Pao, Retroviry
a Endogenni retroviry — ERV (Havecker a kol., 2004; Mustafin, 2018).

Elementy Gypsy jsou ziejmé nejvice abundantni skupinou LTR retroelementi
u perletovce Heliconius melpomene — zaujimaji 0,21 % genomu (Lavoie a kol., 2013).
U bource morusSového (Bombyx mori) zaujimaji zhruba dvojnasobné velky podil genomu, tedy
0,5 % (Osanai-Futahashi a kol., 2008). Patrn¢ se neustale transponuji a unikaji hostitelovym
regulacnim mechanismim. Tento zplsob vyvoje odpovida hypotéze ,,Red Queen* (Strotz
akol., 2018; diskutovano v Thomas-Bulle a kol., 2018). Mobilni elementy z nadrodiny
BEL/Pao nebyly dosud nalezeny u rostlin, hub ani savct (Llorens a kol., 2011). U bource
moruSového (Bombyx mori) zaujimaji 0,7 % genomu a jsou tak nejcetnéjSimi LTR
retroelementy u tohoto zivocicha (Osanai-Futahashi a kol., 2008).

,Long interspersed nuclear elements* (LINE) pfedstavuji skupinu dodnes aktivnich
mobilnich elementd u lidi a jsou povazovany za jediné autonomni non-LTR elementy
Vv lidském genomu, jelikoz stale kdduji vSechny geny potfebné pro transpozici. U lidi z této
skupiny zbyvaji pouze elementy LINE1, kter¢ zaujimaji asi 17-20 % genomu (Klein a O’ Neill,
2018). U bource morusového (Bombyx mori) zaujimaji LINE elementy 14,5 % genomu a jsou
tak nejhojnéjsimi elementy u tohoto zastupce fadu Lepidoptera (Xia a kol., 2008), u perletovce
Heliconius melpomene zaujimaji jen 3,85 % genomu a jsou tak druhou nejpocetnéjsi skupinou
non-LTR retrotranspozont po SINE elementech (Lavoie a kol., 2013) a u bélaska Leptidea
sinapis tvoii LINE elementy 5,4 % (Talla a kol., 2017).

,»Short interspersed nuclear elements* (SINE) jsou povaZzovany za neautonomni aktivni
mobilni elementy, které k transpozici potiebuji pfitomnost autonomnich mobilnich element.
U lidi nachazime Alu elementy, které piedstavuji asi 11 % genomu. Pfesto jsou v§ak mnohem
cast¢jSi nez LINE1 elementy, které tvofi aZ pétinu genomu, nebot’ jsou 20x kratsi. Jejich délka
(u lidi) je cca 300 bp, neobsahuji vSak zddné oteviené cteci ramce, takZe nekoduji zadné
bilkovinné produkty (Klein a O’Neill, 2018). U b¢laska Leptidea sinapis zaujimaji SINE
elementy pouze 3,9 % genomu (Talla a kol., 2017), u perletovce Heliconius melpomene
8,22 % genomu (Lavoie a kol., 2013) a u bource morusového (Bombyx mori) dokonce 13,3 %
genomu (Xia a kol., 2008).

1.3.2. DNA transpozony
Na rozdil od retroelementi, neni zndmo, Ze by u lidi byly DNA transpozony aktivni
béhem poslednich 50 miliond let (Klein a O’Neill, 2018). DNA transpozony obvykle

nezaujimaji tak velkou cast genomu jako RNA transpozony. Existuji vSak i organismy,
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U kterych tvofti DNA transpozony nejvétsi c¢ast mobilnich elementd — naptiklad
u Caenorhabditis elegans tvofi DNA transpozony 91,4 % vSech transpozonu (Kazazian,
2011). U bource morusového (Bombyx mori) zaujimaji DNA transpozony pouze 3 % genomu
(Osanai-Futahashi a kol., 2008), u bélaska Leptidea sinapis ptedstavuji 5,7 % genomu (Talla
a kol., 2017). Naproti tomu u perletovce Heliconius melpomene zaujimaji 10,05 % genomu
(Lavoie a kol., 2013). DNA transpozony byvaji rozdélovany do tfi skupin podle zptsobu
transpozice.

Nejveétsi skupinu piedstavuji TIR (,,terminal inverted repeats®) elementy, které maji na
obou koncich invertované repetice a koduji pouze enzym transpondzu, ktery je odlisSny u
jednotlivych nadrodin. Tyto transpozony se pohybuji mechanismem ,,cut-and-paste, kdy
transpondza rozpoznd invertované repetice, vystfihne transpozon a vlozi ho na nové misto
v genomu. Toto vlozeni obvykle probihd nedaleko od pivodniho mista vyskytu transpozonu,
ale nemusi tomu tak byt vzdy. Do této skupiny patii elementy z nadrodin hATs, PiggyBacs
a Mariner (Kapitonov a Jurka 2001, 2006; Pritham a kol., 2007; Bao a kol., 2009; Kazazian,
2011; Sotero-Caio a kol., 2017). U perletovce Heliconius melpomene bylo zjisténo, ze
elementy z nadrodiny Mariner jsou pravdépodobné¢ stale aktivni, nebo byly aktivni v nedavné
dobé¢ (Lavoie a kol., 2013). U bource morusového (Bombyx mori) pfedstavuje tato nadrodina
nejvetsi cast DNA transpozont — zaujima 2,7 % genomu (Osanai-Futahashi a kol., 2008).

Druh4 podtiida DNA transpozonii byva podle svého zplisobu transpozice oznacovana
jako ,,rolling-circle transposons®, sem patii naptiklad nadrodina Helitron (Sotero-Caio a kol.,
2017), ktera diky svému replikaénimu mechanismu hraje roli pii preskupovani exonti (Rebollo
a kol., 2010). Transpozice téchto elementi probiha podle semireplikativniho transpozi¢niho
modelu, kdy je pouze jedno vldkno elementu pfeneseno na nové misto v genomu, kde poslouzi
jako templat pro syntézu druhého vldkna DNA pomoci reparacnich mechanismil hostitele
(Kapitonov a Jurka, 2007). Elementy z nadrodiny Helitron jsou vyrazné amplifikované
v genomu perlet'ovce Heliconius melpomene a predstavuji nejveétsi skupinu DNA transpozont
u tohoto organismu (Lavoie a kol., 2013).

Posledni skupina DNA transpozonii se nazyva ,,self-synthesizing transposons® a patii
sem nadrodina Maverick (Sotero-Caio a kol., 2017). Tyto elementy si koduji az 10 riznych
proteinii, mimo jiné vlastni DNA polymerazu a integrazu podobnou jako u retrovirt. Tyto
enzymy zajiStuji vystfizeni elementu z hostitelského genomu béhem jeho replikace.
Jednovlaknovy element formuje raketovitou strukturu a je replikovan vlastni polymerazou.
Pomoci integrazy je dvouvlaknovy element vlozen na nové misto v genomu (Kapitonov a

Jurka, 2006).
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Obrazek 1: Rozdéleni mobilnich elementd (pievzato z Mustafin, 2018). LTR: dlouha
koncova opakovani; GAG: kapsidovy protein; AP: aspartatova proteindza; INT: integraza;
RT: reverzni transkriptaza; RH: RNaza H; TIR: koncova invertovana opakovani; ENV:
obalovy protein; YR: tyrosin rekombindza; EN: endonukleaza; APE: apurinova endonukleaza;
ORF: otevieny Cteci rdmec; RPA: replikaéni protein A; HEL: helikdza; ATP: ATPaza; CYP:
cysteinova proteaza; POLB: DNA polymeraza B.

1.3.3. Horizontalni pfenos mobilnich elementii

Horizontalni pfenos gentl je pfeneseni genetické informace jinak nez po genealogické
linii, tedy ne pfenos z rodice na potomka. Ackoli je horizontalni pfenos genl znam predevsim
u prokaryot, dochdzi k nému i u eukaryotickych organismi (Boto, 2010). VétSina genil
eukaryot ziskanych horizontalnim pfenosem pochéazi od prokaryot (Keeling, 2009). Ménég
Casto jsou pozorovany horizontalni pienosy genu mezi eukaryoty (Boto, 2010). Sekvence
ziskané horizontalnim pfenosem mohou u nového hostitele zajistit novou fyziologickou funkci
(Drezen a kol., 2017). Mobilni elementy se mohou §ifit horizontalnim pfenosem snaze nez jiné
sekvence (kodujici 1 nekodujici), protoze maji schopnost sndze se zaclenit do genomu na

novém misté. Horizontalni pienos je dileZitou soucasti Zivotniho cyklu mobilnich element,
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jelikoz jim umoznuje kolonizovat dalSi druhy organismii (Wallau a kol., 2012). Mobilni
elementy, které se dostaly do genomu nové pomoci horizontalniho pfenosu, se v ném mohou

worwe

a kol., 2017).

1.3.4. Vliv mobilnich elementi na genom

Jelikoz jsou mobilni elementy nedilnou soucasti genomu, maji na n¢j také nemaly vliv.
Mino jiné repetitivni DNA ovliviiuje velikost genomu svoji pfitomnosti v ném (Kraaijeveld,
2010). Jako nekodujici sekvence se mobilni elementy podileji na jevu oznacovaném jako
paradox hodnoty C, coz znamena, Ze velikost genomu nekoresponduje s fenotypovou
komplexitou organismu (Rebollo a kol., 2010).

Mobilni elementy mohou mit vliv na funkci a expresi protein kodujicich genti. Pokud se
transpozony vlozi do regulacni sekvence, mohou pusobit jako alternativni promotory nebo
enhancery. Pfi transpozici mobilniho elementu muze dojit k jeho vloZeni do protein kodujici
oblasti, coz miize zplsobit mutaci dané¢ho genu. Naptiklad u lidi vlozeni LINE1 do exonu
14 genu pro faktor srazlivosti VIII spousti hemofilii A. Inzerce mobilniho elementu miize také
zpusobit zménu mista sestfihu, coz mize vést ke zméné struktury vznikajiciho proteinu, a tim
muze byt zménéna i jeho funkce. Pfi transpozici muize také dojit k malym delecim
v cilové DNA, nebo naopak k piidani n¢kolika bazi v misté inzerce, coz miuze zpusobovat
zmény v nékolika aminokyselindch, ale 1 posuny c¢teciho rdmce nebo vznik ptfedcasnych
stopkodonli. Obecné maji mobilni elementy tendenci byt metylovany, takZze maji vliv
na epigenom, coZ ovliviiuje expresi genti v okoli mista inzerce (Klein a O’Neill, 2018). Cim
vice repetic je v genomu pfitomno, tim vét§si mohou mit vliv na jeho ptestavby a vznik
mutaci (Kraaijeveld, 2010).

Pfitomnost mobilnich elementd ma také Casto vliv na chromozomalni aberace.
Ptitomnost jednotlivych kopii daného transpozonu v riznych ¢astech genomu miize vést
k rekombinaci mezi nehomolognimi oblastmi, coz mize zptsobit delece, duplikace ¢i inverze
(Kraaijeveld, 2010; Klein a O’Neill, 2018). Naptiklad u rodu Drosophila, konkrétné u skupiny
virilis bylo objeveno, Ze retrotranspozony (Penelope a Ulyssest) souvisi s fadou
chromozomalnich pfestaveb, nékteré z nich jsou vramci druhu fixované, jiné piestavby
vykazuji vnitrodruhovou variabilitu (Evgen’ev a kol., 2000). Také transpozony P element a
hobo maji u zastupct rodu Drosophila sklon k vyvolani pfevazné intrachromozomalnich
prestaveb, ke kterym dochazi vlivem rekombinace mezi jednotlivymi kopiemi daného

mobilniho elementu. Restrukturalizaci chromozomi u rodu Drosophila ziejmé také zptisobuji
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retroelementy BEL/Pao, roo, Docand | a foldback element. Lze piedpokladat, ze mobilni
elementy by mohly mit podobnou roli i u jinych druht (Lim a Simmons, 1994). Pii vkladani
retrotranspozont na nové misto mohou navic vznikat dvouvlaknové zlomy vedouci k rozpadu
chromozomu (Gasior a kol., 2006).

Jako obrana proti vliviim mobilnich elementi se vyvinula fada mechanisma, které brani
nestabilité genomu (Klein a O’Neill, 2018). Pokud se vSak do genomu dostane novy mobilni
element, napiiklad horizontalnim pfenosem, trva néjaky Cas, nez se dostane pod kontrolu
regula¢nich mechanismti. Béhem této doby se miize element nekontrolované $ifit a vyrazné
tak ovlivnit hostitelsky genom (Drezen a kol., 2017). Mezi obranné mechanismy patii
napiiklad epigenetické umlceni mobilnich elementti, které mtize byt naruseno, pokud je
organismus stresovany, nebo pokud dojde k mezidruhovému ktizeni (Rebollo a kol., 2010).
Dalsi mechanismus, ktery brani Sifeni repetic jsou ,,PIWI-interacting RNA* (piRNA), coz jsou
kratké RNA exprimované piedevsim v zarodecné linii zivo€ichtl, interagujici s PIWI proteiny
ze skupiny proteinii Argonaute. Tyto 23-29 bazi dlouhé RNA byly objeveny u modelovych
organismu jako jsou octomilka, mys, krysa, had’atko nebo danio pruhované. Jednotlivé piRNA
rozpoznavaji na zdkladé¢ komplementarity pfedev§im mRNA vzniklé pfepisem mobilnich
element, coz vede jednak k degradaci daného transkriptu, ale nasledné i k umléeni
transpozonl epigenetickymi modifikacemi (jako je metylace DNA nebo histonové
modifikace) (Guo a Wu, 2013; Luo a Lu, 2017). Dalsim obrannym mechanismem proti
Skodlivym vliviim mobilnich elementi je homologni rekombinace, ktera rychle eliminuje
mobilni elementy a udrzuje tak genom kompaktni, coz vyplyva naptiklad z vyzkumu genomu

u perletovce Heliconius melpomene (Lavoie a kol., 2013).

1.4.  Analyza repetitivni sloZky genomu modraska pomoci programu RepeatExplorer

Fragmentaci chromozomt a néslednou diverzifikaci u modraski by mohly zpiisobovat
mobilni elementy, které maji obecné vliv na chromozomalni piestavby (Kraaijeveld, 2010;
Klein a O’Neill, 2018). Tato teorie byla navrhovana jiz v Kandul a kol. (2004), kde bylo také
diskutovéno, Ze transpozony by mohly byt pfendSeny naptiklad horizontalnim pfenosem mezi
podrodem Agrodiaetus a skupinami Lysandra a Plebicula.

Hypotéza o vlivu mobilnich elementi na fragmentaci karyotypu u modraski byla
zkoumana pomoci programu RepeatExplorer (Novék a kol., 2013) a predkladana bakalaiska
préace ovétuje vysledky této analyzy, kterou vypracovala Martina Dalikova. Bioinformatickym
softwarem RepeatExplorer byla porovnana jednotliva sekvenacni Cteni ziskana sekvenaci

genomové DNA firmou Illumina z deseti druhi modraskt. Od kazdého druhu byli pouziti tfi
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samci. V ramci jedné fylogenetické vétve byly porovnavany druhy s vysokym poctem

chromozomt viéi referenénimu druhu s ancestralnim poctem chromozomti (viz Obrazek 2).

P. icarus 23
_E P. celina s
— P. dorylas 148-150
_E P. nivescens  190-191

P. thersites 24

E P. daphnis 23
| 22-24

P. amandus

P. escheri 23
P. stempfferi 23

P. ripartii 90
P. fulgens 108-110
L. coridon 86-92

L. hispana 84
LE L. bellargus 45
L. punctifera 24

Obrazek 2: Fylogenetické vztahy vSech druhii modraski zkoumanych v této bakalarské

praci. (Kladogram byl sestaven na zakladé poskytnutych vysledki fylogenetické analyzy od
Vila a kol., nepublikovano.) Cislo napravo znazoriuje haploidni po¢et chromozomii u daného
druh (Kandul a kol., 2004; Wiemers a kol., 2010; Talavera a kol., 2013; Vershinina a
Lukhtanov, 2017). Referen¢ni druhy s ancestralnim poctem chromozomil analyzované
bioinformaticky jsou uvedeny tu¢n¢, srovnavané druhy jsou podtrzeny. Ostatni uvedené druhy

byly pouzity pro dalsi ovéfeni vysledkd analyzy.

Cilem bylo odhalit mobilni elementy, které se nachazeji zaroven u zkoumanych druhi
s vysokym poétem chromozomt, ale chybi u referenéniho druhu vzdy v ramci kladu. Takto
byl srovnan referen¢ni druh Polyommatus thersites vuci P. dorylas a P. nivescens, u kterych
byla odhalena akumulace elementti BEL/Pao a Mariner (dale oznacovany jako Pd-BEL/Pao
a Pd-Mariner). V ramci dalsiho kladu byl druh P. escheri srovnavan s P. ripartii a P. fulgens,
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které maji vice chromozomu a byly u nich nalezeny repetice Mariner a Ty3/Gypsy (dale
oznacovany jako Pr-Mariner a Pr-Ty3/Gypsy). Srovnani druht Lysandra coridon, L. hispana
a L. bellargus s L. punctifera detekovalo P element a repetici Ty3/Gypsy (dale ozna¢ovany

jako Lc-P element a Lc-Ty3/Gypsy) u druhti s vice chromozomy.
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2. Cile prace

Pro motyly (fdd Lepidoptera) je typicky vyskyt holokinetickych chromozomu
s delokalizovanou centromerou. O takovychto chromozomech se predpoklada, ze usnadnuji
evoluci karyotypu pfes chromozomalni fize a rozpady (Mola a Papeschi, 2006; Bures a Zedek,
2014). Navzdory tomu je znamo, ze u zastupcu tohoto fadu, se haploidni pocet chromozomii
obvykle pohybuje kolem 31, coz je ancestralni stav pro tuto skupinu Zivoc¢ichi (Robinson,
1971; Ahola a kol., 2014).

Nekteti zastupci z ¢eledi modraskoviti (Lycaenidae) se vSak v tomto ohledu vyrazné
odlisuji od ostatnich motylti a maji velmi variabilni pocet chromozomt, ktery se li§i i mezi
blizce ptibuznymi druhy. Pfi¢ina nestability karyotypu dosud neni znamad, ale
S chromozomadlnimi pfestavbami jsou ¢asto spojovany mobilni elementy (Kraaijeveld, 2010;
Klein a O’Neill, 2018) a naptiklad Kandul a kol. (2004) je navrhuje i jako moznou pficinu
fragmentace genomu modraskd. U modraska rodti Polyommatus a Lysandra byla provedena
bioinformatickd analyza repetitivni ¢asti genomu pomoci programu RepeatExplorer.
Vysledky této analyzy odhalily u obou studovanych rodii moZznost existence mobilnich

elementl specifickych pro druhy s fragmentovanym karyotypem.

Cilem této bakalatské prace bylo studium vybranych repetic specifickych pro druhy

modraskt rodi Polyommatus a Lysandra s vysokym poétem chromozomti. Dil¢imi cili bylo:

I.  amplifikovat a klonovat vybrané repetice u modraski Polyommatus dorylas,
P. ripartii a Lysandra coridon;
Il.  lokalizovat tyto sekvence na chromozomech ptislusného druhu pomoci fluorescen¢ni
hybridizace in situ;

I1l.  ovéfit pfitomnost danych repetic u ptibuznych druht.
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3. Material a metody
3.1.  Pouzity hmyz

Pro praci byli pouziti modrasci rodi Polyommatus a Lysandra. Informace o vsech
jedincich jsou zaneseny v Tabulce 1. Vzorky mi poskytli Petr Nguyen z Jihoceské univerzity
v Ceskych Budgjovicich; Roger Vila a Gerard Talavera z Institut de Biologia Evolutiva
(CSIC-UPF), Barcelona, Spanélsko a Vladimir Lukhtanov ze St. Petersburg State University,
Petrohrad, Rusko; za coz jim velice dékuji.

Déle byly pro tuto praci pouzity vzorky mravenci, které mi poskytl Pavel Pech
z Univerzity Hradec Kralové. I jemu dékuji. VSechny vzorky mravencu byly nalozeny

v etanolu a uchovavany pti -80 °C, pouzity byly jen samice (viz Tabulku 2).

3.2.  Izolace genomové DNA pomoci kitu NucleoSpin

Genomova DNA byla izolovana ze vzorkti hmyzu (viz Tabulky 1 a 2). Izolace DNA
byla provedena pomoci kitu NucleoSpin DNA Insect (Macherey-Nagel, Némecko). Nejprve
bylo do zkumavky napipetovano 100 pl pufru ,,Elution Buffer a 40 ul pufru ,,Buffer MG*.
Do takto ptipravenych zkumavek byla pfesunuta tkan ze vzorkt. U vzorkd v etanolu, byla tkan
nejprve vysuSena filtraCnim papirem. Tkan ve zkumavkach byla homogenizovana pomoci
sterilnich tlouckti. Do kazdé zkumavky pak bylo ptidano 10 pul dodané proteindzy K, obsah
zkumavek byl promichan a ponechan 20 minut inkubovat pii pokojové teploté. Dalsi kroky
byly provedeny podle ptilozeného protokolu od vyrobce. Finalni eluce byla provedla do 50 pl
pufru ,,Elution Buffer*.

Koncentrace DNA byla zméfena na piistroji Qubit 3.0 Fluorometer (ThermoFisher
Scientific, USA) pomoci kitu Qubit dSDNA BR Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA)
a byly pouzity 2 ul métrené DNA. Méfeni bylo provedeno podle pfiloZzeného manuélu. Takto
byla provedena vSechna méteni koncentrace DNA v této praci. Ziskana genomova DNA byla

skladovana pfti -20 °C a pozd¢ji vyuZita pro dalsi metody.
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Tabulka 1: Pouziti modrasci. Vzorky, u kterych je ve sloupci o uchovani vzorku uvedeno
»zmrazeno®, byly zamrazeny v tekutém dusiku a nasledné uchovavany v -80 °C. Vzorky,
u kterych je uvedeno ,,v etanolu®, byly skladovany také pii -80 °C nalozeny v etanolu (pied
timto uskladnénim byly né¢jakou dobu uchovavany pti pokojové teplot¢). Vzorky, u kterych je

uvedeno ,,suseno* byly skladovany pii pokojové teplote.

Druh Pohlavi|Rok sbéru Misto sbéru Uchovani
vzorku
Polyommatus icarus g 2016 Tust, CR zmrazeno
Polyommatus celina g 2013 Menorka, Spanélsko v etanolu
Polyommatus dorylas ) 2017 Calella, Barcelona, Spanélsko | v etanolu
Polyommatus dorylas ) 2017 Calella, Barcelona, Spanélsko | v etanolu
Polyommatus dorylas g 2017 Calella, Barcelona, Spanélsko | v etanolu
Polyommatus nivescens g 2014  [El Vallecillo, Aragon, Spandlsko| v etanolu
. Villacadima, Kastilie-La y
Polyommatus nivescens 4 2016 Mancha, Spanélsko zmrazeno
Polyommatus nivescens 4 2017 Tivissa, Katalansko, Spanélsko | zmrazeno
Polyommatus thersites g 2017 [Montseny, Barcelona, Spanélsko| zmraZeno
Polyommatus thersites g 2017 [Montseny, Barcelona, Spanélsko| zmraZeno
Polyommatus thersites g 2017 [Montseny, Barcelona, Spanélsko| v etanolu
Polyommatus daphnis 4 2015 Huesca, Aragon, Spanélsko | v etanolu
Polyommatus amandus 4 2008 Lleida, Katalansko Spanélsko | v etanolu
Polyommatus escheri g 2017 [Montseny, Barcelona, Spanélsko| zmraZeno
Polyommatus escheri g 2017 [Montseny, Barcelona, Spanélsko| zmraZeno
Polyommatus escheri 3 2017  |Montseny, Barcelona, Spanélsko| zmraZeno
Polyommatus stempfferi| & 2003 Deh-Bala, Iran sugeno
Polyommatus stempfferi| & 2003 Deh-Bala, Iran sugeno
Polyommatus stempfferi 3 2003 Deh-Bala, [ran suSeno
Polyommatus ripartii 3 2017  [Montseny, Barcelona, Spanélsko| zmrazeno
Polyommatus ripartii 3 2017  [Montseny, Barcelona, Spanélsko| zmrazeno
Polyommatus ripartii 3 2017  [Montseny, Barcelona, Spanélsko| zmrazeno
Polyommatus ripartii 4 2017 |Montseny, Barcelona, §panélsk0 zmrazeno
Polyommatus fulgens Q 2017  |Montseny, Barcelona, Spanélsko| zmraZeno
Polyommatus fulgens 3 2015 Olazagutia, Navarra Spanélsko | v etanolu
Polyommatus fulgens 3 2015 Ezcaray, La Rioja, Spanélsko | v etanolu
Lysandra coridon o) 2017 Hady, CR zmraZeno
Polyommatus hispana 4 2017 Malorka, Paguera, Spanélsko |zmraZeno
Polyommatus belargus 3 2018 Baga, Barcelona, Spanélsko | zmraZzeno
Polyommatus punctifera| & 2015 Maroko Vv etanolu
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Tabulka 2: Pouziti mravenci.

Druh Datum sbéru Misto sbéru
Myrmica sabuleti ¢erven 2019 PP Ban
Tapinoma erraticum ¢erven 2019 PP Ban
Tetramorium cf. Caespitum ¢erven 2019 PP Ban
Formica (Serviformica) rufibarbis | ¢erven 2019 Oskobrn
Lasius (Lasius s. str.) alienus ¢erven 2019 Oskobrn

Lasius (Dendrolasius) fuliginosus | kvéten 2019 | Kunéticka Hora
Myrmica ruginodis kvéten 2019 | Kunéticka Hora
Lasius (Cautolasius) flavus kvéten 2019 | Kunéticka Hora
Dolichoderus quadripunctatus kvéten 2019 | Kunéticka Hora
Camponotus ligniperda ¢erven 2019 | Hradec Kralové
Formica (Raptiformica) sanquinea | cerven 2019 | Hradec Kralové
Formica (Formica s. str.) pratensis | cerven 2019 | Hradec Kralové
Liometopum microcephalum kvéten 2019 Lednice

3.3. NavrZeni primeri

K navrhovani primerti byl pouZzit program Geneious 11.1.4. (Biomatters, Novy Zéland),
konkrétné nastroj Primer 3 (Untergasser a kol., 2012). Primery byly pofizeny od firmy Generi
Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, Ceska republika). PouZité primery jsou uvedeny v Tabulkach
3,4, 5,6, 7, 8 Ujednotlivych metod. Optimalni nasedaci teplota pro vSechny primery byla
zjisténa gradientovou PCR. Kromé& univerzalnich primerd M13 byly vSechny primery
navrzeny v ramci této prace. Nazvy primert se skladaji ze tii ¢asti: zkratka druhu, u kterého
byl primer navrhovan (Pd = Polyommatus dorylas, Pr = Polyommatus ripartii, Lc = Lysandra
coridon); zkratka nazvu mobilniho elementu, ktery dany primer amplifikuje (BEL = BEL/Pao,
P =P element, Ty3 = Ty3/Gypsy,); tieti ¢ast nazvu oznacuje, zda se jedna o forward (F) ¢i

reverse (R) primer a udava ¢islo daného paru primera.

34. PCR

Celkovy objem jedné reakéni smési byl 20 pl. Jedna reakce obsahovala: priblizné 26 ng
DNA (mnozZstvi DNA se mohlo mirné liSit vzhledem ke koncentraci dané¢ho vzorku);
1x OneTaq Quick-Load Reaction Buffer a 1 U OneTaq Quick-Load DNA Polymerase (New
England BioLabs, USA); 1 uM kazdy primer; 0,2 mM kazdy dNTP (TaKaRa, Japonsko). Pti
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klonovani byla pouzita ExTaq polymeraza a jedna takova smés pro PCR o celkovém objemu
20 ul obsahovala: 30 ng DNA (mnozstvi DNA se mohlo mirn¢ liSit vzhledem ke koncentraci
daného vzorku); 1x Ex Taq Buffer a 1 U Ex Taq a 0,2 mM kazdy dNTP (TaKaRa, Japonsko);
1 uM kazdy primer. Ke kazdému piipravovanému master mixu byla provedena negativni
kontrola bez templatové DNA.

Samotna amplifikace pomoci PCR probihala v termocycleru Biometra TAdvanced
(Analytik Jena, Némecko). Prvnim krokem byla pocatecni denaturace pti 94 °C, ktera trvala
3 minuty, dale nasledovalo 30 cyklt, které zahrnovaly 3 kroky: denaturaci trvajici 30 sekund
pti 94 °C, nasedani primert trvajici 30 sekund pfi teploté optimalni pro pouzité primery
(viz Tabulky: 3, 4, 5, 6, 7, 8) a elongaci pfi teploté optimalni pro pouzitou DNA polymerazu
(OneTaq 68 °C, ExTaq 72 °C). Doba elongace se odvijela od délky amplifikovaného produktu
PCR (1 minuta na 1000 bazi). Poslednim krokem byla finalni elongace, trvajici 3 minuty
a probihajici opét pii teploté optimalni pro pouzitou polymerazu. Po provedeni téchto krokt

byly vzorky ochlazeny na 4 °C.

3.5.  Gelova elektroforéza

Pro kontrolu vysledkti PCR byla pouzita gelova elektroforéza na 1% agar6zovém gelu
ptipraveném v 1x TAE pufru (Tris-Acetate-EDTA: 40 mM Tris, 20 mM kyseliny octové,
1 mM EDTA; pH 8). Do mirné zchladlého gelu byl pfidan etidium bromid na vyslednou
koncentraci 0,2-0,5 pg/ml. Byl pouzit velikostni marker Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
(Thermofisher Scientific, USA), nebo PCRBIO Ladder | (PCR Biosystems, Velka Britanie).

3.6.  Klonovani, izolace plazmidové DNA a sekvenovani

3.6.1. Amplifikace pomoci PCR, precisténi produkti PCR, méreni koncentrace DNA
K amplifikaci pozadovanych usekit DNA byla pouzita PCR s ExTaq polymerazou
(viz kapitolu 3.4.), pouzité primery jsou uvedené v Tabulce 3.
Produkty PCR byly pfecistény na kolonce pomoci kitu Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, USA). Bylo postupovano podle navodu od vyrobce. Eluce byla
provedena do 25 pl pfilozené vody ,Nuclease Free®. Nasledné¢ byla zmétena

koncentrace piecisténého produktu PCR pomoci pfistroje Qubit 3.0 Fluorometer.
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Tabulka 3: Primery pro amplifikaci mobilnich elementt ke klonovani.

Nazev primeru Sekvence primeru e Délka produktu
[°C] [bp]
Lc P_F1 ACGGAATAAGCCAGGAACTACC
Lc P R1 ATCAGCTGATCACGTCGTGT % 1429
Lc Ty3 F1 AGACTGTCCCATGCAGAACG
Lc Ty3_R1 TTGAAAATTCGTGCTGGGCG % 2181
Lc Ty3_F2 CGCCCTGGTACTCGTATGTC
Lc_Ty3 R2 CCTGTGGTCCTCAAGTCGTC °0 2430
Lc Ty3_F3 CGCCCAGCACGAATTTTCAA - 2071
Lc Ty3_R3 TGACTTGCCATTCGTCCCAA
Pd_BEL_F1 AGGTAGCGTGCTTTTCTCCC
Pd_BEL_R1 TTCCGAACCACCGATTCCTG oz 2318
Pd_BEL_F2 CAGGAATCGGTGGTTCGGAA
Pd_BEL_R2 ACATTCCCCCGGCCTTAAAG % 20%
Pd_Mariner_F1 ACAGACGCCATACCAAGCAA
Pd_Mariner_R1 TACGCTCTCAATGGGCTTCG o2 1220
Pr_Mariner_F1 | TGTCAATTATTTTTCCATTGTGGCG
Pr_Mariner_R1 GCTTTTCAAAATATTCGCCGCG °0 1104
Pr_Ty3 F2 TCTTGATTTTCATTTGGTCCAAGG 62 1050
Pr_Ty3_R2 AGTGAAAACAAGAGACTGCAAATT
3.6.2. Ligace

Pro ligaci byl pouzit kit pGem-T Easy Vector System (Promega, USA). Podle protokolu
od vyrobce bylo do ligacni reakce ptidano 3x vice kopii ptecisténého produktu PCR nez
vektoru. Jedna liga¢ni reakce méla celkovy objem 10 ul a obsahovala: 50 ng vektoru,

1x ligaéni pufr, 3 U T4 DNA ligdzy a odpovidajici mnoZstvi preciStén¢ho produktu PCR.

Reak¢éni smés byla inkubovana v lednice (4 °C) pies noc.

3.6.3. Transformace tepelnym Sokem

Kompetentni bakterialni buiiky Escherichia coli kmene DH5a uchované v -80 °C byly
nechany rozmrznout na ledu. Poté bylo do kazdé zkumavky ptipraveno 50 ul kompetentnich

bunék a ptidano 2,5 ul liga¢ni reakce. Tato smés byla 30 minut ponechana na ledu. Pak byly
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zkumavky preneseny do termobloku pfedehiatého na 42 °C, kde byly zahtivany 90 sekund,
poté byly na 1 minutu rychle pfeneseny na led. K buitkkam bylo ptidano 800 ul sterilniho LB
média LB Broth Low salt (Duchefa Biochemie, Nizozemsko) nebo SOC média (ThermoFisher
Scientific, USA). Polovina bun¢k po transformaci (v nékterych piipadech vSechny buiiky)
byla vyseta na pfipravené agarové Petriho misky pro modro-bilou selekcei (1,5% bacto agar
(VWR Life Science, USA) v LB médiu, 100 png/ml ampicilin, na jednu misku bylo po ztuhnuti
média ptidano: 70 ul 100 mM IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid) a 20 ul 122 mM
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside) a rozetfeno sterilni sklenénou

hokejkou). Transformované bunky byly kultivovany na miskach ptes noc ve 37 °C.

3.6.4. Klon-test a pireo¢kovani vybranych kolonii

Z narostlych bilych kolonii obsahujicich insert bylo vybrano né¢kolik velkych
samostatnych kolonii, aby nedoslo ke smiseni bakterii ze dvou kolonii blizko vedle sebe. Byl
pfipraven master mix pro klon-test pomoci PCR s OneTaq polymerazou a univerzalnimi
vektorovymi primery M13 (viz Tabulku 4). V celkovém objemu jedné reakce (20 pul) nebylo
pocitano s zadnou DNA a jeji objem byl nahrazen vodou (viz kapitolu 3.4.). DNA byla do
reakce vnesena pipetovaci $pi¢kou, kterou byla dana kolonie nejprve pfeockovana na novou
Petriho misku (1,5% bacto agar v LB médiu, 100 pg/ml ampicilin). Nova miska byla

inkubovéna pies noc ve 37 °C, poté zalepena parafilmem a uchovana v lednici (4 °C).

Tabulka 4: Univerzalni vektorové primery M13. 260 bp je délka vektoru, ktery je témito

primery amplifikovan spolu s insertem.

Nazev ] Délka produktu
) Sekvence primeru Ta [°C]
primeru [bp]
M13 F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

57 dle insertu + 260 bp

M13_R CAGGAAACAGCTATGAC

3.6.5. MnoZeni bakterii v tekutém médiu, piiprava vzorku v glycerolu, izolace
plazmidové DNA
Vybrané klony o ocekavané velikosti byly namnozeny v tekutém médiu. Do zkumavek
se 4 ml LB média obsahujiciho 400 pg ampicilinu byly pomoci pipetovaci $picky pieneseny
bakterie z pteockované Petriho misky (viz kapitolu 3.6.4.). Zkumavky byly inkubovany pies
noc za stalého michani pti 37 °C. Dalsi den bylo z kazdé zkumavky odebrano 500 pl do
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Eppendorfovy zkumavky s ptipravenymi 500 pl 50% glycerolu. Vzorky byly zamraZeny
Vv tekutém dusiku a nasledné uchovavany pii -80 °C.

Zbytek tekuté bakterialni kultury byl pouzit pro izolaci plazmidové DNA alkalickou lyzi
pomoci kitu NucleoSpinPlasmid (Macherey-Nagel, Némecko) podle protokolu vyrobce,

finélni eluce byla provedena do 50 pl ptilozeného elu¢niho pufru.

3.6.6. Sekvenovani vzorki

U vyizolované plazmidové DNA byla zméfena koncentrace pomoci pfistroje Qubit 3.0
Fluorometer. Kazda sekvenacni reakce o celkovém objemu 5 ul obsahovala 500 ng
plazmidové DNA. Vzorky byly sekvenovany pomoci primera M13 v laboratofi SEQme s.1.0.
(Dobtis, Ceska republika) standardnim Sangerovym sekvenovanim. Klony nesouci &ast
element Pd-BEL/Pao se nepodafilo celé prosekvenovat, stejné jako element Lc-Ty3/Gypsy,
konkrétné klon amplifikovany pomoci paru primera Lc_Ty3_ F2 a Lc_Ty3_ R2. Proto byly

navrzeny dal$i primery, viz Tabulku 5.

Tabulka 5: NavrZené primery pro sekvenaci klonovanych mobilnich elementii.

Nazev primeru Sekvence primeru Ta [°C]
Pd_BEL_F3 CCGCCAAATTGCTTGCTGTA
Pd_ BEL_R3 CGCGGGATTGCTACGTAATT ®0
Pd_BEL F4 ACGCTAGCTGTCGAACTACA
Pd_BEL_R4 ACCGAAATGTGGAGAGGCAG ®0
Lc_Ty3_F4 GTGTTTGAGACGCAATGGAAC 60

Dalsi sekvenacni reakce o celkovém objemu 10 pl obsahovaly 500 ng plazmidové DNA
a 25 pmol jednoho primeru. Dale byly stejnym zptsobem piipraveny sekvenacni reakce
s nékterymi primery pouzitymi pro amplifikaci mobilnich elementl. Pro sekvenaci klonu
amplifikovaného primery Lc Ty3 F1 a Lc Ty3 RI, byl pouzit primer Lc Ty3_ F2. Pro
sekvenovani klonu amplifikovaného primery Lc Ty3 F3 a Lc Ty3 R3 byl pouzit primer
Lc_Ty3_R2 (viz Tabulku 3). Ziskané sekvence byly zpracovany v programu Geneious 11.1.4.
a porovnany s konsensus sekvencemi ziskanymi v pfedchozich bioinformatickych analyzach

(viz kapitolu 1.4.)
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3.7.  Analyza pritomnosti repetic u pribuznych druhii modraskii a u vybranych
druhii mravenci.

Analyza mobilnich elementti byla provedena pomoci PCR. Pro kontrolu pritb¢hu PCR
byly navrzeny primery na ¢ast genu pro 18S rRNA v programu Geneious 11.1.4. Teplota
nasedani primert byla s ohledem na ostatni pouzité primery stanovena na 62 °C. Primery
oznacené zkratkou ,,lyc* byly pouzity u modraska, zkratka ,,ants* znaci pouziti u mravencd,
viz Tabulku 6. Tyto primery byly otestovany pomoci PCR nejprve samostatné, a pak i
dohromady s primery pro jednotlivé mobilni elementy. Pro analyzu byly pouzity nasledujici

primery (viz Tabulku 7).

Tabulka 6: Primery pro 18S rRNA.

Nazev primeru Sekvence primeru Délka produktu [bp]
18S_lyc_F CGGTGCTCTTCAGTGAGTGT 571
18S lyc_R CACCACCCACCGAATCAAGA
18S _ants_F GCCTGAATACTGCGTGCATG
18S_ants_ R TCCACCAACTAAGAACGGCC °10

Tabulka 7: Primery pouZité pro analyzu pritomnosti mobilnich elementii u vybranych

druhu modraska a mravencu.

Nazev primeru Sekvence primeru Délka produktu [bp]
Lc P_F1 ACGGAATAAGCCAGGAACTACC
Lc P_R1 ATCAGCTGATCACGTCGTGT 1429
Lc_Ty3 F5 CGCCCTGGTACTCGTATGTC
Lc_Ty3_R5 TTGAAAATTCGTGCTGGGCG H30
Pd_Mariner_F1 CCGCCGCTAGACTTTATCGT
Pd_Mariner_R1 TACGCTCTCAATGGGCTTCG o1
Pd_BEL_F5 GCGCTCGTGTGAACGTATTC
Pd_BEL_R5 CTCAATGTCCGGTGAAGCCT H90
Pr_Mariner_F1 TGTCAATTATTTTTCCATTGTGGCG
Pr_Mariner_R1 GCTTTTCAAAATATTCGCCGCG Hod
Pr_Ty3 F2 TCTTGATTTTCATTTGGTCCAAGG
Pr_Ty3 R2 AGTGAAAACAAGAGACTGCAAATT 1050
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Smési pro PCR obsahujici dva pary primerd byly namichany tak, jak je popséno v kapitole
3.4. U vsech druhii byla pouzita OneTaq polymerdaza. Reakce u modraski obsahovaly
piiblizn¢ 26 ng DNA (podle naméfené koncentrace), kazda reakce u mravencti obsahovala

piiblizné¢ 15 ng DNA (podle naméiené koncentrace).

3.8.  Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

U druht Lysandra coridon a L. bellargus byla provedena fluorescenéni in situ
hybridizace, umoziiujici lokalizaci studovanych repetic na chromozomech. Analyzovany byly
mobilni elementy Lc-P element a Lc-Ty3/Gypsy. K tomuto ucelu byla pouzita tzv. TSA-FISH

(,,Tyramide signal amplification FISH*), coz je FISH s enzymatickou amplifikaci signalu.

3.8.1. Priprava sond

Sondy byly pfipraveny pomoci PCR, kde jako templat slouzila plazmidovda DNA
aprimery byly pouzity stejné, jako pii klonovani daného elementu. Pro oba studované
elementy byla jako templat pouzita DNA z kloni s nejvétsi homologii s konsensus sekvenci
(viz Ptilohu I). Kazda reakéni smés pro PCR o celkovém objemu 20 pl obsahovala: ptiblizné
19 ng plazmidové DNA a byla pouzita ExTaq polymeraza (viz kapitolu 3.4.).

Deset stejnych smési pro PCR se stejnou templatovou DNA bylo ptepipetovano do jedné
zkumavky a precisténo pomoci kitu Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System. Bylo
postupovano podle ndvodu od vyrobce. Eluce byla provedena do 40 pl ptilozené ,,Nuclease
Free“ vody. Koncentrace DNA v piecisténém produktu PCR byla zméfena pomoci ptistroje
Qubit 3.0 Fluorometer.

Sondy byly znafeny metodou tzv. nick-translace. Jedna reakéni smés o celkovém
objemu 20 ul obsahovala: 1x Nick Translation pufr (5 mM Tris-HCI, 0,5 mM MgCl., 0,0005%
BSA; pH 7,5); 10 mM 2-merkaptoethanolu; dNTP mix o slozeni 0,05 mM dATP, dCTP, dGTP
a 0,01 mM dTTP; 0,02 mM digoxigenin-11-dUTP (Jena Bioscience, Némecko); 20 U DNA
polymerazy I (ThermoFisher Scientific, USA); 0,01 U DNazy I (ThermoFisher Scientific,
USA) a 1 pg templatové DNA. Znaceni probihalo pii 15 °C po dobu 45 minut u sondy pro
Lc-P element a 60 minut u sond pro repetici Lc-Ty3/Gypsy. Poté byla reakce ukoncena
ptfidanim 2 pl 10x pufru ,,loading buffer (50% glycerol; 250 mM EDTA; 5,9 mM bromphenol
blue). Vysledek nick-translace byl ovéien gelovou elektroforézou. Takto znacené sondy byly
precistény na sephadexové kolonce, ktera byla vyrobena ze Sephadexu G-50 (GE Healthcare,
USA) a pipetovaci $picky s filtrem. Pro vyrobu jedné kolonky bylo pouzito 0,025 g Sephadexu
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a 400 pl MilliQ H20. Tato smés byla po promichani inkubovéana 45 minut pti 4 °C. Poté byla
nanesena do ustfizené pipetovaci Spicky s filtrem (200 pl). Kolonka byla vlozena do
zkumavky a posledni zbytky vody byly odstranény centrifugaci po dobu 2 minut na 1000 g.
Na takto piipravenou kolonku byla nanesena znacena sonda a opét prob¢hla centrifugace
(2 minuty, 1000 g). Takto piec¢isténé sondy mély koncentraci pfiblizné 20-30 ng/ul a byly
skladovény pfi -20 °C.

3.8.2. Hybridizace na chromozomalni preparaty

Chromozomalni preparaty byly pfipraveny rozptylovaci metodou na histologické
plotynce (Mediouni akol., 2004) a vénovala mi je kolegyné Monika Kreklova, za coz ji dékuji.
Sklicka s chromozomdalnimi preparaty, kterd byla uchovavana pii -80 °C, byla nejprve
odvodnéna vzestupnou alkoholovou fadou (70%, 80% a 100% ethanol), v kazdém roztoku
byla skla 1 minutu. Déle bylo na kazdé sklicko aplikovano 100 ul RNazy A (Sigma-Aldrich,
USA) (100 pg/ml RNazy A ve 2x SSC) a preparaty byly piekryty krycim sklickem. Ve vlhké
komtrce byly inkubovany 1 hodinu ve 37 °C. Poté byla odstranéna kryci sklicka a preparaty
byly tfikrat promyvany ve 2x SSC, pokazdé po dobu 5 minut za stalého michani v pokojové
teploté. Timto krokem byla z preparatii odstranéna piipadna nezadouci RNA.

Nésledné byla skla ponotfena do 10 mM HCI, kde byla ponechana 20 minut pii 37 °C,
a poté opét promyta ve 2x SSC po dobu 3x 5 minut v pokojové teploté. Takto byly ze vzorki
odstranény zbytky cytoplazmy.

Dalsim krokem bylo oSetfovani preparatu v 1% roztoku peroxidu vodiku po dobu
30 minut v pokojové teploté. Poté byla skla opét promyta v 2x SSC (3x 5 minut, pokojova
teplota).

Preparaty byly dale ponofeny do 5x Denhardtova roztoku (0,1% polyvinylpyrolidol,
0,1% BSA a 0,1% Ficoll 400) na 30 minut pti 37 °C. Na jesté vlhka skla bylo naneseno 50 pl
hybridiza¢niho mixu (30 ng znacené sondy v 50% deionizovaném formamidu a 5% dextran
sulfatu v 2x SSC), preparaty byly pfekryty krycim sklem a denaturovany 5 minut pii 70 °C na
kovovée plotynce. Takto oSetiena skla byla ihned pienesena do vlhké komiirky, okraje krycich
sklicek byly utésnény lepidlem Fixogum rubber cement (Marabu, Némecko) a vzorky byly
inkubovany pftes noc ve 37 °C.

Naésledujici den byla odmyta nespecificky navazana a nenavazana sonda, za podminek
stanovenych podle teploty tani sondy (Tm) a podle pfedpoklddané homologie mezi sondou
a repeticemi v genomu. Ke stanoveni Tm byl pouzit vzorec:

Tm= 81,5 °C + 16,6 (10g10 [Na*]) + 41 (molarni zastoupeni [G+C]) — 0,63 (% formamidu) — 500/n,
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pfi¢emz n znaci délku sondy v bazich (Sambrook 2001).

Preparaty byly zbaveny lepidla spolu s krycimi sklicky a promyty v 50% roztoku
formamidu v 2x SSC 3x 5 minut pii 42 °C za stalého michani (za stalého michani probihaly
i vSechny nasledujici promyvaci kroky). Pii stejné teploté byly dale promyty ve 2x SSC opét
3x 5 minut. Nasledovalo promyti v 0,1x SSC 3x 5 minut pfi 56 °C. Jako posledni promyvaci
krok byla skla ponotfena do roztoku 1x TNT (0,1 M Tris-HCI; 150 mM NaCl a 0,1% Tween
20) a promyvana 5 minut pii pokojové teploté.

Na vlhka sklicka bylo naneseno 200 ul blokovaciho pufru TNB (0,1 M Tris-HCI,
150 mM NacCl a 0,5% blokovaciho ¢inidla TSA Blocking reagent (PerkinElmer, USA)).
Preparaty byly prekryty krycim sklickem a inkubovany 45 minut ve vlhké komtrce pfi
pokojové teploté. Mezi tim byla protilatka (konjugovana s kienovou peroxidazou)
Anti-Digoxigenin-POD, Fab fragments (Roche Diagnostic, USA) nafedéna s TNB pufrem
v poméru 1:200 pro Lc-P element nebo 1:500 pro repetici Lc-Ty3/Gypsy. Po inkubaci bylo na
kazdé skli¢ko aplikovano 100 pl této smési a po prikryti krycim sklickem byla skla inkubovéana
1 hodinu ve vlhké komtrce pti 37 °C. Poté byly preparaty oplachnuty cca 1 ml TNT a v tomtéz
roztoku promyty 3x 5 minut pfi pokojové teploté. Déle bylo se sklicky pracovano vyhradné
v Seru. Na vlhka skli¢ka bylo naneseno 100 pl 2% roztoku tyramidu (TSA Plus Fluorescein
system, PerkinElmer, USA) nafedéného v dodaném ,dilutant buffer v poméru 1:49.
Preparaty byly zakryty krycim sklickem a inkubovany 15 minut ve vlhké komirce pfi
pokojové teploté. Pak bylo kazdé sklicko opldchnuto cca 1 ml TNT, a poté byla sklicka
promyvana 3x 5 minut v TNT pfii pokojové teploté. Dale byla skla na 1 minutu ponofena do
1% roztoku Ilfotolu (Ilford, Velka Britanie).

Na oschla skla bylo naneseno 25 ul DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) (Sigma-Aldrich,
USA) v DABCO (1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan) (Sigma-Aldrich, USA) o koncentraci 1 pg/pl.
Preparaty byly piekryty krycim sklickem a prebytek aplikovaného roztoku byl vymackan do
filtra¢niho papiru. Okraje kryciho sklicka byly pfetfeny lakem na nehty a vzorky byly

skladovany pfti 4 °C ve tmé.

3.8.3. Pozorovani a dokumentace vysledki

Chromozomalni preparaty po provedené in situ hybridizaci byly pozorovany
mikroskopem Zeiss Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss Jena, Némecko) a dokumentovany
¢ernobilou kamerou Olympus CCD XM10 s programem cellSens Standard 1.9 (Olympus,
Némecko). Finalni podoba snimkt byla vytvofena programem Adobe Photoshop Elements

2020 slozenim a pseudo-obarvenim fotografii.
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3.9. Kvantitativni PCR

Metoda kvantitativni PCR (qPCR) byla pouzita ke zjisténi poctu kopii mobilniho
elementu Pd-Mariner u druhti Polyommatus dorylas, P. nivescens a P. thersites. Templatem
pro gPCR byla genomova DNA izolovana kitem NucleoSpin DNA Insect (viz kapitolu 3.2.).
Jako referencni gen byl zvolen gen acetylcholinesterdza-2 (Ace-2), ktery se u studovanych
modraskil vyskytuje v genomu pouze V jedné kopii. Primery pro amplifikaci mobilniho
elementu Pd-Mariner i acetylcholinesterdzy-2 byly navrzeny pomoci programu Geneious, tak,
aby mély stejnou nasedaci teplotu a tvofily stejné dlouhé produkty (viz Tabulku 8). Tyto
primery byly pofizeny od firmy Generi Biotech s.r.o. a jejich funkénost byla ovéfena pomoci

PCR s OneTaq polymerazou (viz kapitolu 3.4.).

Tabulka 8: Primery pouzité pro qPCR.

Nazev primeru Sekvence primeru Ta [°C] | Délka produktu [bp]
q_ref F ATCCTGATCGACGACTGCAA 50 179
q_ref R GGAGAAACACACCGTCGACA

g_Pd Mariner F | CCGCCGCTAGACTTTATCGT
g_Pd _Mariner_ R | GCGACCTCTTGCAACACTTC

60 172

Pro gqPCR byly pouzity 96 jamkové desticky. U kazdého druhu byl proveden test
ucinnosti PCR na smési genomové DNA ze tii jedinci daného druhu namichané v poméru
1:1:1. Takto namichand DNA o koncentraci 5 ng/ul pak byla natedéna 5x, 25x a 125x.
Jednotlivé reakce fedici fady byly provedeny v technickych triplikatech. Reakce pro zjisténi
relativniho poctu kopii studované sekvence, byly provadény v biologickych a technickych
triplikatech. Jedna reakce o objemu 10 pl obsahovala 5 ng templatové DNA; 0,8 uM kazdého
primeru a 1x Xceed qPCR SG 2x mix Lo-ROX (Institute of Applied Biotechnologies, Praha,
Ceska republika). U druhu P. nivescens nebyla dostupna DNA o dostateéné vysoké
koncentraci, a proto byla pouzita koncentrace: 5 ng/ul u jedince ¢. 1, u jedince 2 byla
koncentrace DNA pod rozliSovaci limit pfistroje Qubit 3.0 pfi pouziti kitu Qubit dsDNA BR
Assay Kita 2 pl métené DNA. Piitomnost DNA vsak prokazala PCR s primery pro 18S rDNA.
U jedince 3 byla koncentrace DNA 1,155 ng/ul. Tato DNA byla smichana v poméru objemu
1:1:1 pro ptipravu fedici fady. Pro test uc¢innosti i pro analyzu mnozstvi kopii v genomu byly
u tohoto druhu pouzity 2 ul DNA na 1 reakci.

Test ¢innosti PCR 1 samotny experiment probihaly vzdy soubézné na jedné desticce,
a to s primery pro studovany element i s primery pro referencni gen Ace-2. Do jamek byla
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vzdy nejprve napipetovana DNA, a poté mix obsahujici ostatni slozky reakce. Takto
pfipravena desticka byla pielepena kryci folii, kratce centrifugovana a vlozena do pfistroje
C1000 Thermal cycler CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, USA), kde probihala samotna
reakce takto: pocatecni denaturace pii 95 °C po dobu 3 minuty, poté nasledovalo 40 cykla
pocinajicich denaturaci pti 94 °C po dobu 10 sekund, nasedani primert a elongace pii 60 °C
30 sekund. Po kazdém cyklu bylo detekovano mnozstvi fluorescence v jamkach, a tedy
mnozstvi DNA. Nasledné¢ byla provedena analyza tani dvousroubovice DNA postupnym
zvySovanim teploty z 55 °C na 95 °C (po 0,5 °C). Potizena kiivka tani byla pouzita k detekci
ptfipadnych nezadoucich produktli, napt. tzv. ,primer-dimer” nebo jinych nespecifickych
produkti PCR. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny v programu Bio-Rad CFX Manager 3.0
a v Microsoft Office Excel Professional Plus 2016.

Z tedici fady byla stanovena uc¢innost reakci a jeji hodnota byla vyuzita pfi stanoveni
relativniho poctu kopii repetice Pd-Mariner s vyuzitim vzorce:

R = ((1 + Erer) ©"7) / (1 + Emmariner) m210),

kde R je relativni pocet kopii studovaného mobilniho elementu, E je rovno vypoctené
uc¢innosti reakce a Ct je cyklus, v némz doslo k ptekro¢eni prahové hodnoty. Dolni index ,,ref™

znaci referencni gen Ace-2, ,,mariner je index pro studovany mobilni element.
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4. Vysledky

4.1. Klonovani mobilnich elementa

Vsechny zvolené mobilni elementy se podafilo zaklonovat a osekvenovat. Sekvence
byly zpracovany v programu Geneious 11.1.4 a porovnany s konsensus sekvenci ziskanou
Z analyz pomoci programu RepeatExplorer. Primérné identita klonti s konsensus sekvenci
byla 96,1 % a identita s konsensus sekvenci pro jednotlivé mobilni elementy je uvedena
v Tabulce 9. Oba sekvenované klony repetice Pd-Mariner mély stejnou identitu s konsensus

sekvenci, stejné jako klony repetice Lc-P element. Sekvence klonti pouzitych pro piipravu

sond na TSA-FISH jsou uvedeny v Priloze 1.

Tabulka 9: Piehled zaklonovanych mobilnich elementa u studovanych druhi modraski.

Identita s konsensus

Druh Mobilni element
sekvenci [%]
BEL/Pao 98,1-99,2
Polyommatus dorylas i
Mariner 98,95
o Mariner 95,3-96,7
Polyommatus ripartii
Ty3/Gypsy 95,2-95,3
_ P element 99,8
Lysandra coridon
Ty3/Gypsy 91,1-99,5

4.2.  Analyza pritomnosti mobilnich elementi u pfibuznych druht modraski

Pro ovéfeni pfitomnosti studovanych mobilnich elementi u ptibuznych druhi modraska
byla pouzita metoda PCR. Jako vnitini pozitivni kontrola byla amplifikovana ¢ast genu pro
18S rRNA. Pro kazdy master mix byla pfipravena i negativni kontrola. Vysledky provedené
analyzy jsou shrnuty v Tabulce 10 (fotografie geli z elektroforézy produkti PCR jsou

v Priloze I).
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Tabulka 10: Vysledky analyzy studovanych mobilnich elementi u vybranych druhi
modraski. Ve sloupci oznaceném N, je zapsan haploidni pocet chromozomi daného druhu.

Symbol * znaci, Ze studovany element byl u daného vzorku detekovan, 0 znaci, ze nikoli.

Pd- Pd- Pr- Pr- Lc- Lc-
BEL/Pao| Mariner | Mariner | Ty3/Gypsy | P element | Ty3/Gypsy
Druh n
P.icarus 23 0 0 0 0
P. celina ? 0 0 0 0
P.dorylas1 |148-150 * * 0 0
P. dorylas 2 |148-150 * * * 0 0 *
P. nivescens 1 | 190-191 * * * 0 0 *
P. nivescens 2 | 190-191 * * * 0 0 *
P. nivescens 3 | 190-191 * 0 0
P. thersites 1 24 0 * 0 0 *
P. thersites 2 24 0 * * 0 0 *
P. thersites 3 24 0 * * 0 0 *
P. daphnis 23 0 0 * * 0
P.amandus | 22-24 0 * * * 0
P. escheri 1 23 0 0 0 0 0
P. escheri 2 23 0 0 0 0 0 *
P. escheri 3 23 0 0 0 0 0 *
P. stempfferi 1 23 0 0 0 0 0 0
P. stempfferi 2 23 0 0 0 0 0 0
P. stempfferi 3 23 0 0 0 0 0 0
P. ripartii 1 90 0 * * * 0 0
P. ripartii 2 90 0 0 * * 0 0
P. ripartii 3 90 0 0 * * 0 *
P. fulgens1 |108-110 0 0 * * 0 0
P. fulgens 2 |108-110 0 * * 0 0 0
P. fulgens 3 | 108-110 0 * * * 0 0
L. coridon 86-92 0 0 0 0 * *
L. hispana 84 0 0 0 0 * *
L. bellargus 45 0 0 0 0
L. punctifera 24 0 0 0 0

U druhd, kde bylo k dispozici vice jedincii, byla analyza pomoci PCR provedena na vice
riaznych genomovych DNA. Diky tomu byla odhalena vnitrodruhova variabilita u P. ripartii
ve vyskytu repetice Pd-Mariner a Lc-Ty3/Gypsy. U druhu P. fulgens byla nalezena
vnitrodruhova variabilita v pfitomnosti mobilniho elementu Pd-Mariner a Pr-Ty3/Gypsy.

U druht, kde byly diive repetice analyzovany pomoci programu RepeatExplorer, se
vysledky Dbioinformatické a PCR analyzy vétSinou shoduji. Jedinou vyjimkou je
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ptitomnost elementu Pd-Mariner u P. thersites. Az na Pd-BEL/Pao a Lc-P element vsak
repetice byly nalezeny u dalSich druhG modraskl, které nebyly zahrnuty v plivodni
bioinformatické studii.

Element Pd-Mariner byl programem RepeatExplorer nalezen jen u druhu P. dorylas
a P. nivescens. U referen¢niho druhu P. thersites tuto repetici nedetekoval. Analyza pomoci
PCR vsak amplifikovala element Pd-Mariner u vsech tfi zminénych druht, a také
u P. amandus, jednoho jedince P. ripartii (P. ripartii 1) a u dvou jedincua P. fulgens
(P. fulgens 2, P. fulgens 3), viz Tabulku 10. Kvuli rozporim mezi vysledky analyz pomoci
programu RepeatExplorer a metodou PCR byl pocet kopii elementu Pd-Mariner u druht
P. dorylas, P. nivescens aP. thersites testovan pomoci qPCR (viz kapitolu 4.5.) a u
P. thersites bylo Sangerovym sekvenovanim ovéfeno, ze byl skute¢né amplifikovan element
Pd-Mariner.

Mobilni element Pr-Mariner byl dle o¢ekavani nalezen u vsech jedincd P. ripartii
a P. fulgens a nebyl detekovan u druhu P. escheri. Zaroven byl ale nalezen i u celého dalsiho
kladu tvoteného druhy: P. icarus, P. celina, P. dorylas, P. nivescens, P. thersites, P. daphnis
a P. amandus.

Repetice Pr-Ty3/Gypsy méla byt podle bioinformatické analyzy ptitomna u P. ripartii
a P. fulgens. Metoda PCR vsak tento element nenalezla u jednoho ze tfi pouzitych jedinct
P. fulgens (P. fulgens 2, viz Tabulku 10). U referen¢niho druhu P. escheri tato repetice
nalezena nebyla, stejn€ jako pii bioinformatické analyze, naopak pomoci PCR byl element
Pr-Ty3/Gypsy nalezen i u druhti P. daphnis a P. amandus ze sesterského kladu.

Repetice Lc-Ty3/Gypsy byla nalezena u L. coridon, L. bellargus a L. hispana, coz je
vysledek shodny s analyzou pomoci programu RepeatExplorer. Element Lc-Ty3/Gypsy byl
dale nalezen i u druht: P. icarus, P. celina, P. dorylas, P. nivescens, P. thersites, P. daphnis,

P. amandus, P. escheri a také u jednoho ze tii jedinct P. ripartii (P. ripartii 3, viz Tabulku 10).

4.3. Analyza pritomnosti repetic u vybranych druhtt mravenci

U néekterych druhit modraskt je zndmo, ze jejich housenky jsou myrmekofilni (Pierce a
kol., 2002), proto bylo zkouméno, zda se u mravencl nevyskytuji stejné mobilni elementy
jako u modraskd. Mezi druhy by totiz mohlo dojit k horizontalnimu pfenosu genti. Bylo
analyzovéno celkem 13 druhii mravencii pomoci PCR. U Zadného ze studovanych mravencii

nebyl nalezen Z4dny z analyzovanych mobilnich elementl (viz fotografie geli v Ptiloze III).
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4.4. Lokalizace mobilnich elementi Lc-P element a Lc-Ty3/Gypsy na chromozomech

Pro lokalizaci vybranych mobilnich elementt byla pouzita metoda fluorescencni in situ
hybridizace s tyramidovou amplifikaci signalu (TSA-FISH). Pro vizualizaci repetic byly
Vv nasi laboratofi dostupné chromozomalni preparaty pouze z druha L. bellargus a L. coridon,
na ostatnich studovanych druzich tedy TSA-FISH provedena nebyla.

Lc-P element byl u L. bellargus lokalizovan pramémé ve 42,306 hybridizac¢nich
signalech v jednom jadfe (Tabulka 11), celkem byly spocitany signaly u 49 jader, a to
U jednoho samce a dvou samic. Dv¢ jadra ukazuje Obrazek 3.

Mobilni element Lc-Ty3/Gypsy se u druhu L. bellargus vyskytuje primérné ve
26,511 signalech v jednom jadre (Tabulka 11). Vyhodnoceno bylo 47 jader ze dvou samct a
dvou samic. Dvé jadra jsou na Obrazku 4.

Lc-P element byl u druhu L. coridon detekovan v jednom jadie pramérné ve
31,846 signalech (Tabulka 11). Signaly byly spocitany u 39 jader z jednoho samce a tfi samic.
Dv¢ jadra jsou na Obrazku 5.

Element Lc-Ty3/Gypsy se u druhu L. coridon vyskytuje praimémé ve
43,000 hybridizacnich signalech (Tabulka 11). Signaly byly spocitany u 60 jader ze dvou
samic. Navic se tento element vyrazné akumuluje po celé délce jednoho autozomu

(Obrazek 6a).

Obrazek 3: Vysledky FISH se sondou pro Lc-P element na chromozomalnich
preparatech samce a samice Lysandra bellargus. Chromozomy pachytennich jader jsou
obarveny DAPI (modrd), hybridiza¢ni signaly jsou pseudo-obarveny cervené, métitko

odpovida 10 pm.
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Obrazek 4: Vysledky FISH se sondou pro Lc-Ty3/Gypsy na pachytennich jadrech ze
samic Lysandra bellargus. Sipka na obriazku b oznaGuje pohlavni chromozom W.
Chromozomy jsou obarveny DAPI (modra), hybridiza¢ni signaly jsou pseudo-obarveny

cervené, métitko odpovida 10 pm.

Obrazek 5: Vysledky FISH se sondou pro Lc-P element na pachytennich jadrech ze samic
Lysandra coridon. Sipka na obrazku b oznacuje pohlavni chromozom W. Chromozomy jsou
obarveny DAPI (modrd), hybridiza¢ni signaly jsou pseudo-obarveny cervené, méfitko

odpovida 10 pm.
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Obrazek 6: Vysledky FISH se sondou pro Lc-Ty3/Gypsy na pachytennich jadrech ze
samic Lysandra coridon. Hvézdicka na obrazku a oznacuje autozom, ktery akumuluje
mobilni element Lc-Ty3/Gypsy po celé své délce. Sipka na obrazku b oznaduje pohlavni

chromozom W. Chromozomy jsou obarveny DAPI (modra), hybridiza¢ni signaly jsou

pseudo-obarveny ¢ervené, méfitko odpovida 10 um.

Tabulka 11: Po¢ty signalii u jednotlivych druhii a elementi.

Lysandra bellargus

Lysandra coridon

Lc-P element | Lc-Ty3/Gypsy

Lc-P element Lc-Ty3/Gypsy

Prameér 42.306 26511 31.846 43,000
Smérodatna 7332 3.797 3873 5030
odchylka

Lc-P element vykazuje cetn€j$i vyskyt u druhu L. bellargus, zatimco repetice
Lc-Ty3/Gypsy je €etngjsi u druhu L. coridon. Tyto transpozony se v genomu Vyskytuji na
riznych mistech a nékteré chromozomy neobsahuji studované repetice viibec. Pokud byl dany
element na chromozomu detekovan, vétSinou se jednalo o jeden intersticialni hybridizacni
signal, vzacnéji obsahoval jeden chromozom hybridiza¢nich signali vice (maximalné tfi).

Piestoze u motyli jsou mobilni elementy typickou slozkou pohlavniho chromozomu W,

nevykazuji zkoumané repetice akumulaci na tomto chromozomu.
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45. gPCR

Na zdkladé vysledkl provedené detekce mobilnich elementi pomoci PCR byla
provedena také kvantitativni PCR, ktera umoznuje odhadnout relativni pocet kopii
studovanych repetic v genomu studovaného organismu. Analyza metodou PCR totiz odhalila
element Pd-Mariner u druhtit Polyommatus dorylas, P. nivescens, P. thersites, zatimco
bioinformaticka analyza pfedpokladala jeho vyskyt jen u druhti P. dorylas a P. nivescens.
Metoda qPCR byla pouzita za ucelem zjisténi abundance elementu Pd-Mariner u druhu
P. thersites ve srovnani s ostatnimi druhy.

Po probéhnuti samotné qPCR byla vzdy provedena analyza kiivky tani, ktera prokazala
amplifikaci jediného produktu. Uginnost jednotlivych reakci byla 82,7-92,7 % (Tabulka 12)
a byla pouzita pii stanoveni relativniho poétu kopii repetice Pd-Mariner v genomech
studovanych modraskii. Pro vypocet byl pouzit vzorec uvedeny v kapitole 3.9.

Stanoveny relativni pocet kopii repetice Pd-Mariner v haploidnim genomu byl:
242 kopii u druhu P. dorylas, 54 kopii u P. nivescens a 8 kopii u druhu P. thersites (Tabulka
12 a Obrazek 7).

Tabulka 12: Relativni pocet kopii elementu Pd-Mariner stanoveny na zakladé vysledki
gPCR.

Vzorek |Vzorek|Vzorek UcmmiSt,u UcmnOSt,u . . |Smérodatna
Druh | " " referenéniho | studovaného [Pramér odchvika
genu [%] |elementu [%0] y
P. dorylas |217,748|255,428|252,253 83,100 91,000 241,810 17,063
P. nivescens| 60,321 | 49,517 | 51,748 82,700 87,600 53,862 4,657
P. thersites | 8,885 | 6,256 | 8,081 92,700 92,000 7,740 1,100
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Obrazek 7: Graf znazornujici vysledky kvantitativni PCR pro mobilni element
Pd-Mariner. Na svislé ose jsou relativni poéty kopii repetice Pd-Mariner. Vyska sloupci
odpovida priiméru vypocitanému z hodnot namétenych u tii jedinc daného druhu. Chybové

usecky na sloupcich znazorniuji smérodatnou odchylku.
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5. Diskuze

Cilem této bakalaiské prace bylo zkoumat mozny vliv mobilnich elementi na
chromozomalni rozpady u modraskt rodd Polyommatus a Lysandra. Mobilni elementy se
mohou podilet na chromozomalnich ptestavbach (Klein a O’Neill, 2018), coz bylo v ramci
hmyzu zjisténo napiiklad u zastupct rodu Drosophila (Lim a Simmons, 1994; Evgen’ev a
kol., 2000). Také u modraska bylo navrzeno, ze transpozony mohou zptisobovat genomovou
nestabilitu (diskutovano v Kandul a kol., 2004).

5.1. Analyza mobilnich elementii u vybranych druhi modraski a mravenci

U jednotlivych linii modréaska byly bioinformaticky vybrany repetice, které se zdaji byt
pfitomny jen u druhti s vysokym poc¢tem chromozomu (viz kapitolu 1.4.). Bioinformaticka
analyza pomoci programu RepeatExplorer byla vSak provedena jen na omezeném poctu druhti
modrasku, a proto byly v této praci nejen ovétovany vysledky této analyzy, ale byla také
zjistovéana ptitomnost studovanych transpozontl i u dalsich piibuznych druhii. Ugelem bylo
zjistit, zda se studované repetice vyskytuji specificky jen u modraskl s vysokym poctem
chromozom v dané linii 1 pfi studiu vétSiho poctu druhii. Takovy vysledek by naznacoval, Ze
pfitomnost mobilnich elementli miize mit vliv na fragmentaci karyotypu a evoluci modraskii.

K tomuto ucelu byla pouzita metoda PCR, kterd je dostate¢né citliva, aby odhalila
mobilni elementy i pokud jsou v genomu piitomny jen v nékolika malo kopiich. Vysledky
provedené analyzy (Tabulka 10) mohou poslouzit také k odhadnuti, kdy béhem evoluce
studovanych modraski doslo ke zisku ¢i ztraté daného mobilniho elementu.

Analyza pomoci PCR potvrdila vysledky ziskané v programu RepeatExplorer v ramci
druhti testovanych obéma piistupy, az na ptipad elementu Pd-Mariner (viz kapitolu 4.2. a
4.5.). Tato repetice se v ramci prvniho kladu nachazi u druhti P. dorylas (n = 148-150),
P. nivescens (n = 190-191), P. thersites (n = 24) a P. amandus (n = 22-24) (Obrazek 8), coz
jsou druhy, které maji jak vysoky, tak nizky pocet chromozomt, takze element Pd-Mariner
u téchto druhii pravdépodobné nema vliv na fragmentaci karyotypu. Protoze program
RepeatExplorer nedetekoval element Pd-Mariner u P. thersites, byla provedena analyza po¢tu
kopii daného elementu metodou qPCR. Ta ukézala, Ze se tento element vyskytuje v genomu
P. thersites pouze v né€kolika malo kopiich, a proto nebyl detekovan pfi bioinformatické
analyze. Tato analyza byla totiz provedena na sekvenacnich ¢tenich odpovidajici méné nez
jednomu ekvivalentu genomu a pii ndhodném vybéru sekvenacnich ¢teni pro analyzu je velka

Sance, Ze sekvence, které se v genomu vyskytuji v nékolika malo kopiich nebudou vybrany
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nebo budou ve vybéru podreprezentovany. Zajimavy je také vyskyt elementu Pd-Mariner
udruhu P.amandus. Jednim z moznych vysvétleni je, ze sem byl pfenesen naptiklad
horizontalnim pfenosem nebo mezidruhovym k#izenim od skupiny se spole¢nym piredkem
G (Obrazek 8). U druhého kladu se element Pd-Mariner nachazi pouze u druhi s vysokym
poc¢tem chromozomi: P. ripartii (n = 90) a P. fulgens (n = 108-110) (Obrazek 8), takze zde
by tento mobilni element mohl mit vliv na po¢et chromozomu. V bioinformatické analyze
vSak tento element nebyl u druhi P. ripartii a P. fulgens detekovan. Z toho lze usuzovat, Ze
se tato repetice nachazi v genomech zminénych druht jen v malo kopiich, a proto nebyla
odhalena programem RepeatExplorer, stejné jako u P. thersites. Kromé divodt zminénych
vyse zde muze hrat roli i fakt, Ze pfi bioinformatické analyze byly hodnoceny jen sekvence,
které predstavuji alesponn 0,01 % analyzovanych sekvenacnich ¢éteni. Distribuce repetice
Pd-Mariner by $la vysvétlit i jeji pfitomnosti u spole¢ného piedka D (Obrazek 8) a jeji
naslednou ztratou v minimalné ¢tyfech nezavislych piipadech.

Repetice Pr-Mariner se v ramci druhého kladu, kde byla objevena, nachazi pouze
U druhti s vysokym poétem chromozomda: P. ripartii (n = 90) a P. fulgens (n = 108-110)
(Obrazek 8), takZe tato repetice by mohla mit vliv na fragmentaci karyotypu. Nicméné element
Pr-Mariner se nachazi také u v§ech druhti se spole¢nym piedkem A (Obrazek 8). To by mohlo
naznacovat, Ze tento element se mohl objevit u spolecného piedka rodu Polyommatus
(znazornén pismenem D) a pozd&ji se dvakrat nezavisle ztratil u druhti P. escheri (n = 23)
a P. stempfferi (n = 23). Druhou moznosti je, Zze element Pr-Mariner byl pienesen
horizontalnim pfenosem nebo mezidruhovym ki#iZzenim od nékterého z druhii se spole¢nym
predkem A ke spole¢nému piedkovi druhti P. ripartii a P. fulgens.

Mobilni element Pd-BEL/Pao se nachazi pouze u druhd P. dorylas (n = 148-150)
aP. nivescens (n = 190-191) (Obrazek 8), coz jsou druhy, které maji v ramci prvniho
kladu nejvice chromozomi. To naznacuje, ze element Pd-BEL/Pao by u téchto druhti mohl

zpisobovat fragmentaci karyotypu.
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Obrazek 8: Znazornéni pritomnosti mobilnich elementi v kladogramu studovanych
modraski. (Kladogram byl sestaven na zaklad¢ poskytnutych vysledki fylogenetické analyzy
od Vila a kol., nepublikovano.) Barevna kolec¢ka znazoriuji ptitomnost mobilnich element
(viz vysvétlivky v levé &asti). Pismena znazoriiuji spoleéného piedka dané skupiny. Cisla
napravo odpovidaji haploidnimu po¢tu chromozomu u daného druhu (Kandul a kol., 2004;
Wiemers a kol., 2010; Talavera a kol., 2013; Vershinina a Lukhtanov, 2017).

Repetice Pr-Ty3/Gypsy se v ramci druhého kladu, kde byla objevena (spole¢ny
piedek B), nachazi pouze u druht s vysokym poctem chromozomu: P. ripartii (n =90)
a P. fulgens (n = 108-110) (Obrazek 8), takze u této skupiny by element Pr-Ty3/Gypsy mohl
mit vliv na fragmentaci karyotypu. Tento element se krom¢ zminénych druhli nachazi také
v genomu P. daphnis (n = 23) a P. amandus (n = 22-24) (Obrazek 8). Tyto druhy patii do
prvniho kladu a zda se, ze zde vyskyt repetice Pr-Ty3/Gypsy nijak nekoreluje s poctem
chromozomu. I v tomto pfipad¢ se mohl element objevit u jedné ze skupin a do druhé byt poté
prenesen. Dalsi mozZnosti je varianta, ze element Pr-Ty3/Gypsy vznikl u spolec¢ného piedka
D (Obrazek 8). V takovém ptipad¢ by musely nasledovat tii nezavislé ztraty tohoto elementu,

a to u spole¢ného predka F, u P. escheri a P. spempfferi (Obrazek 8).
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Ob¢ repetice Lc-P element a Lc-Ty3/Gypsy se v ramci tretiho kladu nachazi pouze
U druhti s vysokym poctem chromozomi: L. coridon (n = 86-92), L. hispana (n = 84)
a L. bellargus (n = 45) (Obrazek 8), takze i v tomto piipadé mohou mit mobilni elementy vliv
na pocet chromozomi. Lc-P element mozna vznikl u spoleéného piedka L. coridon
a L. hispana, a poté byl ptenesen k L. bellargus. K tomu mohlo dojit naptiklad mezidruhovym
ktizenim, které bylo dokumentovano mezi L. coridon a L. bellargus (Talavera a kol., 2013).
Nebo mohl vzniknout u spole¢ného piedka celého kladu (v Obrazku 8 oznacen jako C)
a nasledn¢ vymizet u L. punctifera. Repetice Lc-Ty3/Gypsy se navic nachazi u celého prvniho
kladu a také u P. escheri (n = 23) a P. ripartii (n = 90) z druhého kladu (viz Obrazek 8). Zde
zkoumanych modraska (v Obrazku 8 vyznacen jako E) a postupné se ztratil u P. stempfferi,
P. fulgens a L. punctifera.

Studované repetice vykazovaly obecné mozaikovitou distribuci v ramci fylogenetickych
vztahti modraskl rodd Polyommatus a Lysandra. Podobné vysledky byly ziskany napf.
u fylogenetické distribuce mobilnich elementl u ryb (Shao a kol., 2019). Tato distribuce se
sice d& vzdy vysvétlit pfes pfitomnost dané repetice u spoleéné¢ho predka a jeji ztratu
v nékterych liniich. U nékterych ze zkoumanych repetic by to vSak vyzadovalo pomérné velké
mnozstvi nezavislych udalosti. Jako pravdépodobné se tedy zda, Ze roli v evoluci repetic
U modraskii bude hrat jejich horizontdlni pfenos a mezidruhové kiizeni, které bylo
dokumentovano naptiklad u rodu Lysandra (Talavera a kol., 2013), takZe je mozné, ze k nému
dochdzi 1 u jinych druhit modrask.

Horizontalni pfenos mobilnich elementt byl jiz pozorovan u nékterych druhtt hmyzu.
Studie z roku 2017 analyzovala 13 fadi hmyzu a objevila, Ze primémé 2,08 % genomu je
odvozeno od mobilnich elementli ziskanych horizontdlnim pienosem béhem poslednich
10 miliond let. Nejvice takovych mobilnich elementi bylo nalezeno u bodalky stdjové
(Stomoxys calcitrans), kde predstavuji 24,6 % genomu (Peccoud a kol., 2017). Pfi jiné studii
z roku 2019 bylo zjisténo, ze mobilni elementy z nadrodin Copia, Jockey a Mariner ziskané
horizontalnim pfenosem se vyrazné akumuluji u fadu Lepidoptera oproti jinym zkoumanym
radim patficim mezi ¢lenovce (Arthropoda). U retrotranspozonti z nadrodiny Jockey bylo
nalezeno vyrazné mén¢ udalosti horizontalniho pfenosu nez u zbyvajicich dvou nadrodin. To
muZe naznacovat, ze RNA transpozony se pienaseji méné nez DNA transpozony, protoze
RNA intermediat je méné¢ stabilni. Jednim z moznych vysvétleni, pro¢ bylo u fddu Lepidoptera
pozorovano vyrazné vice udalosti horizontalniho pfenosu mobilnich elementt je, Ze k pfenosu

repetic dochazi pres néjaky vektor. Tim by mohly byt DNA viry bakuloviry, které se bézné
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nachazi u fadu Lepidoptera, ale u jinych fada jsou vzacné (Reiss a kol., 2019). V genomech
nékterych motyla a miir byly nalezeny sekvence pochazejici od bakuloviri a nékteré ptivodni
integrované sekvence byly upraveny a poskytuji urCitou ochranu proti patogenim.
Ke zdokumentovanému horizontalnimu pfenosu mobilnich elementd v ramci fadu
Lepidoptera doslo mezi rody Bombyx a Maculinae (Novikova a kol., 2007; Sormacheva a kol.,
2012) a také mezi Cernopaskou bavinikovou (Helicoverpa armigera) a msici bavinikovou
(Aphis gossypii) (Wang a kol., 2012).

K horizontalnimu pfenosu muze také dojit mezi parazitoidem a jeho hostitelem, jak bylo
ukazano naptiklad u parazitoidni vosicky Ascogaster reticulatus a jejiho hostitele Adoxophyes
honmai (Yoshiyama a kol., 2001). Bylo by dobr¢é zjistit, zda se mobilni elementy studované
V této préaci nachazi u parazitoidii zkoumanych modraskii. V nasi laboratofi bohuzel nebyly
k dispozici vzorky parazitoidt pro takovou analyzu.

Dalsim potenciadlnim zdrojem pro horizontalni pienos mobilnich elementi mohou byt
mravenci, kde byl tento proces zaznamenan napiiklad u Solenopsis invicta (Lee a Wang,
2018). Vétsina zastupct ¢eledi modraskoviti (Lycaenidae) ma ur€ité spojeni s mravenci, které
mize byt fakultativni nebo obligatni (Pierce a kol., 2002). V ramci této bakalaiské prace vSak
studované transpozony nebyly nalezeny u zadného z 13 druhi testovanych mravencu, a zda
se tedy, ze mezi témito mravenci a studovanymi modrasky nedochazi k horizontalnimu
pfenosu gentli pro analyzované repetice. Nicméné by mohlo byt pfinosné otestovat stejnym
zptisobem 1 dal$i druhy mravenci.

Co se ty€e potencialniho vlivu zkoumanych mobilnich elementl na fragmentaci genomu
u modraskd, 1ze tento vliv na zékladé prezentovanych vysledku (viz kapitolu 4.2., Tabulku 10)
zamitnout pouze u repetice Pd-Mariner, ktera byla v ramci jednoho kladu nalezena u druhd
s vysokym i nizkym poctem chromozomi. Ostatni elementy byly nalezeny (alesponl v ramci
jednoho kladu) specificky pouze u druhti s fragmentovanym karyotypem. Nekteré
transpozony byly sice u sesterskych skupin nalezeny i u modraski s nizkym poétem
chromozomi, nicméné pokud ve fylogenetické distribuci studovanych elementti hraje roli
mezidruhové kiiZeni a horizontalni pfenos, tak toto zjiSténi nevyvraci hypotézu o vlivu repetic
na fragmentaci genomu. Transpozon, ktery se dostane do nového genomu, totiz unika
hostitelovym obrannym mechanismiim a miiZze tak zplsobit nestabilitu karyotypu (Drezen a
kol., 2017). U rodu Drosophila bylo navic prokazano, ze mezidruhové kiizeni muze zvysit
rychlost transpozice, jelikoz u hybrida je snizena metylace DNA, coz muze zptsobit nizsi
kontrolu mobilnich elementti (Labrador a kol., 1999; Fontdevila, 2005).

38



Vysledky PCR analyzy také odhalily moznou vnitrodruhovou variabilitu u tii
zkoumanych mobilnich elementt: Lc-Ty3/Gypsy, Pd-Mariner a Pr-Ty3/Gypsy (viz kapitolu
4.2., Tabulku 10). Je mozné, Ze u P. ripartii pravé dochazi ke ztraté¢ nebo zisku elementu
Lc-Ty3/Gypsy, jelikoz byl nalezen pouze u jednoho ze tii analyzovanych jedinci. Stejné je to
I s elementem Pd-Mariner u P. ripartii. U tohoto elementu byla nalezena také vnitrodruhova
variabilita u P. fulgens. Element byl nalezen pouze u dvou jedincii ze tii testovanych a stejné
je to i selementem Pr-Ty3/Gypsy u P. fulgens. Je tedy mozné, ze pravé probiha néjaky
evoluéni proces, ktery povede bud’to k zafixovani téchto elementd, nebo K jejich ztraté. Jenou
z moznosti také je, ze u nekterych jedinct nebyly zminéné repetice nalezeny, protoze u nich
doslo ke zméné nebo ztraté sekvence, na kterou byly navrzené primery, ale jind ¢ast elementu
mize byt v genomu piitomna. Podobny vysledek byl ziskan pfi analyze repetic Ty v genomech

41 dostupnych kmenti Saccharomyces cerevisiae (Bleykasten-Grosshans a kol., 2013).

5.2.  Lokalizace repetic Lc-P element a Lc-Ty3/Gypsy na chromozomech

Dal$im z cilt této prace bylo lokalizovat vybrané mobilni elementy na chromozomech.
Ugelem bylo zjistit, zda se tyto elementy akumuluji napiiklad na pohlavnich chromozomech,
nebo zda jsou rozmistény rovnomérné na vetSin€ chromozomt.

Oba vizualizované elementy se v genomech L. coridon a L. bellargus nachazi na riznych
mistech a nékteré chromozomy studované repetice viibec neobsahuji. Elementy vykazuji
podobnou distribuci na chromozomech obou studovanych druhi a podobny je i pocet signalt
(viz kapitolu 4.4. — Obrazky: 3, 4, 5 a 6 a Tabulku 11). Nejvyssi smérodatnou odchylku maji
data ziskana u druhu L. bellargus pii detekci Lc-P elementu (Tabulka 11). To je ziejmé
zpuisobeno tim, Ze se na chromozomech nachazi mnozstvi velmi malych signald, které mohou
zanikat pti piekryvu chromozomi. Celkové muze byt pocet signali podhodnocen vlivem
prekryvajicich se chromozomil a jednotlivych signall, coz je zplisobeno vysokym poctem
chromozomt u studovanych druht. Nékteré chromozomy mohly v analyzovanych jadrech
také chybét, jelikoz vlivem prekryvi nebylo mozné chromozomy spocitat a zkontrolovat tak
uplnost vSech jader. PoCty hybridiza¢nich signali neodpovidaji odhadovanym poctim kopii
elementl stanovenym na zaklad¢é bioinformatické analyzy a velikosti genomu L. coridon
a L. bellargus. Odhadovany pocet kopii v genomu byl v fadu desitek u Lc-P elementu a v fadu
stovek u repetice Lc-Ty3/Gypsy (Dalikova, nepublikovano). Tento vyrazny rozdil oproti
odhadu naznacuje, ze jednotlivé signaly ziskané fluorescencni in situ hybridizaci obsahuji vice
kopii studovanych repetic a je tedy mozné, Ze studované repetice se vkladaji specificky do

urcitych mist v genomu (viz napiiklad Sultana a kol., 2017). Sekvencné specifické vkladani
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repetic bylo nalezeno naptiklad u retroelementu TRAS1 v genomu bource moruSového
(Bombyx mori) a mury zelené (Mamestra brassicae). Bylo zjisténo, Ze tento transpozon se
specificky vklada do telomerickych oblasti chromozomu (Okazaki a kol., 1995; Mandrioli,
2002). U P elementu mutize navic pfi transpozici dochazet k novému vkladani pobliz pivodni
sekvence, coz je u DNA transpozonu Casté (Kazazian, 2011).

Zajimavy vysledek byl ziskan vizualizaci elementu Lc-Ty3/Gypsy u druhu L. coridon.
Tato repetice se akumuluje po celé délce jednoho autozomu (viz kapitolu 4.4. — Obrazek 6a).
Tento vysledek byl patrny u vétSiny jader, ne vSak u vSech. Absence tohoto typu signalu
v nékterych jadrech mize byt zplisobena nepfitomnosti daného chromozomu, nebo jeho
zakrytim jinymi autozomy. Bylo by tedy dobré tento vysledek dale ovérit. Akumulace
mobilniho elementu na autozomech byla pozorovana napiiklad u vrubounovitych brouki
(Scarabaeinae), u kterych hybridiza¢ni signal elementu Mariner tvoti az polovinu nékterych
autozomu (Oliveira a kol., 2013). Akumulace transpozont je u motyl ¢asta na pohlavnim
chromozomu W (Traut a kol., 2007; Fukova a kol., 2007). To vSak v této praci
u vizualizovanych repetic pozorovano nebylo. Chromozom W byl na nékterych jadrech dobte
viditelny diky vyraznému DAPI pozitivnhimu barveni. Hybridiza¢ni signaly se vSak na tomto
chromozomu rozhodné neakumulovaly a v piipadé elementu Lc-Ty3/Gypsy u L. bellargus se
zda, ze chromozom W studované repetice neobsahuje viibec (viz Obrazek 4b). Tato prace vSak
nebyla zaméfena na studium pohlavnich chromozomi, takze by bylo dobré dale ovérit
ptitomnost studovanych mobilnich elementii na chromozomu W napftiklad pomoci genomové
in situ hybridizace. Absence transpozonti na pohlavnim chromozomu W spolu s faktem, ze
U modraski nejsou pohlavni chromozomy fragmentované (Kreklova, 2020), dale podporuje

hypotézu o vlivu téchto mobilnich elementtli na fragmentaci karyotypu u modraskd.
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6. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo analyzovat repetice, které byly v piedchozi studii
identifikované jako specifické pro vybrané druhy modraskt rodid Polyommatus a Lysandra
s vysokym poctem chromozomi. Jednotlivé studované repetice byly v této praci zaklonovany,
osekvenovany a dale testovany. Pomoci metody PCR byla zjistovana jejich piitomnost
u piibuznych druhtt modraski. To ve vétSin¢ piipadi potvrdilo vysledky ptedchozi
bioinformatické analyzy, kterym se vymykal jen transpozon Pd-Mariner. Ten byl timto
vyloucen z repetic s moznym podilem na rozpadech chromozomi u modraskt. Distribuce
zkoumanych repetic v genomech vybranych modraskt je v nékterych ptipadech pomérné
nahodilé a nelze ji jednoduse vysvétlit pfitomnosti u spole¢nych predki a naslednymi ztratami
u nékterych druhii. To nasvéd€uje tomu, Ze pfi Sifeni mobilnich elementli mezi modrasky hraje
roli mezidruhové kiizeni a horizontalni pfenos. K horizontalnimu pfenosu by mohlo dochazet
mezi myrmekofilnimi modrasky a mravenci, coz bylo ovéfovano Vtéto praci detekci
transpozontll u 13 vybranych druhit mravencti metodou PCR. U téchto mravenct vSak nebyla
nalezena zadna ze studovanych repetic, takze se zda, ze zde k horizontalnimu pfenosu mezi
témito druhy nedochazi.

I pfes pfitomnost studovanych repetic i u nékterych druhti modraskii se standartnim
poctem chromozomil, naznacuji vysledky této prace, ze mobilni elementy by u studovanych
druhii mohly mit vliv na fragmentaci karyotypu, protoze transpozon, ktery se nové dostane do
genomu napiiklad pravé mezidruhovym kiizenim nebo horizontdlnim pfenosem, mize néjaky
cas unikat hostitelovym regulaénim mechanismiim a zpisobit napiiklad chromozomalni
zlomy.

Vliv zkoumanych repetic na fragmentaci genomu podporuje i fakt, Ze se nenachazeji na
pohlavnim chromozomu W, jak bylo v této praci zjisténo fluorescencni in situ hybridizaci.
Pravé pohlavni chromozomy totiz, na rozdil od autozomtl, rozpadiim u modraskt nepodléhaji.
Tato bakalaiska prace tedy pfinasi celou fadu zajimavych vysledki, které podporuji hypotézu

o roli mobilnich elementt pii karyotypové evoluci u modraskt rodt Polyommatus a Lysandra.
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8. Prilohy

Priloha I: Sekvence kloniit mobilnich elementl (po odstranéni sekvenci primert) pouzitych
jako sondy pro TSA-FISH. Klon Lc-Ty3/Gypsy amplifikovany primery Lc Ty3 F2 a
Lc Ty3 R2 nebyl cely prosekvenovan, neosekvenovana cast je nahrazena pismeny n a jeji
délka byla odhadnuta na zéklad¢ konsensus sekvence. VSechny sekvence jsou uvedeny ve

formatu FASTA.

> Lc-P element klon amplifikovany primery Lc P F1 aLc P_ R1 (1387 bp)

ATCCTGCTTAAGGCTTCTTAGGGCTGATTGAAAGGCTGCACATATGCGACTACATATTAAGGCTATA
TGTTTTAAGCCACATTTGACAACAGCACTCACAACATCTTTTAAAATATTTTTCAAATCGATGCCTG
AGGTGGCTCCTTGGCAGTAATAAAAGGCAAGTGGTTGCTGCCATTTAAACACTGCTCCTCTTAGCAT
AAAAACTAAGGCATGGTCAGCAAAGTCATTAGTTTTTTTATTTAATTCTACAAATCCTGTGACTTTA
TCTTTGTTTTTGTCATAGTTTAGTGCAGTCTCCAATGACATCTCATCAAAGATTATCGAACAAAGTT
TTTTGTTCTCTTTCCAAGATGCGACCTGAAATAAATATTTTTAATGTAGTGATATAAAAATAACAAA
AAATATTGTGACAAATACCTCTGTAGTGGTGACATTTGAAATAAGTAATAACTAACCTTTTCTTTCA
TTAATTTGAAAAGTTGTGGACAAATTCCCGTTTCTATATTAAATTTGGACACCATGTTATTTAGTGT
AGACCTAGATGGCAATATAAATATATTGTGCAGAAACTTATACCCCTTGGGGCTTTGCTTCATTATG
CACATCGCTAATAATTTTTCTTCATTAGTGAACCTTCTGCCTTTCTTATTTTTGTTGCAAAGTTTAA
TTTGCATGTTCATAATTTTTCTAGCGTATGGATTCATATCATTTGTTAGTTTTTCAAATAACTGTTC
TTTCATAAAAGCTAAGGCTCTTTTGGCTCTCATGTAAAAATCTTTTTGCCGCTTAGCTCTTTGGTAC
TCTTGATAAATACACTTTGCCGTTGGTGTCAAATCTTTTATTTTATGAATGATACGCTTTCTTGCTT
TTAGCACCATCAAATGTCTGGTTTTCTCAATTTGATTTGAGGCTAAAAGTATATAAAATTTTGAATT
ATTTACATAAAACATAACACAATTGGCAAAGATAAGATAAGAAGTTATAAATATTAATTATTAACCC
ACTTTCTAGTCAATATAAATTATGAACAGCAAATAACTATTATATCATCTGACTTTGAAACAGAATA
CTAATACAGAAATCAACAACCCATTTAATGTTATAAGGCACATAAATATTATAATTTTTAAAGGGCT
TAGATCATTTTCTTTTGTAAGAAGTAAATTAACATTAGTTCTTGAACGATAGCTGTAAAAATGAATG
TATAATATGTTTATTTTACCTGAGTGTTATTCACTGATAAATGGGATGTTCCAGATACACTCTCAAG
ATTACTGGAAATTTGGTTTACTGCTTCTGCAAAAACAATTTATTCTTAAATTCTTTTTAGGAAACAA
AATATACAAATACCTGTACAGTAAGTTGAAGTTACATATGGATTTTG

>Lc-Ty3/Gypsy klon amplifikovany primery Lc_ Ty3 Fl aLc Ty3 R1 (2141 bp)

CGAAAAGGTTAGAGAAATGATTGACAAAATGTTAGAGGCTGGTATCATTAGAGACTCAACATCAGAA
TACGCAAGCCCTATTGTTCTAGTTAAAAAGAAAAACGGGAAGCAAAGACTTTGTGTAGATTAAAATT
CTAAACACCTTACATCATTCGTTACGCCTGATGGGCAATATGAATTTAACCACATGCCTTTTGGCCT
TGCCAATGCACCAGCAGTTTTCCAACGAATGATGAATAAGGTGTTAGGCTCTTCTAGATTTACTAAA
GCTACTGCCTACATAGATGATGTTCTTATTTATGGCATGAATGTTGAGGATTGCTTGGATAAATTAA
AACACGTCCTTTATTTACTAGAAAACGCCCATTTGACTCTTAATTTAGATAAATGCGAATTTTTATG
TGACCGAATCGATTATCTAGGTTATGAAATTAGCTCTGAAGGAGTGCAGCCCGGTAATCATAAAATA
GAAAGTGTTCAAAATTTTCCTCAGCCTGTAAATCAACAGGGTATACGTCAGTTTCTCGGATTGGTTA
GTTACTTCCGCAAGTTTATTCAAAATTTTGCACAGTTATCTTATCCCTTGAGTAAATTATTAAAAAA
GGATGTCAATTTTGTCTGGACTGATAAACAAAATAATTGTTTTAACGAACTCAAGCGTAGACTTATT
ACTAGACCCATTTTAGCTATTTATGACCCATCAGCTGAAACTTCAACTTCATACTGATGCTAGCAAA
ATTGGTGTAGGTGGTATTTTAATGCAACGGCTTAAAGAAAATGACACATTTAAACCAGTAGCTTTTT
ACAGTCGCCAAACCTCTCCTGAGGAAAAGAATTTTCACTCTTACGAGCTGGAGACCCTGGCTTTAAT
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TTGTTGCCTTAGAAAGTTTAGGGTTTATTTAATTGGTAAAGAATTCAAAATAATTACTGACTGTAGT
GCCCTACGAACTACTTTCTCTAAACGAGATCTTATTCCAAGAATAGCGCGTTGGTGGTTGTTATTAC
AAGAATATCAATGCACTGTAGAATATCGCCCTGGTACTCGTATGTCACATGTAGATGCCCTGTCACG
TAACCCAACGGATTTAGTAATTCCTGATGAGCTAGAACAATACCCTACTGTCATGTTAATAAATAAT
GAAGATTGGCTATTAACTTTACAGCTCGGTGATTCAGAGCTACAAAGAGTTAGGGATATATTAACTT
CTAAAATAGATGCAGAACAAGTGAAACACATAAGTGATAATTATGTTATTAAAGATAATAGGATTTA
CAAGGTAATAGATGGTGATAAGAATAATTTAAGATGGGCTGTGCCAAAGGGAGCGAGATGGCAAATA
TGCAAGCTAAACCATGATGATATTGGTCATTTTGGAGTAGATAAAACAATGGAACGAATAAAGGGGA
CATATTGGTTTCCAAAAATGACAAAATTTATAAAAAAAATACGTGGCTGCCTGTCTACAATGTGCTT
ATGCTAAAAAACAATCAGCTAATTCTGAAGGATTACTACACCCCATCACTAAAATTGAAGATCCATT
TCATACCTTACATATTGACCATCTCGGCCCCTTCGTAAAGTCGAAAAAACAAAACTCTTACATATTA
TTAATCATAGACGCTTTTACTAAATTTGCTTTTATTAAGCCAGTAAGAAATACTAAGTCTAAAACAG
CTATTGCAATTTTGGATGAAATTTTTAATGTTTTTAGAACTCCTGACCGCATAATAAGTGACAGGGG
AACTTGTTTTACTTCGCGATTATTCAAAGAGTTTTGTACAGATAGGAAAATCAAACACGTGTTAAAT
GCTGTGGCAAGCCCTCAATCGAATGGCCAGGTAGAGCGCTACAATAGGACTGTTCTTAACGCTCTTA
CAGCTCAAAACTTAAATTGCGATGTTGGGATGAGAAGGTGGGTAGAATTCAATGGGGCCTTAATAAT
AGTATCCAAAAAACTACTGGTAGAACCCCCGCAGAAATAATGTTTGGAACCCGTATGAATAGTGAGA
TAGAACCTATTCTTAATGAAGTGCGATCTGAAACTCGTGATAATACTGCCGTTACCGATATAAGGCA
TGAAGTTAAGGATAGAATAGATAATGAACAGATTAAACAAAAACAGTATTATGATAAACGCAAG

> c-Ty3/Gypsy klon amplifikovany primery Lc_Ty3 F2 alLc Ty3 R2 (cca 2390 bp)

ACATGTAGATGCCCTGTCACGTAACCCAACGGATTTAGTAATTCCTGATGAGCTAGAACAATACCCT
ACTGTCATGTTAATAAATAATGAAGATTGGCTATTAAATTTACAGCTCGGTGATTCAGAGCTACAAA
GAGTTAGGGATATATTAACTTCTAAAATAGATGCAGAACAAGTGAAACACATAAGTGATAATTATGT
TATTAAAGATAATAGGATTTACAAGGTAATAGATGGTGATAAGAATAATTTAAGATGGGCTGTGCCA
AAGGGAGCGAGATGGCAAATATGCAAGCTAAACCATGATGATATTGGTCATTTTGGAGTAGATAAAA
CAATGGAACGAATAAAGGGGACATATTGGTTTCCAAAAATGACAAAATTTATAAAAAAAATACGTGG
CTGCCTGCCTACAATGTGCTTATGCTAAAAAACAATCAGCTAATTCTGAAGGATTACTACACCCCAT
CACTAAAATTGAAGATCCATTTCATACCTTACATATTGACCATCTCGGCCCCTTCGTAAAGTCGAAA
AAACAAAACTCTTACATATTATCATAGACGCTTTTACTAAATTTGCTTTTATTAAGCCAGTAAGAAA
TACTAAGTCTAAAACAGCTATTGCAATTTTGGATGAAATTTTTAATGTTTTTAGAACTCCTGACCGC
ATAATAAGTGACAGGGGAACTTGTTTTACTTCGCGATTATTCAAAGAGTTTTGTACAGATAGGAAAA
TCAAACACGTGTTAAATGCTGTGGCAAGCCCTCAATCGAATGGCCAGGTAGAGCGCTACAATAGGAC
TGTTCTTAACGCTCTTACAGCTCAAAACTTAAATTGCGATGTTGGGATGAGAAGGTGGGTAGAATTC
AATGGGGCCTTAATAATAGTATCCAAAAAACTACTGGTAGAACCCCCGCAGAAATAATGTTTGGAAC
CCGTATGAATAGTGAGATAGAACCTATTCTTAATGAAGTGCGATCTGAAACTCGTGATAATACTGCC
GTTACCGATATAAGGCATGAAGTTAAGGATAGAATAGATAATGAACAGATTAAACAAAAACAGTATT
ATGATAAACGCAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTN
nnnNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NnnNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNnN
nnnnNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nnnnnnnnnnnnnnnNNNNNNNNNNAATTTGTAAAGTAATTGAGGTTGAAGGACGATCAGCGTAATCG
AGAAGACCTTGTAAATGATTGAGATTTAAAATTTGTAAAGTAATTGAGGTTGAAGGACGATCAGCGT
AATCGAGAAGACCTCGTAAGAGAGTAATATTTAATCAGTTTAATAAAAGAGTAAGATTTAATCAGTT
ATAATTTGTAAGATGAAAAATTATTATTAGCAATGTGAACCGAGTGTTAGGTCAATTTTATTTTAGA
AATGTAATGTTTAATTTGAAAATTAAAAACAATATTTTTTAGGAGTCATTTAGTTTGATTCTCAGGA
TGTAATGTAAAGTAAATGATTACAAATTAAAATAAGACGGCTAAAATCAACAAATGTCATTATAAAA
CGATGAATAATTATGCTATGTTTATTAAGGTTGTTTTTGGATTTTTGTAAAACTGTTGATTAAAAGG
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AAGTAATACTTTATTGCAATTTCTATAAATTTTATTCAAGGGTAATTTTATTGAGAGTATGTTTAGA
TTTTTTCTAGTGCTGTTAAAATAAAACAATGTATTAAAGAAAAGGAAGTTGCATTTGACTTCCCTCA
ATAGAGTTCGACGTTGATAGCAATTGGCGGGAGTTGGCGGGAATACCTGGGTATAAAATAGAGGGTT
TGAGCCCTATTTGGCGGATTCTGGTATCAACGTTGACCTCGGCAGGTTATACTGGTAAGTCACTTTA
AGAATTTCTTATACTTATTATAATTATTTGCTGTATTGATGTAACGTGCTCACAGTGAGTTAGACCT
AATGTTAATTACTCTTAGTTGGAGGTGATTTAATAATTATTATTAAAAGATGTCTGTTAAAATAAAG
TATTATAATTGTGATCTAGAGTTTTTATTACATATCAGAAGTGACACGTACACGCCTACAAAATTGC
TTTTGTTTATTTGAAAACTTCAACTGTATTTCTCTTCTTTTAGTGGTATCATATACTAAAGCATTCC
ACTTTTTGTGTGTTTGAGACGCAATGGAACACGAATCGCGAAAGA
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Piiloha I1: Obrazkova dokumentace gelové elektroforézy k PCR analyze studovanych

mobilnich elementl u modrasku.
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Obrazek 1: Vysledky detekce elementu Pd-BEL/Pao. Oc¢ekavana velikost amplifikovaného
elementu: 1190 bp. Ocekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace casti 18S rDNA):
571 bp. 1: P. icarus, 2: P. celina, 3: P. dorylas 1, 4: P. thersites 1, 5: P. amandus,
6: P.escheril, 7: P. ripartii 1, 8: P. fulgens 1, 9:L.hispana, 10: L. bellargus,
11: L. punctifera, 12: P. ripartii 3, 13: P. nivescens 1, 14: P. nivescens 2, 15: P. nivescens 3,
16: P. daphnis, 17: P. escheri 2, 18: P. escheri 3, 19: P. stempfferi 1, 20: P. stempfferi 2,
21: L. coridon, 22: P. dorylas 2, 23: P. thersites 2, 24: P. thersites 3, 25: P. stempfferi 3,
26: P. ripartii 2, 27: P. fulgens 2, 28: P. fulgens 3.
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Obrazek 2: Vysledky detekce elementu Pd-Mariner. O¢ekavana velikost amplifikovaného
elementu: 851 bp. Ocekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace ¢asti 18S rDNA): 571 bp.
1: P.icarus, 2: P. celina, 3: P. dorylas 1, 4: P. dorylas 2, 5: P. nivescens 1, 6: P. nivescens 2,
7: P. nivescens 3, 8: P. thersites 1, 9: P. thersites 2, 10: P. thersites 3, 11: P. daphnis,
12: P. amandus, 13: P. escheri 1, 14: P. escheri 2, 15: P. escheri 3, 16: P. ripartii 1,
17: P. ripartii 2, 18: P. ripartii 3, 19: P. fulgens 1, 20: P. fulgens 2, 21: P. fulgens 3,
22: L. coridon, 23: L. hispana, 24: L. bellargus, 25: L. punctifera, 26: P. stempfferi 1,
27: P. stempfferi 2, 28: P. stempfferi 3.
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Obrazek 3: Vysledky detekce elementu Pr-Mariner. O¢ekavana velikost amplifikovaného
elementu: 1104 bp. Oc¢ekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace ¢asti 18S rDNA):
571 bp. 1: P. icarus, 2: P. celina, 3: P. dorylas 1, 4: P. nivescens 1, 5: P. thersites 1,
6: P. daphnis, 7: P. amandus, 8: P. escheri 1, 9: P. ripartii 1, 10: P. fulgens 1, 11: L. coridon,
12: L. hispana, 13: L. bellargus, 14: L. punctifera, 15: P. stempfferi 1, 16: P. dorylas 2,
17: P. nivescens 2, 18: P. nivescens 3, 19: P. thersites 2, 20: P. thersites 3, 21: P. escheri 2,
22: P. escheri 3, 23: P. ripartii 2, 24: P. fulgens 2, 25: P. fulgens 3, 26: P. ripartii 3,
27: P. stempfferi 2, 28: P. stempfferi 3.
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Obrazek 4: Vysledky detekce elementu Pr-Ty3/Gypsy. Ocekavana velikost
amplifikovaného elementu: 1050 bp. Ocekéavana velikost vnitini kontroly (amplifikace ¢asti
18SrDNA): 571 bp. 1: P.icarus, 2: P. celina, 3: P. dorylas 1, 4: P. nivescens 1, 5: P. daphnis,
6: P. amandus, 7: P. ripartii 1, 8: P. fulgens 1, 9: L. coridon, 10: L. hispana, 11: L. bellargus,
12: L. punctifera, 13: P. thersites 1, 14: P. escheri 1, 15: P. stempfferi 1, 16: P. ripartii 2,
17: P. ripartii 3, 18: P. fulgens 3, 19: P. dorylas 2, 20: P. nivescens 2, 21: P. nivescens 3,
22: P. thersites 2, 23: P. thersites 3, 24: P. escheri 2, 25: P. escheri 3, 26: P. stempfferi 2,
27: P. stempfferi 3, 28: P. fulgens 2.

53



A8 i Wl st S LG MR Tt YRl 0 Bl s b it

—

e e e

Obrazek 5: Vysledky detekce elementu Lc-P element. O¢ekavana velikost amplifikovaného
elementu: 1429 bp. Ocekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace ¢asti 18S rDNA):
571 bp. 1: P. dorylas 2, 2: P. nivescens 2, 3: P. nivescens 3, 4: P. thersites 2, 5: P. thersites 3,
6: P. escheri 2, 7: P. escheri 3, 8: P. ripartii 2, 9: P. fulgens 2, 10: P. fulgens 3, 11: P. icarus,
12: P. celina, 13: P. dorylas 1, 14: P. nivescens 1, 15: P. thersites 1, 16: P. daphnis,
17: P.amandus, 18: P. escheri 1, 19: P.ripartii 1, 20: P. fulgens 1, 21: L. coridon,
22: L. hispana, 23: L. bellargus, 24: L. punctifera, 25: P. ripartii 3, 26: P. stempfferi 1,
27: P. stempfferi 2, 28: P. stempfferi 3.
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Obrazek 6: Vysledky detekce elementu Lc-Ty3/Gypsy. Ocekavana velikost
amplifikovaného elementu: 1130 bp. Ocekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace ¢asti
18S rDNA): 571 bp. 1: P. icarus, 2: P. celina, 3: P.dorylas1, 4: P. dorylas 2,
5: P. nivescens 1, 6: P. nivescens 2, 7: P. nivescens 3, 8: P. thersites 1, 9: P. thersites 2,
10: P. thersites 3, 11: P. daphnis, 12: P.amandus, 13: P.escheri 1, 14: P. escheri 2,
15: P. escheri 3, 16: P. stempfferi 1, 17: P. stempfferi 2, 18: P. ripartii 1, 19: P. ripartii 2,
20: P. ripartii 3, 21: P. fulgens 1, 22: P.fulgens 2, 23: P.fulgens 3, 24: L. coridon,
25: L. hispana, 26: L. bellargus, 27: L. punctifera, 28: P. stempfferi 3.
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Priloha III: Obrazkova dokumentace gelové elektroforézy k PCR analyze studovanych

mobilnich elementt u mravencu.
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Obrazek 7: Vysledky detekce elementu Pd-BEL/Pao u mravenci. Ocekavana velikost
amplifikovaného elementu: 1190 bp. Ocekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace ¢asti
18S rDNA): 516 bp. 1: Myrmica sabuleti, 2: Tapinoma erraticum, 3: Tetramorium cf.
caespitum, 4: Formica rufibarbis, 5: Lasius alienus, 6: Lasius fuliginosus, 7: Myrmica
ruginodis, 8: Lasius flavus, 9: Dolichoderus quadripunctatus, 10: Camponotus ligniperda,

11: Formica sanguinea, 12: Formica pratensis, 13: Liometopum microcephalum.
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Obrazek 8: Vysledky detekce elementu Pd-Mariner u mravenci. Oc¢ekavana velikost
amplifikovaného elementu: 851 bp. Ocekéavand velikost vnitini kontroly (amplifikace ¢asti
18S rDNA): 516 bp. 1: Myrmica sabuleti, 2: Tapinoma erraticum, 3: Tetramorium cf.
caespitum, 4: Formica rufibarbis, 5: Lasius alienus, 6: Lasius fuliginosus, 7: Myrmica
ruginodis, 8: Lasius flavus, 9: Dolichoderus quadripunctatus, 10: Camponotus ligniperda,

11: Formica sanguinea, 12: Formica pratensis, 13: Liometopum microcephalum.
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Obrazek 9: Vysledky detekce elementu Pr-Mariner u mravenci. Oc¢ekavana velikost
amplifikovaného elementu: 1104 bp. Ocekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace ¢asti
18S rDNA): 516 bp. 1: Myrmica sabuleti, 2: Tapinoma erraticum, 3: Tetramorium cf.
caespitum, 4: Formica rufibarbis, 5: Lasius alienus, 6: Lasius fuliginosus, 7: Myrmica
ruginodis, 8: Lasius flavus, 9: Dolichoderus quadripunctatus, 10: Camponotus ligniperda,

11: Formica sanguinea, 12: Formica pratensis, 13: Liometopum microcephalum.
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Obrazek 10: Vysledky detekce elementu Pr-Ty3/Gypsy u mravenci. Ocekavana velikost
amplifikovaného elementu: 1050 bp. Ocekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace Casti
18S rDNA): 516 bp. 1: Myrmica sabuleti, 2: Tapinoma erraticum, 3: Tetramorium cf.
caespitum, 4: Formica rufibarbis, 5: Lasius alienus, 6: Lasius fuliginosus, 7: Myrmica
ruginodis, 8: Lasius flavus, 9: Dolichoderus quadripunctatus, 10: Camponotus ligniperda,
11: Formica sanguinea, 12: Formica pratensis, 13: Liometopum microcephalum.
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Obrazek 11: Vysledky detekce elementu Lc-P element u mravenci. Ocekavana velikost
amplifikovaného elementu: 1429 bp. Ocekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace ¢asti
18S rDNA): 516 bp. 1: Myrmica sabuleti, 2: Tapinoma erraticum, 3: Tetramorium cf.
caespitum, 4: Formica rufibarbis, 5: Lasius alienus, 6: Lasius fuliginosus, 7: Myrmica
ruginodis, 8: Lasius flavus, 9: Dolichoderus quadripunctatus, 10: Camponotus ligniperda,

11: Formica sanguinea, 12: Formica pratensis, 13: Liometopum microcephalum.
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Obrazek 12: Vysledky detekce elementu Lc-Ty3/Gypsy u mravencu. Ocekavana velikost
amplifikovaného elementu: 1130 bp. Ocekavana velikost vnitini kontroly (amplifikace Casti
18S rDNA): 516 bp. 1: Myrmica sabuleti, 2: Tapinoma erraticum, 3: Tetramorium cf.
caespitum, 4: Formica rufibarbis, 5: Lasius alienus, 6: Lasius fuliginosus, 7: Myrmica
ruginodis, 8: Lasius flavus, 9: Dolichoderus quadripunctatus, 10: Camponotus ligniperda,

11: Formica sanguinea, 12: Formica pratensis, 13: Liometopum microcephalum.
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