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Abstrakt

Svabi afrotropické podéeledi Oxyhaloinae (Blattodea: Blaberidae) jsou zndmi piedeviim diky
chovatelsky populdrnim madagaskarskym sycivym Svabiim. Evolu¢ni vztahy a cytogenetické
charakteristiky vnitfnich linii této skupiny vSak nebyly doposud detailné studovany. Soucasti prace
je doposud nejrozsahlejsi (29 vzorki, 24 druhil) molekularné-fylogenetickd analyza zaméfend na
podceled’ Oxyhaloinae. Karyotypova charakteristika byla provedena u celkem 16 druhii; z toho u 12
vibec poprvé. U 4 dalsich druht s jiz dfive uréenymi pocty chromosomi byly ziskany dopliujici
informace o karyotypu. Piekvapujici bylo zji§téni vnitrodruhové variability v po¢tu chromosomt u
2 druhii zptisobené chromosomovou fuzi. Vibec poprvé byla u fadu Blattodea uzita molekularne-
cytogeneticka metoda, a to fluorescencni in situ hybridizace za uziti sond pro lokalizaci 18S rDNA
klastri u 16 druhd. U 4 studovanych druhti byla pozorovana vnitrodruhova variabilita v poctu 18S
rDNA klastrd. VSechny cytogenetické charakteristiky jsou diskutovany v kontextu ziskané

fylogenetické hypotézy a dany do souvislosti s vysledky doposud publikované literatury.

Kli¢ova slova:
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chromosomové fuze, chromosomové rozpady



Abstract

Cockroaches of Afrotropical subfamily Oxyhaloinae (Blattodea: Blaberidae) are widely known due
to the popularity of Madagascar hissing cockroaches as pet species. It is thus surprising that
evolutionary relationships and cytogenetical characteristics of this group haven’t been studied in
detail yet. The first molecular-phylogenetic analysis focused exclusively on Oxyhaloinae and based
on 29 samples representing 24 species is provided herein. Karyotypes of 12 species that have never
been cytogenetically studied before are described and additional karyotype information for 4 species
with known chromosome number is provided. Moreover, intraspecific chromosome number
polymorphism was observed in two species. The first application of molecular-cytogenetic methods
within Blattodea in form of fluorescent in situ hybridization using 18S rDNA probe is performed in
16 species. Intraspecific 18S rDNA loci number variation was observed in four species. All
cytogenetic characteristics are discussed in the context of obtained phylogenetic hypothesis and put

in a frame of recent knowledge.
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Uvod

Cytogenetika Blattodea
Predstavitelé fadu Blattodea,
tedy Svabi a termiti, maji
znacny globalni ekonomicky a
ekologicky dopad a mnozstvi

aspektl jejich biologie podléha

intenzivnimu védeckému
vyzkumu. Proto je
prekvapujici, 7e

z cytogenetického hlediska
jsou S§vabi a termiti znacné
neprobadani. Doposud bylo
karyotypovano 213 druhii (z
toho 127 druht Svabu, 86
termitl), coz predstavuje pouze
pfiblizn¢ 2,8 %  druhové
diverzity. Diploidni  pocty
chromozomii se  pohybuji
v rozmezi 15 az 98 (revidovano
v Jankasek, 2017) (viz obr. 1).
Pfitom nebyly pro popis
karyotypu tohoto hmyziho fadu
doposud aplikovany jakékoliv

I'— "Ectobidae" (2n7=15-49)

L Blaberidae (2n7=23-79)

I'— "Corydidae" (2n7-22, 45, 63)

LNc:ch't:olidm:

Blattidae (2n7=21-49)

Lamproblatidae (2ng=17)

Anaplectidae

Tryonicidae

Cryptocercidae (2n3=1547)

Mastotermutidae(2ng=08)
P Stolotermitidae(2n3=40)

i

Hodotermitidae (2nd=31, 40)

Archotermopsidae(2n3=52)
Kalotermitidae (2n4=22-67)
Stylotermitidae
"Rhinotermitidae” (2n8=42)
Serritermitidae

Termitidae (2n7=38, 42, 44, 48)
Obrazek 1 — Kladogram Blattodea (podle Bourguignon et al. 2015; Djernces et

al. 2015; Wu et al. 2018) s rozpétimi diploidnich poc¢ti chromosomi u
jednotlivych Celedi (podle Jankasek, 2017; Martins et Mesa, 1995).

molekularné-cytogenetické metody. Z divodu znacné odliSnosti karyotyptu termitii (Isoptera) a

ostatnich netermitich §vabu (dale jen ,,Svabi®) ktera je dana predevSim extenzivnim rozvojem neo-

pohlavnich chromosomi u termit{, budou v tomto textu popisovany oddélen¢.

Nejvice karyotypt Blattodea bylo popsano u $vabi celedi Blaberidae (43) a termiti ¢eledi Termitidae

(42). V ramci celed¢ Blaberidae se diploidni pocty chromosomil znac¢né lisi a celkové spektrum je

2nd =23-79 (Cohen a Roth, 1970). Vé&tsina karyotypt druhti této Celedi se sklada z metacentrickych

a submetacentrickych chromosomi. Nicméné, u podceledi Diplopterinae, Panchlorinae a tribu

Gromphadorhini (Oxyhaloinae) byly zjistény akrocentrické chromosomy (Cohen a Roth, 1970). Se

zvySenym poctem akrocentrickych chromosomil se setkavame také naptiklad u $vabi celedi

Corydiidae.



Samotna evoluce karyotypu byla v kontextu fylogenetickych hypotéz studovana u §vabd pouze
v Celedi Cryptocercidae, ktera tvofi sesterskou linii k termitim (Djernaes et al., 2012; Inward et al.,
2007). Po dosazeni karyotypt péti americkych druhii (2n3=37-47) rodu Cryptocercus do kontextu
fylogenetické hypotézy, vyvstal pravdépodobny scénat jejich karyotypové evoluce skrze fiuze
akrocentrickych chromosomti (Burnside et al., 1999; Luykx, 1983). Asijské druhy rodu
Cryptocercus, kterych je celkem zndmo 25, tvofi sesterskou skupinu 5 americkym druhtim (Bai et
al., 2018; Che et al., 2016). Jejich diploidni pocty se pohybuji v rozmezi: 2nd=15-43 (Bai et al.,
2018; Che et al., 2016). Velka variabilita po¢tu chromosomil v ramci tohoto rodu je pfisuzovana
chromosomovym flzim a rozpadim, nicméné na zakladé fylogenetickych hypotéz (viz Bai et al.,
2018; Che et al., 2016) nelze jednoduse fici, Ze by se evoluce udavala pouze jednim z t€chto smért.
Jednotlivé druhy rodu Cryptocercus ziji v oddélenych vysokohorskych udolich a maji malou
schopnost disperze, coz muze u takovych populaci zapfi¢init pozorovanou vyssi karyotypovou
variabilitu (White a Webb, 1976). U dalsich skupin Blattodea lze dle publikovanych pocti
chromosomt (pro ptehled viz Jankasek, 2017) a recentnich fylogenetickych studii (Bourguignon et
al., 2018; Inward et al., 2007; Legendre et al., 2017) vysledovat trend v nartistani po¢tu chromosomul.
Tento jev sledujeme u n€kolika druhii podceledi Blaberinae. U druhi Blaberus atropos (Stoll, 1813),
B. craniifer Burmeister, 1832 a B. giganteus (Linnaeus, 1758) byl zjistén diploidni pocet
chromosomtl u samcii 73 zatimco u dalSich dvou druhti B. discoidalis (Audinet-Serville, 1839) a B.
parabolicus Walker, 1868 37, respektive 35 (Cohen a Roth, 1970). Jak karyotypy s nizkymi pocty
chromosomtl, tak i ty spoctem 73 obsahovaly jeden velky par submetacenkych nebo
metacentrickych chromosomt a zbytek chromosomtl byl také submetacentricky ¢i metacentricky
(Cohen a Roth, 1970). Z ptilozenych fotografii v clanku Cohen a Roth (1970) je zfejmé ze
chromosomy zminénych druhti s pocetnéj$im karyotypem jsou mnohem mens$i v porovnani se

zbylymi dvéma karyotypy, autofi vSak tyto rozdily nijak nekomentuji.

Dale 1ze trend ke zvySovani poc¢tu chromosomu vysledovat u druhu Macropanesthia rhinoceros
Saussure, 1895, coz byl jediny karyotypovany druh (2n3=79) tohoto rodu. Macropanesthia patii
spole¢né¢ s nékolika dalsimi rody v substratu zijicich Svabli do podceledi Geoscapheinae
(Blaberidae), ktera je nejspise skupinou n€kolika paralelnich linii vnofenych v podceledi Panesthinae
(Blaberidae) (Legendre et al., 2017; Lo et al., 2016), jejiz karyotypované druhy (2) mély vyrazné
mensi chromosomovy pocet (2n3=37) (Cohen a Roth, 1970). Dalsi linie, u kterych pozorujeme
vysoké chromosomové poéty (2nd=65) jsou druhy Phortioeca phoraspoides (Walker, 1871) a
Lanxoblatta emarginata (Burmeister, 1838) (Cohen a Roth, 1970). Oba tyto druhy patii do podceledi
Zetoborinae, jez ovSem neni monofyleticka a nékteré jeji evolucni linie jsou vnoiené do podceledi
Blaberinae, ktera tedy také neni monofyletickou (Legendre et al., 2017). Nejblizsi ptibuzny rod t€émto

dvéma zminénym druhim se zndmym alespoii jednim karyotypem je dle Legendre et al. (2017) rod

Phoetalia (Phoetalia circumavagans, 2n3=53) (Cohen a Roth, 1970), coz opét nasv&d¢uje trendu



navySovani chromosomu. Vyrazny kontrast vysokych a nizkych po¢ti chromosomu je ziejmy i u
podceledi Oxyhaloinae (Blaberidae), které se tato prace vénuje v samostatné podkapitole:

Charakteristika podceledi Oxyhaloinae.

U vétSiny zndmych karyotypl netermitich §vabli byly u samct zjistény liché diploidni pocty
chromosomtl. Z tohoto diivodu je u mnoha druhti pouze piedpokladan chromosomovy systém urceni
pohlavi XX/X0. Nicméné¢, nelze vyloucit ani jiné systémy s lichym poctem pohlavnich chromosomt
u samct, jelikoz u fady druhti nebyla popsana meiosa, a neni tudiz znamé parovani potencialnich
zmnozenych pohlavnich chromosomii (White a Webb, 1976). Konzervativnost systému pohlavnich
chromosomt u netermitich §vabli mize byt z téchto divodi pouze zdanliva. Pokud byl neparovy
pohlavni chromosom X detekovan, byl vétSinou metacentricky. Metacentricky pohlavni chromosom
nebude Casto a stabilné€ fuzovat s autosomy, a to je mozny diivod absence pozorovani vetsi variability
chromosomovych pohlavnich systémul u netermitich Svabti (White a Webb, 1976). Jedinou zndmou
vyjimkou tohoto schématu je patrné rod Latindia (Corydiidae). U blize neur¢eného tohoto rodu byl
u samcl pozorovan sudy diploidni poget chromosomt (2n3=22) (Cohen a Roth, 1970). Nicméné

autofi sami apeluji na pfezkoumani karyotypti vicero jedinct tohoto rodu.

Studium bunécného d€leni v ramci Svabu odhalilo u nékterych druhti jevy odchylujici se od
staardniho schématu meiosy. Zkoumané inbredni populace druhti Periplaneta americana (Linnaeus,
1759) a Blaberus discoidalis (Audinet-Serville, 1839) vykazovaly formace autosomalnich
multivalentd vzniklych v dusledku reciprokych translokaci v heterozygotnim stavu (John a Lewis,
1959; Lewis a John, 1957). Lewis a John (1957) studovaly tfi inbredni populace P. americana,
z nichz dvé byly z uhelnych dolt a jedna laboratorni. V§echny zkoumané populace byly tedy silné
reprodukéné izolovany. U dllnich populaci byly pozorovany kombinace multivalentt: R.IV
(prstencovy tetravalent), 2R.IV, 3R.1IV, C.IV (linearni tetravalent), R.IV + C.IV. 2R.IV + C.IV.
Jedinci bez multivalent u dtlnich populaci viibec pozorovani nebyli a v rdmci jedné populace se
vzdy vyskytovalo vicero riznych kombinaci tetravalentd. V laboratorni populaci (zalozené z jedné
z modelovych dilnich populaci) se u vybranych jedinci multivalenty bud’to neobjevily nebo se u
nich vyskytovala kombinace: R.VI + R.IV. Autofi nezaznamenali sniZenou fertilitu jedinct
s translokacemi a rozchod chromosomt multivalentti béhem anafaze probihal spravné. U inbredni
laboratorni populace druhu Blaberus discoidalis detekovali John a Lewis (1959) ve 23 jedincich z 25
jednu az cCtyfi reciproké translokace v heterozygotnim stavu, jejichz projevem byla formace
prstencovych multivalentd. Ani u tohoto druhu nebyl zaznamenan pokles fertility a disjunkce
chromosomut multivalentu probihala béhem anafaze normalné (John a Lewis, 1959). Frekventovana
pfitomnost chromosomovych multivalenti souvisi s mirou inbreedingu danych populaci. Se
zvySujicim se inbreedingem roste pozitivni selekce heterozygotnich reciprokych translokaci.
Dlvodem je zamezeni crossing-overu v oblasti translokovaného segmentu mezi homologickymi

chromosomy, a tim padem vznik novych vazebnych skupin alel (John a Lewis, 1959; Lewis a John,



1957). Z tohoto diivodu mohou setrvavat tyto translokace v inbredni populaci, kde je obecné silngjsi
trend k homozygotnosti, delsi dobu, vytvaret stabilni polymorfismus ¢i se v populaci tiplné€ fixovat

(Charlesworth a Wall, 1999; Husseneder et al., 1999; John a Lewis, 1959; Lewis a John, 1957).

Termiti jsou znacné odlisnou skupinou v mnoha ohledech od zbytku $vabli a z hlediska jejich
karyotypti tomu casto nebyva jinak. Na rozdil od netermitich §vabt, jejichz karyotypy jsou vétSinou
slozeny z dvouramennych chromosomti (Cohen a Roth, 1970), jsou u termith zdaleka
nejzastoupenéjsi akrocentrické a telocentrické chromosomy (Bergamaschi et al., 2007; Luykx,
1990). Nejvétsi z odlisnosti termitti od zbytku Blattodea je Siroka rozriznénost chromosomovych
systému urceni pohlavi, kterou u jinych §vabt viibec nepozorujeme. Cytogeneticky nejstudovanéjsi
Celed” Termitidae je karyotypové velice konzervativni a vétSina studovanych druhii vykazovala
2n=42 a chromosomovy mechanismus ureni pohlavi X;XiX>X2/Xi1X>2Y1Y2, jenZ je odvozen od
puvodniho XX/XY mechanismu a vznikl jednou reciprokou translokaci mezi Y chromosomem a
autosomem (Bergamaschi et al., 2007; Vincke, 1974; Vincke a Tilquin, 1978). U 10 druhti evolu¢né
blizké Celedi Rhinotermitidae byl pozorovan velice podobny karyotyp, jenz se také sklada ze 42
chromosomtl. Na rozdil od Termitidae zde vSak pozorujeme chromosomové systémy urceni pohlavi
jak XX/XY tak 1 XiXiXoXo/Xi1X2Y1Y2, a to vnékterych piipadech i vramci jednoho druhu
(Bergamaschi et al., 2007). U zbyvajicich termitich celedi jiz pozorujeme vyssi karyotypovou
rozriznénost. Celed Kalotermitidae je v tomto sméru vilbec nejvariabilngjsi s rozpétim diploidnich
pocti chromosomil 2n=22 (Martins a Mesa, 1995) az 67 (Fontana, 1982) a mnoha chromosomovymi
systémy urCeni pohlavi. Ancestralni karyotyp této celedi mél nejspiSe 42 akrocentrickych a
telocentrickych chromosomu a byl tedy podobny karyotyptim Rhinotermitidae a Termitidae. Skrze
chromosomové flze a Robertsonovské translokace tykajicich se jednoramennych chromosomu ¢i
chromosomové rozpady nasledné doslo u fady druhii k odchyleni od tohoto vychoziho stavu a celé
Celed nabyla vyraznou karyotypovou variabilitu (Martins a Mesa, 1995). Reciproké translokace a
chromosomové flze sehrali hlavni roli ve tvorbé rozliénych chromosomovych systémi
determinujicich pohlavi a doslo tak k odchyleni se od ptivodniho systému XX/XY (Luykx, 1990;
Martins a Mesa, 1995) (pro detailngjsi souhrn popisi karyotypti Kalotermitidae viz Jankasek, 2017).
Celedi Rhinotermitidae a Termitidae tvoii spole¢né s ¢eledémi Serritermitidae a Stylotermitidae (o
kterych zadné cytogenetické informace dostupné nejsou) monofylum s nazvem Neoisoptera (Engel
et al, 2009). Cel¢ této skupiné je dale sesterskd celed Kalotermitidae a tvofi spolu tedy
monofyletické uskupeni (Engel et al., 2009). Dle dosavadnich cytogenetickych dat 1ze tedy usuzovat,
ze karyotyp o 42 ptevazné telocentrickych a akrocentrickych chromosomech je ancestralnim pro
celou tuto skupinu (Kalotermitidae + Neoisoptera) a béhem evoluce dochazelo k jeho rozriiznéni
Casto skrze fize chromosomtl, Robertsonovské translokace, pericentrické inverze a chromosomové
rozpady (Martins a Mesa, 1995). Méné odvozené termiti Celedi, tzv. ,,lower termites*, vykazuji také

ruzne diferencované karyotypy i pohlavni chromosomy. Studium jejich karyotypti se nicméné tykalo



pouze péti druhll. Samci druhu Mastotermes darwiniensis, kteryzto je jedinym zastupcem Celedi
Mastotermitidae, maji v diploidnim poc¢tu 98 chromosomti (Bedo, 1987), coz je vitbec nejvyssi pocet
uvniti fadu Blattodea. V ramci Celedi Stolotermitidae byly studovany druhy Porotermes adamsoni,
2nd = 40, jehoz karyotyp obsahuje 2 metacentrické chromosomy a nastifiuje tak moznost odvozeni
skrze chromosomové fuze od ptvodnéjsiho karyotypu s 42 chromosomy bez metacentrickych
chromosomt (Luykx, 1990), a druh Stolotermes victoriensis, 2nd = 31 a 2nQ = 32, ktery ma
chromosomovy systém urceni pohlavi XX/X0 (Luykx, 1990). Nejedna se vSak o homologicky znak
spole¢ny se §vaby, jelikoz X chromosom tohoto druhu vznikl pravdépodobné sekundarné fizi dvou
akrocentrickych chromosomti. V ramci celedi Archotermopsidae byl urcen diploidni pocet
chromosomi u druhii Zootermopsis angusticollis Hagen, 1858, 2nd = 2nQ = 52 (Stevens, 1905;
Light, 1938), a Zootermopsis nevadensis Hagen, 1858, 2n{ = 52 (Light, 1938).

Charakteristika podceledi Oxyhaloinae

Podceled” Oxyhaloinae (Blaberidae) [~ Gromphadorhina sp. 1

je skupinou Ccitajici 78 druhti v 17 b Gromphadorhina sp. 2

rodech [ Cromphadorhina grandidicri |
(http://Cockroach.SpeciesFile.org). b Gromphadorhina oblongonota _S
Monofyleti¢nost Oxyhaloinae je Elliptorhina javanica g
konzistentné podpofena jak b Blliptorhina davidi 3
morfologicky (Princis, 1960; Roth, s A cluropoda insigis

1971), tak molekularné-geneticky _MZBEL},mﬂma chopardi

(napt. Bourguignon et al., 2018). zﬁim,wm-obia maderae

Naproti tomu je stale nedotesena jeji Rhyparobia sp. gj
pozice a piibuznost v ramce Rhyparobia grandis g;
Blaberidae. Nicméné, dle recentnich T o Nauphoeta cinerea

2nd=47

studii se ukazuje, Ze je sesterska

Diploptera punctata

podceledi Diplopterinae (viz obr. 2) Obrdzek 2 - Kladogram podceledi Oxyhaloinae s znaéenymi znamymi
) ) diploidnimi pocty chromosomi nad vétvemi. Sesterska podceled’
(Bourguignon et al., 2018; Djernaes Diplopterinae je zastoupena druhem Diploptera punctata (Eschscholtz,

etal., 2012; Evangelista et al., 2019). 1822). Upraveno a pfevzato z Bourguignon et al. (2019)

Samotna podceled’ Oxyhaloinae se na zaklad¢ struktury L2d a R2 skleriti sam¢ich genitalii a tvaru
samci subgenitalni desticky déli na tfi triby (Princis, 1960; Roth, 1971): Oxyhaloini (1 rod, 10 druhti),
Nauphoetini (6 rodt, 35 druhti) a Gromphadorhini (6 rodt, 20 druhti). Dalsi 4 rody se 13 druhy jsou
fazeny jako Oxyhaloinae incertae saedis. Mimo morfologické rozdily se tyto triby lisi i aredlem
roz$ifeni. Oxyhaloini se vyskytuji od subsaharaské Afriky po Jihoafrickou republiku. Nauphoetini
maji podobné subsaharsky areal rozsiteni, ale nekolik druht rodu Jagrehnia zasahuje i na

Madagaskar a pfilehlé ostrovy. Tribus Gromphadorhini je endemicky pro Madagaskar a ptilehlé


http://cockroach.speciesfile.org/

ostrovy (http://Cockroach.SpeciesFile.org). Dosavadni ¢lenéni do tfi tribll je zaloZeno pfedevsim na

morfologickych znacich a detailni molekularné fylogeneticka studie zamétena pouze na tuto skupinu
zatim nebyla publikovana. Legendre et al (2017) zahrnuli do své multilocusové studie fylogeneze
Celedi Blaberidae az 13 taxoni Oxyhaloinae. Jejich vysledky podporuji Nauphoetini a
Gromphadorhini jako monofyletické skupiny. Bourguignon et al. (2019) zahrnuli do své
mitogenomické studie, zamétené na cely fad Blattodea, taktéz 13 taxond patiici mezi Oxyhaloinae
(Obr. 2). Tribus Nauphoetini je vSak dle vysledku této studie parafyleticky k tribu Gromphadorhini.
V ramci Gromphadorhini je parafyleticky rod Elliptorhina, v némz je vnoten rod Aeluropoda, jehoz
pfesné postaveni ale neni zdivodu nizkych podpor spolehlivé uréené (<50% posteriorni

pravdépodobnost). Tribus Oxyhaloini nebyl zahrnut do téchto studii.

Vzhledem k udané topologii kladogramu (obr. 2) a zndmé biogeografii Oxyhaloinae je zfejmé, ze
v geologické historii muselo dojit k osidleni Madagaskaru. K Gplnému oddé€leni Madagaskaru od
kontinentalni Afriky doslo pfiblizné pted 136 miliony lety (Phethean et al., 2016). K odd¢leni
evoluéni linie tribu Gromphadorhini, Zijiciho pouze na Madagaskaru, od linie rodu Rhyparobia doslo
dle molekularnich hodin ptiblizn€ pied 55 az 83 miliony let (Bourguignon et al., 2018). Z téchto
vysledki je zfejmé ze Madagaskar byl osidlen skrze trans-oceanickou disperzi pfes jiz zformovany
Mosambicky priliv (Bourguignon et al., 2018). Konkrétni prabéeh ¢i doba, kdy k této disperzi doslo,
neni zndma. Leps$i vhled do pribéhu kolonizace Madagaskaru podceledi Oxyhaloinae mtize
poskytnout studium rodu Jagrehnia (Nauphoetini) vyskytujiciho se jak na pevninské Africe, tak na
Madagaskaru. V tomto ohledu jsou potencialné zajimavé i rody Heminauphoeta a Brachynauphoeta,
které se s vyjimkou druhu Brachynauphoeta mayottensis (Bruijning, 1947), jenz je endemitem
ostrova Mayotte (Komorské ostrovy), vyskytuji rovnéz pouze na Madagaskaru a jsou v rdmci celé

podceledi Oxyhaloinae nejasného postaveni (http://Cockroach.SpeciesFile.org). Na rozdil od rodu

Jagrehnia jiz byly dva posledni zminéné rody zastoupeny ve fylogeneticko-molekularnich studiich
a odveétvuji se jako separované linie pfed vznikem tribu Gromphadorhini (tak jak je v soucasné chvili
definovan) (Inward et al., 2007; Legendre et al., 2017). Vzhledem k jejich fylogenetické a
biogeografické pozici mohou tedy predstavovat jakési prechodné fenotypové a genotypové formy

mezi Naupheotini a Gromphadorhini.

Co se tyce cytogenetickych poznatkli, celkem bylo karyotypovano 5 druhtt Oxyhaloinae:
Elliptorhina brunneri (Butler, 1882) 2n =63 (Cohen a Roth, 1970), Elliptorhina chopardi

(Lefebvre, 1966) 2n o=75 (Cohen a Roth, 1970), Gromphadorhina portentosa (Schaum, 1853)
2n"o=63 (Cohen a Roth, 1970), Nauphoeta cinerea (Olivier, 1789) 2n"o=37 (Cohen a Roth, 1970),

Rhyparobia maderae (Fabricius, 1781) 2n"o=23 (Morse, 1909). Jedna se o jednu z karyotypové

vvvvvv

chromozomi patii do tribu Gromphadorhini. Naproti tomu, rody Rhyparobia a Nauphoeta, majici


http://cockroach.speciesfile.org/
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niz§i pocty chromozomi do tribu Naupheotini. Jiz z téchto dat je zjevné, Ze karyotyp této podceledi
prodélal rozsahlé zmény a vzhledem ke zvySenému poctu akrocentrickych chromosomii u
Gromphadorhini je pravdépodobné Ze k navySeni poctu jejich chromosomti doslo rozpadem ¢i
naopak u ostatnich linii doslo k fazim. V ramci Blattodea se setkavdme s obéma ptipady téchto
chromosomovych pfestaveb. Zajimavosti této problematice také dodava fakt, ze Gromphadorhini
jsou cisté ostrovni skupinou a kolonizace a nasledny zivot v ostrovnich podminkdch mohl mit
unikatni vliv na jejich karyotyp. K zodpovézeni této otazky je potfeba molekularné fylogeneticka

analyza s vét§im druhovym zastoupenim a vice dat o karyotypech dalsich druht.



Cile diplomové prace
Zakladnim cilem této diplomové prace je vytvotit fylogenetickou hypotézu na zakladé analyzy

fragmentt 6 gent (histon 3 (H3), dlouhy fragment COI (LCO), 28S rRNA, 18S rRNA, 16S rRNA a
12S rRNA) od 22 druhti podceledi Oxyhaloinae.

Do kontextu této fylogenetické studie budou nasledné namapovany vysledky cytogenetické analyzy
16 druht z nichZ dva jsou zastoupeny dvéma populacemi a jeden tfemi populacemi, zbytek druhi je

zastoupen jednou populaci.

Cytogenetické analyzy budou zahrnovat urCeni poctu chromosomu a jejich morfologie, popisu
bunécného déleni dle dostupnych figur. Dale budou u vSech druhti lokalizovany a urceny pocty
klastri 18S rDNA metodou FISH. Dale je cilem optimalizovat metodu C-pruhovani za ucelem
lokalizace blokl konstitutivniho heterochromatinu a také optimalizace FISH za pouziti dvou sond
k simultdnni lokalizaci klastrii 18S a 28S rDNA na jednom preparatu. Vysledky téchto
cytogenetickych analyz poskytnou cenné informace o znacich karyotypt jednotlivych linii v rdmci

Oxyhaloinae.

Material

V ramci této prace bylo cytogeneticky analyzovano 19 taxoni/populaci fadicich se do 16 druht.
VSichni analyzovani jedinci pochdzeli z dlouhodobych chovii Katedry zoologie Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy anebo byly pro tento ucel ziskany od soukromych chovateltl. Pro ucely
molekularné-fylogenetické analyzy byly pouzity sekvence 30 taxont fadicich se do 25 druht.
Material 20 analyzovanych taxond/populaci byl dostupny z chovti Katedry zoologie Prirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy anebo byly poskytnuty soukromymi chovateli. Sekvence 5 dalSich druhti
byly ziskany zlihovych sbirek. Sekvence poslednich 5 druhd taxont byly ziskany z databaze
Genbank.

Pro ptehled a lokality analyzovanych jedincii jak cytogenetickymi metodami, tak i metodami

molekularni fylogeneze viz tab. 1.

Pro obrazovou dokumentaci vybranych nékterych modelovych druhd viz obr. 3 a 4.
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Obrdazek 3 — Obrazovy prehled vybranych druhit Oxyhaloinae I. A: Pronauphoeta viridula, B: Oxyhaloa deusta (samec &
a samice Q), C: Rhyparobia maderae, D: Rhyparobia puerilis, E: Nauphoeta cinerea, F: Henschoutedenia flexivitta, G:
Jagrehnia madecassa, H: Elliptorhina chopardi, 1: E.cf lefeuvri. Méfitko = 1 cm. Foto: Zuzana Kotykova Varadinova
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Obrazek 4 - Obrazovy piehled vybranych druht Oxyhaloinae II. A: E. coquereliana MDG1, B: Elliptorhina
coquereliana MDG32, C: Aeluropoda insignis, D: Gromphadorhina oblongonota, E: G. portentosa, F: Princisia
vanwaerebeki, G: zleva: G. oblongonota, E. chopardi, R. maderae, H. flexivitta, N. cinerea, O. deusta. Méfitko = 1 cm
Foto: Zuzana Kotykova Varadinova
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Metodika

Ptiprava chromosomovych preparati a Giemsovo barveni

Jedincim byly vypitvany gonady a ponechany 25 minut v hypotonickém 0,075M roztoku KCI.
Hypotonicky roztok zpiisobi nasati vody buiikou a rozestoupeni sledovanych chromosomti. Daéle
byly gonddy ponechany minimaln€ 15 minut ve fixacnim roztoku metanolu a kyseliny octové (3:1).
Néasledné byla malad ¢ast tkdn€ gonaddy (cca 1 mm) pfenesena na podlozni sklo a zakdpnuta a
rozpu$téna 60% kyselinou octovou. Rozpousténi bylo urychleno mechanickou maceraci tkané
wolframovymi dratky ptimo na podloznim skle. Samotna tvorba preparati byla provedena metodou
,plate spreading® (Traut, 1976). Suché preparaty byly nadale barveny 25 minut v 5% roztoku barviva
Giemsa v Sorensenovée pufru (pH = 6,8). Po nabarveni byly preparaty ptipravené k prohlizeni, které
probihalo na mikroskopech Olympus Provis AX 70 a Olympus [X81. Analyza poctu chromozomt,
jejich délek a morfologickych typti ze zhotovenych fotografii probihala v programu Image] v1.52a
(https://imagej.nih.gov/ij/) s pluginem Levan (Sakamoto & Zacaro, 2009).

Ptiprava nepfimo znacenych sond pro klastry 18S rDNA a 28S rDNA

U vSech zkoumanych druhti byly mapovany metodou FISH klastry genu pro 18S rRNA a u druhu
Gromphadorhina portentosa (Schaum, 1853) klastr genu pro 28S rRNA. DNA templat pro vyrobu
sond byl ziskan ze Stira druhu Tityus smithii Pocock, 1893 (pro popis izolace DNA viz podkapitolu
Izolace DNA). V laboratoti cytogenetiky Katedry zoologie Univerzity Karlovy se jedna o zavedeny
a funkéni protokol. Evolucni vzdalenost §tirti od fadu Blattodea nezptisobuje $patnou aplikaci takto
vytvorené sondy, jelikoz samotné sekvence genli 18S rRNA a 28S rRNA jsou zna¢né konzervativni.
Potfebny usek genomu (cca 1800 bp, resp. 1100 bp) pro vyrobu sond byl amplifikovan pomoci PCR
(polymerase chain reaction). Na jednu PCR reakci byly pouzity 3 pl pufru, 2,4 ul dNTP’s (volnych
nukleotidt), 1,5 ul + 1,5 ul primeru (forward + reverse) a 0,3 pul ExTaq polymerazy. Dale byl piidan
objem DNA templatu odpovidajiciho 150 ng a dofedén vodou do obejmu 21,3 pl. Pro jednotlivé
kroky PCR reakce a popis primert viz tab. 2, 3 a 4.

Tabulka 2- primery pouzité pro PCR amplifikaci fragmentu 18S rDNA (1800 bp) a 28S rDNA (1100 bp) pro vyrobu
FISH sondy

18S rDNA 18S-Gal forward | forward | CGAGCGCTTTTATTAGACCA

18S rDNA 18S-Gal reverse | reverse | GGTTCACCTACGGAAACCTT
28S rDNA 28SpsF1 forward | ATTACCCGCCGAATTTAAGC
28S rDNA 28SpsR1 reverse TCGGAGGGAACCAGCTAC
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Tabulka 3 — pouzity PCR program pro amplifikaci fragmentu 18S rDNA na vyrobu FISH sondy

Faze Teplota Cas Opakovani
denaturace 95°C 3 min
94°C 30s
nasedani primeru 55°C 30s 34x
polymerace 72°C 2 min
72°C 3 min

Tabulka 4 — pouzity PCR program pro amplifikaci fragmentu 28S rDNA na vyrobu FISH sondy

Féaze Teplota Cas Opakovani
denaturace 95°C 3 min
95°C 30s
nasedéani primeru 56°C 30s 34x
polymerace 72°C 1 min
72°C 10 min

Po PCR reakci byla pomoci elektroforézy zkontrolovana délka a Cistota ziskanych fragmentti. Reakce
probihala 30 min za elektrického napéti 100 V a elektrického proudu 400 mA. Dle koncentrace PCR
produktu, jeZ byla stanovena na fluorimetru Qubit™4 Flurometer (Invitrogen™), byl odebran
ptislusny objem k ziskani 500 ng templatu. Ziskany templat byl znaceny metodou ,,nick translace
za pouziti Nick Translation Kitu (Abbott Molecular). Nejprve byl namichin mix volnych
degenerovanych nukleotidll (znacenych biotinem): 2,5mM A 2 pl, 2,5mM C 2 pl, 2,5mM G 2 pl,
2,5Mm T 0,75 pl a 10,08 pl H,O. Do nick transla¢ni smési bylo dano 2,5 ul dNTP’s mixu, 2,5 pl
bufferu, 5 ul enzyme mixu a jiz zminény objem piecisténého (viz ¢ast PCR reakce a purifikace) PCR
produktu odpovidajiciho 500 ng doplnéného vodou do 15 pl. Znaceni poté probihalo v termobloku
pfi 15°C po dobu 2h. Po fragmentaci PCR produktu enzymy detekujeme na 1% agarézovém gelu po
elektroforéze fragmenty o délce mezi 500 az 100 bp. Reakce byla po piisobeni enzymi zastavena
v lazni pti 70°C po dobu 10 min a dale byl produkt s ptipravenou sondou zchlazen na ledu a nasledné

zamrazen.

Ptiprava nepfimo znacenych sond pro klastry 18S rDNA a 28S rDNA ur€enych pro

detekci na jednom preparatu

Pro znaceni a pfipravu obou sond byl pouzit opét Nick Translation Kit (Abbott Molecular). Jako
templat pro obé sondy byla opét pouzita DNA druhu Tityus smithii. Sondy pro 18S rDNA a 28S
rDNA byly znaceny konjugovanymi nukleotidy s biotinem, respektive digoxigeninem a jejich
piiprava probihala stejné, jak je popsano vySe (viz podkapitolu Ptiprava nepfimo znacenych sond

pro klastry 18S rDNA a 28S rDNA). Jelikoz se jednalo o optimalizaci nové metodiky v laboratofi
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cytogenetiky bezobratlych Katedry Zoologie Univerzity Karlovy, faze pfipravy hybridiza¢ni smési
se liSila od FISH s pouze jednou sondou pro 18S rDNA. Za ti¢elem optimalizace bylo potieba vyrobit
4 hybridiza¢ni smési s rozdilnymi koncentracemi obou typt sond: 2 ng/ul, 4 ng/ul, 10 ng/ul a 20
ng/ul. Mimo sondy bylo do hybridiza¢nich smési vzdy ptidano 2,5 pl ,,Salmon sperm®, octan sodny
o objemu 1/10 spole¢ného objemu zbylych komponent a ethanol o objemu 2,5 ndsobku objemu
zbylych komponent (spolené s octanem sodnym). Protilatky streptavidin-Cy3 (Jackson
ImmunoResearch) a Anti-Digoxigenin Fluorescein Fab fragments (Roche diagnostics) byly
centrifugovany po dobu 5 minut pii 8000 otackach za minutu. Streptavidin-Cy3 byl michan
s blokujicim roztokem 10% GNS/PBS v poméru 1:100. Ve stejném poméru byl smichan také
Antidigoxigenin-FITC s blokujicim roztokem 0,5% BSA/PBS. Hybridizace a detekce sond probihala

dle popisu v kapitole Fluorescen¢ni in situ hybridizace.

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Metoda FISH spociva ve schopnosti oligonukleotidového fetézce (sondy) navazat se na
komplementarni tsek genomu. Sonda je znacCena protilatkou s fluorochromem, a je tak mozné
s pomoci fluorescen¢niho mikroskopu opticky lokalizovat pozici sledovaného useku a pocet jeho
lokust pfimo na chromosomech. Staardni metodou FISH je mozné vétSinou spolehlivé detekovat

klastry genti o délce 3 Kbp az 5 Mbp .

Za ucelem odstranéni mozného nespecifického pozadi po detekci navdzané sondy, bylo kazdé sklo
nejprve zaképnuto 10 pl roztoku 20x SSC pufru (3 M chlorid sodny, 0,3 M citrat sodny, pH=7),
destilované vody (88 ul) a RNazy A (2 pl), prekryto krycim sklickem a inkubovéano v 37°C po dobu
1 hodiny. Po ukonceni inkubace byla skla oplachnuta 2x5 minut v 2xSSC pti 37°C v tfepaci vodni
lazni. Nasledné byla skla opét v 14zni za neustalého tfepani inkubovéana v 5xDenhardtové reagens pii
37°C po dobu 30 minut. Dale prob¢hla denaturace DNA na preparatech piisobenim 70% formamidu
pfi 68°C po dobu 3 minut 30 sekund. Opétovna renaturace DNA byla zamezena okamzitym

ponofenim do 70% ethanolu vychlazeného na -20°C.

Paralelné s vyse popsanou ptipravou preparatli na hybridizaci probihala pfiprava hybridiza¢ni smési.
Zde je popsana priprava hybridiza¢ni smési pro detekci pouze 18S rDNA klastrd za uziti jednoho
typu sondy. Pro popis piipravy sond pro aplikaci dvou typt sond (18S rDNA a 18S rDNA) viz vyse.
Dle slozeni hybridiza¢ni smési pfipada na jeden preparat (mikroskopické sklo) 1 pul sondy (c = 20
ng/ul) 2,5 pul kompetitorové DNA (v tomto piipadé komeréné dodévané ,,Salmon sperm) pro snizeni
frekvence nespecifické hybridizace sondy na cilovy genom, 3,5 pl octanu sodného a 100 ul 96%
ethanolu vychlazeného na -20°C. Pfipravend smés byla kratce vortexovana a ponechédna k precipitaci
DNA v -20°C po dobu 80 minut. Po ukonceni precipitace byla smés centrifugovana po dobu 20 minut
pti 5°C a pti 13 tis. otackach za minutu. Nasledn¢ byl odsat supernatant a ptidano 160 ul 70%

ethanolu vychlazeného na -20°C. Dale opét probehla centrifugace pii 13 tis. otackach za minutu a
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5°C po dobu 15 minut a opétovnému odsati supernatantu. Vysrazena peleta (DNA) byla dale
rozpousténa po dobu 30 minut ve 100% deionizovaném formamidu temperovaném na 37°C (5,2 pl
formamidu na preparat). Za ti€elem zrychleni hybridizacni reakce byl dale k sond¢ a kompetitorové
DNA piidan dextran sulfat temperovany na 37°C. Za tucfelem denaturace kompetitorové DNA a
sondy byla celd smés ponechana 5 minut v l4zni temperované na 90°C. Nésledna renaturace byla
zamezena ochlazenim smési na ledu po dobu 3 minut. Smés byla dale kratce vortexovana a
centrifugovana. Na pfipravené preparaty bylo nanaSeno 10,2 pl této smési se sondou a samotna

hybridiza¢ni reakce probihala pfiblizn¢ 16 hodin.

Po ukonceni hybridizace nasledovalo nékolik cykli stringentniho myti za Ucelem odstranéni
nespecificky navazané sondy. Prvni série myti byla 3x5 minut v 50% formamidu v 2xSSC pfi teploté
46°C. Dale byly preparaty promyvany 5x2 minuty ve 2xSSC pii 46°C a 3x5 minut v 0,1xSSC piti
62°C. Nasledné byly preparaty ponechany 7 minut v roztoku 4xSSC a 0,1% Tween 20 (funguje jako
myci a blokujici pufr) pii pokojové teploté. Po vyjmuti preparatii bylo na kazdy naneseno 500 pl
2,5% BSA (,,Bovine serum albumin®) k zablokovani reakce a ponechano 20 minut v pokojové
teploté. Roztok fluorochromu Cy3 konjugovaného se straptavidinem (protilatka k biotinu) byl fedén
blokujicim roztokem 2,5% BSA 1:1000 (0,1 ul streptavidin-Cy3 a 100 ul BSA). Na kazdé sklo bylo
naneseno 100 pl této detekéni smési a ponechano ve tmée piti pokojové teploté po dobu 30 minut. Po
ukonceni detekéni reakce byla skla promyvana 3x3 minut 4xSSC/Tween 20. Po ukonceni myti byly
preparaty zakapnuty ,.Fluoroshield with DAPI“, komeré¢né¢ doddvanou chemikalii obsahujici
fluorochrom DAPI ktery se s vyssi afinitou vaze na AT bohaté oblasti, a tak dostatecné oznacit celé
chromosomy. Detekce emisniho svétla z fluorochromit DAPI (A=457 nm) a Cy3 (A=600 nm)
probéhla na fluoresnecnich mikroskopech Olympus Provis AX 70 a Olympus IX81
s monochromatickou CCD kamerou ORCAAAGA (Hammatsu) za pouziti excitaéniho svétla o

vlnové délce 350 nm respektive 540 nm.

Vyhodnocovani pofizenych snimka a skladani barevnych kanalt probéhlo v programu ImageJ Dd

C pruhovani

Vizualizace konstitutivniho heterochromatinu pomoci C-pruhovani bylo provedeno dle Sumnera
(1972). Chromosomové preparaty urcené k této metodé byly ponechany 1 hodinu v 60°C pro zvyseni
pfilnavosti materialu rozpusténé tkané ke sklim. Nasledovalo chladnuti skel po 15 minut. V dal§im
kroku nasledovalo rozvolnéni struktury chromosomu v 0,2M kyselin¢ chlorovodikové po dobu 45
minut. Skla byla dale oplachnuta v destilované vod¢ a ponechana 3 hodiny k tiplnému uschnuti. Poté
byla inkubovana 7 minut vy hydroxidu barnatém temperovaném na 50°C. Nasledovalo oplachnuti
skel v destilované vode¢ o teploté 30 az 40°C a uplné zaschnuti skel opét po dobu 3 hodin. Dale

probéhla inkubace skel v 2x SSC pufru temperovaném na 60°C a konecné oplachnuti skel
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destilovanou vodou pokojové teploty. Nasledné byla skla barvena fluorochromem DAPI, ktery

zvyraznil bloky konstitutivniho heterochromatinu.

Fylogeneticka data

Dataset pro fylogenezi zahrnoval 29 taxont z podceledi Oxyhaloinae a 1 outgroup (Diploptera
punctata). Sekvence 25 taxonil byla ziskand v rdmci této prace, sekvence pro outgroup a dalsi 4
taxony, jez jsme neméli k dispozici, byly stazeny z databdze GenBank. Seznam taxonti a

sekvenovanych markert v tab. 1.

Izolace DNA

DNA byla izolovana ze svalové tkan¢ femuru 3. paru koncetin. Tkan byla odebrana pfi pitve, béhem
které byly odebrany zaroven gonady pro cytogenetické analyzy a byla skladovéna pti -20 °C v 96%
ethanolu. Po vyjmuti byla svalovina vystavena 3 hodiny ptisobeni proteinazy K (Geneaid). Samotna
izolace DNA probihala pomoci Tissue Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) a dle ke kitu pfilozenému

protokolu.

PCR reakce a purifikace

K molekuldrné fylogenetickym analyzdm byly pouzity fragmenty 6 gent: mitochondrialni 12S
rRNA (ca 385 bp), 16S rRNA (ca 430 bp), a COI (658 bp), nuklearni 18S rRNA (ca 1873 bp), 28S
rRNA (ca 523 bp), a H3 (328 bp). Analyzovand sekvence genu 18S rRNA byla slozena ze 3
fragmentt (18SI rRNA, 18SII rRNA, 18SIII rRNA), u ostatnich genil byl vzdy pouzit pouze jeden
fragment. PCR reakéni smés byla sloZzena stejné€ jako v piipadé vyroby sondy pro FISH z 12,5 pl
PPP Master Mix (Taq DNA polymeraza, reakéni pufr, ANTPs) (Top-Bio), 8,5 ul miliQ H2O, 2 ul
genomové DNA a 1+1 pl 10uM primeru (forward + reverse). Pro ptehled jednotlivych primerti a
krokii reakci PCR viz tab. 5 a 6. Cistota a velikost PCR produktii byla ovéfena elektroforézou pii el.
napéti 100 V, el. proudu 400 mA po dobu 30 minut na 1% agar6zovém gelu. Fragmenty byly znaceny
interkala¢nim klastogenem ethidium bromidem. Purifikace PCR produktd byla zhotovena dle

ptilozeného protokolu kitu: Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech Ltd.).
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Tabulka 5 — Piehled primerd pouzitych v PCR pro amplifikaci pozadovanych genovych fragmenti

12S rRNA
12S rRNA
16S rRNA
16S rRNA
18SIrRNA
18SIrRNA
18SII rRNA
18SII rRNA
18SIII rRNA
18SIII rRNA
28S rRNA
28S rRNA
H3
H3
LCO
LCO

12S MD-F1
12S reverse
16S F
16S R
18S 1F
18S b3.9
18S a0.7
18S bi
18S a2.0
18S 9R
28S MD-F1
28S MD-R1
H3 AF
H3 AR
LCO
HCO

forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse

ACTATGTTACGACTTATCTC
AAACTAGGATTAGATACCC
CGCCTGTTTAACAAAAACAT
TTTAATCCAACATCGAGG
TACCTGGTTGATCCTGCCAGTAG
TGCTTTRAGCACTCTAA
ATTAAAGTTGTTGCGGTT
GAGTCTCGTTCGTTATCGGA
ATGGTTGCAAAGCTGAAAC
GATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC
GGAGTCTAACATGTGCGCG
GGCGCCTTAACCCGGCGTTTGG
ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC
ATATCCTTRGGCATRATRGTGAC
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
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Tabulka 6 — PCR programy pro amplifikaci jednotlivych genovych fragmenti

|

Féaze Teplota Cas Opakovani
denaturace 95°C > min
95°C 1 min
nasedani 48°C | 1min
primeru 35x
1 min
72°C
polymerace 30s
72°C 7 min
chlazeni 4°C -
Faze Teplota Cas Opakovani
denatur 95°C 5 min
enatiace 95°C | 1min
naseddni 52°C | 1min
primeru 35x
1 min
72°C
polymerace 30s
72°C 7 min
chlazeni 4°C -
Faze Teplota Cas Opakovani
denaturace 95°C 5 min
95°C 1 min
nasedani 48°C 1 min
primeru 35x
1 min
72°C
polymerace 30s
72°C 7 min
chlazeni 4°C -




Sekvenace a editace sekvenci

Sekvenace fragmenti DNA Sangerovou metodou byla zajisténa pobockou firmy Macrogen s.r.o.
v Amsterdamu. VSechny fragmenty byly sekvenovany zobou smérti pomoci amplifika¢nich
primert. Ziskané sekvence byly editovany v programu Geneious 11.1.5. Sekvence z obou smérti pro
kazdy genovy fragment byly sloZzeny do contigi na zakladé komplementarity za pouZiti
implementovaného assembleru Geneious a nejvyssi senzitivity. Dale byly u contigli prohlédnuty
ziskané chromatogramy a opraveny pozice se slabym signalem v jednom sméru, ovSem dostatecné
silnym v komplementarni pozici sméru opa¢ného. Na nejasné pozice s podobn¢ silnym signalem
chromatogramu pro rozdilné nukleotidy byl vepsan ptislusny IUPAC kod. Ze ziskanych sekvenci
byly odstranény okrajové ¢asti sekvenci primerti. Nasledn€ byly vytvofené konsenzualni sekvence.
Protein kodujici sekvence (COL, H3) byly prelozeny pfislusnym genetickym kdédem a zkontrolovany
pro piitomnost stop kodoni, které by mohli naznacovat, ze se jedna o sekvenovany pseudogen.
Takové sekvence byly odhaleny ve dvou ptipadech u COI a byly vylouceny z datasetu. Sekvence
pro jednotlivé markery byly alignovany v programu MAFFT 7 (Katoh et al., 2017) za pomoci G-
INS-i (H3, COI) a Q-INS-i (128, 16S, 28S, 18S) algoritmi. Konkatenaci alignmentd jednotlivych
markerii byl ziskan vysledny alignment o délce 4251 bp.

Optimalni evolu¢ni modely pro jednotlivé partice (subsety) konkatenatu v§ech genti byly vypocteny
v programu Partition finder (Lanfear et al. 2012) za pomoci AICc kritéria. U protein-kodujicich gent
(H3, COI) byla ponechana samostatna partice pro kazdou pozici v kodonu (tedy 3 partice). Pro kazdy
ribozomalni gen byl generovan evolu¢ni model bez rozdéleni na jednotlivé pozice v kodonu. Celkem
byl tedy konkatenat rozdélen do 10 partici. Pro jednotlivé partice byly vygenerovany nasledné
modely: GTR+GHI (128, 16S, COI/3), GTR+I (COI/1, COI/2, 188, 28S), GTR (H3/3, H3/1) a JC+I
(H3/2).

Fylogeneticky strom metodou Maximum Likelihood byl vypocten v programu RAXML (Stamatakis,
2014) s grafickym rozhranim raxmIGUI 1.5b2 (Silvestro a Michalak, 2012). Vzhledem
k omezenému vybéru evoluénich modeld v RAXML byl zvolen model GTRGAMMA pro vsech
deset partici. Bootstrap podpory byly stanoveny thorough bootstrap algoritmem, 100 béhd a 1000

pseudoreplikaci.

Metodou Bayesovské Analyzy byl vysledny fylogeneticky strom vytvofen v programu MrBayes
3.2.6 (Ronquist et al., 2012). K analyze byly pouzity evolu¢ni modely vygentované programem
PartitionFinder. Analyza byla nastavena na 6 mil. generaci a prvnich 25 % bylo odstfihnuto. Byly
ukladany fylogenetické stromy pro kazdou 500. generaci. Hodnota average staard deviation of split
frequencies byla zkontrolovana pro ovéfeni dosahnuti plata analyzy. Jako podpofené jsou

povazovany nody s podporou: bootstrap>70 a posteriorni pravdépodobnost>95.
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Fylogenetické stormy byly vizualizovany a upravovany v programu FigTree vl1.4.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Vysledky

U vSech cytogeneticky analyzovanych druhG byl uréen diploidni pocet chromosomil, jejich
morfologie a pocet a lokalizace klastrt 18S rDNA. U karyotypt vSech studovanych druht, kromé
Rhyparobia puerilis (Fabricius, 1781) byla pozorovana faze meiotického déleni znama jako ,,pre-
metaphase stretch® (neboli ,,pre-metafazni protazeni®), kterd byla poprvé pozorovana u kudlanky
druhu Callimantis antillarum (Saussure, 1859) a nasledné u tady dalSich druht kudlanek (napf.
Hughes-Schrader, 1953a, 1953b, 1943a, 1943b), strasilek (Hughes-Schrader, 1950) a u Svabich
druhti Blaberus discoidalis a Periplaneta americana (John a Lewis, 1959; Lewis a John, 1957). Jedna
se o fazi, kdy dochazi ke mnohdy az silnému rozestupu chromosomu v ramci bivalentl (poptipadé
multivalentll) aniz by doslo kjejich rozpojeni. Nasledné dojde ke zpétné kontrakci bivalenti
(poptipad¢ multivalentd), pokrocilejsi spiralizaci a nastupu metafaze I (Hughes-Schrader, 1943Db).
Vétsina studovanych druhil zaroven vykazovala pozitivni heteropyknézu pohlavniho chromosomu
X. Témét vSichni analyzovani jedinci byli samci a byl u nich chromosom X béhem meiosy pozorovan
ve formé univalentu naznacujice pritomnosti chromosomového systému urceni pohlavi XX/XO0, jenz

je u svabi velice staly (viz podkapitola Cytogenetika Blattodea).

Neparovy sam¢i chromosom X je ve fotodokumentaci oznaCen trojuhelnikovou Sipkou, ostatni

zvyraznéné elementy standardnimi Sipkami.

Karyotyp Oxyhaloini
Oxyhaloa deusta (Thunberg, 1784)

Karyotyp samct druhu Oxyhaloa deusta je tvofen 31 chromosomy (viz obr. 5). Karyotyp samic ma
o jeden chromosom vice (2n9=32) (cytogeneticky bylo analyzovdno 5 samci a 2 samice).
Karyogram byl sestaven ze sam¢i mitotické metafaze (viz obr. 6A). Chromosomové pary 1, 2, 3, 5,
7, 9, 10, 12, 13, 14 jsou metacentrické. Chromosomové pary 8 a 15 jsou submetacentrické a
chromosomovy par 11 je submetacentricky az subtelocentricky. Chromosomové pary 4 a 6 jsou

subtelocentrické. Relativni délka autosomil kontinualn¢ klesa od 4,24 % do 1,79 % diploidni sady.

Chromosom X je nejvétsim chromosomem karyotypu s relativni délkou 4,87 % diploidni sady. Dle
piedpokladu je tento pohlavni chromosom dobte viditelny béhem saméi metafaze I jakozto jediny
univalent (viz obr. 6G). Navic byla béhem pachytene pozorovana jeho pozitivni heteropyknoéza (viz

obr. 6D).

Béhem casné pachytene pozorujeme dvé velkd chromocentra (obr. 6B), kterd jsou tvofena
koncovymi oblastmi ramének chromosomt, jenz jsou jiz v bivalentech, s pozitivni heteropyknoézou,

tato chromocentra se pozd¢ji rozptyli a konce ramének jsou viditelné jako jednotlivé bloky
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heterochromatinu (viz obr. 6D). Béhem tohoto rozptyleni zacind byt patrny pozitivné

heteropyknoticky chromosom X (viz obr. 6D).

Metodou FISH bylo lokalizovano 11 klastri 18S rDNA lokust. Detekce probéhla na figurach
metafaze 1. Signaly byly v péti parech (na péti bivalentech) a jeden byl pouze v heterozygotnim

stavu. Vzdy byly lokalizovany v pericentrické oblasti (viz obr. 6F).

) { 1 LI | PO | i %

1 2 3 4 5 6 7 8 9
n " ] it " ’ % —_—
10 1 12 13 14 15 X

Obrazek 5 — Karyogram druhu Oxyhaloa deusta vytvoteny na zakladé mitotické metafaze

Obrazek 6 — Chromosomy samce druhu Oxyhaloa deusta.(2nd = 31,X0) barvené Giemsou (A-E,G-J) a po aplikaci FISH
se sondou pro 18S rDNA Kklastr (¢erveny kanal) (F) A: mitoticka metafaze, B: pachytene s vyzna¢enymi dvéma centry
spiralizace na koncich chromosomovych ramének soustiedicich se na periferii jadra (Sipky), C: pachytene s postupujici

spiralizaci (Sipky), D: pozdni pachytene s pozitivné heteropyknotickymi koncovymi useky ramének chromosomtl jiz bez
centralizace na periferii jadra a pozitivné heteropyknotickym chromosomem X v levé ¢asti (Sipky), E: sam¢i metafaze |

s 15 bivalenty a vyzna¢enym chromosomem X tvoficim univalent (Sipka), F: metafdze I s vyznacenymi klastry 18S
rDNA (bilé Sipky), G: metafaze [ s 15 bivalenty a neparovym chromosomem X (Sipka), H: pozdni metafaze I pfechézejici
do anafdze [ s vyzna¢enym neparovym chromosomem X (Sipka), I: sam¢i metafaze II pechazejici do anafaze II (n=15)
spermatocytu 2. fadu , J: metafaze II prechazejici do anafaze II (n=16) spermatocytu 2. fadu. Méfitko = 10 pm
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Karyotypy Nauphoetini
Henschoutedenia flexivitta (Walker, 1868)

Karyotyp druhu Henschoutedenia flexivitta ¢ita 45 chromosomu v diploidnim poctu (viz obr. 7 a 8A)
(cytogeneticky bylo analyzovano 5 samcii, 4 — populace 006, 1 — populace 001). Metacentrické jsou
chromosomové pary: 2, 5, 6, 12, 15, 21. Submetacentricky je par 7 a subtelocentrické jsou pary: 1,
3,4, 811, 13, 14, 16, 18, 20. Chromosomovy par 17 je submetacentricky az subtelocentricky.
Vzhledem k malé velikosti chromosomového paru 22 nebylo mozné urcit jeho morfologii. Relativni

velikost chromosomil kontinualné klesa od 4,06 % do 0,61 %.

Pohlavni chromosom X je metacentricky s relativni velikosti 3,76 % a béhem metafaze [ vytvari

univalent (viz obr. 8C).

Béhem pachytene byla pozorovana formace velkého chromocentra, nejspise poztstatku jadérka (viz

obr. 8B).

Metodou FISH byl lokalizovan jeden par klastrii 18S rDNA na kratkych raménkach bivalentu
subtelocentrickych chromosomii béhem metafaze 1. Dle velikosti se pravdépodobné jedna o

chromosomy 10 az 18 (viz obr. 8D).
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Obrazek 7 — Karyogram druhu Henschoutedenia flexivitta vytvoteny na zakladé dvou metafazi Il dvou sesterskych
spermatocytt 2. fadu. Métitko=10 pm

A B C D

4

Obrazek 8 — Chromosomy samce druhu Henschoutedenia flexivitta barvené Giemsou (A-C) a po aplikaci FISH se sondou
pro 18S rDNA klastr (¢erveny kanal) (D). A: 2 metafaze II dvou sesterskych spermatocytii, B: chromocentrum na
periferii jadra béhem pachyten (Sipka)e, C: sam¢i metafaze I s vyznacenym neparovym chromosomem X (Sipka), D:
sam¢i metafaze I s dvéma vyznacenymi klastry 18S rDNA. Méfitko=10 pm
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Nauphoeta cinerea (Olivier, 1789)

Karyotyp samcti druhu Nauphoeta cinerea ¢ita 37 chromosomt (viz obr. 9A a 10A) (cytogeneticky
bylo analyzovano 9 samcti). Mezi metacentrické patii chromosomové pary ¢islo: 1, 3, 8, 9, 10, 11,
13—-16. Chromosomové pary 2, 5, 6, 7, 12 a 18 jsou submetacentrické a par ¢islo 4 je telocentricky.

Relativni velikost chromosomi se kontinualné snizuje od 5,09 % do 1,24 %.

Pohlavni chromosom X je metacentricky s relativni délkou 3,10 %. JakoZto univalent je velice dobie

viditelny béhem ,,pre-metafazniho protazeni* (viz obr. 10B).

Metoda C-pruhovani odhalila pozice konstitutivniho heterochromatinu v terminalnich oblastech
delSich ramének chromosomovych parta: 2, 4, 5, 7. U 1. chromosomového paru se konstitutivni
heterochromatin vyskytuje v terminalnich oblastech obou ramének. U 3. a 8. metacentrického
chromosomového paru se konstitutivni heterochromatin vyskytuje pouze v terminalnich oblastech
jednoho zramének. Konstitutivni heterochromatin se nepodafilo Uspesné detekovat na malych

chromosomech pod 2,52 % relativni délky (viz obr. 9B).

Béhem ,,pre-metafdzniho protazeni“ je viditelnych 18 bivalentdi, z nichz 6-8 vytvaii kruhové
bivalenty indukujice tvorbu dvou chiasmat (zbytek patrn€ vytvari chiasma jen jedno), a chromosom
X jako univalent (viz obr. 10B). Dle predpokladu byly pozorovany metafaze spermatocytd 2. fadu

s haploidnimi pocty chromosomt n=18, resp. n=19 (viz obr. 10C).

Metodou FISH byly na dvou dcetfinych jadrech pti metafazi Il detekovany dva pary klastrd 18S

rDNA v koncovych oblastech ramének dvou metacentrickych chromosomti (viz obr. 10D).
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Obrazek 9 — A: Karyogram samce druhu Nauphoeta cinerea vytvoteny na zakladé mitotické metafaze, B: karyogram
druhu Nauphoeta cinerea s vyznacenymi useky konstitutivniho heterochromatinu pomoci metody C pruhovani.
Metitko=10 pm
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Obrazek 10 — Chromosomy samce druhu Nauphoeta cinerea barvené Giemsou (A-C) a po aplikaci FISH se sondou pro
18S rDNA Kklastr (Cerveny kanal) (D) A: mitotickd metaféze, B: pozdni ,,pre-metafazni protazeni* s vyznacenym
neparovym X chromosomem (Sipka) C: dveé metafaze II dcefinych bunck prechazejici do anafaze II, D: klastry 18S rDNA
(bilé Sipky) na dvou parech metacentrickych chromosomuil. Méfitko=10 um

Rhyparobia maderae (Fabricius, 1781)

U druhu Rhyparobia maderae byl u samct zjistén karyotyp Citajici 23 chromosomil (obr. 11 a 12A)
(cytogeneticky byli analyzovani 2 samci). Jedna se vétSinou o metacentrické (pary: 1-5, 8, 10, 11) a
submetacentrické chromosomy (pary: 6, 7), Par 9 je sloZzen z metacentrického a submetacentrického
chromosomu a je tedy heteromorfni. Detekci tohoto paru jakozto homologického zajistila metoda

FISH. Na obou téchto chromosomech byl v pericentrické oblasti detekovan klastr 18S rDNA jak na
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figurach mitotickych metafazi, tak na figurach s ,pre-metafiznim protazenim“ (obr. 12B, D).
Pohlavni chromosom X je metacentrického typu a je patrny jakozto univalent béhem metafaze I (obr.

12E).

Autosomy vytvaii béhem meiosy I 11 bivalentd. U 10 z téchto bivalentd jsou vzdy 2 chiasmata
v terminalnich oblastech chromosomi (obr. 12C, E). U jednoho bivalentu bylo pozorovano pouze
jedno chiasma v terminalni casti chromosomt. V jednom piipadé z osmi analyzovanych figur
metafaze I byly na tomto bivalentu dvé chiasmata v termindlnich oblastech. Submetacentricky
pohlavni chromosom X je viditelny vétSinou na periferii metafazni desticky jakoZzto univalent (obr.

12E).
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Obrazek 11 — Karyogram samce druhu Rhyparobia maderae vytvoteny na zakladé mitotické metafaze. Méfitko=10 pm

Obrazek 12 — Chromosomy samce druhu Rhyparobia maderae barvené Giemsou (A, C) a po aplikaci FISH se sondou pro
18S rDNA Kklastr (Cerveny kanal) (B, D) A: mitotickd metafaze, B: detekce paru klastri 18S rDNA v pericentrické oblasti
9. chromosomového paru (bilé Sipky), D: Detekce dvou klastrti 18S rDNA v pericentrické oblasti 9. chromosomového
paru béhem metafaze I (bilé Sipky), C: ,,pre-metafazni protazeni* s vyznacenym neparovym chromosomem X (3ipka), E:
metafaze [ s 11 bivalenty a vyznacenym neparovym chromosomem X na periferii (Sipka). Métitko=10 pm

Rhyparobia puerilis (Rehn, 1937)
Karyotyp druhu Rhyparobia puerilis ¢ita u samcti 27 chromosomu (obr. 13 a 14A) (cytogeneticky

byli analyzovani 2 samci). VétSina chromosomi je bud’to metacentrického (pary: 6, 8, 9, 11, 12)

anebo submetacentrického typu (pary: 2, 3, 10, 13). Chromosomovy par 4 je subtelocentricky. Cast
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chromosomti se morfologicky pohybuje na hranici mezi metacentrickym a submetacentrickym

typem (pary: 1, 5, 7).

Charakter pohlavniho chromosomu nelze s jistotou urcit, jelikoz nebyla pozorovana metafaze I, kde
by vytvarel univalent, a ani spermatocyt 2. fadu s pfedpokladanym poc¢tem 13 chromosomt, jehoz
porovnanim se sesterskym spermatocytem by bylo mozné chromosom X detekovat. Zde
prezentovany X chromosom je ur¢en na zaklad¢ odliSnosti métenych parametrti od zbytku karyotypu
(obr. 13).

Béhem pachytene je v pericentrické oblasti vétSiny chromosomil patrny siln€ji kondenzovany
chromatin (obr. 14C, D). U tohoto druhu nebylo pozorovédno ,,pre-metafdzni protazeni®, a ani
metafaze [. U spermatocyti 2. fadu byla pozorovana pouze metafaze Il s 14 chromosomy (obr. 14F).

Druhy ptedpokladany pocet 13 chromosomil pozorovan nebyl.

Metodou FISH byl detekovan 1 neparovy klastr 18S rDNA v pericentrické oblasti na nejvetsim
chromosomu (obr. 14B, G).
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Obrazek 13 — Karyogram samce druhu Rhyparobia puerilis vytvoteny na zakladé mitotické metafaze. Métitko=10 um

Obrazek 14 — Chromosomy samce druhu Rhyparobia puerilis barvené Giemsou (A, C-F) a po aplikaci FISH se sondou
pro 18S rDNA Kklastr (Cerveny kanal) (B, G) A: mitoticka metafaze, B: Mitoticka metafaze s 18S rDNA klastrem

v pericentrické oblasti jednoho z chromosomt 1 paru (bila Sipka), C: pachytene se zvyraznénymi bloky heterochromatinu
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(8ipky), D: pozdni pachytene se zvyraznénymi bloky heterochromatinu v pericentrickych oblastech (Sipky). E: pozdni
pachytene, F: metafaze II (n=14), G: metafaze II se zvyraznénym klastrem 18S rDNA v pericentrické oblasti (bila Sipka).
Meftitko=10 pm

Simaoa conserfariam Roth & Naskrecki, 2004

Karyotyp druhu Simaoa conserfariam se skladd z 69 chromosomut vétSinou submetacentrického
charakteru (obr. 15 a 16A) (cytogeneticky byli analyzovani 2 samci). Chromosomovy par 1 je
metacentricky. Chromosomovy par 34 je na pomezi telocentrického a subtelocentrického
morfologického typu. Chromosomové pary 28 az 34 jsou submetacentrického az subtelocentrického
typu, ale vzhledem k jejich velikosti a stupni spiralizace nelze morfologii urcit pfesné. Zbytek
chromosomovych pari je subtelocentricky. Relativni délka autosomil klesa kontinualné od 2,12 %

po 0,77 %.

Metacentricky pohlavni chromosom X je nejvétsim chromosomem s relativni délkou 2,47 %. Vzdy
byl pozorovan na periferii mitotické metafazni desti¢ky (obr. 16A). Chromosom X je dale snadno

viditelny jako univalent béhem ,,pre-metafazniho protazeni* (obr. 16D).

Béhem pachytene lze pozorovat jedno velké chromocentrum a na nékterych chromosomech
zvySenou spiralizaci v pericentrickych oblastech a kratkych raménkach (obr. 16D). Béhem ,,pre-

metafazniho protazeni‘ jsou chiasmata pouze na dlouhych raménkach chromosomi (obr. 16D).

Metodou FISH byly detekovany klastry 18S rDNA na kratkych raménkach chromosomového paru
¢islo 16 (obr. 16B).

KX AD M 3 88 A& 8% AP M

1 2 3 4 5 6 7 8 9
BA B39 N BA B B8 EA En A
10 11 12 13 14 15 16 17 18

BR A0 Al AN &R 46 oA aAn an
19 20 21 22 23 24 25 26 27
Y Y Y oa C TN LY oA o ]

28 29 30 31 32 33 34 X

Obrazek 15 — Karyogram samce druhu Simaoa conserariam vytvoteny na zakladé mitotické metafaze. Métitko=10 pm
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Obrazek 16 — Chromosomy samce druhu Simaoa conserfariam barvené Giemsou (A, C) a po aplikaci FISH se sondou
pro 18S rDNA Kklastr (¢erveny kanal) (B) A: mitoticka metafaze s vyzna¢enym pohlavnim chromosomem X (Sipka), B:
klastry 18S rDNA na kratkych raménkach chromosomového paru 16 (bilé $ipky), C: pachytene s vyznacenymi bloky
heterochromatinu v kratkych raménkach, pericentrickych oblastech a jednim velkym blokem heterochromatinu (Sipky),
D: metafaze I s vyznaenym neparovym chromosomem X (Cerna Sipka). Méfitko=10 pm

Karyotypy Gromphadorhini

Aeluropda insignis Butler, 1882

Karyotyp druhu Aeluropoda insignis ¢ita 69 chromosomu (obr. 17 a 18A) (cytogeneticky byli
analyzovani 3 samci). Nejvétsi chromosomovy par 1 je submetacentricky a jeho relativni velikost je
4,71 %. Chromosomové pary 2-9, 11, 12, 14 jsou subtelocentrické. Chromosomovy par 13 je patrné
metacentricky, nicméné ziskana data neumoznuji piesnéjsi ureni jeho morfologie. Obdobné nelze
pomoci svételné mikroskopie presnéji urcit morfologii pocetné frakce malych chromosomi od paru
15 az 33. Vétsinou se vSak dle pozorovanych kratkych ramének pravdépodobné jedna o
subtelocentrické chromosomy. Prvni chromosomovy par je vyrazné delsi nasledujici autosomy.
Relativni velikosti chromosomovych parti 2 az 14 se postupné zmensuji od 4,71 % do 1,37 %

diploidni sady. Velikosti chromosomovych part 15 az 33 klesaji od 1,21 % do 0,44 % diploidni sady.

Zcela nejdelSim v celém karyotypu je metacentricky chromosom X s relativni délkou 6,63 %.

JakoZto nejvétsi a neparovy element karyotypu je snadno odlisitelny (obr. 17).

Metodou FISH byl detekovan jeden par klastrid 18S rDNA na dvou sousedicich jadrech sesterskych
spermatocytd na kratkych raménkach jednoho z vétSich subtelocentrickych chromosomovych part

(obr. 18B, C).
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Obrazek 17 — Karyogram samce druhu Aeluropoda insignis vytvoreny na zakladé mitotické metafaze. Métitko=10 um
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Obrazek 18 — Chromosomy samce druhu Aeluropoda insignis barvené Giemsou (A, B) a po aplikaci FISH se sondou pro
18S rDNA klastr (Cerveny kanal) (C) A: sam¢i mitoticka metafdze s vyznacenym chromosomem X (Cerna Sipka), B: 2
metafaze II sesterskych spermatocytti 2. fadu, C: 18S rDNA Kklastry (bilé Sipky). Métitko=10

Elliptorhina coquereliana (Saussure, 1863)

Karyotyp samce druhu Elliptorhina coquereliana se sklada ze 71 chromosomu (obr. 19 a 20A)
(cytogeneticky byli analyzovani 2 samci populace MDG 1 a 1 samec populace MDG32). VétsSina
chromosomtl je subtelocentrického typu (avSak morfologii frakce malych chromosomii nelze
s jistotou urcit). Vyjimkou jsou submetacentrické chromosomové pary 1 a 2 a metacentricky

chromosomovy par 10. Poéty chromosomui obou zkoumanych populaci jsou shodné.

Pohlavni chromosom X je submetacentricky. S relativni velikosti 3,99 % se nepodoba zadnému

dal$imu chromosomu v karyotypu. Béhem ,,pre-metafdzniho protazeni* a metaféze I tvoii univalent

(obr. 20E, G).

Od interfaze az po diplotene (obr. 20B) je v jadrech viditelny pozitivn€ heteropyknoticky tsek
chromatinu. Patrné se jedna o pohlavni chromosom. Béhem metafaze I je viditelnych 35 bivalentt a

jeden univalent (obr. 20G). U tfech z bivalentti byla pozorovana tvorba chiasmat na obou raménkach.
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Ostatni bivalenty svym protazenym tvarem napovidaji tvorbé chiasmat jen na dlouhych raménkach
(obr. 20E, G). Dle ocekavani byly pozorovany metafaze II ¢itajici 35 a 36 chromosomt (obr. 20C,
D).

Metodou FISH byl detekovan u obou populaci odlisny poc¢et rDNA klastrii. V ramci populace MDG
1 bylo detekovano 6 18S rDNA klastr( na kratkych raménkach chromosomti subtelocentrického typu
(obr. 20F). Dva z téchto signalti se vyskytovaly v heterozygotnim stavu. U populace MDG 32 bylo
detekovano 8 18S rDNA klastrii na kratkych raménkach vétSich subtelocentrickych chromosoml.
Ctyfi z téchto klastri se vyskytovaly v heterozygotnim stavu (obr. 20H).
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Obrazek 19 — Karyogram samce druhu Elliptorhina coquereliana vytvoteny na zaklad¢ mitotické metafaze. Métitko=10
pm
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Obrazek 20 — Chromosomy samce druhu Elliptorhina coquereliana barvené Giemsou (A—E, G) a po aplikaci FISH se
sondou pro 18S rDNA Kklastr (Cerveny kanal) (F, H) A: mitotickd metafaze, B: pachytene s vyznacenou pozitivné
heteropyknotickou oblasti chromatinu, C: sam¢i metafaze II s pfechodem do anafaze II s vyznaéenym chromosomem X
(n=36), D: sam¢i metafaze II (n=35), E: ,,pre-metafazni protazeni®, F: samci metafaze I se 6 vyznacenymi klastry 18S
rDNA (2 v heterozygotnim stavu, bilé Sipky)(populace MDG 1) ,G: metafaze I, H: sam¢i metafaze I s 8 vyzna¢enymi
klastry 18S rDNA (bilé $ipky) (populace MDG 32). Métitko=10 pm

Elliptorhina davidi van Herrewege, 1973

Karyotyp samct druhu Elliptorhina davidi se sklada ze 75 chromosomti (obr. 21A) (cytogeneticky
byli analyzovani 4 samci). VétSinou se jednd o chromosomy subtelocentrické. Vyjimkou je
metacentricky chromosomovy par 12 a submetacentricky chromosomovy par 13. Vzhledem k malé
velikosti je obtizné stanovit morfologické typy od chromosomového paru 19 az 37, ovSem
pravdépodobné se vétSinou také jedna o chromosomy subtelocentrické. Chromosomovy par 1 ma
relativni velikost 3,27 %. Od chromosomového paru 2 az 12 se relativni velikost kontinualn€ snizuje
od 2,63 % do 1,73 %. Od 13 do 37 chromosomového paru se relativni velikost postupné snizuje od

1,59 % do 0,35 %.

Neparovy pohlavni chromosom X je submetacentricky s relativni velikosti 2,4 %. Béhem samci

metafaze [ tvofi univalent (obr. 22D).

Béhem pachytene byla pozorovana jedna vyraznéjsi pozitivné heteropyknoticka oblast chromatinu
(obr. 22A). Behem ,,pre-metafazniho protazeni a metafaze I se utvati 37 bivalentli a jeden univalent
(chromosom X) (obr. 21B, D). Dle ocekavani byly pozorovany metafaze I s chromosomalnimi pocty
38 a 37 (obr. 22E, G, D).

Pomoci metody FISH byly lokalizovany dva pary klastri 18S rDNA v pericentrické oblasti
chromosomového paru 13 a na koncich kratkych ramének chromosomového paru 33 (obr. 22C, F).

Dva klastry 18S rDNA byly detekovany na figure metafaze II (obr. 22H).

31



D AR BA AA AA B AR AN Aa
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ap A AN L1 sh AN AA nA AR
10 11 12 13 14 15 16 17 18
- . ~n -~ - an -~ - e Ea .- ap
19 20 21 22 23 24 25 26 27
o n -e - A -- -~ e - - - e - - - -
28 29 30 31 32 33 34 35 36
- (1
37 X

Obrazek 21 — Karyogram samce druhu Elliptorhina davidi vytvoieny na zékladé dvou metafazi I dvou sesterskych
spermatocyti. Méfitko=10 um
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Obrazek 22 — Chromosomy samce druhu Elliptorhina davidi barvené Giemsou (A, C, E, G) a po aplikaci FISH se sondou
pro 18S rDNA Kklastr (Cerveny kanal) (B, D, F). A: pachytene se zvyraznénym pozitivné heteropyknotickym blokem
heterochromatinu, B: ,,pre-metafazni protazeni* s 37 bivalenty a jednim zvyraznénym chromosomem X ve formé
univalentu (Sipka), C: 4 klastry 18S rDNA ve dvou péarech, D: metafaze I, E: Metafaze II dvou sesterskych spermatocytti
s oznacenym pozitivné heteropyknotickym chromosomem X (Sipka), F: 4 klastry 18S rDNA (bilé Sipky), , G: metafaze 11
(n=37), F: metafaze II s detailn&jsi lokalizaci dvou klastri 18S rDNA v pericentrické oblasti chromosomu 13 a koncové
oblasti p raménka chromosomu 33 , I: metafaze II (n=38),. Métitko=10 pm
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Elliptorhina chopardi Lefebvre, 1966

Karyotyp samci druhu Elliptorhina chopardi ¢ita 75 chromosom (viz obr. 23 a 24A) (cytogeneticky
bylo analyzovano 5 samcti). Karyogram byl vytvofen ze sam¢i mitotické metafdze. VétSina
chromosomt je subtelocentrickych. Vyjimkou jsou submetacentrické chromosomové pary 1, 2, a 10.
Vzhledem k malé velikosti nebylo mozné urcit pfesnou morfologii chromosomi od 14. paru nize.
Chromosomovy par 1 je nejvétsSim s relativni velikosti 5,07 %. Relativni velikost 2.

chromosomového paru je 3,42 %. Od 3. do 37. chromosomového paru se velikost kontinualné snizuje

od 2,53 % do 0,31 %.

Pohlavni chromosom X je submetacentricky s relativni velikosti 3,1 %. Patfi mezi 4 nejvetsi
chromosomy karyotypu a dle velikosti je u samct rozliSitelny jako neparovy chromosom (viz obr.

23).

Béhem pachytene je v jadie viditelna nejprve jedna a pozdéji dvé pozitivné heteropyknotické oblasti
chromatinu tvofené koncovymi Castmi chromosomovych ramének (obr. 24B-D). Béhem ,,pre-
metafazniho protazeni“ pozorujeme 37 bivalent a chromosom X jako univalent (¢asto na periferii)
(metafaze 1 pozorovana nebyla) (obr. 24E). Béhem metafaze Il Ize v jadrech spermatocytti nalézt

predpokladané pocty 37 a 38 chromosomt (viz obr. 24G, H).

Metodou FISH byly lokalizovany dva pary klastrt 18S rDNA. Na kratkych raménkach dvou para

subtelocentrickych chromosomi (viz obr. 24F).
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Obrazek 23 — Karyogram samce druhu Elliptorhina chopardi vytvofeny na zaklad¢ mitotické metafaze. Métritko=10 pm
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Obrazek 24 — Chromosomy samce druhu Elliptorhina chopardi barvené Giemsou (A—E, G, H) a po aplikaci FISH se
sondou pro 18S rDNA Kklastr (¢erveny kanal) (F) A: sam¢i mitoticka metafaze, B: brzka pachytene se zvyraznénou
jednou pozitivné heteropyknotickou oblasti chromatinu (Cerna Sipka), C, D: pozdni pachytene se zvyraznénymi dvéma
pozitivné heteropyknotickymi oblastmi chromatinu (¢erné Sipky), E:pozdni ,,pre-metafazni protazeni®, F: metafaze I se
zvyraznénymi dvéma pary klastrii 18S rDNA, G: metafaze II s 38 chromosomy, H: metafaze II s 37 chromosomy.
Metitko=10 pm

Elliptorhina javanica (Hanitsch, 1930)

Karyotyp druhu Elliptorhina javanica se sklada ze 73 chromosomi (obr. 25 a 26A) (cytogeneticky
bylo analyzovano 5 samcti). Nejvétsi chromosomovy par je submetacentricky. Malé velikost Cinila
obtizné urc¢it morfologické typy dalSich chromosomi, avSak vétSina z nich je pravdépodobné
subtelocentrického typu. Vyjimku jsou jen chromosomové pary 3 a 5, které jsou submetacentrické.
Zdaleka nejvétsim autosomalnim parem s relativni velikosti 4,86 % je chromosomovy pér 1. Od paru

2 az 36 postupné klesa relativni velikost od 3,14 % do 0,33 %.

Submetacentricky pohlavni chromosom X je nejvétsim elementem karyotypu s relativni velikosti
6,25 %. Béhem faze ,,pre-metafazniho protazeni je viditelny jako univalent (obr. 26C). Chromosom
X je pozitivné heteropyknoticky béhem diakineze (obr. 26B), ale v metafazi I je jiz spiralizovan na

stejné urovni jako zbytek karyotypu (obr. 26D).

Jiz béhem interfaze az do pachytene je patrnd jedna pozitivn€ heteropyknoticka oblast. Klastry 18
s IDNA se béhem pachytene lokalizuji do této oblasti. V metafazi I je patrnych 36 bivalentli a
chromosom X jako univalent (obr. 26D). Dle piedpokladu byly pozorovany metafaze II
s chromosomalnimi pocty 36 a 37 (viz obr. 26E, F).

Metodou FISH byly mezi jedinci zjistény variabilni poéty 18S rDNA klastrid. U dvou jedincd byly
zjistény 3 pary 18S rDNA klastri (obr. 26H, I), zatimco u jednoho pouze 2 pary 18S rDNA klastrd
(viz obr. 26G). Klastry byly vzdy pozorovany na kratkych raménkach bivalentl s jednim

chiasmatem.
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Obrazek 25 — Karyogram samce druhu Elliptorhina javanica vytvoieny na zaklad€ mitotické metafaze. Métitko=10 pm
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Obrazek 26 — Chromosomy samce druhu Elliptorhina javanica barvené Giemsou (A—E) a po aplikaci FISH se sondou
pro 18S rDNA Kklastr (Cerveny kanal) (F, G, H). A: mitoticka metafaze, B: diakineze s vyzna¢enym pohlavnim
chromosomem X (Cerna Sipka), C: ,,pre-metafazni protazeni“ se zvyraznénym chromosomem X (Sipka), D: metafaze [

s vyzna¢enym chromosomem X (Sipka), E: metafaze II prechazejici do anafaze II (n=36), F: metafaze II piechazejici do
anafaze II (n=37), G: diakineze s vyznacenymi dvéma pary 18D rDNA klastrti, H, I: metafaze I s vyznaenymi tfemi pary

klastrti 18S rDNA od dvou rtiznych jedinct. Méfitko=10 pm
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Elliptorhina cf. lefeuvri van Herrewege, 1973

Karyotyp samcii druhu Elliptorhina cf. lefeuvri vétSinou c¢itd 75 chromosomi (obr. 27 a 28A)
(cytogeneticky byli analyzovani 3 samci), nicméné byly také pozorovany samci metafaze II jednoho
jedince Citajici 38 a 39 chromosomtl, pfedpokladany diploidni pocet tedy mtize byt i 76. Nejvétsi
chromosomovy par o relativni velikosti 3,82 % je subtelocentricky. VétSina chromosomt vétSich
velikosti je subtelocentrického typu. Vyjimkou jsou chromosomové pary 3 a 8, které jsou
submetacentrické. Chromosomy menSich rozmért zahrnuji jak submetacentrické, a i
subtelocentrické chromosomy, nicméné z diivodu malych rozmérti a nedostatecné urovné spiralizace
neni jejich morfologie lehce rozpoznatelna. Relativni velikost postupné klesa od 2 do 13
chromosomového paru od 3,19 % do 1,27 %. Od 14 do 37 chromosomového paru klesa relativni

velikost od 1,04 % do 0,44 %.

Pohlavni chromosom X je submetacentricky s relativni velikosti 2,06 %. Béhem pachytene je
pozitivné heteropyknoticky (obr. 28B) a nadale beéhem samciho ,,pre-metafazniho protazeni® a

metafaze [ utvaii viditelny univalent (obr. 28C, E).

Metodou FISH byly zjistény tfi pary klastrii 18S rDNA. Jejich lokalizace je na kratkych raménkach
nejvétsiho chromosomového paru, jednoho paru vétsich chromosomti a na kratkych raménkach
chromosomt z frakce velice malych rozmérti (obr. 28D). Tii klastry 18S rDNA (obr. G, 1) byly
detekovany na obou sledovanych typech spermatocytt 2. fadu (obr. 28F, H)
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Obrazek 27 — Karyogram samce druhu Elliptorhina lefeuvri vytvoteny na zakladé mitotické metafaze. Méfitko=10 um
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Obrazek 28 — Chromosomy samce druhu Elliptorhina cf. lefeuvri barvené Giemsou (A—C, E, G) a po aplikaci FISH se
sondou pro 18S rDNA klastr (¢erveny kanal) (D, F, H). A: mitotickd metafaze, B: pachytene s pozitivné
heteropyknotickym pohl. chromosomem (8ipka), C: saméi ,,pre-metafazni protazeni“ a vyznaceny chromosom X (Sipka),
D: metafaze I se zvyraznénymi klastry 18S rDNA (bilé Spiky), E: sam¢i metafaze I s vyznacenym chromosomem X jako
univalentem (Sipka) F: metafaze Il s 38 chromosomy s pozitivné heteropyknotickym pohlavnim chromosomem (Sipka),
G: metafaze I se 3 klastry 18S rDNA na kratkych raménkach chromosomti (bilé $piky), H: sam¢i metafaze 11
prechézejici do anafaze 11 s 39 chromosomy, I: sam¢i metafaze II prechazejici do anafaze Il s 39 a chromosomy a
vyznacenymi tfemi klastry 18S rDNA (bilé Sipky). Méfitko=10 pm

Elliptorhina laevigata (Saussure & Zehntner, 1895)

Karyotyp druhu Elliptorhina laevigata se sklada z 69 chromosomt (obr. 29 a 30H) (cytogeneticky
byli analyzovani 2 samci). Mezi metacentrické patii chromosomové pary: 2 a 4. Submetacentrické
jsou chromosomové pary: 1, 3, 5, 7, 10, 12, 18 a subtelocentrické jsou chromosomové pary: 6, 8, 9,
11, 13-17. Relativni velikost autosomi v diploidni sadé postupné klesa od 4, 27 % do 0,31 %. Prili§

maléd velikost chromosomit mensich, nez je 18. chromosomovy par znemoziuje pfesné urceni

morfologie.

Pohlavni chromosom X je béhem mitotické metafaze nejveétsim chromosomem karyotypu s relativni
velikosti 5,21 %. Béhem pozdni pachytene se postupné stava pozitivn€ heteropyknoticky a nasledné
je béhem ,,pre-metafazniho protazeni* viditelny jako univalent (obr. 30A, B, E). Diplotene, diakineze
ani metafaze [ pozorovany nebyly. Déle vznikaji spermatocyty s pfedpokladanymi haploidnimi pocty

35 a 34 chromosoml (obr. 30F, G). Béhem metafdze II je chromosom X opé€t pozitivné
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heteroypknoticky a byva tak mensi nez zbylé chromosomy, zejména mensi nez 1. chromosomovy

par (obr. 30).

Metodou FISH byly detekovany 3 pary klastri 18S rDNA v terminalnich pozicich liniovitych
bivalenti malych chromosomt indukujice pozici na kratkych raménkach, na kterych nevznika

chiasma (obr. 30C, D).
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Obrazek 29 — Karyogram samce druhu Elliptorhina laevigata vytvofeny na zakladé mitotické metafaze. Méfitko=10 pm

Obrazek 30 - Chromosomy samce druhu Elliptorhina laevigata barvené Giemsou (A—C, E-H) a po aplikaci FISH se
sondou pro 18S rDNA klastr (Cerveny kanal) (D) A: samci pachytene, B: pozdni pachytene se zvyraznén se
zvyraznénym pozitivné heteropyknotickym chromosomem X (Sipka), C: ,,pre-metafazni protazeni®, D: ,,pre-metafazni
protazeni“ se 3 pary 18S rDNA klastrt na kratkych raménkach malych chromosomu (bilé Sipky), E: pozdni ,,pre-
metafazni protazeni s vyznacenym chromosomem X jako univalentem (Sipka), F: metafaze II se zvyraznénym
chrmosomem X (3ipka) (n=35), G: metafaze II (n=34), H: mitoticka metafaze se zvyraznénym chromosomem X (Sipka).
Metitko=10 pm

Gromphadorhina portentosa (Schaum, 1853)

Mezi sam¢imi jedinci rozdilnych populaci druhu Gromphadorhina portentosa byly pozorovany

odlisné diploidni pocty chromosomi. Chromosomy vSech zkoumanych karyotypi lze rozdélit do
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dvou skupin: chromosomy velké, jejichz morfologii 1ze 1épe analyzovat (pfiblizné do 1,30 % relativni
velikosti, coz hrubé odpovidda 18. chromosomovému péaru) a chromosomy malé az
mikrochromosomy, jejichz pfesnd morfologickd analyza neni vzhledem k velikosti mozna, ovSem

pravdépodobné se jedna o submetacentrické az subtelocentrické chromosomy.

Samci populace 1 méli 2n5"=63 (viz obr. 31 a 33A) (cytogeneticky byli analyzovani 2 samci). Prvni

chromosomovy par je velikostné heteromorfni a subtelocentricky s relativnimi velikostmi 4,37 % a
3,05 %. Mezi dalsi subtelocentrické chromosomy patii pary: 4, 6—18. Chromosomové pary 2 a 3 jsou
submetacentrické a chromosomovy par 5 je submetacentricky az subtelocentricky. Relativni velikost
chromosomul postupné klesa od 2. do 21. paru s relativnimi velikostmi 3,65 % a 1,08 %. Dale

postupné klesa od 22. do 31. ch. paru s rel. velikostmi 0,81 % az 0,48 %.

Samec populace 2 (od chovatele byl dostupny pouze 1 samec) mél v diploidnim poctu 61
chromosomti (obr. 33I). Od piedeslého karyotypu se liSil hned prvnimi dvéma nejvétSimi
chromosomy. Prvni z nich je metacentricky s relativni délkou 4,13 %. Druhy je submetacentricky
s relativni délkou 3,90 %. Kvili unikatni kombinaci morfologie a velikosti nelze tyto dva
chromosomy jednoduse sparovat. Nasleduje nejvétsi 1. chromosomovy par, ktery je subtelocentricky
a velikostné heteromorfni s relativnimi délkami 3,84 % a 3,26 %. Mezi dalSi subtelocentrické
chromosomy patfi pary: 3—12, 15. Submetacentrické jsou pary: 2, 3, 14, 16, 17 a 18. Od druhého

chromosomového paru (2,78 %) klesa kontinualné relativni velikost az do 30. paru (0,36 %)

U samce populace 3 (analyzovan byl pouze 1 samec) byl pozorovan stejny karyotyp jako v ptipadé
samcil populace 1, ovSem v jednom bunécném jadie byl pozorovan i diploidni pocet chromosomi
65 (viz obr. 32). Karyotyp Citajici 63 chromosomi byl se od karyotypu s 65 chromosomy (obr. 32)
odliSoval men$im poctem chromosomul s mensi relativni velikosti nez 1,20 %, které pfiblizné
odpovida 18. chromosomovy par (i u ostatnich jedinct/populaci). Prvni chromosomovy par je
subtelocentricky a heteromorfni s relativnimi velikostmi 4,19 %, resp. 3,18 %. Dalsi subtelocentrické
chromosomové pary jsou: 3, 4, 5,6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 18. Submetacentrické jsou chromosomové

pary 2 a 14. Chromosomové pary 9 a 15 jsou submetacentrické az subtelocentrické.

Pohlavni chromosom X byl u v§ech zkoumanych jedinci metacentricky, a i jeho relativni velikosti
byly podobné (2,31 %, 2,38 %, 2,33 %). Primé&rna relativni velikost je tedy 2,34 %. U samci je
neparovy pohlavni chromosom detekovatelny jako univalent béhem metafaze I. U jedince z populace

2 je ¢ast chromosomu X c€asto negativné heteropyknoticka (obr. 331).

U populace 1 bylo pozorovano nékolik stadii meiotického déleni. Béhem pachytene byla pozorovana
jedna pozitivné heteropyknoticka oblast chromatinu, pravdépodobné neodpovidajici pouze
chromosomu X (obr. 33P). U této populace byla pozorovana diplotene/diakineze a poskytuje tak

srovnani s ,,pre-metafaznim protazenim* (obr. 33C). Béhem pre-metafazniho protazeni a také béhem
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metafaze 1 je pritomno 31 bivalenti a chromosom X jako univalent (obr. 33D, E). Dale byly
pozorovany 3 metafdze II s n=31 (obr. 33G, H). Pfedpoklddany haploidni pocet roven 32 pozorovan

nebyl.

Metodou FISH byl mezi jedinci detekovan variabilni pocet klastri 18S rDNA. U populace 1 bylo
detekovano 8 klastrii rDNA ve tiech parech a dva klastry jsou v heterozygotnim stavu (obr. 33F). U
populace 2 a 3 bylo detekovano 7 klastrii rtDNA ve tfech parech a jeden klastr je v heterozygotnim
stavu (obr. 33J, L, O). U populace 2 se dvojice klastrti vyskytovala na kratkych raménkach nejvétsiho
chromosomového paru. Dalsi dva pary klastri se vyskytovaly na kratkych raménkach stiedné
velkého a malého chromosomového paru. Jeden klastr se vyskytoval na kratkém raménku pouze
jednoho stiedné velkého chromosomu z bivalentu (viz obr 33J). Jedinci z populace 1 méli 8 klastrii
18S rDNA, které také byly vzdy na kratkych chromosomovych raménkach (viz obr. 33F). Jeden par
byl na nejvétsim chromosomovém paru. Dalsi pary klastri se vyskytovaly na paru stiedné velkych
chromosomt a paru malych chromosomi. Po jednom klastru (heterozygotni stav) obsahoval dalsi
par stfedné velkych a par malych chromosomti. U populace 3 byly klastry 18S rDNA také
lokalizovany na kratkych raménkach nejvétsiho chromosomového paru a déle se vyskytovaly na
kratkych raménkach dvou part stfedn€ velkych chromosomt. Jeden klastr byl na kratkém raménku
pouze jednoho malého chromosomu z bivalentu. Pozice klastri 28S rDNA detekované u populace 3

presné kolokalizovaly se zjisténymi pozicemi klastri 18S rDNA (viz obr. 33L, M, N, O).
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Obrazek 31 — Karyogram samce druhu Gromphadorhina portentosa vytvofeny na zakladé mitotické metafaze (populace
1). Méfitko=10 pm
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Obrazek 32 — Samci karyogram druhu Gromphadorhina portentosa vytvoieny na zékladé mitotické metafaze jednoho
jadra s odlisnym karyotypem (2n=65) (populace 3). Métitko=10 pm
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Obrazek 33 — Chromosomy samct druhu Gromphadorhina portentosa barvené Giemsou (A—C, E, G-I, K) a po aplikaci
FISH se sondou pro 18S rDNA klastr (erveny kanal) (F, J, L, O) a pro 28S rDNA (zeleny kanal) (M, N). A: Sam¢i
mitoticka metafaze s 63 chromosomy (populace 1), B: Sam¢i mitoticka metafaze s 65 chromosomy (ojedinélé pozorovani
v jedinci populace 3), C: diplotene/diakineze (populace 1), D: ,,pre-metafazni protazeni“ s vyznacenym chromosomem X
(Sipka) (populace 1), E: sam¢i metafaze [ s 31 bivalenty a se zvyraznénym chromosomem X ve formé univalentu (Sipka)
(populce 1), F: sam¢i metafdze I s osmi vyznacenymi klastry 18S rDNA (bilé Sipky) (populace 1), G, H: metafaze II
(n=31), I: Sam¢i mitotickd metafaze s 61 chromosomy (populace 2), J: sam¢i mitotickd metafaze se sedmi vyznacenymi
klastry 18S rDNA (bilé Sipky) (populace 2), K: Samci mitoticka metafaze s 63 chromosomy (populace 3), L: Sam¢i
mitotickd metafaze se sedmi vyznaenymi klastry 18S rDNA (bilé Sipky) (populace 3), M: Sam¢i mitoticka metafaze
se sedmi vyznacenymi klastry 28S rDNA (bilé Sipky) (populace 3), N: Sam¢i metafaze I se sedmi vyznacenymi klastry
28S rDNA (bilé sipky) (jeden klastr je viditeln€ v heterozygotnim stavu) (populace 3), O: Sam¢i metafaze I se sedmi
vyznacenymi klastry 18S rDNA (bilé $ipky) (jeden klastr je viditeln€ v heterozygotnim stavu) (populace 3), P: Pachytene
s vyznacenou pozitivné heteropyknotickou oblasti chromatinu. Métitko=10 pm

Gromphadorhina oblongonota van Herrewege, 1973
Druh Gromphadorhina oblongonota vykazoval proménlivy karyotyp na Urovni mezi jedinci i
v ramci jednoho jedince (viz tab. 7) (cytogeneticky bylo analyzovano 7 samcii a 1 samice). Pro

ptrehlednost jsou jednotlivi zkoumani jednici oznaceni dle tabulky 7. U jedinci 1 a 6 byl pozorovan
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karyotyp 2n"=61, ujedincti 2, 5 a 8 byl pozorovan diploidni pocet 2n"=59 (obr. 36E, G, K, L, M)
au jedince 7 diploidni poéet 2n " =57 (viz obr. 35, 36B). U jedince 4 byly pozorovany ihned tfi riizné

diploidni po¢ty chromosomui: 2nd™: 59, 60 a 61 (pocet 61 byl nejcastéjsi, viz obr. 34). U jedné samice

bylo pozorovano 60 chromosomti v diploidnim poctu (jedinec 3). Stejné jako u ostatnich
studovanych druhi tribu Gromphadorhini i zde se u vSech pozorovanych karyotypil setkdvame

s chromosomy relativné vétSimi a dale pocetnou skupinou malych chromosomii.

Pro lepsi orientaci bude hranice mezi témito dvéma skupinami uréena na 1,4 az 1,5 % relativni
chromosomové velikosti. Tato hranice je v u vSech pozorovanych karyotypt pfiblizn€ na velikostni
urovni 16. chromosomového paru. Pfesné uréeni morfologie nebylo v ramci skupiny vétSich
chromosomtl vZdy mozné, nicméné je v ni stejny pocet chromosomu velikostné i morfologicky
podobnych. Rozdilné pocty chromosomil mezi v§emi pozorovanymi karyotypy (kromé samiciho

karyotypu jedince 3) jsou ov§em ve skupiné pod 1,4 az 1,5 % relativni velikosti.

Pohlavni chromosom X je submetacentricky. U jedinct 4 a 7 byla jeho relativni velikost 3,22 % a
3,28 %, vzdy se tedy jednalo o jeden z nejvétsich chromosomu karyotypu. Béhem ,,pre-metafazniho
protazeni® je negativné heteropyknoticky a u samcti je Casto viditelny jako univalent (viz obr 36K,

L, M).

U jedince 5 (2nd"=59) byl béhem ,pre-metafazniho protazeni“ detekovan tetravalent z malych

chromosomt (viz obr. 36K, L). Ve spermatocytech II. fadu tohoto jedince byly b€hem metafaze 11

detekovany rozdilné pocty chromosomi: n=28, 29, 30 a 31. U jedince 5 (2nc"=59) byly béhem

metafaze [ detekovany dva trivalenty sloZzené opét z mensich chromosomi (viz obr. 36M). U jedince
7 byly ve fazi ,pre-metafazniho protazeni®, predchéazejiciho metafdzi I, pozorovany podezielé
chromosomové fetézce, vjejichz pitipadé se také jednalo o multivalenty, nicméné

v

nejpravdépodobnéjsi je kombinace dvou trivalentd a jednoho tetravalentu (viz obr. 360, P).
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Tabulka 7 — Ptehled studovanych jedinct druhu Gromphadorhina oblongonota a jejich cytogeneticka charakteristika

QYYD

61 - - -
59 - 5,3 1,2,3
60 - - -

61, 60, 59 - 6 - -
59 [28,29,30,31 - - 1CIV
61 - - - -
57 - - - (2CHI + 1CIV)?
59 - - - 2C1

00N U WN B

Metodou FISH byly u jedince 2 (2n¢"=59) lokalizovany 3 a 5 klastrit 18S rDNA (obr. 36C, D).

Klastry se vzdy nachézely na koncich kratkych ramének. Pocet péti klastrii byl pozorovan na figurach
mitotické metafaze. Dva klastry byly lokalizovany na kratkych raménkach velkych chromosomi a
tfi zbylé na chromosomech nalezejicich do skupiny mensich. Pocet ti klastrii byl detekovan na figuie
metafaze 1. Dva klastry jsou na kratkych raménkach nejvéetsiho subtelocentrického chromosomového
paru a posledni zbyvajici klastr je na jednom chromosomu z bivalentu ze skupiny menSich
chromosomtl. V jadrech spermatocytt II. fadu tohoto jedince (2) byly pii metafazi Il pozorovany 1,
2 az 3 klastry 18S rDNA. U jedince 4 bylo lokalizovano 6 klastrii 18S rDNA vzdy na kratkém
raménku chromosomti. Jeden klastr byl pouze na jednom velkém subtelocentrickém chromosomu
z bivalnetu. Dale se jeden klastr vyskytoval v paru stfedné velkych chromosomi a dalsi dva klastry
byly na dal$im paru homologickych stfedné velkych chromosomil. Posledni par klastri byl na paru

malych chromosomil (viz obr. 36F, H).
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Obrazek 34 — Karyogram druhu Gromphadorhina oblongonota (jedinec 4) 2n= 61. Méfitko=10 um
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Obrazek 35 — Karyogrma druhu Gromphadorhina oblongonota Citajici 57 chromosomi (jedinec 7). Métitko=10 pm

Obrazek 36 — Chromosomy druhu Gromphadorhina oblongonota barvené Giemsou (A, B, E, G, I-P) a po aplikaci FISH
se sondou pro 18S rDNA klastr (¢erveny kanal) (C, D, F, H) A: Mitoticka metafaze 2n"=61 (jedinec 4), B: Mitoticka
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metafaze 2n"=57 (jedinec 7), C: Mitoticka metaféze s péti klastry 18S rDNA (bilé Sipky) (jedinec 2), C: Metafaze I se
tiemi klastry 18S rDNA (bilé Sipky), E: Metafaze I s vyzna¢enym X chromosomem (Sipka) (jedinec 8), F: Metafaze |
s vyznacenymi 6 klastry 18S rDNA (bilé Sipky) (jedinec 8), G: Mitoticka metafaze 2n o’ =59 (jedinec 8), H: Mitoticka

metafaze s 6 klastry 18S rDNA (bilé Sipky), I: Diplotene (2n5"=61) (jedinec 4), J: Diplotene s vyzna¢enym

konstitutivnim heterochromatinem metodou C pruhovani (Sipky), K, L: ,,Pre-metafazni protazeni“ 2no"=59
s vyznaenymi chromosomy tvoficimi tetravalent a negativné heteropyknotickym chromosomem X (8ipky) (jedinec 8),
M: ,,Pre-metafazni protazeni 2no"=59 s vyznacenymi chromosomy tvoficimi dva trivalenty a negativné

heteropyknotickym chromosomem X (Sipky) (jedinec 5), N: Mitoticka metafaze 2n o" =60 (jedinec 4), O, P: ,,Pre-

metafazni protazeni“ chromosomil jedince 7 (2nd=57) s vyznacenymi tfemi multivalenty sloZzenych z nejasného poctu
chromosomii. Méfitko=10 um

Princisia vanwaerebeki van Herrewege, 1973

Karyotyp samct druhu Princisia vanwaerebeki Citd 63 chromosomi (viz obr. 37 a 38A). Prvni
chromosomovy par ma relativni velikost 3,47 % a je subtelocentricky. Druhy chromosomovy par je
submetacentricky s relativni velikosti 2,95 %. Dale relativni velikost chromosomti postupné klesa az
do 31. chromosomového paru s relativni velikosti 0,50 %. Mezi metacentrické chromosomy patii
pary: 10, 15, 7, 18. Na pomezi submetacentrického a metacentrického morfologického typu jsou
chromosomové pary: 6, 12 a 20. Subtelocentrické jsou pary: 1, 3,4, 7, 8 a 21. Pary 9 a 16 jsou na
pomezi mezi submetacentrickym a subtelocentrickym morfologickym typem. Morfologie para

mensich, nez je 21. par, nebyla z divodu pftili§ malé velikosti pfesnéji urCena.

Nejvetsi je submetacentricky pohlavni chromosom X s relativni délkou 3,78 %. Béhem samci
diakineze je pozitivné heteropyknoticky a vytvaii univalent, ktery je pozorovatelny i béhem ,,pre-

metafazniho protazeni“ metafaze I (obr. 38E, D, F).

Jeden z chromosomtl je béhem pachytene pozitivné heteropyknoticky (obr. 38C). Béhem diakineze
je rozeznatelnych 31 bivalentd z nichz 8 byva velkych a kruhovych. Na péti z té€chto kruhovych
bivalentll jsou viditelnd chiasmata na obou raménkach. Zbylych 22 bivalentd je protahlého
liniovitého tvaru a nejspisSe tedy vytvaii chiasmata pouze na jednom raménku (obr. 38D). Byly

pozorovany metafaze II s 31 a 32 chromosomy (obr. 38G, H).

Metodou FISH bylo lokalizovano 8 klastrii 18S rDNA (ve 4 parech) na kratkém raménku nejvétsiho
chromosomového paru a na kratkych raménkach 2 stiedné velkych chromosomi, Posledni 2 klastry

byly na kratkych raménkach 2 malych chromosomt (viz obr. 38B).
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Obrazek 37 — Karyogram samce druhu Princisia vanwaerebecki (2n3=63, X0), sestaveny z mitotické metafaze.
Metitko=10 pm

Obrazek 38— Chromosomy samce druhu Princisia vanwaerebeki barvené Giemsou (A, C—H) a po aplikaci FISH se
sondou pro 18S rDNA klastr (Cerveny kanal) (B). A: mitoticka metafaze, B: mitoticka metafaze s vyzna¢enymi osmi
klastry 18S rDNA (bilé $ipky), C: pachytene s vyznacenym pozitivné heteropyknotickym chromosomem X, D, E: , pre-
metafazni protazeni“ s vyznacenym chromosomem X (Sipka), F: metafaze I s vyzna¢enym chromosomem X (Sipka), G:
metafaze Il (n=31), H: metafaze II (n=32). Mé&fitko=10 um

Fylogenetické vysledky

Na bazi fylogenetického stromu vygenerovaného metodou Maximum Likelihood (viz obr. 39) se
jako prvni odvétvuje rod Pronauphoeta. Druha linie se dale déli na dvé monofyletické skupiny
(bootstrap=1). Prvni z téchto skupin je tribus Oxyhaloini zastoupeny v této analyze dvéma liniemi
rodu Oxyhaloa. Druha skupina je tvofena zastupci tribli Nauphoetini a Gromphadorhini. Celou tuto
druhou skupinu Ize rozdélit do nékolika dalSich separovany kladd. Prvni z nich je tvofen vSemi
zkoumanymi druhy rodu Rhyparobia a je sestersky druhému kladu (bootstrap=0,83) tvofenému rody

Nauphoeta, Simaoa a Henschoutedenia s dostate¢né podpoienou topologii (bootstrap>0,70):
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(Nauphoeta (Simaoa + Henschoutedenia)). Sesterska linie (bootstrap=1) v§em témto rodiim tribu
Nauphoetini je tvofena tfemi rody a tribem Gromphadorhini se vzijemnymi vztahy:
((Brachynauphoeta + Jaghrenia) + (Heminauphoeta + Gromphadorhini)). Rody Brachynauphoeta
a Heminauphoeta jsou v soucasné dob€ povazovany za incertae sedis a rod Jaghrenia patii do tribu
Nauphoetini. Tribus Gromphadorhini je vynesen jako monofylum. Rod Elliptorhina je vynesen jako
parafyleticky. Druhy Elliptorhina chopardi, E. coquereliana a E. lefeuvri. Vnitini vztahy této linie:
(E. chopardi (E. coquereliana MDG 1(E. cf. lefeuvri + E. coquereliana MDG 32))) zasluhuji
prezkoumani za pouziti sekvenci z vicera jedinct, jelikoz v ziskané topologii vychazi dvé populace
E. coquereliana jako izolované linie, mezi kterymi se odvétvuje druh E. c¢f lefeuvri. Dale se odvétvuje
dalsi linie tvofena druhy rodu Elliptorhina s topologii: (E. davidi (E. laevigata + E. javanica)).
Sesterskou linii k této tvoti druhy rodd Aeluropoda, Gromphadorhina a Princisia v této topologii:
(Aeluropoda insignis (Gromphadorhina oblongonota (Gromphadorhina portentosa populace 1

(Gromphadorhina portentosa populace 2 + Princisia vanwaerebeki))).

Fylogeneticky strom vygenerovany metodou Bayesovské analyzy mél stejnou topologii jako strom

vygenerovany metodou Maximum Likelihood. Jedina odlisnost byla v podpote nékterych vétvenich.
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Obrazek 39 — Fylogeneticky strom vygenerovany metodami Bayesovské analyzy a Maximum Likelihood. Podpory u
jednotlivych vétveni (nodd) jsou v potadi: bootstrap/posteriorni pravdépodobnost.
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Diskuse

V této praci byla zjiSténa vyraznd karyotypova variabilita napfi¢ druhy podceledi Oxyhaloinae
(2n8=23-75). U druhii Elliptorhina chopardi (2n3=75), Gromphadorhina portentosa (2n3=63),
Nauphoeta cinerea (2n3=37) a Rhyparobia maderae (2n3=23) byly potvrzeny jiz diive publikované
diploidni pocty (Cohen a Roth, 1970). Jiz na zaklad¢ téchto diive publikovanych dat bylo
pravdépodobné, Ze druhy podceledi Oxyhaloinae se déli do dvou karyotypové odlisnych skupin a
vysledky této prace toto potvrzuji. Prvni z téchto skupin je reprezentovana triby Oxyhaloini a
Nauphoetini, které maji karyotyp pievazné slozen z metacentrickych a submetacentrickych
chromosomt podobnych velikosti a maximalnim po¢tem 37 chromosomi u samct druhu Nauphoeta
cinerea. Vyjimkami jsou druhy Henschoutedenia flexivitta (2n3=45) a Simaoa conserfariam
(2nd=69), jejichz karyotyp je tvofen relativné vyS§imi pocty chromosomii a velkd ¢ast z nich se
subtelocentrickd. Druhé skupina je tvofena tribem Gromphadorhini (2n=57-75). Obecny karyotyp
tohoto tribu se sklada z relativng vyssiho poctu chromosomil (20 modus=75, 20 pramer=66,3), které
lze rozdélit do skupiny velkych chromosomi s vétSinou zietelnou morfologii, jejichz zastoupeni se
u jednotlivych druhti ptili§ neméni, a na druhou skupinu malych chromosomi az mikrochromosomu

jejichz pocetni zastoupeni kolisa mezi druhy s rozdilnymi ch. pocty.

Vnitrodruhové variabilita poctl chromosomil
Pozorovana variabilita v poctech chromosomti na intra-individudlni a inter-individudlni urovni
centrické fuze dvou chromosomt s velice kratkym p raménkem nebo Robertsonovské translokace

mezi nimi (v praxi nelze tyto pochody vétsinou odlisit).

Vysledky druhu Gromphadorhina portentosa byly zhotoveny na zakladé pozorovani chromosomu
samcl tii izolovanych populaci. V karyotypu samce druhé populace byly dva unikatni nejvétsi
chromosomy (metacentricky a submetacentricky), které nebylo mozné sparovat na zaklad¢ velikosti
a morfologie s jakymkoliv jinymi chromosomy. Nejpravdépodobnéji se jevi scénaf jejich vzniku
odvozenim z karyotypu ¢itajiciho 63 chromosom pomoci fize dvou subtelocentrickych
chromosomu. Neni jasné, zda se jednalo o ojedin€lé chromosomové piestavby v ramci populace 2,
jelikoz byl ke studiu poskytnut pouze jeden samec. Zarovei nebyla bohuzel pozorovana meiosa u
tohoto jedince, a tak nebylo mozné, jakkoliv pozorovat potencialni trivalenty, jez by vznikly
v disledku zminénych fuzi. Karyotyp samce ze tieti populace byl stejny jako u prvni populace

(2n™o=63) nicméné bylo pozorovano i jedno bunééné jadro se zietelnym poétem 65 chromosomd.
Oproti staardnimu karyotypu (2n"o=63) se tento li§il v po¢tu malych chromosomi pod 1,20 %

relativni velikosti. Dale se lisil v morfologii 3. chromosomového paru, jenz je u staardniho karyotypu
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(2n"™o=63) submetacentricky, zatimco v odvozeném karyotypu (2n"o=65) je subtelocentricky.
Rozdilné byly také morfologie 14., 15., 16. a 17. ch. paru. V odvozeném karyotypu byly
submetacentrické, zatimco ve staardnim subtelocentrické. Tyto rozdily vsak mohly vyvstat chybou
méteni zptisobenou nedostatecnou spiralizaci téchto chromosomtl v méfeném staardnim karyotypu.
Dva malé chromosomy navysujici diploidni pocet na 65 a nejpravdépodobnéji vznikly centrickym

rozpadem obou chromosomi 3. paru.

Variabilita v poctu chromosomti na inter-individudlni urovni, ale i na intra-individuélni arovni, byla
pozorovana také u druhu Gromphadorhina oblongonota. Mezi jedinci byly pozorovany diploidni
chromosomové pocty: 57, 59, 60 a 61. Pocty 59, 60 a 61 byly pozorovany i mezi buitkami jednoho
jedince. Karyotyp s poctem 61 chromosomti byl uréen jako staardni, jelikoZ nebyly béhem jeho
meiotického déleni zaznamenany zadné multivalenty. Karyotypy s niz§im po¢tem chromosomti jsou
odvozené mechanismem centrickych fiizi nebo Robertsonovskymi translokacemi (v praxi casto tyto
mechanismy casto nelze odliSit) mezi malymi a mezi stfedné¢ velkymi subtelocentrickymi
chromosomy. Pii mechanismu Robertsonovskych translokaci by vznikal acentricky fragment, jenz
by se v dusledku nenapojeni na délici vieténko ztratil ihned po nasledném bunécném déleni (viz obr.
40). S jevy fuzi ¢i Robertsonovské translokace nejspisSe souvisi pozorovani multivalentd u dvou
zkoumanych jedinct. Konkrétné byly béhem metafaze I u téchto jedincii pozorovany dva trivalenty,
respektive jeden tetravalent v podobé fetézcu (viz tab. 7). Morfologii prostfednich chromosomu
multivalentii se nepodafilo ur¢it, oviem v souvislosti s poklesem poétu chromosomt na 2nd= 59 u
obou téchto karyotypt, se nejpravdépodobnéji jevi vznik obou typti multivalentti skrze centrické fuze
(viz obr. 40 a 41). U jedince s 2n3=57 byla pozorovana trojice fetézcovych multivalentii b&hem
»~pre-metafazniho protazeni“ nicméné nebylo mozné urcit z kolika chromosoml se formuji.
Nejpravdépodobnéji se jevi konfigurace dvou fetézcovych trivalentti a fetézcového tetravalentu. Tato
kombinace by vyZadovala celkem 4 fuze ¢i Robertsonovské translokace, coz je v souladu se snizenim

poctu chromosomil na 57.
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Obrazek 40 — Schéma vzniku trivalentu v disledku fiize ¢i Robertsonovské translokace. Na pravé strané schématu je
vyobrazen acentricky fragment vznikly v ptipadé Robertsonovské translokace. Homologické tiseky genomu jsou
vyobrazeny jednotnymi styly Car.

<
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Obrazek 41 - Schéma vzniku tetravalentu v disledku 2 fzi ¢i 2 Robertsonovskych translokaci. Na pravé stran¢ schématu
jsou vyobrazeny acentrické fragmenty vzniklé v pfipadé Robertsonovskych translokaci. Homologické useky genomu jsou
vyobrazeny jednotnymi styly car.

Razné karyotypové polymorfismy spojené s chromosomovymi piestavbami byly na trovni
mezipopulacni ale i vnitropopulacéni pozorovany i u jinych druhti $vabl. Jednalo se o reciproké
translokace zptisobujici formaci jiz v uvodu zminénych multivalentti u druhti Blaberus discoidalis a
Periplaneta americana (John a Lewis, 1959; Lewis a John, 1957). U termitl vznikaji reciprokymi
translokacemi multivalenty pohlavnich chromosomt (shrnuto v Jankasek, 2017). Chromosomové
fuze ¢i Robertsonovské translokace snizuji miru rekombinaci (v porovnani s populacemi bez ch. fuzi)
v pericentrickych oblastech a to jak u heterozygoti pro danou chromosomovou fuzi, tak i
u homozygotl pro tuto fuzi, u kterych mohou byt rekombinace potlaceny relativné vice (Dumas a
Britton-Davidian, 2002). Zaroveil se témito chromosomovymi piestavbami dostavaji do novych
vazebnych skupin alely, jez byly dfive voln¢ segregované (Guerrero a Kirkpatrick, 2014). Tyto alely,
které jsou v nové genové vazbé, se mohou lokalné adaptovat ve vzdjemném kontextu a ziskat tak
selekéni vyhodu (Guerrero a Kirkpatrick, 2014). Tato situace byla napiiklad zaznamenana u
Drosophila americana Spencer, 1938 ve formé fuze autosomu a chromosomu X, ktera se nasledné
stala selekéné¢ vyhodnou, jelikoz se na autosomu nachdzely sexudln¢ antagonistické geny
(McAllister, 2003). To, zda se bude dana chromosomova piestavba v populaci fixovat nebo dale
vyskytovat ve form¢ stabilniho polymorfismu a jakou bude mit selek¢ni vyhodu, zalezi predevsim
na frekvenci rekombinaci mezi lokaln¢ adaptovanymi alelami a mistem spoje dvou dfive
samostatnych chromosomi (Guerrero a Kirkpatrick, 2014). Guerrero a Kirkpatrick (2014) pouzili ke
studiu této problematiky model ,,mainla-isla®“ tedy model, ve kterém se do ,,ostrovni“ populace
dostava faze v heterozygotnim stavu (z pocatku se mutace vyskytuje vzdy v tomto stavu) z ,,pevniny*
s urCitou frekvenci, jez vystupovala jako parametr (m) spolecné se zminénymi frekvencemi
rekombinaci (74 — pro alelu A, 43— pro alelu B) a pozitivnim vlivem alel ve vazebné skupiné na

ree
1

fitness jedince (s4resp. sp). ,,Migraci fuze z pevniny do ,,0strovni® populace, kde se predtim
nevyskytovala, si samoziejmé lze predstavit jako samovolny vznik dané mutace v populaci, kde

predtim nebyla. Ziskaly rovnici pro vypocet selekéni vyhody chromosomové fuze (4):

ThaT,
/1=m(1—2 hAThB )

ThaThB + SaASB

Z tohoto vztahu vyplyva, Ze s klesajici frekvenci rekombinaci a rostoucim vlivem alel na fitness
(neboli se zvétSujicim se rozdilem mezi témito veliCinami) roste selekéni vyhoda vazby (4).

Povsimnéme si, Ze k dosazeni maximalni selekéni vyhody ch. fuze staci teoreticky, aby rekombinace
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neprobihala viibec pouze mezi jednou z lokaln¢ adaptovanych alel a bodem faze (r.4= 0, resp. rig =
0), a tedy 4 = m (Guerrero a Kirkpatrick, 2014). U studovanych populaci rodu Grophadorhina
nebyly vsSak presné¢ urCeny chromosomy, které fuzuji, a nelze tedy jednotlivé flize presné
kategorizovat. UrCeni poctu jednotlivych typti fizi bude predmétem nasledujiciho detailnéji
zaméefen¢ho vyzkumu. Je vSak zfejmé, ze u né€kterych, jedincii se vyskytovalo vicero typt fuzi

zaroven a u nékterych zadné. Je mozné Ze pozorovana variabilita vznika z nasledujicich divodu:

a) Neni vyloucené, Zze sledované chromosomové fuze se v populaci nevyskytuji ve forme
stabilniho polymorfismu, ale namisto toho zanikaji a soucasné opét vznikaji. Dané fuze
mohou zanikat v disledku nedostate¢né selektivni vyhodnosti anebo se jedna o viceméné
stochastické jevy na poli neutralni evoluce.

b) Béhem centrickych chromosomovych fuzi se neméni sousled jednotlivych pasazi sekvence
DNA, jak tomu je napiiklad u inverzi ¢i deleci, a suprese frekvence rekombinaci
chromosomu vzniklych v dusledku fize nez vzajemnou sekvenéni nekompatibilitou (Dumas
a Britton-Davidian, 2002). Pravdépodobné tedy nedojde k uplné supresi rekombinace mezi
lokaln¢ adaptovanymi alelami a vySe popsané maximalni selek¢éni vyhody fuze.

¢) Predpokladam, Zze dalsim divodem je zjednoduseny popis selekéni vyhody fuze, ktery
uvazuje jen dvé lokalné adaptované alely. V pfipad¢ takové fize by se do nové genetické
vazebné skupiny (jakéhosi “supergenu‘) dostalo pravdépodobné vice alel. Mnoho z nich by
nemuselo byt lokaln€ adaptovanych a jejich nizsi hodnoty selek¢nich vyhod (sx) by mohly
snizovat celkovou selek¢éni vyhodu pro danou fuzi.

d) Dalsim zdtvodi pozorované variability miize byt meioticky tah, ktery preferuje
chromosomy pouze urcité morfologie a muze tak rozhodnout i jaky morfologicky typ
chromosomt bude v karyotypu pfevladat (de Villena a Sapienza, 2001). V piipad€ tribu
Gromphadorhini by se tak jednalo o chromosomy s velice kratkym p raménkem (jez
v pozorovanych karyotypech dominuji) a selekéni vyhody pozorovanych chromosomovych
fuzi by tak ptsobily proti meiotickému tahu. Z tohoto protismérného “tlaku* by tak mohla
vznikat pozorovana variabilita a dlouhodobé pretrvavani ptvodniho neflizovaného

karyotypu i ptes selekéni vyhodu chromosomovych fuzi (Guerrero a Kirkpatrick, 2014).

Podrobnéji studovanou skupinou v problematice Robertsonovskych translokaci v souvislostech se
supresi vytvareni chiasmat v pericentrické oblasti, télesnou morfologii a biogeografii jsou americka
sarancata Celedi Acrididae. Cornops aquaticum (Bruner, 1906), Leptysma argentina Bruner, 1906,
Oedaleonotus enigma (Scudder, 1856) a Sinipta dalmani (Stél, 1861). Druh Dichroplus pratensis
Bruner, 1900 ma v ramci svého arealu rozsiteni dveé karyotypové rasy. Tyto karyotypové rasy jsou
polymorfni pro celkem 8 riznych Robertsonovskych translokaci (které potlacuji tvorbu chiasmat

v pericentrické oblasti) a setkavaji se vytvarejice hybridy (Bidau et al., 2012; Colombo, 2013). U
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téchto hybridd byl prokazan vliv Rb translokaci na fenotyp jedincd, jelikoZ jejich mnoZstvi u samcti
signifikantn€ pozitivné korelovalo s télesnou velikosti (Bidau et al., 2012). U druhit Cornops
aquaticum (Bruner, 1906), Leptysma argentina Bruner, 1906 a Sinipta dalmani (Stal, 1861) byla u
jedincti s Rb translokacemi také pozorovédna relativné nizsi frekvence chiasmat v pericentrické
oblasti zii€astnénych chromosomil nez u jedinct bez Rb translokaci (Colombo, 2008, 1990, 1989;
Remis, 1990, 2008). Vliv polymorfismu pro Rb translokace na fenotyp byl pozorovan u druhii
Leptysma argentina, u kterého koreloval s vét§simi télesnymi rozméry a tento efekt byl navic aditivné
posilen u homozygoti pro Rb translokace (Colombo, 1989) (podobné¢ jako v ptipadé¢ hybridd u druhu
Dichroplus pratensis). Pozitivni heterézni efekt byl u druhu Oedaleonotus enigma naznacen
vychylenim od teoreticky ocekavané Hardy-Weinbergovi rovnovahy ve prospéch heterozygott pro
ptislusné Rb translokace (Colombo, 2013). Naproti tomu na jedince druhu Sinipta dalmani maji Rb
translokace (zde mezi X chromosomem a autosomem) negativni vliv, jelikoz snizovaly frekvenci
zivotaschopnych spermii, ¢imz se pravdépodobné vysvétluje nizsi frekvence této Rb translokace

v populaci tohoto druhu (Remis, 1993).

Vliv Rb translokaci na fenotyp volné Zijicich populaci byl u obratlovctd prokdzan naptiklad u
Barcelonské populace mysi domaci (Mus musculus domesticus Linnaeus, 1758). Tato populace ma
na rozdil od okolnich populaci, jeZ maji pouze jednoramenné chromosomy, v dospélosti odlisny tvar
spodni Celisti v dospélosti, jakozto disledek mirn€ odlisnych ontogenetickych procesti (Martinez-

Vargas et al., 2018).

Vyse uvedena data potvrzuji, ze centricka spojeni dvou dfive individualné¢ segregovanych
chromosomti mohou vytvafet a predevSim spolehlivéji zachovavat lokalné adaptované useky
v genomu Vv pericentrickych oblastech skrze pozitivni selekci heterozygotil, a vytvaret tak stabilng

polymorfni populace, jak predpokladaji matematické modely (napt. Guerrero a Kirkpatrick, 2014).

V ramci tadu Blattodea existuje monofyleticka skupina, u které podobnymi mechanismy také
vznikaji chromosomové multivalenty, a to v neobyéejné rozvinutych formach a u nékterych druht
také ve form¢ intrapopulacniho polymorfismu. Touto skupinou jsou, jak jiz bylo fec¢eno v kapitole
uvodu, termiti (Isoptera). Chromosomové piestavby, které stabilné zpisobuji formace multivalentt
u termitt, se tykaji pohlavnich chromosomu. Uvnitt ¢eledi Kalotermitidae se setkavame s u druht
Bifiditermes improbus (Hagen, 1858), Cryptotermes cynocephalus Light, 1921, Cryptotermes
domesticus (Havila, 1898), Procryptotermes australiensis Gay, 1976 a Kalotermes flavicollis
(Fabricius, 1793) se vznikem trivalentt X;Y Y. v dasledku fGze ptvodniho Y chromosomu
s autosomem(Fontana, 1982; Luykx, 1990). U druhu Cryptotermes brevis (Walker, 1853) byl
v karyotypu samci nalezen trivalent X1Y1Y2 vznikly fuzi chromosomu X a autosomu (Luykx,
1990). Mnohem casté€ji vSak u termiti pozorujeme multivalenty pohlavnich chromosomil vzniklé

v dasledku reciprokych translokaci mezi Y chromosomem a autosomem. Mechanismus vzniku je
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analogicky vzniku autosomalnich multivalentl u inbrednich populaci $vabich druhd Blaberus
discoidalis a Periplaneta americana (John a Lewis, 1959; Lewis a John, 1957) (viz kap.
Cytogenetika Blattodea). Jedn4 se o jiné typy chromosomovych piestaveb, nez jsou chromosomové
fuze, které byly navrzené jakozto pfiCiny pozorovanych odvozenych karyotypti rodu
Gromphadorhina nebo zminénych zastupct rovnokiidlého hmyzu, nicméné pficiny jejich fixace ¢i

alesponi stabilniho pietrvavani v populacich se zdaji byt podobné.

Jakym zpisobem dochazi k fixaci chromosomovych piestaveb zodpovédnych za utvareni neo-
pohlavnich chromosomovych systémil v termitich populacich, bylo predmétem studia piedevsim 80.
a 90. let minulého stoleti. To, zda jsou chromosomové fize ¢i translokace v heterozygotnim stavu
fixovany v populaci nebo jsou soucasti stabilniho genetického polymorfismu populace ¢i jsou tplné
eliminovany, zéalezi pfedevSim na mife piibuzenského kiizeni a zda se jedna o pfestavby mezi
autosomy nebo autosomem a gonosomem (Charlesworth a Wall, 1999). Zakladnim pfedpokladem je
snizend frekvence rekombinaci v isecich chromosomi postihnutych translokaci ¢i mezi fuzovanym
chromosomem a jeho pivodnimi homology (Charlesworth a Wall, 1999), podobné jako bylo
pozorovano u naptiklad zminénych druhti sarancat a jak popisuje matematicky model Guerrera a
Kirkpatricka (2014). Tato snizena frekvence rekombinaci poté opét posiluje miru heterozygozity
v dané oblasti chromosomi i u inbrednich populaci, pro které je jinak typicka velkd mira
homozygozity (Charlesworth a Wall, 1999). Odlisnost mezi chromosomovymi fuzemi a reciprokymi
translokacemi nastava v pfipadé¢ homozygott. Zatimco u fuzi je rekombinace mezi homologickymi
chromatidami potlacovana i u homozygott (Colombo, 1989; Dumas a Britton-Davidian, 2002.),
v pripad¢ translokaci je pfedpokladana mnohem vétsi frekvence rekombinaci mezi homologickymi
chromatidami u homozygotti (Charlesworth a Wall, 1999; Lewis a John, 1957). Z tohoto divodu je
pouze ty mezi pohlavnimi chromosomy a autosomy. Pokud vznikne ptestavba (flize ¢i translokace)
typu Y-A (mezi chromosomem Y a autosomem), a dojde tak ke vzniku neo-pohlavnich chromosomd,
neobjevi se tato chromosomova prestavba nikdy v homozygotnim stavu, jelikoz pivodni Y
chromosom i neo-Y chromosomy budou pfitomné pouze u samct. Pokud dojde ke stejné
chromosomové prestavbé ovsem typu X-A (mezi chromosomem X a autosomem), mize se tato
pfestavba objevit v homozygotnim stavu u samic, ov§em nikoliv u samcii (Charlesworth a Wall,
1999). Z téchto divodu je pravdépodobnéjsi fixace neo-pohlavnich chromosomovych systémi
vzniklych ptestavbami typu Y-A zatimco u typti X-A 1ze predpokladat jejich vyskyt spise jako prvek
stabilniho genetického polymorfismu populace (Charlesworth a Wall, 1999). Tato tvrzeni nachazi
podporu v jiz studovanych termitich karyotypech. Reciprokou translokaci mezi chromosomem Y a
autosomem vznikl tetravalent X;X,Y1Y, u druhti Celedi Termitidae a nékterych druht celedi
Rhinotermitidae (napt. Bergamaschi et al., 2007; Vincke a Tilquin, 1978). U tii druhti z téch majicich

tetravalent X;X,Y Y2 byl pozorovan zaroveii i chromosomovy mechanismus uréeni pohlavi XX/XY
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(Bergamaschi et al., 2007). Tento jev lze vysvétlit ustalenym polymorfismem, ve kterém se stabilné
objevuji obé€ varianty nebo v danych populacich stale nedoslo k fixaci systému X;X,Y1Y>. Trivalenty
X1X2Y vzniklé fazemi typu Y-A byly nalezeny u 6 druhd Kalotermitidae (Fontana, 1982; Luykx,
1990). Trivalent XYY vznikly fuzi typu X-A byl nalezen pouze u jednoho druhu (Luykx, 1990).
Fazovany chromosom X je zde metacentricky (Luykx, 1990) a u samic je dvakrat, tim je umoznéno
alesponl omezené mnozstvi rekombinaci, a proto tyto mutace do urcité miry neposkytuji tak vysoky
naridst vyhodné hetrozygozity genomu v indbrednich populacich a jejich pravdépodobnost fixace je
mensi (Charlesworth a Wall, 1999). Tato pravdépodobnost odpovida také pouze jedinému nalezu

druhu s timto chromosomovym systémem urceni pohlavi.

Zde pozorované chromosomové fuze u rodu Gromphadorhina se samoziejmé tykaji autosomul a ne
pohlavniho chromosomu X, jehoz submetacentricky morfologicky typ znemozituje jednoduché
centrické fuze. Podobnost s termitimi spolecenstvy se ovSem mulZe projevovat praveé v inbrednim
charakteru. Pokusna kolonie rodu Gromphadorhina urcité dosahuje po mnoha generacich chovanych
v izolaci vy$8i miru pfibuzenského kiizeni, a tedy i vyssi genetické podobnosti, kterd oviem nebyla
v této praci nijak kvantifikovana. ZvySena frekvence vyskytu vySe zminiovanych chromosomovych
ptestaveb tak predstavuje zajimavou plastickou reakci genomu studovanych §vaba zmirnujici dopad

radikalnich podminek.

Vnitrodruhové dynamika klastri 18S rDNA

U druht G. portentosa, G. oblongonota, E. coquereliana a E. javanica byla v této praci detekovana
variabilita v poctu klastri 18S rDNA bud’to na urovni jednice, mezi jedinci nebo mezi populacemi.

Inter-populacni variabilita byla pozorovéna u druhu G. portentosa.

U samce populace 1 (2n3=63) bylo metodou FISH detekovéno 8 klastrti 18S rtDNA.. Z figur metafaze
I je patrné, ze dva z téchto klastrti, jsou vzdy pouze na jednom chromosomu z bivalentu, a jedna se
tedy o heterozygotni stav. U populaci 2 a 3 byl pozorovan pocet 7 klastrit 18S rDNA. V jedinci
z populace 2 nebyly pozorovany metafaze I, tak nelze urcit kolik z nich se vyskytovalo v paru. Samec
populace 3 byl heterozygot pro klastr 18S rDNA na paru malych chromosomt. VSechny zminéné
lokusy u vSech populaci byly vzdy na kratkych raménkach subtelocentrickych chromosomtl. Na
zakladé téchto vysledkl je v populaci 1 dle 2. Mendelova zékona nejmensi mozny pocet klastrti 18S
rDNA roven Sesti a nejvyssi deseti. U tieti populace je dle stejného principu nejmensi mozny pocet
klastri 18S rDNA roven 6 a nejvyssi 8. Dale se také nabizi moznost, Ze heterozygotni stavy, mohou
byt ve zkoumanych populacich ptitomny i v dalSich lokusech 18S rRNA a pouze nebyly pozorovany,
a ze celé rozpéti poctu klastri miize byt ve skutecnosti mnohem $irsi pro cely druh Gromphadorhina
portentosa. Vzhledem k pozorované variabilité byla na preparaty ze samce populace 2 aplikovana
spole¢na FISH se sondami pro 18S rDNA a 28S rDNA klastry. Vysledn¢ bylo lokalizovano 7 klastrt
28S rDNA, které kolokalizovaly s klastry 18S rDNA. Tyto vysledky naznacuji, Ze a¢ se v ramci
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druhu Gromphadorhina portentosa vyskytuje vySe popsana variabilita, 18S rDNA a 28S rDNA stale

kolokalizuji spolecné.

Jedin€ nejvetsi par chromosomt I1ze oznacit za homeologicky mezi jednotlivymi populacemi a vyskyt
2 klastrti na ném za konstantni. Vzhledem k pozorované dynamice 18S rDNA nelze znacené malé a
sttedné velké chromosomy s jistotou determinovat jako homeologické napfic zkoumanymi
populacemi. Situaci nadale nezlehcuje jejich morfologicka a velikostni podobnost s velkym poctem

ostatnich chromosoma.

Intra i inter-individudlni variabilita v poctu klastri 18S rDNA byla pozorovana u druhu G.
oblongonota. Na figurach mitotickych metafazi jedince 2 (2n3'=59) (viz tab. 7) bylo detekovéano 5
klastri 18S rDNA. Dva z téchto klastri byly na piiblizn€ stejné velkych chromosomech stiedni
velikosti a dalsi tfi na malych chromosomech. Klastry byly vzdy na distalni ¢asti chromosomu
signalizujice umisténi na p raménku. Na jedné figufe ,,pre-metafazniho protazeni* byly detekovany
pouze 3 klastry 18S rDNA. Konkrétné 2 na kratkych raménkach nejvétsiho chromosomového paru
a 1 na malém ch. paru. U jedince 4 bylo lokalizovano 6 klastri 18S rDNA. Z figur mitotickych
metafazi je viditelné, Ze se 1 klastr vyskytuje na kratkém raménku nejvétsiho paru chromosomi a
zbylych pét klastrii je na kratkych raménkach malych chromosomi. Tyto poéty a lokalizace byly
dale ovéreny na figurach metafazi I. Ty odhalily, Ze se popisované klastry vyskytovaly po jednom
na bivalentu nejvétSich chromosomtl a na jednom z bivalentll malych chromosomul, zbytek klastrt
byl v parech. Dle 2. Mendelova zakona je na zakladé téchto vysledki nejvyssi mozny pocet klastri
roven osmi a nejmensi roven ctyfem. Dle tfech pozorovanych klastrii u jedince 2 a v doplnéni
vysledky z pozorovani jedince 4 by se vSak mohlo jevit, Ze minimalni pocet klastrti 18S rDNA muize
klesnout az na jeden (jelikoz bez zddného by byl jedinec nezivotaschopny). V této souvislosti by
bylo potfeba doplnit dalsi vysledky, jelikoZz ojedin€lé pozorovani pouze tii klastri maze byt
artefaktem metody. Stejn€ jako u pfedchoziho druhu nelze bohuzel v tomto pfipadé pouzit 18S rDNA
jako marker kureni homeologickych chromosomi mezi jednotlivymi jedinci, a ani mezi
studovanymi druhy rodu Gromphadorhina. Diivodem je jejich velka dynamika v ramci genomu, jez

se projevuje Castou heterozygotnosti.

Mimo druhy rodu Gromphadorhina byla variabilita v poctu 18S rDNA klastrti pozorovana také u
druhii Elliptorhina coquereliana a E. javanica. Popualce MDG 1 druhu E. coquereliana (2n o=T71)
méla 6 klastri 18S rDNA na kratkych raménkach, dva z téchto klastri byly v heterozygotnim stavu.
Populace MDG 32 (2n"o=71) méla oproti tomu 8 klastrti 18S rDNA a 4 z nich byly v heterozygotnim
stavu. Druh Elliptorhina javanica (2n"o=73) vykazoval variabilitu v po¢tu klastri mezi dvéma

jedinci stejné populace. Vyskytovaly se u nich tfi pary klastrii nebo dva pary klastri. U vSech ze tii
zminénych druh byly sekvence 18S rRNA gent vzdy lokalizovany na kratkych raménkach.

Spolecné s pozorovanimi u rodu Gromphadorhina nam tyto poznatky sice zamezuji spolehlivému
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pouziti 18S rDNA jako markeru k rozpoznavani jinak velice podobnych chromosomd, ale napovidaji
o extenzivni variabilité¢ a velké dynamice evoluce 18S rDNA klastri. Konkrétné se jedna o Casté

zmény fyzické pozice v genomu a poctu kopii. Tato pozorovani nejsou zdaleka ojedinéla.

Z blize piibuznych skupin fadu Blattodea byla vnitrodruhova variabilita v poctu 18S rDNA klastra
nalezena napiiklad u kobylek rodu Isophya (Tettigoniidae). Konkrétné se jednalo o druhy /. bureschi
Peshev, 1959, I. rhodopensis Ramme, 1951 a poddruh 1. rhodopensis/leonore Kaltenbach, 1965. U
prvniho z téchto druhti se variabilita pohybovala od 1 do 2 klastrd u druhého od 3 do 5 a u zminéného
poddruhu od 2 do 5 vzdy v pericentrické oblasti (Grzywacz et al., 2011). Z obratlovcii byla velka
intra-populacni variabilita v poctu a pozice klastri 5S rDNA mezi dvéma karyomorfami pozorovana
u trnobfiché ryby Erythrinus erythrinus. Tyto dvé karyomorfy se liSily poctem i morfologii
chromosomtl a také poctem (o vice jak 20) a lokalizaci 5S rDNA klastrii (Cioffi et al., 2010).
V karyomorfe€, ktera obsahovala klastri 5S rDNA byl ¢asto na jejich periferii ¢i v nich kolokalizovan
transposabilni element (TE) Rex(Cioffi et al., 2010). U ¢lenovct se na stejnych mistech vyskytuji
velice Casto napfiklad TE R1 a R2 (Zhang et al., 2008). Transposabilni elementy se fidi tzv.
,concerted evolution®, coz znamena Ze se jejich kopie v genomu navzajem pfili§ neodliSuji. Pti
pohybu napii¢ genomem tak vznikaji sekvenéné¢ podobna mista a ty mohou naddle umoznovat
ektopické rekombinace (Cioffi et al., 2010). Vzhledem k tomu, Ze nékteré TE se Casto vyskytuji
v blizkosti anebo uvnitt tandemovych repetic rDNA klastri, mohou jim umoznovat ménit skrze
ektopickou rekombinaci misto v genomu a navySovat pocty kopii (Cioffi et al., 2010). Aktivita TE
muze byt podminéna genomickym stresem vyvolanym riznymi faktory prostiedi, ve kterém se dany
organismus nachazi (Symonova et al., 2013). Za téchto stresovych podminek zptisobuje aktivita TE
v genomu strukturni piestavby v danych populacich a mize slouzit jako adaptabilni mechanismus na
tyto podminky (McClintock, 1984). Stresovym faktorem pro populace studované v této praci by
mohl byt intenzivni inbreeding. Jedna se o dlouhodobé laboratorni anebo ptivodné zajmové chovy,
kde se jiz vystfidalo velké mnozstvi generaci, a ackoliv nebyla nijak kvantifikovana mira
piibuzenského kiizeni, 1ze ho o¢ekavat velice frekventované. V téchto souvislostech by bylo vhodné
v budouci praci aplikovat double-FISH metodu mapujici rDNA klastry a zaroven TE, z divodu
ovéfeni jejich mozné kolokalizace. Ektopickou rekombinaci mohou podporovat i repetitivni
sekvence klasicky lokalizované v oblasti centromery nebo telomer, jez se také fidi modelem
»concerted evolution® (Cazaux et al., 2011). V této praci byla pozice rDNA klastrti vzdy pravé na
téchto mistech. U tribu Nauphoetini se vyskytovaly klastry v pericentrické oblasti a jedinou
vyjimkou byl druh Nauphoeta cinerea, kde byly klastry lokalizovany v telomerické oblasti. U druhu
Simaoa conserfariam a tribu Gromphadorhini byly klastry vzdy lokalizovany na kratkém
chromosomovém raménku, a tedy vzdy v blizkosti telomerickych i centromerickych repetitivnich

sekvenci. Ektopickd rekombinace mezi témito segmenty probiha béhem polarizace chromosomu
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béhem profaze, ktera zajiStuje prostorovy kontakt centromer i telomer nehomologickych

chromosomt (Cazaux et al., 2011).

Fylogeneze Oxyhaloinae

Tato prace obsahuje prvni molekularné-fylogenetickou studii detailnéji zaméfenou na podceled’
Oxyhaloinae. Zaroven zde prezentované fylogenetické analyzy zahrnuji doposud nejvétsi druhové
zastoupeni Oxyhaloinae (13 rodd, 24 druht, 29 taxonl) ve fylogenetické studii. Pavodni
taxonomické ¢lenéni Oxyhaloinae do tribl je zalozeno na morfologii samc¢i subgenitalni desticky
(Princis, 1960) a L2d a R2 skleritii (Roth, 1971). Jiz Princis (1960) poukazal na vyraznou odliSnost
subgenitalni desticky rodu Pronauphoeta od celého zbytku Oxyhaloinae a na zaklad¢ téchto analyz
se Roth (1971) rozhodl tento rod nepovazovat za ¢lena Oxyhaloinae. Vysledky zde prezentované
fylogenetické studie jsou v souladu s touto vyraznou morfologickou odlisnosti pohlavniho ustroji,
jelikoz je druh Pronauphoeta viridula vynesen s maximalni podporou (100/1) jakozto sestersky vSem
ostatnim liniim Oxyhaloinae a jedna se o dlouhou a geneticky relativné vzdalenou vétev. Legendre
et al. (2017) umistili ve své multigenové molekularné-fylogenetické studii druh Pronauphoeta cf.
viridula také v pozici sesterské linie vS§em ostatnim ¢lentim Oxyhaloinae nicméné s nedostatecnymi
podporami vétveni (50/0.93). Na zaklad¢é téchto poznatkd vyvstava otazka, zda by bylo vhodné
vyc€lenit rod Pronauphoeta do nového samostatného tribu v ramci Oxyhaloinae nebo dokonce do
nové podceledi. Dalsi v pofadi odvétvujici se linie (93/1) ve zde prezentované analyze je rod
Oxyhaloa zastupujici tribus Oxyhaloinae, ktery je tedy sestersky velké skupiné€ obsahujici zbylé 2
triby a nékteré taxony incertae sedis. Toto umisténi nelze diskutovat v souvislosti s vysledky jinych
praci, jelikoz se jedna o prvni zahrnuti monotypického tribu Oxyhaloinae do molekularné-
fylogenetické analyzy. Nicméné i morfologicky je tribus Oxyhaloini podpoten jako ucelend a od
ostatnich linii Oxyhaloinae odlisna skupina pfedev§im tvarem subgenitalni desticky (Princis, 1960)

a genitalniho haku (R2) (Roth, 1971).

Zde strukturovana topologie zbyvajici a druhové nejbohatsi linie Oxyhaloinae ptinasi nové a
zajimavé poznatky. Ziejmeé nejvyraznéjSim zjisténim je parafyleticky charakter tribu Nauphoetini
v jeho sou¢asném vymezeni. Tato situace byla v nyné;si studii odhalena postavenim druhu Jagrehnia
madecassa, jenz je vynesen jako sestersky druhu Brachynauphoeta foulpointensis (49/0,79), ktery je
v soucasné dobé fazen do Oxyhaloinae incertae sedis. Tato dvojice druhti je sesterskou linii uskupeni
(Heminauphoeta + Gromphadorhini) s maximalnimi podporami vétveni (100/1) (viz obr. 37). Rod
Jagrehnia je zde poprvé pouzit ve studii molekularné-fylogenetického charakteru. Uvnitt samotného
rodu Jagrehnia existuje na morfologické urovni urcita odlisnost genitalniho haku (R2) mezi druhy
J. madecassa, J. idonea a zbylymi druhy rodu Jagrehnia (Roth, 1971). Roth (1971) poukazuje, Ze
krat$i a silnéjsi typ genitalniho haku u J. madecassa a J. idonea je vice podobny vzezieni tohoto
skleritu u tribu Gromphadorhini, a Ze odpovidd pfechodnému stavu mezi genitalnim hakem

Nauphoetini a Gromphadorhini. Druhy J. madecassa, J. idonea a J. heydeniana (ta nebyla
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morfologicky studovana) jsou navic, obdobné jako predstavitelé Gromphadorhini, endemické pro

Madagaskar. Naproti tomu, ostatni druhy rodu Jagrehnia jsou popsany z kontinentalni Afriky

(http://Cockroach.SpeciesFile.org). Zbylé zkoumané taxony tribu Nauphoetini vytvaii v této studii
monofyletickou skupinu, jez je tvofena linii zastoupenou rodem Rhyparobia a k ni sesterskou linii
zastoupenou rody Nauphoeta, Simandoa a Henschoutedenia. Podpora pro tuto monofyletickou
skupinu je nicméné slaba (57/0,83). Ke stejné topologii dospéli i v praci Legendre et al. (2017).
V nesouladu je vSak s topologii: dosazené v praci Bourguignon et al. 2018, ktera naznacuje, Ze tribus
Nauphoetini by mohl byt parafyleticky z dlivodu postaveni rodu Rhyparobia jako sesterského ke
tribu Gromphadorhini. Neustalena pozice tohoto rodu napfi¢ riznymi analyzami pravdépodobné tkvi
v metodickém pfistupu. Bourguignon et al. (2018) analyzovali kompletni mitochondrialni genomy,
zatimco v této a v praci Legendre et al. (2017) byly pouzita kombinace né¢kolika jadrovych a
mitochondridlnich markerti. Pro ovéteni dosazeni rozdilnych pozic rodu Rhyparobia pii zastoupeni
pouze mitochondrialniho nebo jaderného typu markerti v analyzach, jsme provedli vypocty topologii
pro jednotlivé typy oddélen€. Pti pouziti vyhradné mitochondrialnich marker byla odhalena
sesterska pozice rodu Rhyparobia k tribu Gromphadorhini. Naopak pfi pouZziti pouze jadrovych
markert byla dosaZena stejnd topologie jako ve zde prezentované multi-genové analyze.
Spolehlivejsi umisténi tohoto rodu v topologii evoluce Oxyhaloinae by pravdépodobné mohlo byt
dosazeno zaclenénim kontinentdlnich druhd rodu Jagrehnia do fylogenetickych analyz. Vibec
poprvé byl v této praci pouzit pro molekularné-fylogenetické ticely také druh Simaoa conserfariam.
Jeho pozice byla podpotfena (72/0,99) jako sesterskd rodu Henschoutedenia a dohromady tvoii
sesterskou skupinu rodu Nauphoeta (100/1). Blizka ptibuznost s témito rody byla piredpokladana jiz
v ptvodni popisné praci dle morfologie L2d a R2 skleriti (Roth a Naskrecki, 2004).

Jak jiz bylo vySe zminéno, pted vznikem tribu Gromphadorhini dle jeho souc¢asného druhového
vymezeni, se odvétvuje linie, do které spole¢né patii druhy Jagrehnia madecassa a Brachynauphoeta
foulpointeensis (49/0,79) a poté rod Heminauphoeta, ktery je sestersky k tribu Gromphadorhini
(44/0,84) (viz obr. 39). Podpora pro skupinu zahrnujici J. madecassa, B. foulpointeensis,
Heminauphoeta a Gromphadorhini je stoprocentni (100/1) a vSechny tyto druhy jsou rozsifeny na
Madagaskaru a pfilehlych ostrovech. Je proto mozno zvazovat, zdali by tribus Gromphadorhini
nemél byt rozsifen o tyto druhy. Takovato taxonomickd revize by vSak méla byt podpofena i

morfologickou revizi, pfedev§im pak pro vymezeni tribii podstatnych znaki na genitaliich.

Tribus Gromphadorhini vytvari v této studii monofyletickou skupinu. Tento vysledek je v souladu
s ostatnimi recentnimi pracemi (Bourguignon et al., 2018; Inward et al., 2007; Legendre et al., 2017).
Rod Elliptorhina piekvapivé vychazi jako parafyleticky vytvarejice dvé odd€lené linie. Jedna
z téchto linii se odstépuje na bazi Gromphadorhini (89/1) a nabyva topologie: (E. chopardi (E.
coquereliana MDGI1 (E. coquereliana MDG32 + E. cf lefeuvri))) (viz obr. 39). Pozice druhu E. ¢f

lefeuvri, ktery pochazi ze stiedozapadu Madagaskaru, na rozdil od obou populaci E. coquereliana
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pochazejicich ze severu ostrova se vSak zda byt diskutabilni. Za G¢elem ovéieni, zdali nedoslo ke
zameéné, ¢i kontaminaci vzorkd, budou jesté provedeny kontrolni izolace. Druhd linie je tvotfena
dal$imi tfemi druhy v topologii: (E. davidi (E. laevigata + E. javanica))). Bourguignon et al. (2018)
pouzili po této praci nejbohatsi zastoupeni rodu Elliptorhina (druhy: E. chopardi, E. davidi, E.
Jjavanica). Vysledky této prace jsou v ¢asteném souladu s nasimi. Druh E. chopardi tvoii linii na
bazi tribu Gromphadorhini. Zbylé dva druhy tvoii dalsi v poradi se odstépujici linii, ale je k nim
sestersky druh Aeluropoda insignis, avsak s velice nizkou podporou (<0,5 BA). K této druhé linii
rodu Elliptorhina je dle naSich vysledkli sesterska skupina tvofend rody Aeluropoda,
Gromphadorhina a Princisia. Druh Aeluropoda insignis se odvétvuje ihned na bazi této skupiny
s niz§imi podporami (58/0,94). Tento vysledek spole¢né s praci Bourguignon et al. 2017 naznacuji
problematické postaveni rodu Aeluropoda. Zbyvajici ¢ast této skupiny tvoti rod Gromphadorhina.
Uvnitt druhu G. portentosa je vSak vnoten druh Princisia vanwaerebeki. Toto postaveni bude
v blizké dob¢ dale testovano zpracovanim genovych sekvenci z vicera jedinct z vicero kultur a

lokalit nalezicich do rodd Gromphadorhina a Princisia
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Karyotypy v kontextu fylogeneze

Druh 2n7 i8S rDNAKlastry Triby
[ Pronauphoeta viridula - -
100/1
Pronauphoeta cf. viridula - -
— Oxyhaloa deusta 31 11 (5 pard + 1) Oxyhaloini
100/1
S Oxyhaloa sp. - -
Rhyparobia maderae 23 1 par Nauphoetini
110,65 Rhyparobia maderae GOLD - -
100/1 Rhyparobia puerilis 27 1 (1 par?)
Rhyparobia grandis - &
Her denia flexivitta 001 45 1 par
—{100/1 ) » -
157/0,83 1001 Henschc 006 45 par
93/ Hensch fenia sp. - =
72/0,99 Hensch lenia cf frenata - -
100/1 Simandoa conserfariam. 69 1 par
Nauphoeta cinerea 37 2 pary
7
— Jagrehnia madecassa - -
49/0,79
Brachynauphoeta foulpointensis - -
Heminauphoeta sp. - -
Princisia ki 63 8 Gromphadorhini
G. portentosa populace 2 61 7
100/1
100/1 G. portentosa populace 1 63 8 (3 pary +2)
57,59, | 53 (1 par +1);
10,84 58/0,94 G. 60,61 | 6(2pary +2)
Aeluropoda insignis 69 1 par
it Elliptorhina javanica 7 2 péry, 3 pary
Elliptorhina laevigata 69 3 pary
4/1
Elliptorhina davidi 75 2 pary
9/1
Elliptorhina coquereliana MDG 32 71 8 (2 pary +4)
baeg Elliptorhina cf. lefeuvri 75 6 (3 pary)
oo Ellip coquereliana MDG 1 71 6 (2 pary +2)
Elliptorhina chopardi 75 2 pary
Diploptera punctat 47* -

”

Obrazek 42 — Kladogram podceledi Oxyhaloinae ziskany metodami Bayesovské analyzy a Maximum Likelihood. U
kazdého uzlu vétveni je uvedena podpora v pofadi: bootstrap/posteriorni pravdépodobnost. U kazdé koncové vétve je
uveden nazev druhu. Déle je uveden saméi diploidni podet chromosomil (2nd), podet klastrii 18S rDNA a zafazeni do

tribd, jak jsou v soucasnosti definovany. *(Cohen a Roth 1970)

Tato prace potvrzuje jiz diive uréené diploidni po¢ty u druhii E. brunneri 2n "o=63 (Cohen a Roth,
1970), E. chopardi 2n ">=75 (Cohen a Roth, 1970), G. portentosa 2n"o=63 (Cohen a Roth, 1970),
N. cinerea 2n™0=37 (Cohen a Roth, 1970), R. maderae 2n"~o=23 (Morse, 1909). Pro druh G.
portentosa byl zaroven doplnény dalsi diploidni pocet chromosomti (2n=61). U 11 druhti je karyotyp
popsan vibec poprvé. Zaroven zde byla poprvé aplikovana metoda fluorescencni in situ hybridizace
v fadu Blattodea. Z cytogeneticky studovanych tribli Oxyhaloinae se jako prvni odvétvuje tribus
Oxyhaloini (viz obr. 42) tvofeny pouze rodem Oxyhaloa ¢itajicim 10 druhii. Zde studovany karyotyp
druhu Oxyhaloa deusta (2n3=31) je doposud jedinym znamym, a tak prozatim charakterizuje cely

tento tribus.

Karyotyp se sklada ve vétSin€ z velkych metacentrickych a submetacentrickych chromosomi. U

diive se odvétvujici linie, rodu Pronauphoeta, neni bohuzel znam karyotyp. Diploidni pocet
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chromosomt byl stanoven u druhu Diploptera punctata (2n3=47) (Cohen a Roth, 1970), jenz patfi
do podceledi Diplopterinae, kterd dle recentnich praci tvoii sesterskou linii k Oxyhaloinae
(Bourguignon et al., 2018; Evangelista et al., 2019). Dle fotografii pfedlozenych Cohenem a Rothem
(1970) neni karyotyp tohoto druhu podobny karyotypu Oxyhaloa deusta, jelikoz je v ném zastoupen
velky pocet akrocentrickych chromosomi a mnoho z nich je vyrazn€ mensich. Jedna se o vzajemné
tak vzdalené skupiny, Ze se za dobu jejich evoluce mohla nashromazdit fada obtizné
vysledovatelnych chromosomovych mutaci. Celkové je karyotyp druhu Oxyhaloa deusta
nejpodobngjsi karyotypiim druhim rodu Rhyparobia (Nauphoetini), ve kterych pozorujeme pouze
metacentrické, metacentrické az submetacentrické a submetacentrické chromosomy, relativné
velkych rozmért. Oba druhy rodu Rhyparobia se navzajem lisi pouze poctem 2 parti chromosomtl.
Tento rozdil ale nelze snadno vysvétlit pomoci chromosomovych fuzi nebo centrickych rozpadu,
jelikoz se v karyotypu R. maderae nevyskytuji dostatecné velké pary dvouramennych chromosomu
a v karyotypu R. peurelis naopak dostate¢n¢ malé pary chromosomil jednoramennych. Karyotypy
téchto dvou druhii si jsou vzajemné podobné i v lokalizaci 18S rDNA klastri v pericentrickych
oblastech, ovSem méné v umisténi na konkrétnich chromosomech. Druh R. maderae ma klastry 18S
rDNA lokalizované v pericentrické oblasti chromosomového paru 9 (samotna detekce téchto klastra
na mitotické metafazi i metafdzi I pomohla urcit homologii téchto chromosomd, jelikoz vytvareji
heteromorfni chromosomovy par). Naopak u druhu R.puerilis se detekovany klastr nachdzel opét
v pericentrické oblasti, nybrz tentokrdt na jednom chromosomu prvniho paru. U zkoumaného
jedince, kde byl tento stav pozorovan lze predpokladat snizenou fertilitu z divodu absence klastru
18S rDNA v jedné chromosomové sadé. Dle 2. Mendelova zdkona se ovSem klastry 18S rDNA ve
vzorkové populaci vyskytuji i v paru. Rozdilné lokalizace klastr 18S rDNA u dvou druht rodu
Rhyparobia 1ze vysvétlit bud’to zménou velikosti daného homeologického chromosomového paru
anebo translokaci/transpozici t€chto klastrii. U druhu Oxyhaloa deusta bylo zjisténo 11 klastra 18S
rDNA také vzdy v pericentrickych oblastech. Jedna se o nejvyssi pocet téchto klastrii v ramci celé
podceledi Oxyhaloinae. Centromerické a telomerické oblasti obsahuji velké mnozstvi repetitivnich
DNA sekvenci a pravé klastry ribosomalni DNA jsou zde také velice Casto lokalizovany (napf.
Cazaux et al., 2011). Prave repetitivni charakter sekvenci téchto oblasti ma za nasledek jejich Casto
rychle probihajici evoluci at’ uz ve smyslu fyzické zmény mista v genomu ¢i zmnozeni danych
repetic (Cazaux et al., 2011). ZvySeny pocet klastri ribozomalni DNA tribu Oxyhaloini tedy nemusi

byt nutné projevem dlouhodobé¢ izolované karyotypové evoluce.

Celkove se tedy jevi, ze vychozi karyotyp pro podc¢eled’ Oxyhaloinae se skladal ve vétSin€ z velkych
dvouramennych chromosomti. Od tohoto schématu se ale poté zacaly odchylovat nezavisle na sob¢
dvé rizné linie. Prvni z nich je dle zde ptedloZené fylogenetické analyzy sesterska rodu Rhyparobia
sklada se z druht Nauphoeta cinerea, Simandoa conserfariam a Henschoutedenia flexivitta (viz obr.

42). Posloupnost vétveni uvnitt této linie (viz obr. 42) ilustruje postupny nartist chromosomut od
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druhu Nauphoeta cinerea (2n3=37) ptes rod Henschoutedenia (jehoz karyotyp je reprezentovan
pouze karyotypem druhu Henschoutedenia flexivitta, 2n3=45) az k vyvrcholeni v podob& poétu
chromosom@ u druhu Simandoa conserfariam (2n3=69). Narist poftu chromosomil u Zivych
organismu probihd obecné dvéma riznymi mechanismy: rozpadem nebo polyploidizaci (Gorelick a
Olson, 2013). Postupny narist poctu subtelocentrickych chromosomt s velmi kratkymi p raménky
v této linii potvrzuje prvni z téchto moznosti, nehled¢ na fakt, Ze polyploidiza¢ni udalosti jsou u
zivoCichl vyrazn€¢ méné ¢asté nez u rostlin (Gorelick a Olson, 2013). V podkapitole Vnitrodruhova
variabilita po¢tu chromosomu je popsano, pro¢ a za jakych podminek jsou chromosomové fuze
selekéné vyhodné. Pro¢ vsak pozorujeme u nékterych skupin takto strmy trend v centrickych

rozpadech chromosomti jako v linii smétujici k druhu S. conserfariam?

Publikaci na toto téma neni mnoho v porovnani s centrickymi fuzemi. Extenzivni rozpad
chromosomtl tykajici se velké Casti karyotypu byva nékdy oznacovan za tzv. pseudopolyploidizaci
(Gorelick a Olson, 2013). U jiz zminéného druhu sarancete Dichroplus pratensis byla vnitrodruhova
variabilita v po¢tu chromosomil spjata nejen s hybridizaci dvou karyomorf, ale také s biogeografii
jejich biogeografii. Populace téchto karyomorf zijici blize k centru arealu vyskytu mély signifikantné
vy$si zastoupeni Rb translokaci mezi riznymi chromosomy nez populace na Gplné periferii arealu,
u kterych se tento typ pirestaveb prakticky viibec nevyskytoval a karyotyp byl slozen pouze
z telocentrickych chromosomii (Bidau et al., 2012; Colombo, 2013). U perifernich populaci byla
navic pozorovana vys$§i morfologicka variabilita nez v ustalenych populacich uvnitf arealu,
pravdépodobné spjata s vyrazné vyssi mirou rekombinace, ktera klesala smérem do centra arealu
tohoto druhu (Bidau a Marti, 2005). Rozlozeni fluzovanych chromosomii a chromosomu
jednoramennych tak odpovida v populaci tohoto sarancete tzv. ,,central-marginal® hypotéze. Tato
hypotéza byla rozvijena béhem druhé poloviny minulého stoleti studiem populaci druhii rodu
Drosophila v souvislosti s ¢astym vyskytem paracentrickych inverzi. Rika, e v populaci Zijici blize
centru arealu vyskytu daného druhu bude vétsi frekvence riznych typti chromosomovych piestaveb
(v ptipadé rodu Drosophila tedy paracentrické inverze) a s tim spjatd vyS§i mira heterozygozity.
Naproti tomu v populacich na kraji arealu bude frekvence chromosomovych prestaveb navysujicich
heterozygozitu nizsi. Celkove by dle této hypotézy méla byt tedy na okraji aredlu v populacich vyssi
mira rekombinace, ktera by postupné selekci jen urcitych alel populace geneticky zna¢né unifikovala
(revidovano v Bidau a Marti, 2002). ,,Central-marginal“ hypotéza byla vypracovana pfedevsim na
studiu paracentrickych inverzi, nicméné tento typ pfestaveb je podobny Rb translokacim svymi
disledky inhibice rekombinaci (viz podkapitolu Vnitrodruhova variabilita pocti chromosomil)
(Bidau a Marti, 2002). Uniformita morfologie chromosomii a zvySena frekvence chiasmat u
perifernich populaci populaci druhu Dichroplus pratensis je tedy v souladu s hypotézou ackoliv se
v tomto piipad¢€ jedna o Rb translokace (Bidau a Marti, 2002). Jednoramenné chromosomy pfitomné

u téchto populaci zaroven umoziuji naruSeni genetickych skupin, které byly vyhodné v habitatech
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s optimalnimi podminkami, a umoznuji pii jejich segregaci dalsi Giroven vzniku novych kombinaci
spole¢né k rekombinacim. Vznika tak adaptacni mechanismus na nové a neoptimalni podminky

(Bidau et al., 2012; Bidau a Marti, 2002; Gorelick a Olson, 2013).

Tyto vyse zminéné poznatky nam poskytuji odpoveéd na otazku, kdy je vyhodné mit chromosomy
fragmentované. Vyvstavaji tak dvé mozné odpoveédi na pozorovanou fragmentaci karyotypu
probihajici ve sméru Nauphoeta cinerea — Henschoutedenia flexivitta — Simandoa conserfariam
(viz obr. 42). Prvni z nich fika, Ze zkoumané populace druhtt Henschoutedenia flexivitta a Simandoa
conserfariam pochazeji ze suboptimalnich podminek pro tyto druhy. Suboptimalnimi podminkami
by mohlo byt prostfedi chovu v zajeti, to by ov§em znamenalo vyssi hodnoty inbreedingu a tudiz by
se selektivné vyhodné&ji formovaly naopak prestavby typu chromosomovych fizi, inverzi apod. (viz
podkapitolu Vnitrodruhova variabilita poctu chromosomt). Dale by tedy suboptimalnimi
podminkami mohly byt pfimo podminky piivodnich lokalit sbéru téchto populaci. Zkoumané
populace druhu Henschoutedenia flexivitta pochazeji ob€ z vnitrozemi Kamerunu, coz neni pro tento

druh okraj arealu vyskytu (http://Cockroach.SpeciesFile.org). Podminky by tak musely byt spise

lokalné suboptimalni. U druhu Simandoa conserfariam je situace zna¢n¢é komplikovanéjsi. Tento
druh je zndm jen z ptvodni lokality popisu, tedy z afrického statu Guinea (8°31’N, 8°54’W) (Roth a
Naskrecki, 2004). Jeho jedind zndma populace se nachazela cca 1100 m nad mofem v z obou stran
oteviené jeskyni. V ramci jeskyné byly jednotlivé agregace Svabu Citajici 20 az 50 jedinct nalézany
vzdy jen uvnitf guana tamni kolonie kalonii druhu Rousettus aegyptiacus Geoffroy, 1810, jinak
nebyly kdekoliv jinde. Zda Zije tento druh u mimo zminénou lokalitu neni znamo (Roth a Naskrecki,
2004). Svym vzezienim Simandoa conserfariam nepiipomina striktn€ jeskynni druh (Roth a
Naskrecki, 2004) a neni tedy zcela ziejmé, zda mize byt nalezena i jinde. Dle IUCN je tento druh
povazovan za vymiely v divoc¢iné v dusledku likvidace pivodni lokality. U tohoto druhu tedy nelze
s jistotou fici, jaky je cely jeho areal rozsifeni a vliv suboptimalnich podminek tedy nelze vyloudit.
Druhou moznou odpovédi na pfic¢iny vzniku fragmentovanych karyotypt druht Henschoutedenia
[flexivitta a Simandoa conserfariam je, Ze se jedna o pivodni stav, ktery vznikl v populaci jejich

piedka, ktera zila v suboptimalnich podminkach, prave tieba na okraji svého arealu.

Tento scénaf je velice pravdépodobny i pro vznik karyotypu tribu Gromphadorhini, jenz se sklada
pfevazné ze subtelocentrickych chromosomtl. VétSina znich pfipomind az chromosomy
akrocentrické, nicméné pouzity plugin Levan tento morfologicky typ nevyhodnocuje, a tak jsou
synonymizovany se subtelocentrickymi chromosomy. Bohuzel nejsou znamy karyotypy roda
Jagrehnia, Brachynauphoeta a Heminauphoeta (viz obr. 42), jez se odvétvuji ve zdejsi fylogenetické
studii pred tribem Gromphadorhini. Odvétveni linie vedouci k tomuto tribu od linie vedouci k rodu
Rhyparobia probéhlo dle datace molekularnich hodin pfed v dobé pred 55 az 83 mil. let
(Bourguignon et al., 2018). K tiplnému oddéleni Madagaskaru od Afriky doSlo mnohem diive,
ptiblizn¢ pted 136 mil. let (Phethean et al., 2016). Z toho vyplyva, ze ptedci dnesnich druht tribu
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Gromphadorhini, museli piekonat Mosambicky pruliv. Dle postaveni rodt Jagrehnia,
Brachynauphoeta a Heminauphoeta v této fylogenetické analyze (viz obr. 42) je zfejmé Ze studium
jejich karyotypu by mohlo 1épe ilustrovat prabéh fragmentace chromosomt a postupné zmensovani
nekterych z nich, tyto malé chromosomy tvofi poté podstatnou cast karyotypt Gromphadorhini.
Neobycejné zajimavy by v tomto ohledu mohl byt rod Jagrehnia jehoz zastupci ziji jak v Africe, tak

na Madagaskaru (http://Cockroach.SpeciesFile.org). Postupnou kolonizaci Madagaskaru by mohl

ilustrovat i rod Brachynauphoeta jehoz jeden druh, B. mayottensis (Bruijning, 1947), Zije na
Komorském  ostroveé Mayotte a  zbytek  zastupch jen na  Madagaskaru

(http://Cockroach.SpeciesFile.org). Komorské ostrovy by tak teoreticky mohly piedstavovat

migracni koridor Oxyhaloinae z pevninské Afriky na Madagaskar. Toto souostrovi je vulkanického
puvodu a jeho formace zapocala ostrovem Mayotte pied vice jak 10,58 mil. let a do pfiblizné dnesni
podoby se dostala v dobé pied 0,13 mil. let za¢atkem vulkanické aktivity ostrova Grand Comore
(revidovano v Michon, 2016). Béhem této cesty se tedy pravdépodobné populace Siticich se druht
objevovaly v podminkach, které nebyly optimalni a pisobily stresove, podobné jako na perifernich
populace vySe zminéného sarancete Dichroplus pratensis. Karyotyp tribu Gromphadorhini
(2nd=57-75) je tedy pravdépodobné poziistatkem fragmentace karyotypu u téchto populaci.
Vychozim diploidnim poctem chromosomtll je dle maximalni parsimonie 75. Dle zde urcené
fylogeneze dochazelo nésledné ve vSech tfech vnitinich liniich tohoto tribu ke zpétné redukci poctu

chromosomt (viz obr. 42).

Pro evolu¢ni linii obsahujici v§echny druhy tribti Nauphoetini i Gromphadorhini je piivodni 1 nebo
2 pary klastri 18S rDNA (obé moznosti maji stejny pocet minimalnich zmén v topologii zde
prezentované fylogeneze dle maximalni parsimonie) v pericentrickych oblastech dvouramennych
chromosomu. V linii smétujici k druhu Simandoa conserfariam jsou klastry s vyjimkou druhu
Nauphoeta cinerea lokalizovany na kratkych chromosomovych raménkach. Nauphoeta cinerea je
jediny zde analyzovany druh, jehoz 18S rDNA klastry jsou na chromosomech lokalizovany
v telomerické oblasti metacentrickych chromosomi. Mozné vysvétleni této lokalizace je
paracentricka inverze nebo centromericky posun. U druhd Simandoa conserfariam a rodu
Henschoutedenia flexivitta odpovidaji distalni pozice jejich jediného paru 18S rDNA klastrti rozpadu
jednoho paru dvouramennych chromosomt. Pro vSechny tfi linie v ramci tribu Gromphadorhini se
jevi byt vychozim poctem klastri 18S rDNA 1 nebo 2 pary. Ve vSech téchto liniich nasledn¢ dochazi
nezévisle na sobé k navyseni poctu téchto klastrii ribozomalni DNA (viz obr. 42) az na maximalni
pozorovany pocet osmi klastrti u druhd G. portentosa, P. vanwaerebeki a E. coquereliana (viz obr.

42).
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Pribéh meiotického déleni

U vétSiny zde cytogeneticky analyzovanych druht byly v ¢asné pachytene pozorovany
centralizované bloky heterochromatinu. Zfejmé nejzietelnéji je tento stav prezentovan druhem
Oxyhaloa deusta. Pokud bylo mozné lokalizovat pozici téchto blokli na chromosomech, jednalo se
vzdy o distalni ¢asti ramének ¢i pericentrické oblasti, coz neni nikterak piekvapivé, nebot’ prave tyto
useky jsou typické pro repetitivni sekvence tvorici konstitutivni heterochromatin (Cazaux et al.,
2011). Tato centra pravdépodobn¢ slouzi k podobné funkci, jako chromosomové “bukety* u fady
jinych zivocisnych druhti, k zaujmuti spravné pozice chromosomi bivalentu, produkci
dvouvlaknovych zlomi a tvorbé chiasmat (Blokhina et al., 2019). Po rozpadu téchto chromocenter
lze u vétSiny zde analyzovanych druhti rozpoznat pozitivné heteropyknoticky chromosom X. Ziejme
nejzajimavéjsim prvkem meiotického déleni analyzovanych $vabich druhti je tzv. “pre-metafazni
protazeni. Tato specifickd faze meiosy je vlastni mnoha druhiim kudlanek (Mantodea) (napf.
Hughes-Schrader, 1953a, 1953b, 1943a, 1943b) ale byla pozorovana i u jinak cytogeneticky nepftili§
probadaného tadu strasilek (Phasmatodea) (Hughes-Schrader, 1950) a $vabtu druht Periplaneta
americana a Blaberus discoidalis (John a Lewis, 1959; Lewis a John, 1957). Tato faze, jak napovida
nazev, probihd mezi diakinezi a metafazi I a je pro ni typickd mensi spiralizace chromosomti nez
v metafazi I, ale zarovenn probihd extenzivni rozchod chromosomil bivalentd smérem k polim
déliciho vieténka, aniz by se bivalenty rozpojily. V minulosti bylo navrzeno, Ze tato fize napomaha
ke spravné prostorové orientaci chromosomu a slouzi tak jako preadaptace pro vyvazenou segregaci
chromosomt multivalenttl, jako je naptiklad trivalent pohlavnich chromosomt X;X,Y u kudlanek
Celedi Mantidae (John a Lewis, 1959; Lewis a John, 1957). Zbylé faze meiotického déleni

Oxyhaloinae probihaji standardnim zptsobem.
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Zavér

Diky prozatim nejdetailngjsi fylogenetické studii §vabi podceledi Oxyhaloinae a doplnéni zakladnich
cytogenetickych dat o 16 druzich z nichz 12 bylo karyotypovano vitbec poprvé, bylo mozné odhalit
rozsahlé zmény karyotypu této podceledi v pribéhu evoluce. Tyto zmény byly ddny do kontextu
biogeografie jednotlivych vnitfnich linii a vysledki jiz publikovanych studii zamétenych na jiné
hmyzi skupiny. Bylo nastinéno vysvétleni vzniku vyrazné odliSného karyotypu tribu
Gromphadorhini zahrnujicitho popularni syc¢ivé druhy §vaba v kontextu novych poznatkl o jejich
fylogenetickém umisténi pramenicich ze zde prezentované fylogenetické hypotézy. K odhaleni
CistStho obrazu pribéhu evoluce a vzniku tohoto tribu jsou nadale potfeba cytogenetické a
fylogenetické analyzy se zastoupenim vysSiho poctu druhl rodd Jagrehnia, Brachynauphoeta a
Heminauphoeta, jez na zakladé zde vypracované fylogenetické analyzy sehraly dilezitou roli
v kolonizaci Madagaskaru. Dale byla pozorovana vnitrodruhova variabilita po¢tu chromosomil nebo
klastri 18S rDNA u druhti rodu Grompahodrhina portentosa, G. oblongonota, Elliptorhina javanica
a E. coquereliana. Tato variabilita je pfisuzovana pozitivni selekci chromosomovych flzi
v inbrednich populacich na zakladé matematickych modeld a vysledki a fady pozorovani v jiz

publikovanych studiich.
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