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Abstrakt

V soucasné dobé predstavuji rDNA klastry zobrazené pomoci fluorescencni in situ hybridizace
(FISH) jeden ze standardnich cytogenetickych marker( slouzici k identifikaci homologie chromozomd,
coz umoziuje stanovit mechanismy a pripadnou miru prestaveb béhem karyotypové evoluce
studovanych skupin. Tato bakalarska prace predklada souhrnny prehled variability rDNA klastr(
u ¢lenovcl s holocentrickymi chromozomy. VétSina doposud zkoumanych skupin (Odonata,
Psocoptera, Hemiptera, Buthidae a rod Rhipicephalus) vykazuje pomérné konzervativni pocet a pozici
rDNA klastri. Nicméné tento fakt muiZe byt zplsoben omezenym pocétem dostupnych dat.
Momentalné je nejlépe prozkoumany rad Lepidoptera, u kterého byla zjisténa pomérné velka
variabilita v poctu a pozici rDNA klastrd. Pravdépodobné je to disledek chromozomové flze/stépeni,
chromozomovych prestaveb nebo transpozice rDNA klastr.

Klicova slova:

rDNA klastry, holocentrické chromozomy, fluorescencni in situ hybridizace, ¢lenovci, evolucni

dynamika, NOR

Abstract

Nowadays, rDNA clusters displayed by fluorescence in situ hybridization (FISH) are one of the
standard cytogenetic markers used to identify chromosome homology, allowing the determination of
mechanisms and possible rate of rearrangements during karyotypic evolution of the studied groups.
This bachelor thesis presents a review of the variability of rDNA clusters in arthropods with holocentric
chromosomes. Most of the groups studied so far (Odonata, Psocoptera, Hemiptera, Lepidoptera,
Buthidae and the genus Rhipicephalus) show a conservative number and position of rDNA clusters.
However, this fact may be due to the limited amount of data available. Nowadays, best studied is
order Lepidoptera, in which a relatively large variability in the number and position of rDNA clusters
has been found. This is probably due to chromosome fusion/cleavage, chromosome rearrangements,

or transposition of rDNA clusters.
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1. Uvod

Holocentrické chromozomy predstavuji jeden ztypl organizace chromozom, ktery se
pravdépodobné vyvinul mnohokrat nezavisle u rGznych linii Zivocichll a rostlin (Melters et al., 2012).
Tento typ chromozomi patrné poskytuje vyssi toleranci vici plsobeni rlGznych klastogent
a chromozomalnim rozpadim. Z tohoto dlivodu by se dala u skupin s holocentrickymi chromozomy
predpokladat vyssi karyotypova variabilita. Nicméné se ukazuje, Ze fada linii s holocentrickymi
chromozomy ma naopak pomérné uniformni karyotypy. To muZe byt ale zplsobeno pouze
morfologickou podobnosti holocentrickych chromozomui. Proto je dulleZité pouzivat pfi studiu
karyotypl rGzné pruhovaci metody (nap¥. G-pruhovani, C-pruhovani) nebo lokalizovat konkrétni geny
k identifikaci homologie chromozomi a pfipadné k odhaleni moznych chromozomalnich prestaveb

v pribéhu karyotypové evoluce. Bézné je takto pouzivana napfiklad lokalizace rDNA klastr(.

Drive se k lokalizaci rDNA klastri pouzivala metoda stfibreni, ale jak se ukazalo, tato metoda
muiZe podhodnocovat jejich skutecny pocet. Z tohoto divodu se zacala spiSe vyuZivat metoda FISH,

ktera umoznuje presnéjsi lokalizaci rDNA klastru.

Tato prace se snazi o zakladni charakteristiku rDNA klastr(i a holocentrickych chromozom( a
o vytvoreni prehledu variability po¢tu a pozice hlavniho rDNA klastru (zahrnujiciho geny pro 18S, 5.8S
a 28S RNA) a mozinych evoluc¢nich zmén téchto rDNA klastrd v ramci rlznych skupin ¢lenovcl
s holocentrickymi chromozomy. To by v kone¢ném disledku mohlo Iépe zhodnotit, zda jsou rDNA

klastry vhodné pro rekonstrukci karyotypové evoluce jednotlivych skupin.

2. Struktura a funkce rDNA klastru

Ribozomalni RNA (rRNA) je RNA, ktera spolecné sribozomalnimi proteiny tvofi vysoce
konzervativni struktury, znamé jako ribozomy, vyskytujici se u vSech prokaryotickych i eukaryotickych
organismu. Jejich funkci je syntéza proteint. U vSech organisma se skladaji ze dvou podjednotek — tzv.
SSU (small ribosomal subunit) a LSU (large ribosomal subunit). Na zakladé hodnot Svedbergovy
jednotky S se rozliduje nékolik typl rRNA a to: 4.5S, 5S, 5.85, 12S, 16S, 18S, 23S, 25S a 28S.!
V prokaryotickych ribozomech nalezneme 5S a 23S v LSU a 16S v SSU. V eukaryotickych ribozomech
najdeme 5S, 5.8S a 255/28S v LSU a 18S v SSU. Molekuly 12S rRNA nalezneme spole¢né s 16S
v mitochondriich FfiSe Metazoa (Arif & Khan, 2009). Nakonec 4.5S rRNA najdeme v chloroplastech
(Lafontaine & Tollervey, 2006).

1 Svedbergova jednotka S udava ¢as sedimentace dané molekuly pfi jeji ultracentrifugaci > 1S =
10~ 13sekundy (Melters et al., 2012)



Veskerd rRNA je kddovana v tzv. ribozomalni DNA (rDNA), tedy sekvence DNA kdédujici rRNA.
U prokaryot jsou vétSinou vSsechny rRNA geny organizovdny do spolecné transkribovaného operonu,
ktery se v genomu muZe vyskytovat v jedné Ci vice kopiich, napfiklad Escherichia coli ma 7 kopii tohoto
operonu (Maeda et al., 2015). U eukaryot je situace trochu jina. Geny kddujici 5.85 ,18S a 255/28S se
v genomu vyskytuji v mnoha kopiich organizovanych do tandemovych repetic tvoficich tzv. rDNA
klastry (Obrazek 1). Gen kodujici 5S rRNA mUze byt pfitomen v téchto tandemovych repeticich tak, jako
je tomu u velké ¢asti Hemiascomycetes nebo jako u vétSiny ostatnich eukaryot je uloZzen jinde
v genomu (Richard et al., 2008). Mitochondridlni rRNA 12S a 16S je kddovana v genomu mitochondrii

(Yang et al., 2014).

Jak jiz bylo zminéno, tak velkd ¢ast rRNA gen( je u eukaryotickych organismi usporadana
v podobé tandemovych repetic do rDNA klastrll. Oblastem vyskytu téchto klastr( se zacalo fikat NORy
(nucleolus organizer region), kolem nichz se formuje jadérko (nucleolus) (McStay, 2016). Umisténi
a pocet rDNA klastr(l je druhové specifické ¢ehoz se ¢asto vyuziva pfi systematickych a fylogenetickych
rekonstrukcich (Britton-Davidian et al., 2012; Sochorova et al., 2018). Nicméné pocet kopii geni v rDNA
klastru muze byt variabilni. Tandemové repetice vétsiny eukaryot se skladaji z ¢asti oznacovanych jako
NTS, ETS, 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 a 255/28S (Obrazek 1). Casti 18S, 5.8S a 255/28S jsou geny kéduijici
stejnojmenné typy rRNA (Sochorova et al., 2018). NTS (nontranscribed spacer) a ETS (external
transcribed spacer) jsou oblasti, které zfejmé reguluji transkripci téchto repetic (Botchan et al., 1977,
Hoy, 2013; Kohorn & Rae, 1982; Murtif & Rae, 1985; Skryabin et al., 1984). U zbylych ¢asti, ITS1 a ITS2
(internal transcribed spacer 1 a 2), bylo dfive pfedpokladano, ze nemaji Zadnou funkci. Ovsem vysledky
nékterych studii naznacuji, Ze oblast ITS1 by mohla hrat urcitou roli pfi tvorbé ribozomu (Lalev & Nazar,

1998) a oblast ITS2 v dozravani pre-rRNA (Coleman & Mai, 1997; Joseph et al., 1999).
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Obrdzek 1. Struktura rDNA klastru: NTS - nontranscribed spacer, ITS - internal transcribed spacer, SSU - small ribosomal unit,
LSU - large ribosomal unit, 18S - gen pro 18s rRNA, 5,8S - gen pro 5,8 rRNA, 28S - gen pro 28S rRNA. Zdroj: (Nolan & Cribb,
2005).



V drivéjsich dobach se k vizualizaci NORs vyuZivala metoda stfibfeni. V dnesni dobé se vsak

stdle Castéji vyuZiva hlavné metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH).

Princip metody stfibreni je velice jednoduchy. Jde vlastné o navazani iont( stfibra (Ag*) na
cilovou strukturu s naslednou redukci téchto iontd (pfijem elektronu Ag* = Ag). Redukce iontl slouzi
k vizualizaci dané struktury. BEhem stfibfeni nedochazi k navazani stfibrnych iontd pfimo na rDNA, jak
by se mohlo zdat, ale vazi se na specifické proteiny asociované s oblastmi rDNA, tzv. Ag-NOR proteins.
Patfi mezi né napfiklad podjednotky RNA polymerazy |, transkripéni faktor UBF nebo protein B23
(Derenzini, 2000). Vyhodou metody sttibreni je jeji jednoduchost, rychlost a nevyZaduje zadné slozité
zafizeni k dosaZzeni podobného vysledku jako u metody FISH. OvSem oproti FISH ma jednu velkou
nevyhodu — je schopna znazornit pouze ty NORy, které byly transkripéné aktivni v minulé interfazi
(Miller et al., 1976), coz mlzZe zpUsobit podhodnoceni poétu NORG u zkoumanych organisml

(napf. Forman et al., 2013).

Princip metody FISH spocivd v navdzani fluorescencné znacené sondy na specifickou sekvenci
DNA. Sonda je uméle vytvoreny Usek DNA s komplementarni sekvenci k ndmi pozadované sekvenci
DNA, ktery je oznacen, coz umozni lokalizaci dané sekvence DNA na chromozomu. Bézné se pouzivaji
sondy s dvéma typy znaceni — tzv. pfimé a nepfimé. U pfimého znaceni jsou vloZzené nukleotidy pfimo
oznaceny fluorescenénim barvivem. U nepfimého znaceni jsou do sondy vlozeny nukleotidy obsahujici
hapten?, na ktery se nasledné vaZou fluorescenéné znaené protilatky. Vyhodou sondy s pfimym
znacenim je moznost okamzitého pozorovani vysledku (vystupniho signalu) pod mikroskopem, kdezto
vyhodou nepfimo znaéené sondy je moznost zesileni vysledného signalu. Prvnim krokem FISH metody
je tedy denaturace sondy a cilové DNA. V nasledujicim kroku jsou sonda a cilovd DNA smichany a na
zakladé komplementarity bazi dochazi k jejich hybridizaci. V pfipadé pouZiti nepfimo znacené sondy je

nutny dalsi krok — detekovat hapten pomoci znacenych protilatek (Speicher & Carter, 2005).

3. Holocentrické chromozomy

3.1. Uvod do holocentrickych chromozom

VSechny eukaryotické organismy maji svou DNA prostorové uloZenou ve formé chromozomd.
Jedna se o bunéénou strukturu zajistujici rozdéleni genetické informace béhem bunééného déleni.
Z chemického hlediska se chromozomy skladaji z histonovych protein a DNA. Histonové proteiny jsou

alkalické proteiny, které funguji jako civky, na které se namotava DNA. Z morfologického hlediska se

2 Ltka detekovatelnd pomoci protilatek, napfiklad biotin, ktery se detekuje avidinem.
https://www.wikiskripta.eu/w/Hybridizace in situ
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chromozomy sestdavaji z chromatid (identické chromatidy jednoho chromozomu se nazyvaji sesterské

chromatidy) a centromery (misto styku sesterskych chromatid) (Sumner, 2003).

Obecné se daji na zakladé lokalizace centromery rozlisit dva zakladni typy chromozom:
monocentrické a holocentrické, nékdy téz nazyvané jako holokinetické (Kral, 1993). Pro monocentrické
chromozomy plati, Ze je centromera lokalizovana v jedné oblasti chromozomu, této oblasti se také Fika
primarni konstrikce. U holocentrickych chromozom je naopak centromera rozprostfena po celé délce
chromozomu (Escudero et al.,, 2016; Nagaki et al., 2005). Na centromeru je pfipojen kinetochor,
proteinovy komplex, ktery zprostfedkovdva napojeni déliciho vieténka na chromozomy béhem
bunécného déleni. Na rozdil od rlzného rozloZeni kinetochoru je jeho struktura u holocentrickych
chromozom( velice podobnd jako u monocentrickych chromozomt (Heckmann & Houben, 2013;
Maddox et al., 2004). U vétsiny organismd, at uz s holo ¢i monocentrickymi chromozomy, se kinetochor
v elektronovém mikroskopu jevi jako tfivrstevna struktura (Cheeseman & Desai, 2008; Sumner, 2003).
Vnéjsi vrstva je slozena z KMN network komplexu (skladajici se z KNL1, Mis12, Ndc80 komplex() a jeji
funkci je napojeni mikrotubull na kinetochor. V dobé, kdy na kinetochor nejsou napojeny mikrotubuly,
Ize v elektronovém mikroskopu jesté pozorovat fadu vlaken nazvanou ,fibrous corona”, které vystupuiji
z vnéjsi vrstvy. Druhd vrstva, mezivrstva, je prozkoumdna nejméné a moc se toho o ni nevi. Vnitini
vrstva obsahuje CENP-A (centromere protein A) a CCAN proteiny (constitutive centromere-associated
network). CENP-A zprostfedkovava napojeni kinetochoru na centromeru a CCAN komplex propojuje

vnitfni vrstvu kinetochoru s vnéjsi vrstvou (Cheeseman & Desai, 2008).

Kromeé rozlozZeni kinetochoru je mezi monocentrickymi a holocentrickymi chromozomy rozdil i
v pribéhu meidzy, ktery je diky absenci centromery ponékud odliSny. U monocentrickych
chromozom dochazi béhem profaze | ke vzniku bivalentd, k rekombinacim a kinetochory sesterskych
chromatid jsou spojeny a natoceny stejnym smérem. Na ty se v pribéhu metafaze | napoji mikrotubuly
déliciho vieténka. Béhem anafaze | se narusi vazby mezi rameny sesterskych chromatid, pficemz
zGstavaji dale spojeny v misté centromery, takZe sesterské chromatidy z(stavaji pohromadé, ale dojde
k oddéleni homologl. V pribéhu meidzy Il dojde k rozdéleni sesterskych kinetochor, jejich pfemisténi
na opacné strany a k rozpadu centromery. Na jiz rozdélené kinetochory se pfipoji aparat déliciho

vieténka a dojde k separaci sesterskych chromatid.

Ovsem u holocentrickych chromozom, pravé diky rozprostreni kinetochoru po celé jejich
délce, nedochazi k prostorovému oddéleni rekombinace a segregace. Tento problém mize vést
k nespravné segregaci chromozom( béhem meidzy | (Melters et al., 2012; Mola & Papeschi, 2006).
Mimo jiné je to pravdépodobné i diivod pro¢ maji holocentrické chromozomy obvykle jedno az dvé

chiasmata béhem meidzy, ne vice (Nokkala et al., 2004). Tuto nevyhodu vyresily organismy



s holocentrickymi chromozomy nékolika zplsoby: 1) omezenim aktivity kinetochoru na malou oblast,
2) tzv. invertovanou meiézou (inverted meiosis) nebo 3) redukci tvorby chiasmat ¢i dokonce az

achiasmatickou meidzou.

Princip omezeni aktivity kinetochoru Ize dobre vysvétlit na ptikladu modelového organismu
Caenorhabditis elegans (Nematoda). Pfed zac¢atkem meidzy | vytvofi kinetochorové proteiny CENP-C,
KNL-1, BUB-1, HIM-10, NDC-80, Nuf2 a MIS-12 miskovitou strukturu na obou koncich bivalent(, ktera
pfipomina trojvrstevny kinetochor monocentrickych chromozom (Melters et al., 2012; Monen et al.,
2005). Na tuto strukturu se béhem meidzy | pfipoji mikrotubuly a dojde k segregaci homologt. To samé
se déje u meidzy Il — na zacatku dojde k vytvoreni miskovité struktury, na kterou se napoji mikrotubuly
a dojde k segregaci, tentokrat vsak k segregaci sesterskych chromatid (Melters et al., 2012; Monen et
al., 2005). Podobny princip omezeni kinetochorové aktivity nalezneme u zastupcl radu Hemiptera,

napriklad u Oncopeltus fasciatus (Comings & Okada, 1972).

Dalsim mechanismem je invertovana meidza. Pfi této meidéze dochdzi béhem prvniho
meiotického déleni k segregaci sesterskych chromatid a béhem druhého meiotického déleni nasleduje
segregace homolog, coZ je opacny postup nez béhem normalni meidzy. Presnéjsi pribéh invertované
meidzy takto — na konci profaze | dojde k terminalizaci chiasmat, béhem metafaze | se chromozomy
usporadaji v ekvatorialni roviné a v anafazi | jsou vSechny chromatidy oddéleny a dojde k segregaci
sesterskych chromatid. Homologni chromatidy jsou na zacatku meidzy Il opét sparovany, aby mohly
byt béhem anafdze Il segregovdny. Molekuldarni mechanismus invertované meidzy neni jesté
prostudovan (Melters et al., 2012). Tento mechanismus nalezneme u nékterych pavoukovcl
(Arachnida), napriklad u roztoc¢l (Acariformes) nebo pavouk( (Araneae, Dysderidae) (Benavente &
Wettstein, 1980; Wrensch et al., 1994). Dale u nékterych zastupcd hmyzu (Odonata), nékterych
Hemiptera a u nékterych rostlin (Juncaceae a rod Carex) (Bongiorni et al., 2004; Davies, 1956; Kral et

al., 2006; L. M. Mola, 1995; Ostergren, 1949; Viera et al., 2009).

Posledni zplsob je redukce tvorby chiasmat nebo rovnou tzv. achiasmatickd meidza. Princip
tohoto mechanismu je celkem jasny — molekuldrné omezit tvorbu chiasmat ¢i rovnou zamezit jejich
tvorbé, coz ovsem znamend, Ze nedochazi ke crossing-overu. Achiasmatickd meidéza byla potvrzena
napriklad u celedi Buthidae (Scorpiones), celedi Chthoniidae (Pseudoscorpiones) nebo u fadu
Lepidoptera (Rego & Marec, 2003; Schneider et al., 2009; Shanahan & Hayman, 1990; Stahlavsky &
Kral, 2004).



Holocentrické chromozomy nalezneme u linii
Plantae a Metazoa (Obrazek 2). ZfiSe Plantae byly
holocentrické chromozomy prokdzany u tfidy
Monocotyledons a Eudicotyledons. Vétsina druhl
z tfidy Monocotyledons patfi do celedi Cyperaceae
a Juncaceae (Kuta et al., 2004; Luceno et al., 1998),
zbytek pak do Celedi Melanthiaceae (Tanaka & Tanaka,
1977). Z tfidy Eudicotyledons nalezneme holocentrické
chromozomy u rodu Drosera a u rodu Cuscuta (Pazy &
Plitmann, 1994). Dostupné vysledky napovidaji,
Ze holocentrické chromozomy vznikly viSi Plantae

alespon Ctyrikrat (Melters et al., 2012).

V FiSi Metazoa byly holocentrické chromozomy
objeveny u kmene Arthropoda a Nematoda. U kmene
Nematoda byly holocentrické chromozomy prokazany
u nékterych druh( z tfidy Secernentea a Chromadorea
(Marquez-Corro et al., 2018; Melters et al., 2012). Co se

kmene holocentrické

tyce Arthropoda  byly
chromozomy prokazany u nékterych rada tridy Insecta,
konkrétné Lepidoptera, Hemiptera, @ Odonata,
Ephemeroptera, Zoraptera, Dermaptera, Psocoptera,
Phtiraptera, Thysanoptera a Trichoptera (Drinnenberg
et al.,, 2014; Hughes-Schrader & Schrader, 1961;
Melters et al., 2012; Murakami & Imai, 1974). Déle byly
objeveny u tfidy Chilopoda a v rdmci tfidy pavoukovci
(Arachnida) u stird Celedi Buthidae, u pavouku celedi

Dysderidae a Segestridae, u roztocl podradu

Acariformes a rodu Rhipicephalus (Parasitiformes)
aurtadu Sstirenek (Palpigradi) (Hughes-Schrader &
Schrader, 1961; Melters et al., 2012; Murakami & Imai,
1974; Ogawa, 1953; Oliver, 1977; Shanahan, 1989).
Na zdkladé  dostupnych dat se  predpoklada,
Ze holocentrické chromozomy vznikly v fiSi Metazoa

minimalné devétkrat (Melters et al., 2012).
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Obradzek 2. Vyskyt holocentrickych chromozomu. H - vznik
holocentrickych chromozomd, M - vznik monocentrickych
chromozomd, cerné znaceni = pfitomnost monocentrickych
chromozomd, ¢ervené znaceni = pfitomnost holocentrickych
chromozomd, zelené znaceni = neexistence dat. Zdroj: (Melters et al.,
2012).




3.2. Holocentrické vs. monocentrické chromozomy

Holocentrické chromozomy maji oproti monocentrickym jednu velkou vyhodu, a to schopnost
tolerovat fragmentaci chromozomd. Ta je zplsobena rozloZzenim kinetochoru po jejich celé délce —
mikrotubuly se mohou napojit na jednotlivé fragmenty a mlze tak dojit k segregaci (Zedek & Bures,
2018). Diky tomu jsou holocentrické organismy schopni odoldvat nejriiznéj$im klastogenim?® jako je

napfiklad radiace, UV zafeni nebo rlizné chemické latky (Hallman, 2000).

Presny dlvod, pro¢ holocentrické chromozomy vznikly, nicméné neni zcela znamy. Neni ani
jasné, zda jsou holocentrické chromozomy plvodni a monocentrické z nich odvozené nebo jestli to ve
skutec¢nosti nemUzZe byt naopak. Prevladajici nazor je ten, Ze holocentrické chromozomy jsou odvozené
z monocentrickych. Hlavnim ddvodem je fakt, Ze jsou holocentrické chromozomy zastoupeny u nizsiho
poctu eukaryotickych linii (Dernburg, 2001). Tento ndzor podporuji i nékteré hypotézy vzniku
holocentrickych chromozomi a fylogenetické modely, které ukazuji, Ze zména monocentrickych
chromozom( na holocentrické je o nékolik ¥add lehéi nez opacny prechod (Escudero et al., 2016).
Na druhou stranu existuje i opaény nazor, Ze holocentrické chromozomy jsou plvodni a monocentrické
jsou z nich odvozené. Tento nazor je zaloZzeny na hypotéze, ze lokalizované centromery jsou vice
specializované struktury nez difuzni centromery (Schrader, 1947; Sybenga, 1981). Momentalné tedy
nejsme schopni fict, ktery nazor je pravdivy, ovSiem vétsina védcl a dlkazl podporuji myslenku,
Ze monocentrické chromozomy jsou puvodni a holocentrické z nich odvozené (Dernburg, 2001;

Escudero et al., 2016; Melters et al., 2012).

Hypotéz, pro¢ holocentrické chromozomy vznikly, bylo vytvofeno hned nékolik. Jednou
z téchto hypotéz je, Ze v dfivéjSich dobach byla zeslabenim magnetického pole Zemé zvysenad radiace
(Hulot et al., 2010; Meert et al., 2016), coz vedlo ke vzniku holocentrismu jako mechanismu obrany
proti radiaci zplsobené fragmentaci chromozom(l (Zedek & Bures, 2018). Dalsi hypotézou je,
Ze holocentrismus hral roli pfi terestrializaci (proces pfechodu z vodniho na suchozemské prostredi).
Vodni sloupec totiz poskytuje velkou ochranu proti UV zareni, se kterym se organismy pfi pfechodu
zvody na zem musely vyporadat (Zedek & Bures, 2018). Tento nazor by mohl podporovat i fakt, Ze
holocentrické chromozomy se nachazeji u prvnich ¢tyf linii (Myriapoda, Hexapoda, Arachnida a
Nematoda) kolonizujici suchozemské prostredi (terestrializace) (Rota-Stabelli et al., 2013). Existuji vSak
i hypotézy, které nesouviseji s klastogeny a vysvétluji divod vzniku holocentrickych chromozomd jinak,
napriklad Ze holocentrické chromozomy vznikly jako obrana proti tzv. centromere drive (Bures et al.,
2013; Talbert et al., 2009). Centromere drive je jev vyskytujici se u asymetrické Zenské meidzy (béhem

meidzy primarniho oocytu vznikaji tfi nefunkéni bunky tzv. polarni téliska a pouze jedno funkéni

3 Klastogeny jsou faktory zpGsobujici chromozomalni zlomy.
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vajicko), kdy se centromera snazi pfednostné dostat do funkéniho vajicka na Ukor ostatnich (Lampson

& Black, 2017; Rosin & Mellone, 2017).

Za predpokladu, Ze jsou holocentrické chromozomy vyhodnéjsi, je otazkou, proc tedy u vétsSiny
eukaryotickych linii nalézame monocentrické, a ne holocentrické chromozomy. Nabizi se hned nékolik
moznych vysvétleni. Prvni vysvétleni je, Ze diky toleranci fragmentace dochazi k mensimu poctu
mutaci, coZ snizuje miru diverzifikace oproti liniim s monocentrickymi chromozomy (Zedek & Bures,
2018). Ovsem nékteré prace (Marquez-Corro et al., 2018) ukazuji, Zze v mite diverzifikace mezi
monocentrickymi a holocentrickymi liniemi nejsou Zadné vyznamné rozdily. Dale tu mame vysvétleni,
Ze holocentrické chromozomy umoZnuji vice méné jen dva crossing-overy, coZ podstatné snizuje
adaptivni potencial holocentrickych organismu. Nabizi se i vysvétleni, Ze starsi prace nedokazaly presné
urcit, zda se jednd o holocentrické ¢i monocentrické chromozomy. Tudiz by mohl byt vyskyt
holocentrickych chromozomu ¢astéjsi nez se doposud predpokladalo (Zedek & Bures, 2018). Vysvétleni
predkladajii nékteré analyzy (Escudero et al., 2016) zaloZzené na modelech Mk2 a BiSSE, jejichz vysledky
ukazuji, Ze stat se holocentrickym je o nékolik fada tézsi nez zGstat monocentrickym (Zedek & Bures,

2018).

4. rDNA klastry u ¢lenovcl s holocentrickymi chromozomy

vrv v

Napfric ¢lenovci (Arthropoda) byly holocentrické chromozomy objeveny u rdznych radi hmyzu
(Dermaptera, Ephemeroptera, Hemiptera, Lepidoptera, Odonata, Phtiraptera, Psocoptera,
Thysanoptera, Trichoptera a Zoraptera ), vramci stonozkovcl u tfidy Chilopoda (Lithobiomorpha
a Scutigeromorpha) a raznych skupin pavoukovct (Palpigradi, Acariformes a Rhipicephalus v ramci
roztocl, celed Buthidae ze stir(i, Dysderidae a Segestridae v ramci pavouku) (Marquez-Corro et al.,
2018; Melters et al., 2012). Nicméné u vétsiny z téchto linii byly rDNA klastry zkoumané pouze pomoci
sttibfeni, coz, jak jiz bylo feceno, sebou nese riziko podhodnoceni poctu rDNA klastr(. Jen u nékolika
linii byly rDNA klastry zkoumany pomoci metody FISH. Z tohoto dlvodu jsou zde uvedeny jen ty linie,

u nichz byla pouZzita metoda FISH.

4.1. Odonata

Rad Odonata je jednou z nejstarsich linii ok¥idleného hmyzu (Pterygota) (Rehn, 2003). Dnes
zahrnuje 7000 — 7500 druhi rozdélenych do tfi podiadi: Anisoptera, Zygoptera a Anisozygoptera
(Kuznetsova et al., 2017; Rehn, 2003). Ovsem z tohoto velikého poctu druhl byly rDNA klastry za
pouziti metody FISH zkoumany pouze u osmi druh(l ze dvou celedi (Corduliidae a Libelluidae).
Do téchto osmi druhi patti Cordulia aenea, Epitheca bimaculata z ¢eledi Corduliidae a Leucorrhinia

rubicunda, Libellula depressa, Libellula quadrimaculata, Orthetrum cancellatum, Sympetrum danae,



Sympetrum vulgatum z Celedi Libelluidae. Samci vSech zminénych druhd maji 2n = 25 a u vsech byl
objeven jeden subterminalni par rDNA klastrd na homolognich chromozomech (Kuznetsova et al.,
2017). Vzhledem k vysledkim Ize uniformni pocet a pozici rDNA klastrd predpokladat i u dalsich druhd
zfddu Odonata. Nicméné pro potvrzeni tohoto predpokladu je nutny vyzkum dalsich druhd.

Momentélné tedy miZeme usuzovat stabilni evoluci rDNA klastr( u fadu Odonata.

4.2. Psocoptera

Do fadu Psocoptera dnes zahrnujeme 5941 druhi rozdélenych do 41 celedi a tfi podradu
(Trogiomorpha, Troctomorpha a Psocomorpha) (Mockford, 2018). U Psocoptera byly rDNA klastry
pomoci FISH analyzovany zatim jen u osmi druhl: Valenzuela burmeisteri, Stenopsocus lachlani,
Graphopsocus cruciatus, Peripsocus phaeopterus, Philotarsus picicornis, Amphigerontia bifasciata,
Psococerastis gibbosa, Metylophorus nebulosus (Golub et al., 2019). VSechny tyto druhy spadaji celkem
do péti celedi z podiadu Psocomorpha. U samce Stenopsocus lachlani byl stanoven pocet chromozomu
na 2n =23 a u samce Metylophorus nebulosus na 2n = 15. Samci ostatnich druhi maji 2n = 17. Navzdory
vyse uvedenym rozdillm v poc¢tu chromozom( ma vSech osm zkoumanych druhl vidy jen jeden
subterminaini par rDNA klastrd na homolognich chromozomech (Golub et al., 2019). Tyto vysledky
naznacuji, ze rDNA klastry jsou u rfadu Psocoptera stabilni a nevykazuji Zadné zdsadni dynamické

zmény.

4.3. Hemiptera

Odhaduje se, ze do radu Hemiptera patti priblizné 55 000 druh( (Resh & Cardé, 2009), z nichz
bylo dodnes cytogeneticky prozkoumano jen malé mnoiZstvi. Nejvice zkoumanych druh( patfi do
podiadu Heteroptera a Auchenorrhyncha. Proto se z divodu nejvétsiho mnozZstvi dat zaméfim na

druhy spadajici do téchto dvou podradu.

Z podiadu Heteroptera to budou konkrétné druhy z celedi Tingidae, Pentatomidae, Coreidae,
Pyrrhocoridae, Largidae a z podceledi Triatominae — konkrétni Udaje jednotlivych druh( jsou uvedeny

na konci prace formou pfilohy v Tabulka 1.

Pro druhy celedi Tingidae je typicky uniformni pocet chromozomu (2n = 14) a nizky pocet rDNA
klastrd (jeden aZz dva klastry). Nejcastéji se tyto rDNA klastry vyskytuji v subtermindlni nebo

intersticialni pozici na homolognich autozomech (Golub et al., 2015, 2016) (Tabulka 1).

VSechny druhy celedi Pentatomidea maji uniformni pocet chromozom (2n = 14) a vétsSina
znich ma jeden terminalni par rDNA klastri na homolognich autozomech (Bardella et al., 2013;

Grozeva et al., 2011) (Tabulka 1). Vyjimkou je naptiklad Nezara viridula, kterda ma rDNA klastry



v subterminalni pozici (Papeschi et al., 2003) nebo Graphosoma lineatum pouze s jednim rDNA

klastrem umisténym na gonozomu (Grozeva et al., 2011).

Z Celedi Coreidae bylo studovano pfiblizné 16 druhl. Celd celed vykazuje variabilni pocty
chromozomd, ale uniformni pocet rDNA klastr(i. U vSech zkoumanych druh( byl totiZ popsan jeden par
terminalnich klastrd na homolognich autozomech (Bardella et al., 2013; Papeschi et al., 2003) (Tabulka

1).

U vétsiny druhi z Celedi Pyrrhocoridae byly popsany dva terminalni klastry na homolognich
chromozomech (Bardella et al., 2013; Bressa et al., 2009) (Tabulka 1). Vyjimku predstavuji druhy
Pyrrhocoris apterus s rDNA klastry v intersticidlni pozici a Dysdercus albofasciatus s gonozomadlnim

umisténim rDNA klastra.

Z Celedi Largidae byly zkoumany 2 druhy: Largus rufipennis a Largus fasciatus. U L. fasciatus
byl objeven jeden subterminalni par rDNA klastr(i na homolognich autozomech, kdezto u L. rufipennis

byl popsan pouze jeden terminalni rDNA klastr na jednom gonozomu (Salanitro et al., 2017).

Podceled Triatominae je ohledné rDNA klastrd jednou z nejvice prozkoumanou skupinou
z podiadu Heteroptera. Bylo popsano vice nez 30 druht z této podceledi (Panzera et al., 2010; Panzera
et al., 2012). Vsechny studované druhy vykazuji pomérné uniformni pocet chromozom (2n = 21-24).
Dale byl u vétsiny druh( popsan jeden par rDNA klastrd s terminalni pozici. Ovsem umisténi klastri na
autozomech ¢i gonozomech je mezi jednotlivymi druhy pomérné rliznorodé (Panzera et al., 2010;

Panzera et al., 2012) (Tabulka 1).

Vyse uvedené charakteristiky naznacuji, Ze podifdd Heteroptera je na mezidruhové Urovni
pomérné variabilni v po¢tu chromozoma. Nicméné co se tyce poctu a pozice rDNA klastrd, je i tato
skupina spiSe uniformni. Pro vétSinu druhi je totiZ typické jeden aZ dva rDNA klastry s terminaini Ci
subterminalni pozici. Zajimavosti nicméné je, Ze v ramci plostic byly tyto klastry lokalizované nejen na

autozomech, ale i na gonozomech (Panzera et al., 2010).

Druhym podifadem, kterym se zde budu zabyvat, je Auchenorrhyncha. Pfesnéji to budou druhy
zrodu Alebra (Cicadellidae), Philaenus (Aphrophoridae) a druhy z celedi Issidae a Myerslopiidae
(Tabulka 1).

Druhy zrodu Alebra (Cicadellidae) vykazuji uniformitu nejen v poc¢tu chromozomd, ale i
v poctu, pozici a umisténi rDNA klastra (Tabulka 1). To Ize pozorovat napfiklad u samce Alebra viridis
(2n = 23), ktery ma jeden subtermindlni rDNA klastr na obou homolognich autozomech (Kuznetsova et

al., 2015).
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Z rodu Philaenus (Aphrophoridae) bylo zkoumano osm druh( (Tabulka 1). Druhy P. spumarius
a P. tarifa maji dva terminalni pary rDNA klastr(i na dvou autozomalnich parech. Philaenus italosignus
a Philaenus maghresignus jeden intersticidlni rDNA klastr a jeden terminalni klastr, kazdy na jednom
gonozomu. Déle pak P. tesselatus a P. signatus maji jeden par rDNA klastri na homolognich
autozomech. Nakonec u P. arslani byl popsan jeden intersticidlni par na homolognich autozomech a
u P. loukasi jeden terminalni par rDNA klastr( na homolognich autozomech a jeden terminalni rDNA
klastr na jednom gonozomu. Na zakladé téchto dat Ize u rodu Philaneus nejcastéji nalézt dva rDNA

klastry s terminalni pozici nachazejici se na autozomech (Maryanska-Nadachowska et al., 2013).

U Celedi Issidae byly rDNA klastry pomoci metody FISH popsany u 11 druhd. Vsechny zkoumané
druhy maji jeden par rDNA klastri na homolognich autozomech a u vétsiny z nich byl tento rDNA klastr
nalezen v intersticidlni pozici (Tabulka 1). Nicméné u Issus lauri a Zopherisca tendinosa se jiz zminény
rDNA klastr nachdzi v pozici terminalni. Tato zména naznacuje jistou miru dynamické evoluce rDNA

klastra (Maryanska-Nadachowska et al., 2016).

Z celedi Myerslopiidae byly pomoci metody FISH popsany rDNA klastry pouze u jednoho druhu
— Mapuchea chilensis. U tohoto druhu byl popsan jeden terminalni par rDNA klastrd na homolognich

autozomech (Golub et al., 2014).

Napfi¢ celym podradem Auchenorrhyncha tedy pozorujeme malé rozmezi poc¢tu rDNA klastra.
Dale pozorujeme, Ze v ramci celého podiddu Auchenorrhyncha je pozice a umisténi rDNA klastri
celkem variabilni. Na druhou stranu, v rdmci Celedi Issidae a v ramci rodu Alebra, je pocet, pozice i
umisténi rDNA klastrd vysoce uniformni. Druhy rodu Philaenus jsou naopak v porovnani s ostatnimi

druhy v pozici a umisténi rDNA klastr( variabilni.

Dle dostupnych dat Ize usuzovat, Ze u fadu Hemiptera se vyskytuje stabilni pocet rDNA klastru
s dosti variabilnim umisténim (autozomy, gonozomy), coz naznacuje, ze se rDNA klastry chovaiji jako
mobilni genetické elementy. Dale se ukazuje, Ze nejcastéjsi pozici rDNA klastr(l je pozice terminalni.

Celkové lze tedy u radu Hemiptera pozorovat spisSe stabilni dynamiku rDNA klastr(.

4.4. Lepidoptera

Rad motyli (Lepidoptera) je jednou znejlépe prozkoumanych skupin holocentrickych
organismu, co se tyCe poctu a umisténi rDNA klastrd. Dnes je znamo pfiblizné 160 000 druh( (Powell,
2009). Jejich chromozomy jsou malé, velmi ¢asto uniformni a maji pomérné variabilni pocet (n = 5-
223). Ovsem nejcastéjsim poctem chromozomu je n = 29-31 s tim, Ze puvodni pocet chromozoml je
pravdépodobné n = 31. (Ahola et al., 2014; Nguyen et al., 2010). Pravé diky témto vlastnostem

(uniformita a nepfitomnost centromery) byla donedavna identifikace jednotlivych chromozom
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nemozna. | v dnesni dobé je vice méné mozné rozlisit jen ty chromozomy, které obsahuji rDNA klastry.
Tento problém se nevyskytuje pouze u Lepidoptera, nybrZ i u ostatnich bezobratlych. Z tohoto dlivodu
se rDNA klastry vyuZivaji ke zkoumani karyotypové evoluce (Bombarova et al., 2007; Nguyen et al.,

2010).

Phthorimaea operculella 29 2 NORs, unknown loc.
Pectinophora gossypiella 30 Il
Zeiraphera diniana 28 Il
] Cydia pomonelia 28 [
Ostrinia nubilalis 3 r |. 1 F ﬂ
E Ephestia kuehniella 30 r r
: Ectomyelois ceratoniae 3 r }-
Manduca sexta 28 |l
Bombyx mori 28 |-r
Samia cynthia ssp. 13-14% |~
onomsaromons 51| |
Antheraea roylei 30-34 1 NOR, unknown loc.
Antheraea pernyi 49 r
Colias hyale 31 JI -| j I-
Pieris rapae 25 1
— Pieris brassicae 15 -]
Polyommatus icarus 23 -i
Polyommatus bellargus 45 2 NORs, unknown loc.
Bicyclus anynana 28 -| + 1 NOR, unknown loc
Nymphalis xanthomelas 31 1 1
Inachis io 31 ] ] ] [ ﬂ i‘ r
|: Spodoptera sp 31 1 NOR, see discussion
Mamestra brassicae kil -i
FPhragmatobia fuliginosa 29 -:

Arctia caja 31 -{
Lymantria dispar 31 JI
Orgyia recens 30 JI
Orgyia leucostigma 28 -1'
Orgyia antigua 14 -{
Orgyia thyaellina 1 JI

Obrdzek 3. Umisténi a pocet NOR u radu Lepidoptera, jejich fylogenetické vztahy a haploidni pocet chromozomu. Modre
Bombycoidea, fialové Pyraloidea, Zluté Papilionoidea zelené Noctuoidea, Sedé Gelechioidea a oranZové Tortricoidea.
Prevzato a upraveno (Nguyen et al., 2010).

s

Nejvice vyzkumU tykajici se radu Lepidoptera se zaméruji na Ctyfi velké nadceledi:
Bombycoidea, Papilionoidea, Pyraloidea a Noctuiodea (Obrazek 3). Z téchto nadéeledi bylo zkoumano
priblizné 36 druhd, u kterych byla zjisténa pozice a pocet rDNA klastri (Nguyen et al., 2010; Sichova et
al., 2015, 2016).
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Na zakladé dostupnych dat Ize u nadceledi Noctuoidea (Krider & Shields, 1997; Nguyen et al.,
2010; Traut & Clarke, 1997) stanovit, Ze pocet a umisténi rDNA klastr( je napfic celou ¢eledi uniformni,
coz se tyka i poctu chromozomd. Jak je vidét (Obrazek 3), je pro né typické jeden intersticialni klastr a
pocet chromozom( okolo n = 31. Veskeré tyto informace naznacuji, Ze plvodni predek nadceledi

Noctuoidea mél pravé n = 31 a jeden intersticialni rDNA klastr (Nguyen et al., 2010).

Podobné je to i u nadceledi Bombycoidea, ovsem neni to tak jednoznacné. Pro celou nadceled
je obvyklé pritomnost jednoho rDNA klastru a u vétSiny z nich je na intersticialni pozici (Nguyen et al.,
2010; Traut et al., 2007; Yoshido et al., 2005). Nicméné u rodu Antheraea doslo k premisténi rDNA
klastru na terminalni pozici a u druhu Antheraea yamamai ke zvyseni po¢tu rDNA klastrli na dva. Je zde
také patrny pomérné proménlivy pocet chromozomdi. Napriklad druh Antheraea pernyi ma n = 49

(Robinson, 1971; Nguyen et al., 2010).

Zajimavéjsi vysledky nalezneme u nadceledi Pyraloidea a Papilionoidea, u kterych pozorujeme
dynamické zmény v poctu a pozici rDNA klastrd, a to i pfesto, Ze v Pyraloidea je pocet chromozomli
pomérné stabilni. To je krasné vidét pfi srovnani Ostrinia nubilalis a dalsich dvou druh(, kdy ma pét
terminalnich rDNA klastr oproti dvéma klastrliim vyskytujicich se u Ephestia kuehniella a Ectomyelois
ceratonia. Nicméné i mezi témito dvéma blizce pfibuznymi druhy lze vidét rozdil v umisténi rDNA
klastr(i. Nejlépe Ize vSak dynamickou evoluci rDNA klastrd pozorovat u nadcéeledi Papilionoidea. Z této
nadceledi byly prfedmétem vyzkumu druhy patfici do nékolika celedi: Pieridae, Lycaenidae a
Nymphalidea. Z ¢eledi Pieridae bylo zkoumano pfiblizné Sest druhl. Mezi né patfi napfiklad Colias
hyale, Pieris rapae nebo Leptidea juvernica a Leptidea reali (Nguyen et al., 2010; Sichova et al., 2015,
2016). U poslednich dvou zminénych druhl byl popsan jeden par rDNA klastri na homolognich
chromozomech v termindlni pozici u L. reali a v intersticialni pozici u L. juvernica (Sichova et al., 2015),
ostatni druhy viz Obrazek 3. U podceledi Pierudae lze tedy usuzovat, Ze vétsSina druhl bude mit jeden
rDNA klastr v terminalni pozici (vztazeno na haploidni genom). Ovsem u druhu C. hyale byly popsany
Ctyfi intersticidlni rDNA klastry, coZz naznacuje jistou miru dynamické evoluce rDNA klastrd. Podceled’
Lycaenidae je zastoupena druhy Polyommatus icarus a Polyommatus bellargus (Nguyen et al., 2010).
Vysledky této podceledi naznaduji pfitomnost jednoho az dvou rDNA klastri. Bohuzel
z dvodu nedostate¢ného mnozstvi dat nelze odhadnout typickou pozici rDNA klastrd (Obrazek 3).
U Celedi Nymphalidea byly zkoumdny tyto druhy: Bicyclus anynana, Nymphalis xanthomelas a Inachis
io, z nichz kazdy ma jiny pocet rDNA klastri (Obrazek 3) (Nguyen et al., 2010; Van’t Hof et al., 2008;
Yoshido et al., 2006). Na druhou stranu lIze u nich nalézt uniformni pozici rDNA klastr(, a to terminalni
pozici. Lze tedy u této Celedi usuzovat dynamickou evoluci rDNA klastrl. KdyZ srovname jednotlivé
druhy uvnitf i mezi celedémi, zjistime velkou miru diverzifikace poc¢tu chromozomd, ale i poctu a

umisténi rDNA klastrd (Nguyen et al., 2010; Sichova et al., 2015).
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Kromé jiz zminénych ¢tyr nadceledi byla predmétem vyzkumu i ¢eled Totricidae. Z této cCeledi
se rDNA klastry pomoci metody FISH zkoumali u péti druh(: Cydia pomonella, Grapholita molesta,
Grapholita funebrana, Lobesia botrana a Eupoecilia ambiguella (Fukova et al., 2005; Sichova et al.,
2013). U C. pomonella byly v haploidnim genomu popsany dva rDNA klastry, kazdy na jednom konci
jednoho chromozomu (Fukova et al., 2005). Zbylé druhy maji jeden rDNA klastr (vztazeno na haploidni
genom). G. molesta ma tento klastr v terminalni pozici, G. Funebrana v intersticialni pozici, L. botrana
v subtermindlni a E. ambiguella v termindlni pozici (Sichova et al., 2013). Variabilni umisténi rDNA

klastrd téchto druh( naznacuje u celedi Totricidae jistou miru dynamické evoluce rDNA klastr(.

Ve vysledku lze tedy stanovit, Ze u vétSiny Celedi fadu Lepidoptera dochazi k dynamické evoluci
rDNA klastrd (Nguyen et al., 2010; Sichov4 et al., 2015). Ale jakym mechanismem dochazi ke zméné
poctu a umisténi rDNA klastr(? Hypotéza, Zze by se mohly rDNA klastry mnoZit a premistovat byla
poprvé popsana Schubertem (1984) u ¢esneku. V nasledujicich letech tuto hypotézu potvrdila fada
praci (Cabrero & Camacho, 2008; Datson & Murray, 2006). Jednim z navrZzenych mechanismu je prosta
fuze dvou chromozomi stermindlnimi klastry za vzniku jednoho chromozomu s intersticidlnim
klastrem. Pfiklad, kdy k takové fuzi mohlo dojit, nalezneme u nadceledi Bombycoidea, kde Antheraea
yamamai s n = 31 ma dva termindlni rDNA klastry a druhy Manduca sexta a Bombyx mori sn = 28
chromozomy maji jeden intersticidlni klastr. DalSi podobnou fuzi bychom mohli nalézt u druhu Cydia
pomonella (n = 28), ktery ma dva terminalni rDNA klastry umisténé na jednom chromozomu (na obou
koncich je jeden klastr). Takovyto chromozom mohl vzniknout fuzi dvou chromozomd, kazdy s jednim
terminalnim rDNA klastrem — doslo ke spojeni koncll neobsahujici rDNA klastr (Fukova et al., 2005).
Druhym navrzenym mechanismem je presny opak, tedy Stépeni chromozom(. Chromozom
s intersticialnim NOR se v tomto misté Stépi za vzniku dvou chromozom{ s terminalnimi rDNA klastrem
(Nguyen et al., 2010). Hall a Parker (1995) dokonce predpokladaji, Zze samy rDNA klastry zpUsobuji
Stépeni chromozom(. OvSem co se tyCe Lepidoptera, bylo by mozné tento mechanismus nalézt jediné
intersticialni klastr, zatimco P. bellargus ma chromozomu n = 45 a dva rDNA klastry, coz by se dalo
vysvétlit pravé stépenim chromozoma (Nguyen et al., 2010). Dal$i mozny mechanismus nesouvisi se
zménou poctu chromozomd, nybrz s chromozomovymi prestavbami jako je translokace nebo inverze.
Kdyz se totiz podivdme na druhy Colias hyale, Ostrinia nubilalis nebo Inachis io, je jasné, Ze nemohlo
dojit k Zddné zméné poctu chromozom(. Vsechny zminéné druhy maji totiz n = 31 chromozomi
(obvykly pocet chromozoml), a presto maji vyssi pocet rDNA klastr(i nez ostatni druhy (Nguyen et al.,
2010). Posledni hypotéza vysvétluje zménu poctu a mista rDNA klastr( ne jako strukturalni prestavby

chromozom{, nybrZ jako transpozici mobilnich elementl (Datson & Murray, 2006; Dubcovsky &
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Dvorak, 1995). Tento mechanismus by bylo moZné nalézt u /. io, ktery ma sice jedenact klastr(, ale

kazdy z téchto klastri obsahuje jen malé mnozZstvi rDNA repetic (Nguyen et al., 2010).

Z vyse uvedenych informaci tedy vyplyva fakt, Ze neni zndm pfesny mechanismus zmény poctu
a umisténi rDNA klastri. Pro kazdou zminénou hypotézu lze najit potvrzujici priklady. Je tudiz mozné,
Ze mechanism( je vice a u kazdého druhu se vyskytuje jiny mechanismus, nebo je také moziné, Ze je
jen jeden mechanismus, ktery nebyl doposud objeven. Doufejme tedy, Ze budouci vyzkumy nam tuto

zahadu objasni.

4.5, Acari

Rod Rhipicephalus (Ixodidae, Acari) zahrnuje pfiblizné 74 druht (Olwoch et al., 2007). Doposud
byly rDNA klastry za pouZiti FISH popsany pouze u samce jednoho druhu, Rhipicephalus microplus (2n
= 11). Vysledky tohoto druhu ukazuji na pfitomnost jednoho terminalniho paru rDNA klastr(i na

homolognich autozomech (Hill et al., 2009).

4.6. Scorpiones: Buthidae

Buthidae je nevétsi celed z fadu Scorpiones a je rozsifena na vSechny kontinenty s vyjimkou
Antarktidy (Coddington & Colwell, 2001). Jsou také jedinou zndamou celedi z fadu Scorpiones
s holocentrickymi chromozomy. Podet chromozomu se u této celedi pohybuje v rozmezi 2n = 5-56
s tim, Ze nejcastéjsi pocet je 2n = 24. Nicméné do dnesni doby bylo prozkoumano jen velmi malé
procento znamych druh( (Mattos et al., 2013). Pro ucely této prace jsem vybral nékolik zastupct z rodu

Tityus, Rhopalurus, Androctonusa, Jagugjir a Ischnotelson.

Z rodu Tityus bylo ohledné rDNA klastr(i za pouziti metody FISH prozkoumano pfiblizné 15
druhl. U vétSiny ztéchto druhl (T. bahiensis, T. confluens, T. fasciolatus, T. martinpaechi,
T. paraguayensis, T. trivittatus, T. clathratus, T. curupi, T. maranhensis, T. matogrossensis, T. pussilus,
T. sivestri) byl nalezen jeden terminalni par rDNA klastri na homolognich chromozomech. U druhu
T. obscurus a T. uruguayensis byly popsany dva terminalni pary rDNA klastr(i na dvou chromozomovych
parech a u T. serrulatus pouze jeden terminalni rDNA klastr (Adilardi et al., 2014; Almeida et al., 2017;

Mattos et al., 2014, 2018; Ojanguren-Affilastro et al., 2017; Schneider & Cella, 2010).

Rod Rhopalurus vykazuje u vsech tfech zkoumanych druh( uniformni pocet i pozici rDNA
klastrli. Jedna se o Rhopalurus agamemnon, Rhopalurus rochai a o Rhopalurus laticauda s jednim

terminalnim parem na homolognich chromozomech (Mattos et al., 2014; Vanessa et al., 2018).

Z rodu Androctonus byly za ucelem popsani poctu a pozice rDNA klastri zkoumany ctyfi druhy:

A. bourdoni, A. maelfaiti, A. crassicauda a A. australis (Sadilek et al., 2015). U vSech zminénych druht

15



byl objeven jeden intersticidlni par rDNA klastrii na homolognich chromozomech. Na zakladé téchto
vysledk(l Ize napftic¢ celym rodem Androctonus stanovit vysoce stabilni pocet a pozici rDNA (Sadilek et

al., 2015).

Z rodu Ischnotelson a Jaguajir byly rDNA klastry zkoumany dohromady u Sesti druh(. T¥i z rodu
Ischnotelson (I. guanambiensis, |. peruassu, Ischnotelson sp.) a tfi zrodu Jagugjir (J. pintoi,
J. agamemnon, J. rochae). Pro viechny zminéné druhy byl stanoven pocet a pozice rDNA klastr(l na

jeden terminalni par na homolognich chromozomech (Vanessa et al., 2018).

U velké vétsiny zkoumanych druh( z ¢eledi Buthidae byl nalezen jeden par rDNA klastrd.
Lze tedy na tomto zakladé usuzovat, Ze jeden pdar rDNA klastr(l je typicky pro celou ¢eled Buthidae.
Dokonce se da predpokladat, Ze se bude tento par rDNA klastrd vyskytovat na termindlni pozici
(Almeida et al., 2017; Mattos et al., 2014; Vanessa et al., 2018). Nicméné u rodu Androctonus byly

popsany rDNA klastry vylucné v intersticidlni pozici (Sadilek et al., 2015).

Zajimavosti je, Ze tyto rozdily v pozici rDNA klastrd odpovidaji riznym evoluénim liniim StirQ
Celedi Buthidae a mohou tak predstavovat odliSnou evoluci rDNA klastrd v ramci rdznych skupin této

Celedi (Sadilek et al., 2015).

5. Zavér

Pfestoze metoda FISH umozZnuje presnou specifikaci poctu a pozice rDNA klastrli, mame
k dispozici stdle jen malé mnozstvi konkrétnich dat. To se tykd i ¢lenovcl s holocentrickymi
chromozomy, které jsou jinak pomérné intenzivné cytogeneticky zkoumany. Momentdlné dostupna
data naznaduji zejména u Hemiptera, Odonata, Psocoptera, Stir( Celedi Buthidae a roztoce rodu
Rhipicephalus stabilni pocty a pozice rDNA klastrid. Pro vSechny tyto skupiny jsou totiz typické jeden az
dva pary rDNA klastr( s terminalni nebo subterminalni pozici. To odpovida i idajam ziskanych pomoci
stibreni (Golub et al., 2004; Kuznetsova et al., 2017; Vanessa et al., 2018). Nicméné napfiklad u Celedi
Issidae (Hemiptera) byl u vSech zkoumanych druh(i potvrzen jeden par rDNA klastr(i a u vétsiny z nich
byl v intersticialni pozici, ale u dvou druh(li doslo k premisténi rDNA klastr( z intersticialni na termindlni
pozici. To vramci této Celedi naznacuje jistou miru dynamické evoluce rDNA klastrl (Maryanska-
Nadachowska et al., 2016). OvSem stabilita poctu a pozice rDNA klastrl mlze byt u téchto skupin
zpUsobena nedostateénym prozkoumdanim a také nemoznosti identifikovat homologii chromozomii
nesoucich rDNA klastry, coz je zpUsobeno pravé jejich holocentrickou organizaci. Vyjimkou jsou motyli,
jelikozZ se jednd o lépe prozkoumanou skupinu, u které byla popsana vyssi variabilita v po¢tu a pozici
rDNA klastri (oproti ostatnim skupinam). Bohuzel ale ani zde nejsou jasné mechanismy zpUsobuijici

tuto variabilitu a evoluci rDNA klastrt
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Nicméné je zajimavé, Ze termindlni ¢i subterminalni pozice rDNA klastr( neni typicka jen pro
¢lenovce s holocentrickymi chromozomy, jako je tomu napfiklad u Buthidae (Schneider et al., 2009)

nebo Hemiptera (viz 4.3.), ale i pro ostatni linie s holocentrickymi chromozomy, napfiklad Nematoda

(Albertson, 1984). To naznaluje, Ze termindlni pozice rDNA klastrli mlZe mit své opodstatnéni.
Heckmann et al. (2011) pfisli s hypotézou, Ze termindlni pozice rDNA klastrl mGzZe byt podminkou pro
stabilni holocentrické chromozomy a Ze naopak intersticidlni pozice miZe zpUsobovat nestabilitu
chromozomu vedouci k nespravné segregaci. Ovsem vysledky nékterych praci (Grozeva et al., 2014;
Maryanska-Nadachowska et al.,, 2013; Nguyen et al.,, 2010) naznacuji, Ze ne-termindlni pozice

nevykazuji Zzadna vyznamna funkcéni omezeni (Kuznetsova et al., 2015).

Dostupna data tedy zatim poukazuji spiSe na stabilni poéty a pozice rDNA klastr( u ¢lenovci
s holocentrickymi chromozomy. OvSsem pro potvrzeni nebo vyvraceni tohoto predpokladu jsou nutné

dalsi vyzkumy tykajici se rDNA klastrd u ¢lenovci s holocentrickymi chromozomy.
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7. Prilohy

Tabulka 1. Druhy z radu Hemiptera s informacemi o poctu chromozom( a o poctu a pozici rDNA klastri. 2n — diploidni pocet,

ST —subtermindlini pozice, T — termindini pozice, | — intersticidlni pozice.

Druh 2n  Pocet rDNA klastrG  Pozice Umisténi Reference

Auchenorrhyncha: Aphrophoridae

Philaenus arslani 11 jeden par homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2013

Philaenus italosignus 13 dva klastry I, T gonozomy Maryanska-Nadachowska et al.,
2013

Philaenus loukasi 11 jeden par + jeden klastr T homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,

+ gonozom 2013

Philaenus maghresignus 13 dva klastry I, T gonozomy Maryanska-Nadachowska et al.,
2013

Philaenus signatus 13 jeden par T homologni autozomy  Maryariska-Nadachowska et al.,
2013

Philaenus spumarius 12 dva pary T dva autozomalni pary  Maryaniska-Nadachowska et al.,
2013

Philaenus tarifa 13 dva pary T dva autozomalni pary  Maryanska-Nadachowska et al.,
2013

Philaenus tesselatus 12 jeden par T homologni autozomy  Maryariska-Nadachowska et al.,
2013

Auchenorrhyncha: Cicadellidae

Alebra albostriella 23 jeden par ST homologni autozomy Kuznetsova et al., 2015

Alebra coryli 23 jeden par ST homologni autozomy Kuznetsova et al., 2015

Alebra viridis 23 jeden par ST homologni autozomy Kuznetsova et al., 2015

Alebra wahlberg 23 jeden par ST homologni autozomy Kuznetsova et al., 2015

Auchenorrhyncha: Issidae

Agalmatium bilobum 27 jeden par homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2016

Agalmatium flavescens 27 jeden par | homologni autozomy Bressa et al., 2009

Hemisphaerius sp. 27 jeden par | homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2016

Issus lauri 27 jeden par T homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2016

Kervillea basiniger 27 jeden par homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2016

Mycterodus pallens 27 jeden par homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2016

Palaeolithium 27 jeden par homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,

distinguendum

2016
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Pokracovani Tabulka 1

Scorlupella discolor 27 jeden par | homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2016
Thabena sp. 27 jeden par homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2016
Zopherisca penelopae 27 jeden par homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2016
Zopherisca tendinosa 27 jeden par T homologni autozomy  Maryanska-Nadachowska et al.,
2016
Auchenorrhyncha: Myerslopiidae
Mapuchea chilensis 18 jeden par T homologni autozomy Golub et al., 2014
Heteroptera: Coreidae
Acanonicus hahni 19 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Althos obscurator 25 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Athaumastus haematicus 21 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Camptischium clavipes 21 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Cebrenis sp. 23 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Holhymenia histrio 27 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Holhymenia rubiginosa 27 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Hypselonotus fulvus 19 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Hypselonotus interruptus 19 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Chariesterus armatus 25 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Leptoglossus gonagra 21 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Leptoglossus zonatus 21 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Pachylis argentinus 15 jeden par - homologni autozomy Papeschi et al., 2003
Phtia picta 21 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Spartocera cf. fusca 23 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Zicca annulata 23 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Heteroptera: Largidae
Largus fasciatus 13 jeden par ST homologni autozomy Salanitro et al., 2017
Largus rufipennis 13 jeden klastr T gonozom Salanitro et al., 2017
Heteroptera: Pentatomidae
Antiteuchus tripterus 14 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Arvelius albopunctatus 14 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Edessa impura 14 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Edessa meditabunda 14 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
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Pokracovani Tabulka 1

Edessa rufomarginata 14 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Eurydema oleracea 14 jeden par - gonozomy Grozeva et al., 2011
Euschistus cornutus 14 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Euschistus heros 14 jeden par | homologni autozomy Bardella et al., 2013
Graphosoma lineatum 14 jeden klastr T gonozom Grozeva et al., 2011
Nezara viridula 14 jeden par ST homologni autozomy Papeschi et al., 2003
Heteroptera: Pyrrhocoridae
Dysdercus albofasciatus 12 dva klastry - gonozom Bressa et al., 2009
Dysdercus fulvoniger 13 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Dysdercus chaquensis 13 jeden par T homologni autozomy Bressa et al., 2009
Dysdercus imitator 13 jeden par T homologni autozomy Bardella et al., 2013
Dysdercus ruficollis 13 jeden par T homologni autozomy Bressa et al., 2009
Pyrrhocoris apterus 23 jeden par | homologni autozomy Bardella et al., 2013
Heteroptera: Reduviidae
Dipetalogaster maxima 22 jeden klastr gonozom Panzera et al., 2012
Eratyrus cuspidatus 23 jeden par - gonozomy Panzera et al., 2012
Mepraia gajardoi 23 jeden klastr T gonozom Panzera et al., 2012
Mepraia spinolai 23 jeden klastr T gonozom Panzera et al., 2012
Panstrongylus chinai 23 jeden par T homologni autozomy Panzera et al., 2012
Panstrongylus lignarius 23 jeden par T homologni autozomy Panzera et al., 2012
Panstrongylus megistus 21 jeden par T homologni autozomy Panzera et al., 2012
Psammolestes tertius 22 jeden par T gonozomy Panzera et al., 2012
Rhodnius colombiensis 22 jeden klastr T gonozom Panzera et al., 2012
Rhodnius domesticus 22 jeden par T gonozomy Panzera et al., 2012
Rhodhnius pallescens 22 jeden par T gonozomy Panzera et al., 2012
Rhodhnius prolixus 22 jeden klastr T gonozom Panzera et al., 2012
Triatoma boliviana 22 jeden klastr - gonozom Panzera et al., 2012
Triatoma brasiliensis 22 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma carcavalloi 22 jeden par homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma carrioni 22 jeden klastr - gonozom Panzera et al., 2012
Triatoma delpontei 22 jeden par + jeden klastr homologni autozomy Panzera et al., 2012
+gonozom
Triatoma dimidiata 23 jeden par T homologni autozomy Panzera et al., 2012
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Triatoma flavida 23 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma garciabesi 22 jeden klastr - gonozom Panzera et al., 2012
Triatoma infestans 22 jeden par homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma lecticularia 22 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma maculata 22 jeden par T gonozomy Panzera et al., 2012
Triatoma mattogrossensis 22 jeden par | gonozomy Panzera et al., 2012
Triatoma mazzottii 23 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma nitida 21 jeden par T homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma pallidipennis 23 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma phyllosoma 23 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma platensis 22 jeden klastr - gonozom Panzera et al., 2012
Triatoma protracta 23 jeden par | homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma pseudomaculata 22 jeden par T homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma rubrovaria 22 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma sherlocki 22 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma sordida 22 jeden klastr T gonozom Panzera et al., 2012
Triatoma tibiamaculata 23 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Triatoma vandae 22 jeden par - gonozomy Panzera et al., 2012
Triatoma vitticeps 24 jeden par T gonozomy Panzera et al., 2012
Triatoma wygodzinsky 22 jeden par - homologni autozomy Panzera et al., 2012
Heteroptera: Tingidae

Agramma femorale 14 jeden klastr - gonozom Golub et al., 2015
Dictyla echii 14 jeden par T gonozomy Golub et al., 2016
Dictyla rotundata 14 jeden par | homologni autozomy Golub et al., 2016
Elasmotropis testacea 14 jeden par ST homologni autozomy Golub et al., 2015
Lasiacantha capucina 14 jeden par | homologni autozomy Golub et al., 2016
Phisatocheila confinis 14 jeden par | homologni autozomy Golub et al., 2016
Stephanitis caucasica 14 jeden par ST homologni autozomy Golub et al., 2016
Stephanitis pyri 14 jeden par | homologni autozomy Golub et al., 2016
Tingis cardui 14 jeden par ST homologni autozomy Golub et al., 2016
Tingis crispata 14 dva klastry I, ST gonozomy Golub et al., 2015
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