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Abstrakt

Hybridni sterilita hraje klicovou roli v reprodukéni izolaci v prubéhu evoluce druht. Jeji
role a mechanismy, které jsou za ni zodpovédné, jsou relativné dobie prozkoumany u savci
a drozofily (organismil s heterogametickymi samci), ale u organismu s heterogametickymi
samicemi (napfiklad u ptakii) se o nich vi velmi malo. Studium reproduk¢ni izolace u ptakt
neprobiha obvykle v zajeti, ale v pfirodnich hybridnich zoénach. Hybridni sterilita
piednostné postihuje heterogametické pohlavi, u savct tedy samce (XY) a u ptaki samice
(ZW), v souladu s Haldaneovym pravidlem. V disledku toho pozorujeme u ptakd snizenou
introgresi na pohlavnich chromozomech a v mitochondridlni DNA oproti autozomalni DNA.
Prace shrnuje zndmé informace o pficinach a projevech hybridni sterility u dvou lépe
prostudovanych modelt mezidruhové hybridizace, lejskii a slavikli. Soucasti prace je navic i

prakticka ¢ast, kterd porovnava morfologii spermii dvou druhti slavikt.
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Abstract

Hybrid sterility plays a key role in reproductive isolation during evolution of species.
The mechanisms responsible for hybrid sterility are relatively well understood in organisms
with heterogametic males, such as drosophila or mouse but are largely unknown in
organisms with heterogametic females (e.g. birds). Studies on reproductive isolation in birds
takes place in natural hybrid zones, instead of captivity. Hybrid sterility preferentially
affects the heterogametic sex, males in mammals (XY) and females in birds (ZW),
according to Haldane's rule. This leads to reduced introgression in sex chromosomes and
mitochondrial DNA compared to autosomal DNA. The purpose of this thesis is to
summarize known information on hybrid sterility and its expression in two models
of interspecies hybridization: flycatchers and nightingales. Additionally, this thesis contains

also a practical part, which compares morfology of sperms of two species of nightingales.
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Seznam zkratek

F, — prvni filidlni (dcefind) generace

F, — druhé filidlni generace

BC — back-cross, zpétné kiizeni

HPD — hybrid placental dysplasia

HS — hybridni sterilita

mtDNA — mitochondridlni DNA

nDNA — nuklearni (jadernad) DNA

RIM — reproduk¢né izolaéni mechanismy
sm. od. — smérodatna odchylka

SO — slavik obecny (Luscinia megarhynchos)

ST — slavik tmavy (Luscinia luscinia)
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1. Uvod

1.1. Speciace

Nové zivocisné druhy vznikaji evolu¢nim procesem, ktery nazyvame speciace. Speciaci
rozliSujeme z geografického hlediska na sympatrickou, parapatrickou a alopatrickou (Mayr,
1942). 'V ptipadé¢ alopatrické speciace dochdzi k tplnému oddéleni populaci,
napt. geografickou bariérou, a v oddélenych populacich pak probiha samostatny vyvoj. Ten
vede k vytvofeni reproduk¢nich bariér mezi populacemi (Coyne and Orr, 2004).
Reprodukéni bariéry s riznou GspéSnosti zabranuji genovému toku mezi populacemi. Pokud
se populace dostanou po n¢jaké dobe do sekundarniho kontaktu, jedinci z riznych populaci
se vzajemné spolu uz nemusi kfizit, anebo vznikd v tzv. sekundarnich hybridnich zénach
sterilni €i nezivotaschopné potomstvo (Barton and Hewitt, 1985). Pii speciaci parapatrické
a sympatrické nedochéazi ke geografickému odd¢leni populaci a reprodukéni bariéry
vznikaji za pfitomnosti genového toku. Béhem sympatrické speciace se nové vznikajici
druhy vyvijeji v tésné blizkosti na stejném tzemi. Pti parapatrické speciaci maji vznikajici
druhy odlisné arealy rozsifeni, ale ty jsou ve vzajemném kontaktu a mize mezi druhy
dochazet ke genovému toku (Butlin et al., 2008).

Toto rozdé€leni speciace vSak neni striktni. V pfirod¢ Casto dochdzi k tomu, Ze po
sekundarnim kontaktu populaci je mezi nimi vytvofena jen Caste¢na reprodukéni bariéra
ajedinci zodliSnych populaci se vzijemné mohou alesponi CasteCné plodné kiizit
(Presgraves, 2010). Dalsi evoluci muze dojit bud’ k posileni reprodukéni izolace
a dokonceni speciace, anebo ke splynuti populaci do jednoho druhu (Coyne and Orr, 2004).
I alopatricka speciace tedy Casto probihd za pfitomnosti uréitého genového toku. Nekteti
autofi proto navrhuji ¢lenéni speciace spise podle evolucnich sil, které jsou odpovédné za

vznik reprodukéni izolace (Smadja and Butlin, 2011).

1.2. Reprodukéné izolaéni mechanismy

Klicovou roli ve speciaci hraji reprodukéné izola¢ni mechanismy (RIM). RIM jsou
prostiedkem, jak zabranit kiizeni a genovému toku mezi vznikajicimi druhy, a tim jejich
opétovnému splynuti v jeden druh. K tomu mize ptispét zpocatku jeden, nebo vice téchto
mechanismi. RIM délime na prezygotické a postzygotické (Coyne and Orr, 1998).

1



Prezygotické jsou jakékoliv mechanismy, které¢ zabraniuji oplodnéni sami¢i pohlavni
buiiky sam¢imi, a naslednému vzniku zarodku neboli zygoty. Prezygotické mechanismy se
mohou déle délit na prekopulacni a postkopulacni. Prekopulacni jsou takové mechanismy,
které zabranuji samotnému pafeni mezi jedinci odliSnych druh. Mezi nejjednodussi
prekopula¢ni mechanismy patii naptiklad geografickd ¢i Casova izolace (Coyne and Orr,
1998). Jestlize se kazdy druh vyskytuje v jiném udoli, na opatném biehu feky nebo na
jiném hostitelském druhu rostliny, nebo jeden druh je aktivni ve dne, a druhy v noci, z
praktické¢ho hlediska je tak situace, kdy se dva druhy potkaji za ucelem pafeni, velice
nepravdépodobna. Mezi prekopulacni RIM patfi i rizné etologické bariéry — v takovém
ptipadé, Ze se dva piibuzné druhy potkaji, maji natolik odlisny vzhled, chovani nebo patici
ritudly, ze jsou jeden druh vic¢i druhému neatraktivni. Prekopulacni prezygotické izola¢ni
bariéry v podobé zasnubnich tanct a dalSich etologickych rituala jsou u ptakli mimotadné
riznorodé a uzce druhové specifické. Postkopulaéni RIM jsou nejraznégjsi fyziologické ci
biochemické faktory, které zabranuji splynuti pohlavnich bun¢k a vzniku zygoty. Mezi
postkopulacni prezygotické RIM patii naptiklad nekompatibilita gamet, kterd zabrani jejich
splynuti v zygotu, ptipadné dalsimu vyvoji zarodku (Coyne and Orr, 1998).

Postzygotické bariéry lze roz€lenit na vnitini a vnéjsi (Coyne and Orr, 2004). Pfikladem
vnitinich je hybridni neZivotaschopnost nebo sterilita. Hybridni sterilita a nezivotaschopnost
vznikd v disledku chromozomalni ¢i genové inkompatibility, ktera zptsobuje problémy
v meioze, anebo vede diive nebo pozdéji k zastaveni vyvoje embrya ¢i mladéte a nasledné
k jeho smrti. Snizena fitness hybridi je zplsobena odliSnosti hybridniho fenotypu
od rodicovskych druhti, coz miize znamenat nedostatecné ekologické ptizptisobeni hybridd,
ktefi tak nejsou schopni efektivné vyuzivat dostupné zdroje z prostiedi, v némz se vyskytuji.
Nebo je jejich intermedidlni fenotyp ¢ini méné atraktivnimi pro oba druhy a tedy
potencialni partnery. Tyto nevyhody se oznacuji terminem vnéjsi postzygoticka bariéra.

Rychlosti, s jakou vznikaji rtizné reprodukéni bariéry, se mohou podstatné lisit
u riznych taxonomickych skupin. Naptiklad u savct se zda, Ze pomérné rychle vznikaji
vnitini postzygotické reprodukéni bariéry, tj. jiz vySe zminénd hybridni sterilita

a nezivotaschopnost (Fitzpatrick, 2004). Naopak u ptakti vznikaji tyto bariéry pomalu
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reprodukéni bariéry (Grant and Grant, 1992) — viz Kapitola 3.1.

Rychlost s jakou vznikaji razné RIM, do velké miry zavisi na mechanismech, které
pohangji speciaci. Pokud je speciace pohdnéna disruptivni ekologickou selekci
(tzv. ekologicka speciace) ¢i pohlavnim vybérem (tzv. speciace pomoci pohlavniho vybéru),
vznikaji nejdiive prezygotické a wvnéjsi postzygotické RIM a teprve posléze vnitini
postzygotické RIM. Naopak pokud je speciace zplusobena piedevsSim akumulaci mutaci
v dcefinych populacich (at’ uz vlivem genetického driftu nebo selekei), vznikd nejdiive
vnitini postzygotickd reproduk¢ni izolace a teprve pozdéji se druhy odlisi ekologicky
(Seehausen et al., 2014).

Vétsina vyzkumu tykajicich se vnitini postzygotické reprodukéni izolace je provadeéna
v laboratofich na tradi¢nich modelovych organismech, jako je my$ domaci (Mus musculus)
nebo octomilka (Drosophila melanogaster), které se vyznacuji vlastnostmi, jako je snadna
ktizitelnost v chovech a kratka generacni doba (Fields and Johnston, 2005). Tyto druhy patti
mezi organismy s pohlavnimi chromozomy XY, u kterych se hybridni sterilita
a nezivotaschopnost vytvaii rychleji u samct (viz Kapitola 2.2.). Ve srovnani s tim jsou
znalosti o vnitfnich RIM u organismt s pohlavnimi chromozomy ZW, kde naopak hybridni
sterilita a nezivotaschopnost postihuje pfednostné samice, velmi omezené.

Ve své praci bych rdda shrnula znamé poznatky o hybridni sterilit€ a nezivotaschopnosti
u ptakd, ktefi patfi mezi organismy s pohlavnimi chromozomy ZW. Ptaci jsou tradi¢ni
modelovou skupinou pro vyzkum geografickych, ekologickych a behaviordlnich aspekta
speciace (Price, 2008). VétSina druhti ptakd, a to i blizce pfibuznych, se snadno rozezna
pomoci druhové specifického zpévu. Patrné z tohoto divodu se predpokladd, ze u ptaki
jsou pfi speciaci zasadni zejména prezygotické a vnéjsi postzygotické RIM.
existuje u nich relativné malo poznatkli o mechanismech vnitini postzygotické izolace.
Nedavné studie na ptirodnich hybridnich populacich pfitom naznacuji, Ze by tento druh

vvvvvv

al., 2014; Qvarnstrom et al., 2010; Storchova et al., 2010).



2. Hybridni sterilita a neZivotaschopnost

Vysvétleni  vzniku hybridni = sterility a nezivotaschopnosti nabizi model
Dobzhansky-Muller, ktery byl formulovan dokonce tfikrat nezévisle na sobé (Bateson, 1909,
citovano dle Orr, 1997; Dobzhansky, 1936; Muller, 1942). Jejich model pifedpoklada piedka
s genotypem AA v jednom lokusu a s genotypem BB v lokusu jiném (Obrazek 1), pro
zjednodusSeni lezi oba lokusy na stejném chromozomu. Tento matei'sky druh se rozdé€li na
dvé alopatrické populace, pticemz u kazdé v evoluci nastane mutace v jednom lokusu. Tyto
mutace neovliviiuji fertilitu ani Zivotaschopnost a jsou v populacich fixovany (mutace
snizujici fitness by byly pfirodnim vybérem z populace eliminovéany). Vzniknou dvé dcetiné
populace s genotypem aaBB a AAbb. Pokud dojde k hybridizaci mezi t€émito populacemi,
vzniknou F; hybridi s genotypem AaBb. Protoze kombinace alel a a b nebyla v pribéhu
evoluce podrobena pfirodnimu vybéru, mohou spolu alely negativné interagovat,

a zpusobovat sterilitu ¢i nezivotaschopnost F; hybridi.
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Obrazek 1. Schema modelu Dobzhanského a Mullera

Teoreticky mohou mutace ve dvou riznych genech stacit ke vzniku reproduk¢ni bariéry

a ke speciaci druhti. Obvykle ale hybridni sterilitu nebo nezivotaschopnost zptisobuje vice



gentl. Bylo prokazano, ze pocet lokusi zptusobujicich Dobzhansky-Muller nekompatibility
vzrista rychleji nez linearné s ¢asem divergence (Orr and Turelli, 2001).

Hybridni sterilita se objevuje béhem divergence druhti diive, nez nezivotaschopnost
hybridf, coz mize byt zpisobeno genovou nebo chromozomovou inkompatibilitou, ktera
muze zpusobovat problémy pfi segregaci chromozomi béhem meidzy, ktera je citlivéjsi na
mutace nez mitéza (Johnson and Kliman, 2002). Podrobnéji viz Kapitola 2.2. Dalsi teorii
vysvétlujici rychlejsi vyvoj HS je vliv pohlavniho vybéru na geny ucastnici se reprodukce,

které se tak v evoluci vyvijeji mnohem rychleji (Wu et al., 1996).

2.1. Haldaneovo pravidlo

Haldaneovo pravidlo (Haldane, 1922) tikd, Ze pokud je rozdil ve fitness hybridii
nebo plodnost. Tedy témét vzdy se hybridni sterilita a nezivotaschopnost objevuje zpravidla
diive u heterogametického pohlavi. Podle typu chromozomalniho urc¢eni pohlavi u dané¢ho
druhu je to tedy u savci samec (model Drozofila s pohlavnimi chromozomy XY), zatimco
u ptakti samice (model Abraxas s pohlavnimi chromozomy ZW). Toto pravidlo vSak neplati
jen pro savce a ptaky, ale ve vétSi ¢i mensi mife pro vSechny organismy s pohlavnimi
chromozomy (Laurie, 1997).

O vysvétleni Haldaneova pravidla se snazi vice teorii. Jednou z nich je teorie
dominance, kterou formuloval H. J. Muller v roce 1940. Podle této teorie se recesivni alely
gent snizujicich fertilitu nebo zivotaschopnost na pohlavnich chromozomech projevi
u heterozygotniho pohlavi, protoze jsou ptitomny jen v jedné kopii (Muller, 1940). Tato
teorie byla prokdzana, kdyz pfi kiizeni drozofil byly samice, které byly homozygotni
v chromozomu X, rovnéz nezivotaschopné jako hemizygotni samci (Coyne and Orr, 2004).
Tato teorie je moznym (ale pravdépodobné ne jedinym) vysvétlenim Haldaneova pravidla.

Déle vliv Haldaneova pravidla na hybridni sterilitu vysvétluje teorie rychlé evoluce
pohlavnich chromozomi X a Z. Pomoci kiizeni drozofil a pozd¢ji i mysi bylo zjisténo, ze
na chromozomu X je hustota genil zplisobujicich hybridni sterilitu mnohem vétsi, nez na

autozomech (Masly and Presgraves, 2007; Storchova et al., 2004). Zaroven je chromozom



X (stejné¢ jako u ptakd chromozom Z) jen velmi malo dotCen genovou introgresi,
ve srovnani s autozomy (Borge et al., 2005; Manthey and Spellman, 2014). Novéjsi
vyzkumy naznacuji, ze velky vliv chromozomu Z ve speciaci je jeSté¢ vyraznéjSi, nez
v pfipadé chromozomu X, protoZze je spojovan s postzygotickymi i prezygotickymi
reprodukéné izolacnimi mechanismy (Storchova et al., 2010).

Dalsi teorie, ktera se snazi o objasnéni Haldaneova pravidla, je teorie rychlejSich samci,
ktera se zameéfuje na vysvétleni snizené fertility a Zivotaschopnosti u druha
s heterogametickymi samci. Tato teorie pfedpoklada, Ze sterilita nebo nezivotaschopnost se
bude Castéji vyskytovat u samctli, a to z divodu rychlejsi evoluce genli exprimovanych
v samcich zptisobené pohlavnim vybérem (Wu and Davis, 1993; Wu et al., 1996). Tato
hypotéza mize vysvétlit, pro¢ se hybridni sterilita samcti u organismi s heterogametickymi
samci objevuje vevoluci diive nez hybridni sterilita samic u organismil

s heterogametickymi samicemi.

2.2. Molekulirni mechanismy hybridni sterility samcii

Hybridni sterilita samcti je u organismu s heterogametickymi samci ¢asto prvnim
reprodukéné izolaénim mechanismem, ktery se v evoluci objevi, a proto byla jejimu
objasnéni vénovana velkd pozornost. VéEtsina poznatki o HS, které mame, byla ziskéna
vyzkumy na mysich a drozofilach, €ili organismech s heterogametickymi samci.

Hybridni sterilita i nezivotaschopnost mohou byt zplisobeny genovymi konflikty, které
maji n€kolik podob. Jednim z nich je meioticky tah, pfi kterém dochazi k ptfednostnimu
vzniku gamet se sobeckymi geny (Seehausen et al., 2014), coz miize ovliviiovat pomeér
pohlavi u potomkti (napt. gen Overdrive u drozofily).

Pti kiizeni poddruhti octomilek Drosophila pseudoobscura bogotana x Drosophila
pseudoobscura pseudoobscura bylo zjisténo, ze sobecky gen Overdrive na X chromozomu
zpusobuje sam¢i hybridni sterilitu v F; generaci a zdroveii zménu poméru pohlavi potomka.
Sterilita neni Gplnd, ale je vystfiddna kratkym obdobim nizké plodnosti, béhem které ale
bylo vice nez 90% potomkii samiciho pohlavi, coz je zplisobeno meiotickym tahem. Tento

gen, ktery se vyvinul po oddéleni poddruhi u poddruhu Drosophila pseudoobscura



bogotana, byl pozdé&ji potlaCen geny (tzv. supresory) vazanymi na autozomy. Tato
kompenzace vSak u hybridi nefunguje (Presgraves, 2010).

Dalsi gen zplsobujici sterilitu samct u hybridi Drosophila mauritiana a Drosophila
simulans je X-vazany gen Odysseus, ktery je predmétem pozitivni selekce a je také
pravdépodobné prikladem genového konfliktu (Presgraves, 2010).

Vyzkumy na mysich, konkrétné kiizeni inbrednich kmenti dvou poddruhti mysi doméci
(Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus), identifikovaly prvni gen hybridni
sterility u mysi — Prdm9 (Mihola et al., 2009). Tento gen hraje diilezitou roli v regulaci
rekombinace. Bhattacharyya et al. (2013) dale ukazal, ze hybridni sterilita samci je
zpusobena poruchou parovani chromozomti v pribéhu meidzy ve spermatogenezi.
Nesparovani homolognich chromozomii v profazi I meiotického vedeni vede k zastaveni
meidzy v pachytenni fazi. Priméarni spermatocyty, které zistanou v pachytenni fazi pfili§
dlouho, jsou nakonec odstranény apoptozou. To se projevilo vyraznym snizenim plodnosti
samci, zmenseni varlat o vice nez polovinu a dokonce k iplné absenci zralych spermatozoi.

Stejny problém byl pozorovan i u hybridnich samic v oogenezi, ale s mensi (polovi¢ni)
pravdépodobnosti vyskytu, a navic byla vétSina vadnych oocytld eliminovana jesté¢ pted
narozenim, takze hybridni samice byly plodné (Bhattacharyya et al., 2013).

Dale bylo pfiblizné u tfetiny hybridii pozorovéano selhani parovani homologni sekvence
chromozomti X a Y a/nebo introgrese autozomalniho chromatinu do pohlavniho téliska (sex
body). To miize mit za nasledek poruchu inaktivace pohlavnich chromozomi X a Y
vmeidze (Good et al., 2010). Zastaveni meidzy z divodu nespravného parovani bylo
rozpoznano iu dalSich zZivociSnych druhi a autofi vyzkumu se domnivaji, Ze by tento

mechanismus jako pfi¢ina hybridni sterility mohl platit univerzalné.



3. Hybridni sterilita a nezivotaschopnost u organismu
s heterogametickymi samicemi

Organismy s heterogametickymi samicemi maji chromozomalni urceni pohlavi podle
modelu Abraxas ZZ/ZW. Mezi né patii kromé ptakt také motyli (Lepidoptera), plazi
a n¢které ryby. Postzygotické RIM u motyll jsou také predmétem vyzkumt (Presgraves,
2002), béhem kterych bylo zjisténo, ze heterogametické pohlavi je postihovano diive, nez
homogametické a dokonce Casto dochazi k vyvoji uplné nezivotaschopnosti samic diive,

nez k HS u samct (obdobné jako u drozofily).

3.1. Evoluce hybridni sterility a neZivotaschopnosti u ptaka

Hybridizace je u ptakd pomérné ¢astym jevem (podle Grant and Grant (1992) v ptirodé
hybridizuje pfiblizné 10% druhii ptaki). Piestoze se prezygotické RIM u nich vyvijeji
relativné rychle, netvoii bariéru natolik nepiekonatelnou, aby hybridizaci zcela zabrénily.
Déle se vyvijeji vnitini postzygotické RIM, od snizovani fertility a teprve pozdéji
ke snizovani zivotaschopnosti hybridl, a to dfive u heterogametického, tedy samiciho
pohlavi. Pfi¢emz bylo pozorovano, ze dochézi ke snizovani fertility u samciho pohlavi diive,
nez ke sniZeni Zivotaschopnosti u F; samic. Na rozdil od drozofil, u kterych se projevuje jak
sterilita, tak snizena Zivotaschopnost u samcii (XY) dfive, nez u samic (Presgraves, 2008).

Ve srovnani se savci se u ptakl hybridni sterilita a nezivotaschopnost vyviji pomaleji.
Odhadovana doba pro vyvoj hybridni sterility u drozofil byla pomoci molekularnich hodin
odhadnuta na 1,5 — 3,5 milionu let, zatimco u ptakd vznik HS trva ptiblizné 2,5 milionu let
(pévci a mali nezpévni) az 4,7 miliona let pro velké nezpévné ptaky (Price and Bouvier,
2002). Zjistilo se, ze reprodukéni bariéry vznikaji rychleji, pokud se oba nové vznikajici
druhy vyskytuji v sympatrii, nez je tomu u druhti alopatrickych (Coyne and Orr, 1989).

Podle studie Allana C. Wilsona, se tiplna nezivotaschopnost vyviji u savct az desetkrat
rychleji (uvadi 2 — 3 milionu let) nez u ptaki nebo zab (21 milionu let) (Prager and Wilson,
1975). Tento dramaticky rozdil vysvétluje rychlejsi evoluci regulacnich drah u savct.
Wilson zduraziuje rychlost evoluce anatomie savcli oproti ptakiim. Vzhledem ke spektru

télnich plant u savci, od netopyrd az po kytovce, ptredpokladd zarovei i rychlejsi evoluci
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regulacnich drah a reprodukc¢nich bariér (Wilson et al., 1974). Zminuje ale zéaroven
alternativni hypotézu. Imunologickéd interakce mezi matkou a plodem, kterd je pfitomna
u savcl, ale z pochopitelnych divodii se nemuze uplatiovat u ptakt, mize v pripadé velké
genetické odliSnosti vést k rozpoznani plodu imunitnim systémem matky, vytvofenim
protilatek a nasledné k potratu. Tento mechanismus by mohl piispivat k rychlejsimu vyvoji
RIM u savcl, ale nebyl potvrzen, a ve vyzkumech nebyl prokdzan vliv imunosuprese na
zivotaschopnost hybridi. K velice podobnym zavérim dosel ve své publikaci 1 Fitzpatrick
(2004), ktery se rovnéz priklani k regulacni hypotéze. Ten stanovil dobu divergence druhil
pomoci divergence mitochondridlniho genu cytochromu b u savct na primérné 4 miliony
let, zatimco u ptakt 21 milionu let (Fitzpatrick, 2004).

Dal$im vysvétlenim, pro¢ u savci vznikd hybridni nezivotaschopnost rychleji nez
u ptakli, mize byt maternalni-fetdlni genomicky konflikt (Kropackova et al., 2015). Tento
konflikt mezi velikosti placenty a velikosti plodu je ovlivnén velkym zastoupenim
otcovskych gentli exprimovanych v placenté, coz mize u savct vést k abnormalnimu ristu
placenty ¢i plodu (hybrid placental dysplasia — HPD). Nasledkem toho muze dochézet
k ¢astym potratim nebo umrti matek béhem porodu a tim k selekénimu tlaku na vznik

prezygotickych bariér (Kropackova et al., 2015).

3.2. Piiklady Haldaneova pravidla pro hybridni sterilitu u ptiki a mechanismy

vzniku samic¢i hybridni sterility

Podle Wu a Davise (1993) je mezi ptaky 21 ptikladit Haldaneova pravidla pro hybridni
nezivotaschopnost a 30 pro hybridni sterilitu. Bohuzel konkrétni seznam téchto druhi nebyl
v této, ani jiné praci uveden. Z komplexniho piehledu Handbook of Avian Hybrids of the
World (McCarthy, 2006) jsem vybrala 19 druhii spliujicich dvé zakladni kritéria:
hybridizuji v pfirodé a hybridni samice jsou sterilni, zatimco samci plodni (mozna vyjimka
u lejskt, viz Kapitola 3.2.1), jakozto piiklady Haldaneova pravidla pro hybridni sterilitu
u ptaka (Tabulka 1). O mechanismech hybridni sterility samic se bohuZzel vétSinou nic nevi.
Dale blize popisi dva piipady, které jsou predmétem recentnich vyzkumt, a pokusim se

shrnout, co se u nich vi o mechanismech hybridni sterility samic.



Tabulka 1. Druhy ptaki hybridizujici v prirode vykazujici hybridni sterilitu samic

Misto
Druh 1 Druh 2 . Publikace
hybridizace
Kachna divoka Kopftivka obecna S Evropa, )
) Merrifield, 1998; Randler, 2008
(Anas platyrhynchos) (Anas strepera) S Amerika
Kachna divoka Zrzohlavka rudozoba )
Eurasie Randler, 2008
(Anas platyrhynchos) (Netta rufina)
Husa velka Berneska bélolici
SZ Rusko McCarthy, 2006
(Anser anser) (Branta leucopsis)
Polak velky Polak chocholacka Evropa,
Randler, 2008
(Aythya ferina) (Aythya fuligula) Z Rusko
Husice rezava Husice lisc¢i )
Eurasie Gray, 1958; McCarthy, 2006
(Tadorna ferruginea) (Tadorna tadorna)
Strakapoud kalifornsky | Strakapoud osikovy o Miller, 1955 citovano dle
S Kalifornie
(Picoides nuttallii) (Picoides pubescens) McCarthy, 2006
Holub skvrnity Holub skalni Subsaharska
. McCarthy, 2006
(Columba guinea) (Columba livia) Afrika
Hrdlicka zahradni Hrdlic¢ka divoka Evropa,
. Lo McCarthy, 2006
(Streptopelia decaocto) | (Streptopelia turtur) Sttedni vychod
Hrdli¢ka chechtava Hrdlicka divoka ] )
Kalifornie Gray, 1958; McCarthy, 2006

(Streptopelia risoria)

(Streptopelia turtur)

Raroh jizni

(Falco biarmicus)

Sokol stéhovavy

(Falco peregrinus)

Eurasie, Afrika

McCarthy, 2006

Volavka popelava

Volavka ¢ervena

S Eurasie McCarthy, 2006
(Ardea cinerea) & (Ardea purpurea) @
Slavik tmavy Slavik obecny V Evropa, Kverek, 2002; Reifova et al.,
(Luscinia luscinia) (Luscinia megarhynchos) | Kazachstan 2011; Stadie, 1991
Lejsek bélokrky Lejsek ¢ernohlavy E Alatalo et al., 1982; Gelter et al.,

vropa

(Ficedula albicollis) (Ficedula hypoleuca) P 1992; Seetre and Seether, 2010
Jiricka obecna Vlastovka obecna )

Eurasie Mayr, 1942; McCarthy, 2006
(Delichon urbica) (Hirundo rustica)
Budnicek ibersky Budnicek mensi ) Bensch et al., 2002; Helbig et al.,

Z Pyreneje
(Phylloscopus brehmii) | (Phylloscopus collybita) 2001
Konopka obecna Stehlik obecny

Evropa Gray, 1958; McCarthy, 2006
(Carduelis cannabina) | (Carduelis carduelis)
Konopka obecna Zvonek zeleny Evropa,

Gray, 1958; McCarthy, 2006

(Carduelis cannabina) | (Carduelis chloris) Z Rusko
Stehlik obecny Zvonek zeleny .

Eurasie Gray, 1958; Mayr, 1942
(Carduelis carduelis) (Carduelis chloris)
Kiivka obecna Kiivka béloktidla S Eurasie, Knox, 1992 citovano dle
(Loxia curvirostra) (Loxia leucoptera) S Amerika McCarthy, 2006




3.2.1. Lejsek bélohlavy a lejsek Cernokrky

Za jeden z ptikladii Haldaneova pravidla pro hybridni sterilitu u ptaki byli povazovani
lejsci. Pfirodni hybridni zona lejska bélohlavého (Ficedula albicolis) a lejska ¢ernokrkého
(Ficedula hypoleuca) je zkoumana v Ceské republice a ve Svédsku. Tyto dva druhy se spolu
pomérné ochotné kiizi a bylo zjisténo, ze navzdory nedavné divergenci, pfed méné nez 1
milionem let (Backstrom et al., 2013; Nadachowska-Brzyska et al., 2013), jsou F; hybridi
samiciho pohlavi sterilni (Alatalo et al., 1990; Gelter et al., 1992), zatimco samci plodni
(Qvarnstrom et al., 2010).

Vyzkum zamétfeny na zjisténi hnizdnich uspéchi hybridi téchto dvou druhi byl
provadén na ostrové Gotland ve Svédsku (Gelter et al., 1992). Zde byly pozorovany
heterospecifické pary a jejich hnizdni uspeéchy. 25 hybridnich samic bylo zkiizeno se samci
lejska bélokrkého, snesly snisky normalni velikosti, ale pouze ¢tyfem se vylihla mlad’ata.
Ovsem tii z té€chto samic byly identifikovany jako hybridni pouze na zaklad¢ jejich pefi, coz
neni spolehlivy zptisob uréeni, vzhledem k malym mezidruhovym rozdilim u samic. Ctvrta
samice byla okrouzkovana jako hybrid v hnizdé heterospecifickych rodicl, coz mize ovSem
také znamenat, ze byla vysledkem extraparové kopulace, ktera je u samic lejskl relativné
Zasto pozorovana, zejména pak, pokud se jedna o smiSeny par. Zadnou z téchto &ty samic
tedy nelze s jistotou oznacit za hybridni. Zavérem vyzkumu tedy bylo, ze vSechny hybridni
samice (celkem 21) byly sterilni. Nevylihnuta vejce nebyla dale testovana na oplodnéni
ptipadné miru vyvoje zarodku, ani mechanismy HS samic nebyly zkoumany (Gelter et al.,
1992).

Sterilita hybridnich samic lejski byla potvrzena genetickou analyzou v novéjSim
vyzkumu (Svedin et al., 2008) rovnéz zaméteném na HS samct lejska, ktery je blize popsan
v podkapitole 3.4. Nov¢jsi studie ukézala, ze u lejskli jsou pravdépodobné sterilni i samci,
coz je vzhledem k jejich nedavné divergenci, pred mén€ nez 1 milionem let (Backstrom et
al., 2013; Nadachowska-Brzyska et al., 2013), piekvapivé zjisténi (Alund et al., 2013).
Ptredpokladalo se, ze sterilita samci se u ptdkt vyviji mnohem pomaleji — pfiblizné

4,7 miliont let (Price and Bouvier, 2002).
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3.2.2. Slavik obecny a slavik tmavy

K divergenci téchto druhti doslo pfiblizné pted 1,8 miliony let (Storchova et al., 2010).
Modelova hybridni zona se nachazi v centralnim Polsku, kde se oba druhy vyskytuji
v sympatrii a piilezitostné¢ hybridizuji. Sterilita u samic hybridl slavika tmavého (Luscinia
luscinia) a slavika obecného (Luscinia megarhynchos) byla prokdzéana pii kiizeni v zajeti
ve voliérach (Stadie, 1991). Pii kiizeni heterospecifickych parti pozoroval niz$i hnizdni
uspesnost, nékteré samice snasely mensi sntiSky nebo se nevylihla vSechna vejce ve sntiSce.

Nicméné hybridizaci vznikd Zivotaschopné potomstvo s intermediadlnimi fenotypovymi
prvky rodicovskych druhi. Pti zpétném kiizeni hybridniho samce a samice slavika tmavého
ve voliérach byla mladd’ata fenotypové nerozeznatelnd od "Cistych" slavikii tmavych
anebyla pozorovana sniZzena fitness back-cross hybrida (Stadie, 1991). Po dosazeni
dospélosti F; hybridni samice, na rozdil od hybridnich samcii, nevykazovaly Zadné znamky
hnizdniho chovani. Jak bylo pozorovano nejprve v zajeti (Stadie, 1991), tak pozdéji pti
odchytu v pfirodé (Reifova et al., 2011), nevytvari se jim hnizdni naZina, nereaguji na zpév

samctl a nejevi zajem o hnizdni material, coz mtize byt dikazem jejich sterility.

3.3. SniZen4 introgrese chromozomu Z a mtDNA mezi blizce pfibuznymi druhy

ptaka

U ptakl je v ramci vyzkumu postzygotickych reprodukéné izolaénich mechanismil
velmi dilezita mira mezidruhové genové introgrese, podle které muzeme zjiStovat
pokrocilost postzygotickych RIM. Introgrese, neboli vnaseni genti jednoho druhu do
genomu jin¢ho druhu, vznika néasledkem jejich vzdjemného kiiZeni neboli hybridizace, za
ptedpokladu, Ze tvoifi plodné potomstvo v F; generaci (Anderson, 1949, citovano dle
Rheindt and Edwards, 2011). Vyznam genové introgrese byl donedavna podcenovany,
nicmén¢ se jednd o evolu¢né velmi diillezity mechanismus, nebot’ vnasi do genomu evolucni
novinky.

Introgrese mezi jednotlivymi druhy DNA se velmi lisi. Naptiklad mitochondridlni DNA,
ktera je prenaSena po matetské linii, podléhd u ptakl velmi nizké mite introgrese (na rozdil

od savct, kde mize byt introgrese v mtDNA intenzivnéj$i nez v nDNA). To je zptisobeno
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snizenou fertilitou a Zivotaschopnosti hybridi heterogametického (samiciho) pohlavi, které
ma tak men$i pravdépodobnost prenaSeni mtDNA na potomky. Ze stejného divodu
pozorujeme snizenou miru introgrese na chromozomu W (Rheindt and Edwards, 2011).
Pohlavni chromozomy X a Z, které jsou v homogametickém pohlavi ve dvou kopiich,
mohou pfi meidze rekombinovat, stejné jako autozomy, a introgresi by tak méli podléhat
Castéji.

Miru introgrese je mozné urcit dvéma metodami. Bud® pomoci zastoupeni BC
a F, hybridi v sympatrické populaci nebo stale castéji pouzivanymi koalescenénimi modely
isolation-with-migration, které dokazi odhadnout miru introgrese nejen v soucasné dobg, ale
1 v minulosti (Pinho and Hey, 2010).

Protoze chov a kiizeni je u vétSiny ptakil v laboratornich podminkach velmi obtizné,
tento vyzkum probihd v hybridnich zénach, kde se dané druhy kiizi (viz Kapitola 3.2).
V nékolika vyzkumech bylo potvrzeno, ze introgrese byva asymetrickd, tedy ze jeden
z druht vykazuje vétSi miru introgrese, nez ten druhy (Carling and Brumfield, 2008;
Storchova et al., 2010).

Jeden z prvnich vyzkumil introgrese u ptaka se provade¢l na hybridni zoné lejskl a jiz
v roce 1990 u nich byla prokdzéna introgrese nDNA (Tegelstrom and Gelter, 1990). Dalsi
vyzkumy tyto zavéry potvrdily a navic srovndnim cetnosti vyskytu introgrese mezi
autozomalnimi a gonozomalnimi markery bylo zjisténo, ze chromozom Z je vii¢i introgresi
pomérné odolny a pozorujeme na ném tedy mensi miru introgrese (Borge et al., 2005;
Ellegren et al., 2012; Satre and Sather, 2010). Snizend mira genové introgrese na
pohlavnich chromozomech a mtDNA je v souladu s pfedpokladem, Ze Haldaneovo pravidlo
a hybridni sterilita samic hraji dilezitou roli ve speciaci ptaka. Toto bylo potvrzeno na
vyzkumech hybridnich z6n i u dalSich druhd, napi. u slavikii (Storchova et al., 2010),
papeziki (Carling and Brumfield, 2008; Carling et al., 2010), budnicka (Bensch et al., 2002)

a poddruhti sojky zapadni (Gowen et al., 2014).
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3.4. Hybridni sterilita samci u ptaka

Hybridni sterilita samcii se u ptakil vyviji v evoluci pozdé€ji nez sterilita samiciho
pohlavi, ale dfive nez nezivotaschopnost samic. Na rozdil od organismu syst¢ému XY je
pomérné malo prozkoumana a je jen malo vyzkumu na toto téma.

Alund et al. (2013) na univerzité v Uppsale ve Svédsku zkoumali diivody snizenych
reprodukénich uspéchi hybridii samciho pohlavi, vznikajicich hybridizaci mezi lejskem
¢ernohlavym (Ficedula hypoleuca) a lejskem bélokrkym (Ficedula albicollis) v hybridni
zoné na ostrové Oland ve Svédsku. Navzdory relativné nedavné divergenci téchto
sesterskych druht (pfed méné nez 1 milionem let) (Backstrom et al., 2013), vykazuji
vSechny hybridni samice uplnou sterilitu a u samcl byla pozorovana snizena fitness.
Navzdory piedchozim studiim, které naznaCovaly, ze hybridni samci jsou fertilni a
v hybridni zon€ existuji BC hybridi, novéjsi studie prokazala, ze v sympatrii zddni BC
hybridi neexistuji (Kawakami et al., 2014).

Jako snadné vysvétleni by se zde nabizela snizend fitness hybridi z divodu selekce
proti intermedialnimu fenotypu, nicméné bylo zjiSténo, Ze ejakulat 85% hybridnich samcl
neobsahoval zadné spermie a zbylych 15% mélo pouze abnormalni spermie. Piestoze osm
samic, které byly sparovany s hybridnimi samci, nakladlo vejce, Zadné z nich se nevylihlo
a pii bliz§im zkoumani nebyly nalezeny zadné spermie, vejce tedy viibec nebyla oplodnéna.

Primérnd doba vyvoje kompletni hybridni sterility je u ptaki odhadovdna na
4,7 milionti let (Price and Bouvier, 2002), proto byly zavéry tohoto vyzkumu u lejski
pomérn¢ prekvapivé. Doba vzniku hybridni sterility samct mtize byt u ptaka tedy podstatné

kratsi, nez se predpoklddalo (Alund et al., 2013).
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4. Zavér

Vnitini postzygotické RIM (zejména pak hybridni sterilita) hraji u ptakii ve speciaci
které¢ ukazuji, ze u ptakti je snizena introgrese, v souladu s Haldaneovym pravidlem,
zejména na pohlavnich chromozomech a na mtDNA (Rheindt and Edwards, 2011).
sterilita se vyviji u ptakd relativné pomalu (4,7 milioni let) ve srovnani s organismy
s heterogametickymi samci (1,5 — 2,5 milionu let u drozofily), nov¢jsi vyzkumy ukazuji, ze
muze vznikat podstatné rychleji, nez jsme se domnivali. Tuto skute¢nost dokazuje vyzkum
u lejskti, u kterych je vyvinuta kompletni hybridni sterilita méné nez 1 milion let od
divergence (Backstrom et al., 2013; Nadachowska-Brzyska et al., 2013), a rdkosnika
piiblizné 2 miliony let (Hansson et al., 2012).

Piestoze u mnoha hybridizujicich druhii byla prokézana sterilita samic, mechanismy,
které za ni stoji, nejsou ve srovnani s vyzkumem hybridni sterility samcti u organismu
s heterogametickymi samci téméf vliibec prozkoumané. Z dostupnych pozorovani vyplyva,
ze se tyto mechanismy mezi druhy mohou vyrazné liSit — hybridni sterilita u samic lejski
a slaviki m¢la prekvapive uplné jiny projev. Zatimco samice slaviki viibec nejevily zajem
o pareni (Stadie, 1991), samice lejskii se se samci parily, a snasely vejce, ktera se ale
nevylihla (Gelter et al., 1992). To je vzhledem k velké investici samic do rozmnozovani
pozoruhodné.

Piestoze hybridizujicich ptac¢ich druhl je pomérné hodné¢ — 10% (Grant and Grant,
1992), téch, které jsou intenzivnéji studovany, je velmi malo, a konkrétni mechanismy, které
za vznikem reprodukéni izolace stoji, u nich zatim nejsou objasnény. Této problematice by

mélo byt v budoucnu vénovano vice pozornosti.
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5. Vlastni vysledky

5.1. Modelovy systém dvou druhu slaviki

Slavik obecny (Luscinia megarhynchos) je rozSifen po celé Evropé a ve stfednim
Polsku se potkava a prilezitostné kiizi v hybridni zoné se slavikem tmavym (Luscinia
luscinia), ktery ma aredl rozsifeni dale na vychod. Jak bylo jiz popséno v kapitole 3.2.2,
hybridni samice jsou sterilni a samci plodni, coZ bylo dokazano v chovech v zajeti a zjiSténi
z ptirodni hybridni zony tato tvrzeni nevyvraci. Cilem pilotniho experimentu bylo srovnat

morfologii spermii mezi obéma druhy slavikd.

5.2. Priprava preparati a méreni spermii

Odchyt slavikti byl provadén v hybridni zoné v centralnim Polsku na nékolika
lokalitdch v okoli mésta Chocz na pocatku hnizdni sezoény (prvni polovina kvétna) 2013.
Ptaci byli chytani do narazovych siti za pouziti nahravky zpévu nebo do sklopnych pasti.
Samcim byl po provedeni kloakalni masaze (viz napt. Albrecht et al., 2013) odebran vzorek
ejakulatu pomoci automatické pipety. Cést tohoto vzorku byla piemisténa do
péetiprocentniho roztoku formalinu k pozd€jSimu zpracovani. V laboratofi bylo po
promichéni naneseno 7 ul z kazdého vzorku na podlozni sklicko, které bylo po zaschnuti
(1,5 hodiny) oplachnuto destilovanou vodou za uc¢elem odstranéni zbytkl formalinu, a opét
usuSeno. Dale bylo z kazdého sklicka (od kazdého samce) vyfotografovano 20 nahodné
vybranych spermii (Obrazek 2) za pomoci mikroskopu Olympus BX51 (objektiv

s dvacetinasobnym zvétSenim) a kamery Olympus DP71.

Obrdzek 2. Fotografie spermie slavika tmavého (zvétseni 200x). Sipky naznacuji
prechody mezi hlavickou, krckem a bicikem
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Foceni a meéfeni nafocenych spermii bylo provadéno v programu QuickPhoto
Industrial 2.3 (Olympus). Béhem pofizovani fotografii a méfeni spermii jsem pozorovala
rizné morfologické abnormality, nejcastéji hlavicky, ale 1 kréku nebo biciku. Tyto spermie
nebyly do méteni zahrnuty. U kazdé spermie byla méfena délka hlavicky, kr€ku a biciku

(Obrazek 3). Celkova délka byla dopocitana souctem téchto velicin.

L=203 4 um

Obrazek 3. Spermie slavika tmavého s namerenymi hodnotami pro jednotlivé casti
(zvétseni 200x)

Ke statistickému zpracovani byl pouzit program Statistica. K vypoctim byly pouzity
praméry z 20 namétenych hodnot u kazdé proménné (hlavicka, kréek, bicik, celkova délka

spermie).

5.3. Vysledky

Spermie obou druhii vypadaji velmi podobné a na prvni pohled se odliSuji pouze
celkovou délkou. Maji hlavicku vietenovitého tvaru s patrnym akrozomem, velmi dlouhy
krcek a relativné kratky bic¢ik. Kréek a bi¢ik se souhrnné nazyvaji flagelum. Délka hlavicky
neni u obou druhti pfili§ rozdilna, ale u slavika tmavého je v priiméru nepatrné delsi. VéEtsi
odliSnost je v délce krcku, ktery je vyrazné delsi u slavika obecného. Bicik je mirn¢ delsi
u slavika tmavého (viz Tabulka 2).

Tabulka 2. Délka hlavicky, krcku a biciku spermie slavika obecného (SO)
a slavika tmavého (ST)

Délka Primér SO |Sm. od. SO |Primér ST [Sm. od. ST |p (t-test)
Hlavic¢ka 14,41 0,72 15,25 1,23 0,181
Kréek 241,88 5,80 200,86 7,80 0,000
Bicik 15,40 2,92 17,63 2,23 0,221
Celkem 271,69 6,80 233,73 7,24 0,000
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K uvedené analyze byl pouzit velmi maly reprezenta¢ni vzorek sedmi jedincu slavika
obecného a Ctyt jedinct slavika tmavého. Z méteni spermii vSak vyplynuly zfetelné rozdily
v morfologii mezi obéma druhy. PfestoZze mezidruhové rozdily v morfologii pozorujeme
u vSech proménnych (Obrazek 4), za signifikantni (P < 0,05) mizeme oznacit pouze rozdil

v délce krcku a v celkové délce spermatické bunky.
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Obrazek 4. Grafy pro jednotlivé casti spermii. SO - slavik obecny, ST - slavik tmavy.
Prumer, prumeér + stiedni chyba priméru, primer + 1,96 *stredni chyba priumeéru
(interval spolehlivosti).

VéEtsi celkova délka a mensi variabilita spermii (Lifjeld et al., 2010) byva u ptaki
obecné spojovana s velkou kompetici spermii a nekteré studie dokazuji, ze délka flagela
(kréku s bicikem) méa pozitivni korelaci s rychlosti spermii (Humphries et al., 2008).
Nemiizeme zatim vSak s jistotou fici, zda tyto zavéry plati 1 u slavikti. K tomu bude potieba

analyza dat z vétSiho poctu jedincti, coz bude naplih mé budouci diplomové prace.
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5.4.Navaznost na diplomovou praci

V ramci diplomové prace budu analyzovat vzorky piiblizn¢ 140 jedinci odchycenych
beéhem vyzkumi v hybridni zéné v Polsku v letech 2012 — 2015, které jsem castecné
pomahala ziskat a pfipravit. Velikost spermii jedinci ze sympatrie bude dale srovnana
s velikosti jedincti z alopatrickych oblasti (Ceska republika pro SO, SV Polsko pro ST) pro
zjisténi moznosti posunu znakii. Rdda bych také zjistila, jaka je délka jednotlivych casti
spermii u F; hybridii mezi obéma druhy slaviki. U vybraného souboru samct obou druhii
bude déale sledovana motilita spermii a ovlivnéni motility spermii heterospecifickym
a konspecifickym samic¢im prostiedim (viz napi. Cramer et al., 2014), abychom zjistili, zda
rozdilna délka spermii obou druhli mtze hrat roli v postkopula¢ni prezygotické reprodukéni

izolaci.
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