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Abstrakt

Supinati plazi obecné vykazuji nebyvalou variabilitu Vv karyotypu a zptsobech
urcovani pohlavi. Z téchto dvou hledisek 1ze nicmén¢ leguany (Pleurodonta) povazovat za
poméme konzervativni skupinu jeStérd. Dosavadni poznatky o této skupin€ dokladaji
pouze genotypové uréené pohlavi s XY systémem pohlavnich chromosomti, avSak u fady
cytogeneticky zkoumanych druhi nebyly pohlavni chromosomy odhaleny klasickymi
metodami, zfejmé z diivodu jejich homomorfie. Vyznamnéjsi variabilita v karyotypu byla
pozorovana pouze u druhové bohatych roda Anolis, Liolaemus a Sceloporus. Cilem této
diplomové prace bylo prozkoumat genom dostupnych druht hlavnich leguanich linii za
pouziti klasickych i molekarné cytogenetickych metod, pokusit se odkryt synapomorfie

v karyotypu hlavnich monofil leguant a odhalit pohlavni chromosomy.

Béhem feSeni tématu diplomové prace byl potvrzen jiz diive publikovany popis
karyotypu u 13 studovanych druhti a pro dalSich osm druhd byl nové stanoven zakladni
popis karyotypu. Chromosomy vsech zkoumanych jedinct byly provéteny pouzitim metod
klasické 1 molekuldrni cytogenetiky. Do analyzy bylo zahrnuto 21 druhti pokryvajicich
celkem osm leguanich celedi. VétSina zkoumanych druhl sdilela pravdépodobny
ancestralni karyotyp (2n=36) této skupiny. VySetfenim rozlozeni heterochromatinu na
chromosomech a ptitomnosti intersticialnich telomerickych sekvenci (ITS) byla odhalena
znacna variabilita v distribuci signalti. Druhové zacileni studie vSak neumoznilo vysvétleni
zjisténé variability fylogenetickym postavenim jednotlivych druhti. Nové byl na zaklade
heterochromatinizace detekovan jiz znamy neparovy pohlavni chromosom u péti druht
leguanu, u ¢ty z nich (z rodu Anolis) se jednalo o neopohlavni chromosom Y. U ¢eledi
Opluridae byl ziskan jednotny vzor distribuce heterochromatinu i ITS a je mozné zde
usuzovat na apomorfii této linie. V karyotypu samce druhd Oplurus fierinensis
a O. grandidieri byl pozorovan rozdil ve velikosti nejmensiho paru mikrochromosomu
a jelikoz tato heteromorfie nebyla patrna v karyotypu samice, mohlo by se jednat

0 pohlavni chromosomy.

Kli¢ova slova: cytogenetika, evoluce, heterochromatin, ITS, Kkaryotyp, leguani,
neopohlavni chromosomy, Pleurodonta, pohlavni chromosomy, sam¢i heterogamie,

telomery



Abstract

Squamate reptiles in general possess an unusual variability in karyotype and sex
determining mechanisms. However, in these two aspects, iguanas (Pleurodonts) are
considered as a relatively conservative group of lizards. So far only genotypic sex
determination with male heterogamety has been detected in this lineage. However, the sex
chromosomes have not been revealed in many species by classical cytogenetics, probably
due to their homomorphy. Significant variability in karyotype was observed only in the
species-rich genera Anolis, Sceloporus and Liolaemus. The aim of this thesis was to
investigate the genome of available species from the main iguanid lineages using classical
and molecular cytogenetic methods. As well as finding the karyotype characteristics,
which may represent synapomorphies of main iguanid lineages, the other aim was to try to

identify sex chromosomes.

This study confirmed previously published karyotypes of 13 species and established
new descriptions of karyotype for eight species. The chromosomes of all studied
specimens were examined by methods of classical and molecular cytogenetics, 21 species
covering eight iguanid families were analysed in this thesis. The majority of studied
species shared the apparently ancestral karyotype of the group, with diploid chromosome
number 2n=36. Examination of the heterochromatin distribution and the presence of
interstitial telomeric sequences (ITS) on chromosomes have revealed considerable
variability in the distribution of signals. However, the selection of analysed species did not
allow an explanation of observed variability by phylogenetic species position. For the first
time, the accumulation of heterochromatin in five iguanid species was detected on the
previously described sex chromosome Y. Four were neo-sex Y chromosomes in anoles.
The members of family Opluridae share a nearly uniform pattern of heterochromatin
distribution and ITS which may be a synapomorphy of this lineage. The heteromorphy in
the size of the smallest pair of microchromosomes was noticed in the male karyotypes of
species Oplurus fierinensis and O. grandidieri. As this heteromorphy was not apparent in
female karyotype, it can therefore implicate sex chromosomes.

Keywords: cytogenetics, evolution, heterochromatin, iguanas, ITS, karyotype, male

heterogamety, neo-sex chromosomes, Pleurodonta, sex chromosomes, telomeres
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1. Uvod

1.1. Evoluce karyotypu plazi

Zmeéna v karyotypu byva jednou z nejnapadnéjSich zmén béhem speciac¢ni udalosti
(White 1978). Olmo (2005) poukazuje na piimou souvislost karyotypové evoluce
S druhovym zastoupenim linie — ¢im je linie druhové bohatSi, tim variabilngjsi je
v karyotypu. Této skute¢nosti si povs§iml jiz White (1978), ktery chromosomalni piestavby
oznacuje za jeden z motoru speciace. Variabilita v karyotypu byva Casto vysvétlovana
modelem kanalizace (Bickham & Baker 1979). Tato hypotéza predstavuje karyotyp (pocet
a morfologii chromosomtl) jako dulezity adaptivni znak, pti¢emz pro kazdou linii se
specifickou adaptivni zénou lze nalézt optimalni karyotyp. V pocatecnim rychlém stadiu
adaptivnich zmén patrné prevladaji chromosomalni pfestavby, které nejsou
Robertsonského typu (pfedev§im inverze). Poté nasleduje zpomaleni evoluéniho tempa,
které lze v Kkaryotypu pozorovat jako piestavby Robertsonského typu (centrické fuze
a §tépeni), az posléze dojde ke stabilizaci karyotypu v jeho optimalni formé. Kritické
studie modelu kanalizace vSak naptiklad kromé dosud nepotvrzené adaptivni role
chromosomalnich pfedstaveb, upozornuji na skute¢nost, ze obvykle nelze rozpoznat, je-li
pozorovany karyotyp jiz ve své optimalni fazi (Sites & Moritz 1987). Platnost modelu

kanalizace tak neni obecné pfijimana.

Ve skupiné Sauropsida (ptéci, krokodyli, zelvy, hatérie a Supinati plazi) se jednotlivé
linie velmi 1isi v mife variability v uspotadani genomu. Podle Quymsieho (1994) ma pocet
chromosomii vliv na vyskyt rekombinace, kterd umoziuje vétsi variabilitu a s ni
souvisejici ve€tsi moZnost speciace. Tuto skuteCnost mize dokladat druhova
diversifikovanost ptaki, jejichz karyotyp je tvofen velkym mnozstvim malych
chromosomil (Burt 2002). Na rozdil od savct, ptaci nicméné vykazuji pomérné nizké
tempo karyotypové evoluce (Tegelstrom et al. 1983, Ellegren 2010) a jsou tedy
V uspofddani genomu pomérné konzervativni. Tento jev byl povazovan za unikétni
vlastnost ptakl a spekulovalo se o tom, ze by se mohlo jednat o evolu¢ni novinku typickou
jen pro tuto skupinu (Ellegren 2010). Nicméné konzervativnost mezi makrochromosomy
ptakt a zelv (Matsuda et al. 2005, Kasai et al. 2012) naznacuje, Ze tento jev by mohl byt

roz§ifeny na mnohem $ir$i evoluéni $kale. S relativni stabilitou v poc¢tu a morfologii



chromosomti se setkavame také u krokodyltu (Kasai et al. 2012). Naproti tomu se n¢které
skupiny Supinatych plazt (Squamata) karyotypovou rozmanitosti vyrovnaji nékterym
liniim velmi variabilnich savcu (Ferguson-Smith & Trifonov 2007, Ellegren 2010). Kromé
parametru druhové bohatosti patrné zavisi rychlost chromosomalnich piestaveb i na
kompozici genomu. Podle dosavadnich znalosti jsou piestavby chromosomul nejcastéji
lokalizovany do mist repetitivnich sekvenci (Dobigny et al. 2004). Plazi obecné vSak maji
V genomu oproti savcum repetitivnich sekvenci pomérné maly podil (shrnuto v Olmo
2008). Recentné pak bylo zjisténo, ze pohlavni chromosom Z a tii pary autosomu z kura
domaciho (Gallus gallus) sdili zna¢nou syntenii s chromosomy vybranych druhd vétSiny
hlavnich linii Supinatych plazi (Pokorna et al. 2011, 2012). K divergenci ptaci linie
a Supinatych plazu piitom doslo patrné jiz pied 275 miliony let (Shedlock & Edwards
2009). Ptes rozdily v poétu nebo morfologii chromosomu tedy i Supinati plazi sdili
znac¢nou stabilitu v usporadani genomu a celé velké bloky genomu zUstavaji i pies znacné
evoluéni divergence prakticky intaktni (Pokornd et al. 2012). Velkd evolu¢ni stize
V uspofadani ptacich genomil byla tedy nejspiSe zdédeéna od spolecného predka a jednd se

0 spole¢nou vlastnost celé skupiny Sauropsida (Pokorna et al. 2012).

1.2. Vznik a diferenciace pohlavnich chromosomii u plazi

Urceni pohlavi je jednim ze zakladnich biologickych procesi, které vyznamné
ovliviiuji vyvoj jedince a pomér pohlavi v populaci. U plazi se setkavame se dvéma
zékladnimi typy urovani pohlavi. Prvnim z nich je environmentéalné uréené pohlavi (ESD;
Enviromental sex determination), kde o pohlavi zygoty rozhoduje vliv vnéjsiho prostiedi.
Rozhodujicim faktorem vné&jSiho prostiedi byva zpravidla teplota (TSD; Temperature
dependent sex determination), pfi niz je sntska inkubovana (napt. Bull 1980). Druhy
mechanismus urCovani pohlavi je genotypové urCené pohlavi (GSD, Genetic sex
determination), kdy je pohlavi uréeno prostfednictvim pohlavné specifickych gent

determinujicich pohlavi vazanych na pohlavni chromosomy (Ohno 1967 a dalsi).

Podle obecné uznavané hypotézy se pohlavni chromosomy patrné vyvinuly
z autosomalniho paru chromosomit vznikem gent determinujicich pohlavi (Ohno 1967,
Charlesworth 1991). V pfipadé systému samci heterogamie (XY) byl budouci pohlavni

chromosom Y odliSen vznikem dominantni alely genu determinujici samci pohlavi (napf.



gen SRY — sex-determining region Y — u savcti) od budouciho pohlavniho chromosomu X
(Charlesworth & Mank 2010). V oblasti chromosomu determinujici pohlavi (X 1 Y)
zéaroven dochazelo k akumulaci dalSich pohlavné specifickych a pohlavné antagonistickych
alel. U takto vzniklych pocate¢nich stadii pohlavnich chromosomi Y a X bylo nutné
zamezit rekombinaci v oblasti geni determinujicich pohlavi a predejit tak vzniku
pohlavnich hybridi ¢i pohlavnich revertantl s nizsi fitness (Charlesworth 1996). Suprese
rekombinace nasledné prohlubovala diferenciaci neparového pohlavniho chromosomu Y,
ktery zpocatku rekombinoval podstatnou ¢asti chromosomu s identickym obsahem, jako
mél protéjsi pohlavni chromosom X, ale posléze byla tato oblast Gi¢astnici se crossing-
overu minimalizovana pouze do tzv. pseudoautosomalni oblasti (Herpin & Schartl 2009).
heterochromatinizace, inverze ¢i delece (King 1993). V této pokrocilé fazi diferenciace
vétsinou poté dochazi krozsdhlé degeneraci nerekombinujici oblasti pohlavniho
chromosomu Y, nebot’ jiz neni ,,opravovana“ podle vzoru svého prot&jsku X (Herpin
& Schartl 2009). Dusledky chromosomalnich zmén (napt. inverze, delece ¢i markantni
amplifikace repetitivnich sekvenci) neparového pohlavniho chromosomu se pak mohou
projevit vyraznym odliSenim v morfologii tohoto chromosomu, hovoiime pak
0 heteromorfii paru pohlavnich chromosomit (Ohno 1967). Podobné procesy postihujici
pohlavni chromosom Y se Ucastni i1 diferenciace pohlavniho chromosomu W. Pérové
pohlavni chromosomy X a Z naopak zUstavaji vice konzervativni, nebot nesou fadu
nepostradatelnych gent. Cely mechanismus vzniku pohlavnich chromosomt je vSak

mnohem komplexnéjsi zaleZitosti zahrnujici fadu evolu¢nich procesti a vyjimek.

S genotypové uréenym pohlavim a pfitomnosti diferenciovanych pohlavnich
chromosomii v genomu souvisi potieba vyrovnat mnozstvi exprimovanych gent
lokalizovanych na parovém pohlavnim chromosomu u obou pohlavi. Tato kompenzace
genové davky byla nejlépe prostudovana u modelovych organisml — octomilky, had’atka
amysi. U savcl je kompenzace dosazeno uml¢enim jednoho z X chromosomi samice,
octomilky naopak zvysi miru transkripce X v genomu samce a u had’atek dochazi zhruba
Kk polovi¢ni mife transkripce obou chromosomut X samice (Shrnuto v Mank 2009). Znalosti
mechanismu kompenzace genové davky u plazli jsou dosud velmi omezené, zkoumana
byla pouze ptaci linie (napt. Elegreen 2002, Itoh et al. 2007) — zejména zebficky

(Taeniopygia guttata) a kur domaci (Gallus gallus). Nicméné€ i u ptakd jsou znalosti
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mechanismu kompenzace genové davky zatim v pocatcich, bylo vSak zjisténo, Ze se
mechanismus lisi od mechanismu zjisténého u vyse zminénych modelovych organismii
(Itoh et al. 2007). Ukazuje se totiz, ze u ptaki ke kompenzaci, tak jak byla popsana vyse,
nedochazi a je mozné, ze davka jednotlivych genii je kompenzovana individualné, a to

praveé na genové urovni (Elegreen 2002).

Vznik pohlavnich chromosomti nezavisle z riznych pard autosomi byl nékolikrat
potvrzen u rtznych linii zivocichti. Odlisny pivod pohlavnich chromosomi byl popsan
u ptakd, hadt a saveu (Matsubara et al. 2006), ale i na niz§i taxonomické urovni —

napiiklad v nékterych liniich Supinatych plazi (Ezaz et al. 2009).

Supinati plazi predstavuji skupinu s vyjimeénou variabilitou v typech uréovéni
pohlavi, vyskytuje se zde ESD (ve form& TSD) i GSD. Z analyzy ancestralniho stavu
determinace pohlavi u této skupiny (Pokornd & Kratochvil 2009) vyplyva, ze ptivodnim
stavem zde bylo patrné ESD a ztoho se n€kolikrat vyvinulo GSD s riznymi typy
pohlavnich chromosomi. Potencialni pfechod v opa¢ném sméru je podminén ztratou
pohlavnich chromosomil ¢i jejich reverzi zpét na autosomy. Organismus by vSak béhem
toho procesu musel pickonat omezeni plynouci ze ztraty pohlavné specifickych gend ¢i
kompenzace genové davky. Tento fakt by zfejmé vedl k nizsi fitness heterogametického
pohlavi (samce s XY ¢i samice se ZW). Na zakladé¢ téchto tvah a fylogenetické analyzy
ancestralnich stavli pohlavné determina¢nich mechanismi pro jednotlivé skupiny
amniotickych obratlovci, byla formulovana hypotéza nahlizejici na pohlavni chromosomy

jako na jakousi evolucni past (shrnuto v Pokornd & Kratochvil 2009).

Jednotlivé linie Supinatych plazi se 1isi konzervativnosti ve zplisobu determinace
pohlavi a pfipadném typu pohlavnich chromosomi. Skupinami s velkou variabilitou jsou
naptiklad gekoni (Gekkota; shrnuto v Gamble 2010) a agamy (Agamidae; Pokorna
& Kratochvil 2009, Ezaz et al. 2009), ob¢ skupiny s ESD i GSD druhy. U gekonti pak byl
potvrzen vyskyt sam¢i (XY) 1 samic¢i (ZW) heterogamie, u agam pouze typ pohlavnich
chromosomit ZW. Mezi Supinatymi plazy se vSak vyskytuji 1 konzervativni linie zfejmé
S jednim typem pohlavnich chromosomu (Lacertidae, Varanidae a hadi se ZW a naptiklad
Gymnophthalmidae, Pleurodonta, Scincidae a Teidae s XY; Ezaz et al. 2009, Pokorna
& Kratochvil 2009). U druhu, pro které jsou pohlavni chromosomy znamy, byly tyto dosud
obvykle detekovany na zakladé odlisnosti v morfologii anebo velikosti v ramci

(heteromorfniho) paru chromosomii. Rada druhti obojiho typu pohlavnich chromosomti ma
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vSak pohlavni chromosomy metodami klasick¢é cytogenetiky nedetekovatelné
(homomorfni). V téchto piipadech je pak pro jejich identifikaci a ptipadné urceni typu

nutno pristoupit k pouziti molekularnich ¢i molekularné cytogenetickych metod.

1.2.1. Neopohlavni chromosomy

Kromé¢ zékladniho typu sam¢i (XY) ¢i sami¢i (ZW) heterogamie mizeme u nékterych
(z neo-sex chromosomes, syn. multiple sex chromosomes). Tyto odvozené systémy vznikly
pfestavbami mezi plivodnimi pohlavnimi chromosomy a autosomy. Ziejmé nejcastéji tuto
ulohu sehrala Robertsonska translokace (Charlesworth et al. 2005; viz Obr. 1), pfi niz
dochazi k fuzi dvou jednoramennych chromosomi (tzn. telocentrickych ¢i
akrocentrickych) za vzniku metacentrického chromosomu (pozorovano napft. u gekoncika

Coleonyx elegans, Pokorna et al. 2010).

ztraceny

======ZlOMm = = fragment

A A
“ - -zlom
X Y

Obr. 1 Obecny model vzniku neopohlavnich chromosomi mechanismem Robertsonské translokace.

fuze

—

X X2 neo-Y

1

AA — autosomy, XY — plvodni pohlavni chromosomy, X;X;neo-Y — neopohlavni chromosomy.
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Nicméné pifi vzniku neopohlavnich chromosomi mohou byt hlavnim prvkem
I reciproCni translokace, §tépeni ¢i tandemové fuze (Yonenaga-Yassuda et al. 2005).
Vznikly systém neopohlavnich chromosomii tak mutze obsahovat V pfipadé samci
heterogamie X1 X,Y (v ptipad¢ fuze ptivodniho Y chromosomu s autosomem) ¢i XYY
(pokud hlavnim mechanismem vzniku bylo §tépeni piivodniho chromosomu Y) a podobné
u samici heterogamie Z1Z,W a ZW;W, (napt. Kitano & Peichel 2012). Druhy chromosom
Z paru autosomu, ktery se neucastnil faze s pivodnim Y chromosomem, posléze piebira
funkci nového chromosomu X; au samice tvoii systém pohlavnich chromosomu

X1 X1 X2 Xo.

Skute¢nosti naznaCujici pfitomnost neopohlavnich chromosomt v karyotypu
amoznosti jak je odhalit, je nékolik. Prvnim markantnim znakem je rozdil v poctu
chromosomil diploidni sady mezi pohlavimi. Nasledné¢ byva nipadné odlisnd velikost
a morfologie neopohlavniho chromosomu vzniklého fuzi od ostatnich neopohlavnich
chromosomil. Zaroven v piipadé Robertsonské fize miize byt tato prestavba detekovana na
zaklad¢ vizualizace telomerickych sekvenci v centromefe nové vzniklého neopohlavniho
chromosomu, které mohou pietrvat v misté faze (Slijepcevic 1998). Ne vzdy vsak zistavaji
tyto intersticidlni telomerické sekvence zachovany, nebot’ jejich pfitomnost v genomu
vyzaduje zfejmé inaktivaci jejich telomerické funkce (Slijepcevic 1998). Pii meiotickém

parovani je mozno pozorovat trivalenty (napf. tvorené chromosomy X;X,Y) nebo

WV

Vyskyt neopohlavnich chromosomi v karyotypu plazi byl doposud odhalen pouze
u nékterych zelv, hadi a jestéra (shrnuto v Ezaz et al. 2006). U jestérd to byli predevsim
leguani (u vice nez 30 druhl; Pleurodonta) a déale pak u mensSiho poctu druhii z Celedi
Eublepharidae, Gymnophthalmidae, Lacertidae, Pygopodidae a Scincidae (Ezaz et al.
2009, Pokorna et al. 2010).

Neopohlavni chromosomy jsou v soucasné dobé jednim z hlavnich pfedméta studia
mechanismlt  zodpovédnych za diferenciaci a degeneraci neparovych pohlavnich
chromosomtl. Jejich pomérné nedavny vznik u nékterych skupin organismii, tak umoziuje
prozkoumat mechanismy diferenciace neparového pohlavniho chromosomu v pocatecnim
stadiu. Napiiklad u octomilky druhu Drosophila miranda nesouci neo-Y vznikly pomérné
recentné (zfejmé teprve pred jednim milionem let), Bachtrog et al. (2008) odhalili rychlou

a masivni degeneraci tohoto neparového chromosomu. Za hlavni mechanismy degenerace
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byla povazovana akumulace repetitivnich sekvenci a transponovatelnych elementd, které
se prednostné soustfedily do oblasti neo-Y chromosomu homologické k neo-X (Bachtrog
et al. 2008).

Z dosavadnich znalosti o neopohlavnich chromosomech neni prozatim jasné, jestli
s autosomem nebo zda se jedna o nahodny proces a neni ani jasné, zda jejich vznik vzdy
pfinasi organismu vyznamnou vyhodu. Recentné publikovana studie Kitana & Peichela
(2012) uvadi u ryb moznou souvislost mezi castéjSim vznikem neopohlavnich
chromosomil s potiebou vytvoiit mezidruhové bariéry v prub¢hu speciace. Nguyen et al.
(2013) odhalili Z-vazané geny autosomalniho ptvodu u obaleée Cydia pomonella
(Tortricidae). Tyto geny, jejichz produkty se ti¢astni detoxifikace sekundarnich metabolitd
zivnych rostlin a zvySuji rezistenci vici insekticidim, tak diky ziskané dédicnosti pies
pohlavni chromosomy ziejm& vyrazn€¢ zvySily adaptivni potencidl téchto motyli

a napomohly tak jejich nasledné radiaci (Nguyen et al. 2013).

1.3. Charakteristika skupiny Pleurodonta

1.3.1. Obecna charakteristika

Leguani (Squamata: Pleurodonta) jsou vysoce diverzifikovanou skupinou ¢itajici vice
nez 1075 druhti (Uetz & HoSek 2013). Rozsifeni téchto jestérGi zahrnuje ptredevSim
tropické a subtropické oblasti Nového svéta, pricemz vyjimku tvoii ¢eled” Opluridae, jejiz
druhy jsou endemické na Madagaskaru, a nékteré druhy z ¢eledi Iguanidae sensu stricto
vyskytujici se na Galapagach a né&kolika ostrovech v Tichomofii. Leguani vynikaji
vyjimeénou morfologickou variabilitou a v zavislosti na ekologii daného druhu
a obyvaném prostiedi se 1i§i zejména velikosti, tvarem téla a relativni délkou koncetin.
V ramci pohlavniho dimorfismu mivaji samci nékterych linii, zejména leguani sensu

stricto a anolisi, napadné hiebeny, hrdelni laloky ¢i pestiejsi zbarveni (Pough et al. 2004).

Fylogeneze skupiny Pleurodonta je doposud neustdlend a rozieSeni hlavnich linii
komplikuje patrné nékolik obdobi rychlé radiace v evoluci této skupiny (Nicholson et al.
2012, Leaché & Sites 2009 a dalsi). Tradi¢né je fazena do infratadu Iguania spolu se

dvéma akrodontnimi liniemi (Agamidae a Chamaeleonidae). Leguani se od Acrodonta
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odstépili zhruba pted 123 miliony let (Townsend et al. 2011) a jejich monofyleticky
charakter byl nékolikrat nezavisle podpofen (napi. Macey et al. 1997, Okajima
& Kumuzawa 2009). Puvodné byli leguani ¢lenéni do osmi celedi (naptf. Schulte
& Moreno-Roark 2010). Nasledné¢ byl vSak odhalen polyfyleticky charakter celedi
Tropiduridae (byla rozdélena na celedi Liolaemidae, Leiocephalidae a Tropiduridae)
a ¢eledi Polychrotidae, ktera byla rozdélena na ¢eledi Leiosauridae, Polychrotidae (pouze
rod Polychrus) a Dactyloidae (pouze rod Anolis). V nejnovéjSich fylogenetickych studiich
byla skupina shodn¢ rozdélena do 12 monofyletickych ¢eledi (viz Obr. 2), nicméné nazory
na jejich piibuznost nebyly dosud sjednoceny (Townsend et al. 2011, Wiens et al. 2012,
Pyron et al. 2013).

Phrynosomatidae Leiocephalidae
E Crotaphytidae I: Corytophanidae
lguanidae Crotaphytidae
_E Polychrotidae E Hoplocercidae
Leiocephalidae lguanidae
Dactyloidae Tropiduridae
_E Corytophanidae _E Dactyloidae
Tropiduridae Polychrotidae
Hoplocercidae e Phrynosomatidae
Liolaemidae Liolaemidae
—E Opluridae _E Leiosauridae
Leiosauridae Opluridae
Townsend et al. 2011 Wiens et al. 2012

Tropiduridae

lguanidae
Leiocephalidae
Crotaphytidae
Phrynosomatidae
Polychrotidae
Hoplocercidae
Opluridae
Enyaliidae ~ Leiosauridae
Liolaemidae
Corytophanidae
Dactyloidae

Pyron et al. 2013

Obr. 2 Recentni hypotézy fylogenetické pFibuznosti hlavnich linii leguana.
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Rod Anolis reprezentujici ¢eled’ Dactyloidae ¢ita téméf 400 druhti, coz bezmala tvori
polovinu druhového zastoupeni celé skupiny Pleurodonta (Uetz & Hosek 2013). Druh
Anolis carolinensis je prvnim plazem (nezahrneme-li ptaky) se znamou celogenomovou
sekvenci (Alfoldi et al. 2011). Tento rod je diky své konvergentni evoluci na Karibskych
ostrovech i pevniné idealni modelovou skupinou z hlediska studia evolu¢ni ekologie
a adaptivni radiace (napf. Losos 2009). Muzeme zde nalézt fadu ekomorf s dobie
oddélenymi nikami, v zavislosti na obyvaném habitatu se liSicich napfiklad délkou
koncetin, celkovou velikosti a morfologii t€la (Losos 1990). Z fenotypového hlediska je
tak patrna zna¢na rozmanitost mezi jednotlivymi druhy anolisti uvniti fylogenetickych linii
v ramci rodu. Této rozmanitosti bylo dosazeno naptiklad vyvojem ekomorf, ale ziejmé
také 1 vlivem pro anolisy typické optické komunikace a s ni souvisejicimi odliSnostmi ve
fenotypu (napf. riznobarevnd hrdélka). V uspotddani genomu by v rdmci takto druhovée
bohaté¢ linie nebyla pifekvapiva znacna interspecifickd variabilita v diploidnim poctu
a morfologii chromosomil (napt. White 1978). Ve skute¢nosti je vSak tato variabilita mensi
a odpovida spiSe fylogenetickym vztahtim uvnitt rodu, kdy jednotlivé linie jsou v poctu
diploidnich chromosomu spi$e konzervativni (viz Ptilohy — Kladogram 1). Losos (2009)
uvadi, ze odlisnosti v optické komunikaci zabranuji velmi u¢inn€ mezidruhové hybridizaci.
Evoluéni tlak na vznik rozriznéni v karyotypu mezi blizce pfibuznymi druhy anolist tak

nemusel hrat zfejmé vyznamnou roli pii speciaci.

1.3.2. Pleurodonta z cytogenetického pohledu

Leguéni jsou z hlediska klasické popisné cytogenetiky, oproti jinym liniim Supinatych
plazii, pomérn¢ dobte prozkoumanou skupinou. Karyotyp byl popsan jiz pro vice nez 300
druhd (Olmo & Signorino 2005). Prvni leguani karyotyp publikoval Matthey v roce 1931
u druhu Anolis carolinensis (Gorman et al. 1967). Nicméné udaje o poctu chromosomi
Vv diploidni sad¢ nékterych leguanich druhi mizeme nalézt jiz v praci Paintera (1921)
pojednéavajici o spermatogenezi plazii. Typicky leguani karyotyp je slozeny z 12
metacentrickych makrochromosomi a 24 mikrochromosomd, tedy s 36 chromosomy
Vv diploidni sadé (napt. Leaché & Sites 2009). Tento Karyotyp byl pozorovan na bazi
vSech hlavnich linii leguani (s vyjimkou celedi Phrynosomatidae a Polychrotidae)
a metodou maximalni parsimonie byl pocet chromosomil 2n=36 stanoven jako ancestralni

(Altmanova 2011; viz Piilohy — Kladogram 1). Leguani jsou V karyotypu pomérné
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konzervativni na rozdil od né€kterych linii Supinatych plazti (Olmo & Signorino 2005),
zvySena variabilita v diploidnim poc¢tu a morfologii chromosomii byla popsana pouze
U druhové bohatych roda Anolis (2n=26-48; Gorman 1973), Liolaemus (2n=28-48; Aiassa
et al. 2005) a Sceloporus (2n=22-40; Leaché¢ & Sites 2009). Nejnizsi pocet s 2n=19
chromosomy byl popsan u samce druhu Polychrus acutirostris (Polychrotidae; Bertolotto
et al. 2001; samice s2n=20 z dGvodu pfitomnosti neopohlavnich chromosomu), oproti
tomu nejvyssi pocet v dipoidni sadé 2n=48 byl objeven u druhu Anolis monticola
(Dactyloidae; Webster et al. 1972). Zakladni morfologii leguanich chromosomi je
metacentricky typ, Vv odvozenych karyotypech jsou pfitomné akrocentrické
a subtelocentrické chromosomy. Mezi hlavni mechanismy piestaveb zodpovédnych za
evoluci karyotypu leguant patii zejména centrické fuze a také centricka §tépeni (napt. Hall
1973). Rada odvozenych karyotypti se viak li§i celkovym poétem ramének, coz dokazuje
ptitomnost i jinych typt prestaveb — napiiklad pericentrické inverze (Bertolotto 2006).
Celé sekvence prestaveb v karyotypu byly podrobné studovany u chromosomalnich ras
druht Scelloporus grammicus (Phrynosomatidae; Hall 1973, Sites 1983), Liolaemus
monticola (Liolaemidae; Lamborot 1991, Lamborot & Alvarez-Sarret 1993) a Anolis
grahami (Dactyloidae; Blake 1986). V minulosti u spoleéného piedka druht z Celedi
Phrynosomatidae patrné¢ dosSlo K translokaci jednoho paru mikrochromosomti na jiné
chromosomy (2n=34), a tak jako jedina leguani ¢eled’ (pomineme-li diskutovanou celed’
Polychrotidae) vykazuje ptvodni karyotyp odlisny od ancestralniho leguaniho. Z analyzy
ancestralniho stavu diploidniho poctu chromosomt (Altmanova 2011; viz Pfilohy —
Kladogram 1) je patrny trend ke snizovani diploidniho poétu ve vSech druhové bohatych
rodech (s vyjimkou nékolika ojedin€lych druhd a nejodvozengjsi linie rodu Anolis, kde

doSlo v karyotypu ke Stépent).

VétSina druhit se znamym karyotypem byla vySetfena pouze klasickymi
cytogenetickymi metodami s pom&mé nepfili§ Castym pouzitim diferencidlniho barveni
a odvozengjSich cytogenetickych metod. V ramci skupiny Pleurodonta byla dosud
prozkouména akumulace heterochromatinu v genomu pouze u nékterych druht z celedi
Dactyloidae (pouze u druhu Anolis grahami, Blake 1986), Enyaliidae (Pellegrino et al.
1999, Bertolotto et al. 2002), Liolaemidae (Bertolotto et al. 1996, Hernando 2003)
a Tropiduridae (Kasahara et al. 1983, 1987a, 1987b, 1996; Yonenaga-Yassuda et al. 1988,
Pellegrino et al. 1994). Heterochromatin byl lokalizovan ptevazné do pericentromerické
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oblasti chromosomi. Pomérné 1épe je prozkoumana pfitomnost organizatort jadérka
(NOR). Lokalizace NORU v karyotypu je vysoce dédi¢nym znakem (napt. Leaché & Sites
2009) a jeji zména mize odhalit piestavby, které nelze detekovat pomoci konvenéniho
barveni. Vyskyt NORu Vv karyotypu leguani pomérn¢ dobie prozkoumali Porter et al.
(1991, 1994), nicmén¢ ancestralni pozici NOR se nepodafilo jednoznaéné uréit a pomérné
variabilni rozmisténi bylo pozorovano i uvnitf ¢eledi Phrynosomatidae. Kone¢né distribuci
telomerickych sekvenci uvnitt genomu legudnt se zatim zabyvaly pouze dvé piipadové
studie s celkem péti zahrnutymi druhy nalezicimi do ¢eledi Phrynosomatidaec (Meyne et al.
1990) a Polychrotidae (Bertolotto et al. 2001), ve kterych byly odhaleny intersticialni
signaly na makrochromosomech u tfi druhti — Sceloporus olivaceus, Cophosaurus texanus
(shodné na poslednich tfech parech makrochromosomt) a Polychrus acutirostris

(v pericentromerické oblasti ¢ty makrochromosomalnich part).

Ze studie fylogeneze pohlavné determina¢nich mechanismu Supinatych plazt (Pokorna
& Kratochvil 2009) vyplyva, Ze leguani jsou pomérné konzervativni ve zptisobu uréovani
pohlavi a typu pohlavnich chromosomii (pouze GSD se samci heterogamii). U mnohych
druhii vSak nebyly pohlavni chromosomy detekovany konvenénim barvenim, patrné
z divodu jejich homomorfie. Nicméné, pomoci molekularni metody kvantitativni PCR
byla odhalena rozdilnd davka X-vdzanych genii mezi pohlavimi studovanych druht
(Rovatsos, Altmanova, Pokorna a Kratochvil, dosud nepublikovany rukopis) a potvrzena

existence sekvencné dobfe diferenciovanych pohlavnich chromosom.

Kromé pohlavnich chromosomli XX/XY je pro leguany charakteristicka ptitomnost
odvozeného systému neopohlavnich chromosomutt X3 X1 X2X5/X1X,Y vzniklych patrné fazi
puvodniho Y chromosomu s autosomalnim parem (Cole et al. 1967). Diky tomuto procesu
muze byt vznikly neopohlavni chromosom Y dobie rozeznatelny v karyotypu i s pouzitim
pouze konvenéniho barveni na zaklad¢ velikosti a rozdilné morfologie. Tato skutecnost tak
jiz dfive umoznila identifikovat neopohlavni Y chromosom u nékterych druhli z rodi
Anolis (napt. Gorman 1973), Liolaemus (napt. Nuidiez et al. 2003), Phymaturus (napf.
Lamborot & Navarro-Suarez 1984), Polychrus (v karyotypu druhu P.marmoratus je
neo-Y nejvétsim a jedinym metacentrickym chromosomem mezi akrocentriky; Bertolotto
et al. 2001), Sceloporus (napt. Cole et al. 1967, Hall 1973) a Tropidurus (Kasahara et al.
1987b, Kasahara et al. 1996). Distribuce a typ detekovanych pohlavnich chromosomi

napii¢ skupinou Pleurodonta jsou zobrazeny na Kladogramu 2 v Piilohach, analyza
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soucasn¢ poukazuje na patrné nekolikandsobny nezavisly vznik neopohlavnich

chromosomu.

19



. Cile prace

Ziskat kvalitni cytogenetické preparaty z vybranych zastupcti dostupnych celedi
leguant

Sestavit karyotypy, nejlépe pro obé pohlavi zkoumanych druha

Prozkoumat miru akumulace a distribuce heterochromatinu v genomu napiic
studovanymi liniemi

Vysettit genomy pomoci molekularné cytogenetické metody fluorescenéni in situ
hybridizace se specifickou telomerickou sondou

Pokusit se odhalit pohlavni chromosomy metodou diferencialniho barveni

Pokusit se najit cytogenetické synapomorfie monofyl v ramci leguanii

Posoudit dynamiku karyotypové evoluce skupiny
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3. Material a metodika

3.1. Material

Do analyzy bylo zahrnuto 40 jedinct z 21 druhti leguan sensu lato (syn. Pleurodonta)
pokryvajicich celkem osm leguéanich celedi, jmenovité: Anolis allisoni, A. carolinensis,
A. coelestinus, A. cristatellus, A. cybotes, A.distichus, A.equestris, A.garmani,
A. gingivinus, A. oculatus (Dactyloidae); Basiliscus plumifrons, Laemanctus longipes
(Corytophanidae); Crotaphytus insularis (Crotaphytidae); Cyclura nubila (Iguanidae s.s.);
Chalarodon madagascariensis, Oplurus fierinensis, Oplurus grandidieri (Opluridae);
Leiocephalus carinatus (Leiocephalidae); Petrosaurus thalassinus, Sceloporus variabilis
(Phrynosomatidae); Uranoscodon superciliosus (Tropiduridae). Vybér druht byl proveden
na zakladé fylogenetického postaveni ve skupiné Pleurodonta a jejich dostupnosti. Snahou
bylo pokryt vSechny hlavni linie této skupiny alesponn jednim druhem, a pokud to bylo
mozné tak zahrnout obé pohlavi. VEtSi pozornost je vénovana druhové nejpocetnéjSimu
rodu Anolis, u né¢hoz bylo analyzovano celkem 10 druht. Jedinci byli ziskani z legalnich
importt a od chovateli. Vzorek krve z jedincti druhu Laemanctus longipes, Basiliscus
plumifrons a Cyclura nubila byl potizen ve spolupraci se Stanici pfirodovédct (Dim déti

a mladeze hl. m. Prahy), kde tyto jeStéry chovaji.

Vsechna zvifata zafazena do této studie byla umisténa Vv akreditovanych chovech
Ptirodovédecké fakulty, UK (¢. akreditace 24773/2008-10001). Zvitata byla chovana
v terariich velikosti a vnitinim vybavenim odpovidajicim pozadavkiim a normam pro chov
daného druhu (UV spektrum pro slunéni, substrat, ukryty a dekorace odpovidajici
biotopum). Krmena byla dvakrat tydné¢ ad libitum, s pravidelnym dopliikem vitamind

a mineralt podavanych spolu s vodou.
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Tab. 1 Pfehled studovanych druhd, pocty zahrnutych jedinct a hodnocenych metafazi

Pocet Pocet Pocet Pocet
Druh . hodnocenych . hodnocenych
samic metafazi samceu metafazi
Anolis allisoni 0 0 1 18
Anolis carolinensis 2 10 1 9
Anolis coelestinus 0 0 1 9
Anolis cristatellus 0 0 1 17
Anolis cybotes 0 0 1 12
Anolis distichus 0 0 1 18
Anolis equestris 1 6 1 7
Anolis garmani 1 6 2 9
Anolis gingivinus 0 0 1 12
Anolis oculatus 1 2 1 18
Basiliscus plumifrons 1 5 0 0
Crotaphytus insularis 1 11 1 15
Cyclura nubila 1 4 1 3
Chalarodon madagascariensis 2 6 2 12
Laemanctus longipes 1 14 2 16
Leiocephalus carinatus 2 13 2 7
Oplurus fierinensis 1 15 1 31
Oplurus grandidieri 0 0 1 40
Petrosaurus thalassinus 1 23 1 24
Sceloporus variabilis 1 16 1 18
Uranoscodon superciliosus 1 30 0 0

3.2. Priprava chromosomiu

U plaz se pifi ziskdvani chromosomil v drtivé vétSin€ piipadid vyuZzivad nativnich
preparati z kostni tkané, gonad a jinych organti ¢i kultivace leukocytl a fibroblasti (napf.
Gorman 1965, Castiglia et al. 2013 a dalsi). V této praci byly chromosomové preparaty
ziskany metodou kultivace leukocytti z odebrané periferni krve (podle Pokorna 2007). Tato
metoda byla zvolena, nebot se jednd o metodu nedestruktivniho charakteru, s pomérné

dobrou vytéznosti a kvalitou chromosomtl.

3.2.1. Odbér krevniho vzorku
Vzorek krve byl odebran pomoci sterilni heparinizované inzulinové stiikacky

0 objemu 1 ml s fixni jehlou. Mnozstvi odebrané krve zaviselo na velikosti jedince a objem
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krve byl v rozmezi 50 az 200 pl. Odbér byl proveden z ocasni zily (vena caudata) ulozené
v blizkosti patete na ventralni stran¢ ocasu. Misto vpichu bylo lokalizovano do stiedni ¢asti

ocasu a bylo ptedem oSetieno desinfekci (Cutasept, BODE).

3.2.2. Kultivace leukocytii

Metoda kultivace leukocytli spociva ve stimulaci mitotického déleni T-lymfocytt
pomoci rostlinného lektinu fytohemaglutininu. Jako dostacujici inokulum bylo
experimentalné zjisténo jiz 50 ul krve. Vzorek krve byl inokulovan do 5 ml kompletniho
kultiva¢niho média ve sterilnim prostedi laminarniho boxu. Kultiva¢ni médium je slozeno
z 90 ml zékladniho média D-MEM podporujiciho rist bunék (Sigma-Aldrich, D5546), ke
kterému je pfidano 10 ml fetadlniho teleciho séra (Biochrom, S 0115), 1 ml roztoku
penicilinu streptomycinu (Gibco, 15140-122), 3 ml fytohemaglutininu (Gibco, 10576-015),
1 ml 200mM L-glutaminu (Sigma-Aldrich, G7513) a 1 ml roztoku lipopolysacharidu
(Sigma-Aldrich, L4005; fedéno 10 mg/1 ml dest. vody). Zkumavky byly nasledné uloZeny
v §ikmé poloze vhodné pro proliferaci bun¢k do termostatu vyhratém na teplotu 30 °C. Po
sedmi dnech kultivace byly kultury sklizeny. K synchronizaci a zastaveni bunééného
déleni leukocytu ve stadiu metafaze bylo pouzito 35 ul kolcemidu (Roche, 10295892001)
pro kazdou kulturu, ktery se nechal puasobit tfi a pll hodiny v termostatu pii 30 °C.
Nasledné byla suspenze zcentrifugovana (10 min / 12 000 otacek, pii pokojové teploté). Po
odsati supernatantu byly buiiky resuspendovany a hypotonizovany roztokem 0,075M KCl
po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C. Poté nasledovala ptiprava (tzv. ,,pfedfixace®) suspenze
na fixaci, pfi niZ bylo do kazdé suspenze kéapnuto nckolik kapek fixacniho roztoku
(methanol a kyselina octova v poméru 3:1). Nasledovala tfi opakovani: centrifugace (10
min / 12 000 otacek pii 4 °C), odsati supernatantu, doliti fixa¢nim roztokem do 5 ml,
fixace po dobu 20 minut pii 4 °C. Poté nasledovalo zavére¢né zcentrifugovani a odsati
nebo nafedéni suspenze pro ziskdni optimalni denzity preparatu. Takto pfipravené

preparaty byly kapany na skla a suspenze ulozeny pfti -20 °C pro dal$i pouziti.
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3.3. Priprava skel a barveni chromosomu

Podlozni skla byla omyta roztokem denaturovaného ethanolu smiseného s 31%
kyselinou chlorovodikovou v poméru 24:1. Na suché sklo bylo vzdy kapnuto pfiblizné 15

ul suspenze a stejné mnozstvi Cerstvé pripravené fixace.

3.3.1. Konven¢ni barveni — Giemsovo barveni

Konven¢ni barveni umoziiuje homogenni vizualizaci chromosomi a je vhodné pro
klasifikaci a urCeni poctu chromosomu. V této studii bylo pouzito pro pifimé obarveni
chromosomil, z nichz byl nasledné sestaven karyotyp. Skla byla barvena v 3% roztoku
Giemsy (Merck, 109204) ve fosfatovém pufru (14,28 g Na,HPO,4.12H,0 / 600 ml dest.
vody a 3,6 g KH,PO4 / 400 ml dest. vody) po dobu 10 min. Poté byla dobie omyta

destilovanou vodou a ususena ve vertikalni poloze.

3.3.2. Diferencialni barveni — C-prouzkovani

Diferencialni barveni neboli prouzkovani je vyuzivano k vizualizaci podélnych
sekvenci prouzkii na chromosomu diky jejich rlizné intenzit¢ zabarveni. Pomoci metody
C-prouzkovani lze odhalit heterochromatinové bloky na chromosomech. Tyto useky byvaji
Casto lokalizovany do oblasti centromery ¢i mohou tvofit podstatnou ¢ast neparového
pohlavniho chromosomu. V nékterych pfipadech mize byt toto diferen¢ni barveni velmi
uzite¢né pii parovani chromosoml do karyotypu. V této studii bylo C-prouzkovani

primarné vyuzito za ic¢elem odhalit pohlavni chromosomy.

Skla s nakapanou suspenzi se nejprve ponechala 60 minut na topné plotynce vyhiaté
na 60 °C (tzv. ,,aging*). Nasledn¢ po vychladnuti skel bylo na chromosomy piisobeno
0,2 N HCI po dobu 20 minut pti pokojové teploté. Toto pisobeni bylo ukonc¢eno oplachem
Vv destilované vod¢. Nasledné byly chromosomy denaturovany 4,5 minuty v nasyceném
roztoku Ba(OH), vyhiatém na 45 °C. Prebytky hydroxidu byly z preparati odmyty
oplachem v 0,2N HCI a nasledovala zpétna renaturace chromosomu pii 60 °C v solném
prostiedi pufru 2x SSC (4,38 g 0,3M NaCl a 2,2 g NazCgHs0; v 500 ml dest. vody) po

dobu 60 minut. Skla se na zavér oplachla destilovanou vodou a ponechala oschnout ve
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vertikalni poloze. Chromosomy pak byly obarveny barvici smési DAPI (Vector

Laboratories, H-1200) a pozorovany fluorescenénim mikroskopem.

Zpocatku bylo ve studii pouzito pro obarveni chromosomi s aplikovanym
C-prouzkovanim Giemsovo barvivo. Lokalizace heterochromatinu se shodovala jako
pii pouziti barviva DAPI , nicméné DAPI poskytovalo silnéjsi signal a proto bylo nasledné
pouzito u vSech vzorki. Pouze u samce druhu Anolis oculatus a obou pohlavi druhu
Petrosaurus thalassinus byly v obrazové dokumentaci pouzity pivodni metafaze barvené

Giemsou z dtvodu lepsiho rozloZeni chromosomu.

3.3.3. Diferencialni barveni — AgNOR barveni

Stiibfeni (AgNOR) je metoda diferencialniho barveni umoziujici odhalit oblast
aktivnich ribosomalnich gent tvofici organizator jadérka (Nucleolus organizer regions,
NOR). Na pfitomnost aktivniho NORu mize béhem mikroskopického pozorovani
upozornit nedokonalé obarveni iseku chromosomu ¢i vyskyt sekundarni konstrikce, ktera
byva v této oblasti ptitomna (napf. Therman-Suomalainen 1949). K samotné vizualizaci je
pouzita impregnace koloidnim stiibrem (podle Howell & Black 1980), které se pak jevi

jako velmi tmavy signal.

Nejprve byl preparat standardné nakapan na podlozni sklicko a obarven Giemsovym
barvivem. Po uschnuti bylo skli¢ko umisténo na plotynku vyhtatou na 60 °C a aplikovany
tii kapky zelatiny a Sest kapek roztoku dusi¢nanu stiibrného. Takto vznikla smés byla
zakryta krycim sklem, coz umoznilo rovnomérné pokryti vzorku barvici smési. Zelatina
byla piipravena smisenim 1 g zelatiny (Sigma, G1890) s 0,5 ml 99,7% kyseliny mravenci
v 50 ml dest. vody. K ptipravé roztoku dusi¢nanu stiibrného bylo pouzito 1 g AgNO;
a2ml dest. vody. Dostate¢né obarveni chromosomu signalizovalo cibulové zbarveni
preparatu pod krycim sklem. Nasledovalo odmyti kryciho skla a ptebytecné barvici smési

dest. vodou.

3.4. Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Principem hybridiza¢ni techniky in situ je navazani specifické nukleotidové sekvence

(sondy) na komplementarni isek DNA na chromosomu a jeji nasledné detekci. Touto
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metodou je mozné pomérné¢ piesn¢ lokalizovat a identifikovat vybranou sekvenci na
chromosomu. Znaceni sondy lze provést nékolika zplisoby, nejpouzivanéjsi je vSak znaceni
nukleotidi pomoci fluorochromi (odtud oznaceni fluorescenéni in situ hybridizace, FISH).
Pii FISH jsou sondy slozeny =z nukleotidi se zainkorporovanym fluorochromem
signalizujicim v jiné casti spektra nez vyzatfuje fluorochrom pouzity K podbarveni
chromosomi, coz pii detekci umoziuje odlisit specificky signal za pouziti prislusnych

filtrt na fluorescen¢nim mikroskopu.

3.4.1. Sonda s telomerickou repetitivni sekvenci (TTAGGG),
V této praci byla pouzita fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) se znacenou
telomerickou sondou. Tato sonda byla slozena z repetitivnich sekvenci oligonukleotidt

(TTAGGG), odpovidajicim konzervativnim telomerickym sekvencim obratlovc.

Sonda byla pfipravena pomoci PCR reakce s pouzitim komeréné¢ dodavaného
oligonukleotidu (TTAGGG)s a k nému komplementarniho (CCCTAA)s (Macrogen, Korea;
oligonukleotidy byly pouzity jako primery i templatova DNA) a PCR kitu (Bioline, BIO-
21040). Znaceni bylo provedeno v téze reakci zainkorporovanim nukleotid s navazanym
biotinem (Roche, 11093070910). Vysledek reakce byl nasledné ovéten na 1% agardzové
elektroforéze. Poté byla sonda pieciSténa od nespecifickych oligonukleotidii pomoci
kompetitorové DNA z lososich spermii (Fluka, 31149-10G-F) a RNA z kvasinek (Applied
Biosystems, AM7/20G). Piipravena sonda byla uskladnéna pii teploté -20 °C.

Skla byla odmasténa a zbavena piipadnych necistot v kyveté s jarovou vodou,
oplachnuta dest. vodou a nasledné jest¢ oplachnuta roztokem denaturované¢ho lihu
a kyseliny chlorovodikové (v poméru 24:1). Nasledovalo nakapani suspenze a po zaschnuti
byly takto pfipravené preparaty uloZeny do inkubatoru o teploté 37 °C na tzv. ,aging*

minimalné na 24 hodin.

Preparaty byly zvlh¢eny v roztoku 2x SSC a nasledné bylo na jeden preparat pouzito
1yl enzymu ribonukleazy A (10 mg/ml, Sigma-Aldrich, R-6513) ve 100 ul 2x SSC.
Preparat byl nasledné ptikryt kouskem parafilmu odpovidajicich rozmért a funkce enzymu
byla podpofena inkubaci pii 37 °C. Tato aplikace je nezbytna k odstranéni RNA, kterd by

mohla navazat aplikovanou sondu a zplsobit nespecifické signaly pii detekci. Enzym byl
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nasledné odmyt tiikrat 5 minut v 2x SSC. Dalsim krokem byla aplikace pepsinu (Sigma-
Aldrich, 15140-122), ktery $tépi latky peptidového charakteru a jeho pouziti opét pomaha
odstranit nespecifické pozadi pii detekci. Roztok enzymu o objemu pro jedno sklo byl
pifipraven smisenim 3 ul roztoku pepsinu (0,1 g pepsinu komer¢né dodavaného v 1 ml
dest. vody), s roztokem 10 ul 1 HCI v 1 ml dest. vody. Ptipraveny pepsin byl napipetovan
v mnozstvi 100 pl na preparat, prikryt parafilmem a inkubovan 10 min ve 37 °C. Skla byla
poté omyta tiikrat 5 minut ve fosfatovém pufru (PBS, o sloZzeni 5 g NaCl, 0,125 g KClI,
0,125 g KH,PO,4 a 0,72 g Na;HPO4 v 500 ml dest. vody). Nasledné byla skla inkubovana
v 1% formaldehydu po dobu 10 minut. Roztok formaldehydu byl pfipraven smisenim
2,7ml 35% formaldehydu (Sigma-Aldrich, 40052-438-M1000-1), 250 ul 1M MgCl,,
doplnéno PBS do 100 ml a pH ustaleno na hodnotu 7,4. Po pétiminutovém oplachu v PBS
nasledovala dehydratace skel v etanolové fadé (70%, 85%, 96% etanol; vzdy 5 minut)
asuseni ve vertikalni poloze. Nasledoval klicovy krok — denaturace chromosomového
materialu v 70% formamidu po dobu 3 minut pfi teplot¢ 75 °C. Roztok formamidu
obsahoval 70 ml 100% formamidu (Sigma-Aldrich, 47671-1L-F), 10 ml 20x SSC a 20 ml
dest. vody. Po denaturaci byla skla oplachnuta v 2x SSC, dehydratovana v etanolové fadé

(viz vyse) a po oschnuti byla ptipravena k aplikaci sondy a jeji hybridizaci s chromosomy.

Sonda byla denaturovana 6 minut v termobloc¢ku vyhiatém na 75 °C a poté ihned
pienesena na led. Po 10 minutach byla lehce zvortexovéana a na kazdé sklo bylo nakapéano
10 pl sondy a ptikryto krycim sklickem o rozmérech 24x24 mm. Preparaty se sondou

hybridizovaly pfes noc ve vlhkém prostiedi inkuba¢ni komurky pii 37 °C.

Druhy den byla skla inkubovana ve 2x SSC (piiblizn¢ 3 minuty), pfi tomto kroku
doSlo ke zvlhceni skel a naslednému uvolnéni krycich sklicek, které jiz nebylo potieba
mechanicky odstranit a nedoslo tak k poskozeni preparatu. Nasledné byl odmyt piebytek
nenavazané sondy Vv roztoku 50% formamidu (250 ml formamidu, 50 ml 20x SSC, 200 ml
dest. vody), tiikrat 5 minut, pii teploté 42 °C. Nasledoval oplach dvakrat 5 minut v 2x SSC
a 5 minut v roztoku detergentu 4xT (200 ml 2x SSC, 500 ul Tween20 (Sigma, P9416),
800 ml dest. vody). Preparaty pak byly oSetfeny 100 ul roztoku blokatoru (Roche,
11096176001; 2,5g blokatoru, 5ml 20x SSC, 45 ml dest. vody, pH=6,5), pfikryty
parafilmem a inkubovany 30 minut ve 37 °C. Blokator se pouziva k ptekryti celého
preparatu lehkou vrstvou a nasledné aplikovany fluorochrom se miize vézat pouze na mista

vystupujici nad arovenl hladiny blokatoru, tedy na navazanou sondu. Po rychlém oplachu
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v detergentu 4xT byl aplikovan fluorescein Avidin D (Vector-Lab, A-2001; rozpusténo
5ug v1ml blokatoru), 100 ul na preparat, piekryt parafilmem a inkubovan 30 minut
v tmavé komirce pii 37 °C. Piebytek fluorochromu byl odmyt tfikrat 5 minut v detergentu
4XT. Nasledné byly pouzity protilatky vazajici se na fluorescein poskytujici dalsi vazebna
mista pro tento fluorochrom, ¢imz dochazi k amplifikaci signalu. Protilatky Anti-Avidin D
(Vector-Lab, BA-0300) byly aplikovany v mnozstvi 100 pl (koncentrace 5 upg/ml
v blokatoru) na preparat, skla piikryta parafilmem a inkubovana v tmavé komtrce 20
minut pii 37 °C. Poté byly nenavazané protilatky odmyty t¥ikrat 5 minut v detergentu 4xT.
Proces aplikace fluorochromu, odmyvani a aplikace protilatek byl zopakovan a zakoncen
zavérecnou aplikaci fluorochromu, coz poslouzilo jako dostatecnd amplifikace signalu
navazané sondy ve specifickych oblastech chromosomu. Nésledovalo dvakrat 5 minut
odmyti v detergentu 4xT, oplach 5 minut v PBS a etanolova fada. Po oschnuti skel byly
chromosomy podbarveny barvici smési DAPI a ptikryty krycim sklem o rozmérech
24x50 mm. Preparaty byly analyzovany na fluorescen¢nim mikroskopu s pouzitim dvou

filtra — pro DAPI a pro fluorescein.

3.5. Zpracovani a vyhodnoceni vysledkii

Chromosomové preparaty byly prohlizeny na fluorescenc¢nim mikroskopu Provis AX
70 Olympus a n¢kolik skel bylo nasnimano pomoci mikroskopu (Axiolmager.Z2, Zeiss)
s automatickym vyhledavacem metafazi (Metafer-MSearch, MetaSystems). Jednotlivé
hodnocené metafaze byly zachyceny kamerou CDD Olympus pii pouziti imerzniho 100x
objektivu. Snimky byly zpracovany v programu Microlmage. Karyotyp byl sestaven
pomoci programu Ikaros a Isis MetaSystems. Snimky metafazi s C-prouzky byly barevné
invertovany v Adobe Photoshop CS6. Signaly z telomerické sondy byly pfevedeny na
cervenou barvu (ackoliv fluorescein signalizuje v zeleném spektru), kterd je 1épe okem
rozeznatelnd od modfe vizualizovanych chromosomi. Pro tisk musela byt vétSina
karyotypl zvétSena, aby bylo mozné zviditelnit i nejmensi mikrochromosomy. Uvedené

méfitko je vZzdy ve spravném pomeéru viuci dodate€nému zvétSeni.

Chromosomy byly klasifikovany dle morfologie, umisténi centromery a délky ramen
chromosomu (podle Levan et al. 1964) na: metacentrické, submetacentrické,

subtelomerické a akrocentrické. K popisu karyotypu byl téz pouzit pocet chromosomovych
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ramen NF (Nombre fondamental), ktery mize poukazovat na centrické fuze (Matthey,
1945) ¢i disociace. Pro jednoduchost popisu ¢asti chromosomu bylo pouzito konvenéni
oznaceni ramének p (pro kratka raménka — orientovana nad centromerou) a g (pro dlouha

raménka — orientovana pod centromerou).
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4. Vysledky

Celkem bylo vyhodnoceno 21 druhd, u dvanacti z nich byla zastoupena obé pohlavi.
U osmi druhti, jmenovité: Cyclura nubila, Crotaphytus insularis, Laemanctus longipes,
Petrosaurus  thalassinus, Chalarodon madagascariensis, Oplurus fierinensis,
O. grandidieri a Basiliscus plumifrons karyotyp nebyl doposud popsan. U vSech
zahrnutych jedincti byl sestaven karyotyp a chromosomy byly provéieny metodou
C-prouzkovani. Metodou FISH se znacenou telomerickou sondou byly prozkoumany
chromosomy 25 jedinct se snahou vysetfit vzdy alespon jedno pohlavi daného druhu.
Bohuzel z diivodu velmi malého poctu metafazi v suspenzi se nepodafilo provéfit touto
metodou dva druhy: Basiliscus plumifrons a Cyclura nubila. U ¢étyt druhi (Basiliscus
plumifrons, Petrosaurus thalassinus, Sceloporus variabilis a Uranoscodon superciliosus)
byl pomoci impregnace stiibrem odhalen organizator jadérka v oblasti sekundarni

konstrikce na jednom paru mikrochromosomii.
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4.1. Popis karyotypu jednotlivych druha skupiny
Pleurodonta

4.1.1. Anolis allisoni

Diploidni pocet chromosomii samce druhu Anolis allisoni byl 2n=36 (Obr. 3). Sam¢i
karyotyp se skladal z Sesti part makrochromosomu postupné snizujici se velikosti, z nichz
prvni az Ctvrty par byl submetacentricky a zbylé dva byly metacentrické, a 12 para
& Atkins 1968). Vizualizovany heterochromatin byl patrny na péti prvnich parech
makrochromosomi v oblasti centromery a nebyl rovnomérné rozloZen — na prvnim a tietim
paru se nachazel nad primarni konstrikci, ¢tvrty a paty par jej lokalizoval pod primarni
konstrikci au druhého paru byl rozlozen rovnomérné okolo primarni konstrikce
(Obr.3c,d). Zadny zmikrochromosomii nebyl vyrazngji heterochromatinizovan.
Telomericka sonda neodhalila zadné intersticialni telomerické signaly (ITS) a vazala se na
chromosomy pouze do oblasti telomer (Obr. 3e,f). U chromosomt nebyla pozorovana

heteromorfie, ktera by mohla poukazat na ptitomnost pohlavnich chromosomti.
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Obr. 3 Metafaze a karyotypy samce druhu Anolis allisoni: metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici
karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani, chromosomy
barveny smési DAPI — metafaze (c) a odpovidajici karyotyp (d); FISH se specifickou telomerickou sondou —
chromosomy barveny smési DAPI (modre), Cervené vizualizované signaly telomerickych sekvenci (e)
a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signaly telomerickych sekvenci (f).
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4.1.2. Anolis carolinensis

Diploidni pocet chromosomi samice (Obr. 4) i samce (Obr. 5) druhu Anolis
carolinensis byl 2n=36. Chromosomy byly postupné snizujici se velikosti se zietelné
velikostné odlisnymi Sesti pary makrochromosomt a 12 pary mikrochromosomi (Obr. 4b
— samice, Obr. 5b — samec). Prvni ¢tyfi pary makrochromosomut byly submetacentrické
zbylé dva byly metacentrické. Tento popis karyotypu odpovidal jiz diive popsanému
karyotypu tohohto druhu (Painter 1921, Matthey 1931, Gorman 1965).
Heterochromatinové bloky byly pozorovany na vsech parech makrochromosomu v oblasti
centromery, pficemz na druhém a ¢tvrtém paru byl vizualizovany heterochromatin umistén
do oblasti nad a pod primérni konstrikci (Obr. 4c,d — samice, Obr. 5¢,d — samec). Casteéné
heterochromatinizované byly i nckteré mikrochromosomy, avSak bez patrného rozdilu
mezi samcem a samici. Metodu FISH s telomerickou sondou se podatilo aplikovat pouze
u samice tohoto druhu, kde byly kromé obvyklého signalu v telomerach také detekovany
ITS na prvnim paru chromosomu v oblasti pod centromerou (Obr. 4e,f). Pouzitymi

metodami se nepodatilo pohlavni chromosomy odhalit.
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Obr. 4 Metafdze akaryotypy samice druhu Anolis carolinensis: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI - metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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Obr. 5 Metafaze akaryotypy samce druhu Anolis carolinensis: metafaze barvend Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — metafaze (c) a odpovidajici karyotyp (d).
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4.1.3. Anolis coelestinus

Diploidni pocet chromosomi byl u samce druhu Anolis coelestinus 2n=36 (Obr. 6).
Samci karyotyp byl sloZzen z Sesti pari postupné se zmensujicich makrochromozomi a 12
1967). Prvni atfeti par byl vyrazné submetacentricky, druhy par byl morfologicky na
pomezi submetacentrického a metacentrického chromosomu, ostatni makrochromosomy
byly metacentrické (Obr. 6b). Heterochromatinizace byla napadna u prvnich ¢ty para
chromosomil v centromerické oblasti, naopak u mikrochromosomi nebyl patrny zadny
vizualizovany heterochromatin (Obr 6c¢,d). Telomericka sonda odhalila dva bloky ITS
obklopujici centromeru na kazdém makrochromosomu, soufasné¢ byl signdl piitomen
v oblastech telomer. Na zéakladé pouzitych metod nebylo mozné odhalit pohlavni

chromosomy.
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Obr. 6 Metafaze akaryotypy samce druhu Anolis coelestinus: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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4.1.4. Anolis cristatellus

Diploidni pocet chromosomi byl u samce druhu Anolis cristatellus 2n=27 (Obr. 7).
Z Sesti makrochromosomti postupné se zmenSujici velikosti byl druhy a tfeti par
submetacentricky. Sedmy a osmy par byl metacentricky a zfeteln¢ vEtSi nez ostatni
mikrochromosomy, proto byl fazen mezi makrochromosomy (taktéz v Olmo & Signorino
2005). Ze zbyvajich 11 mikrochromosomi postupné se snizujici velikosti byl jeden
metacentricky mikrochromosom neparovy. C-prouzkovani odhalilo heterochromatin ve
vSech centromerach makrochromosomti a ndpadny blok heterochromatinu v centromefie
zminéného neparového mikrochromosomu (Obr. 7c,d). Tento mikrochromosom byl
oznacen jako neopohlavni chromosom Y. Sam¢i karyotyp jiz diive popsali Gorman et al.
(1968) ana zaklad¢ figur z meiotického déleni odhalili trivalent dokazujici piitomnost
neopohlavnich chromosomu. Nedokazali vSak z trojice rozli§it chromosomy X3, X; a'Y
pouze na zadkladé pouzitétho Giemsova barveni. V této praci se pouzitim metody
C-prouzkovani podatilo popsat neopohlavni chromosom Y ale neopohlavni chromosomy
X1 a X, zustaly pro Klasifikaci nadale nerozliSitelné. Intersticialni telomerické sekvence
byly odhaleny jednim prouzkem signalu pod centromerou na prvnim paru, v centromete
¢tvrtého paru a dvéma prouzky signalti obklopujicich centromeru tietiho paru chromosomu

(Obr 7e,1).
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Obr. 7 Metafdze akaryotypy samce druhu Anolis cristatellus: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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4.1.5. Anolis cybotes

Diploidni poc¢et chromosomi byl u samce druhu Anolis cybotes 2n=36 (Obr. 8).
Karyotyp byl slozen ze Sesti parit makrochromosomt a 12 parti mikrochromosoma. Tento
popis karyotypu se shodoval s jiz diive publikovanym karyotypem (Gorman & Atkins
1966). Makrochromosomy byly postupné snizujici se velikosti a kromé druhého a tetiho
submetacentrického paru byly metacentrické (Obr. 8b). C-prouzkovani odhalilo slabé
heterochromatinizované oblasti centromer a konce ramének vSech makrochromosomil
(Obr. 8c,d). Jeden makrochromosom z druhého paru nesl silny signal na distalni ¢asti p
raménka, ktery byl vSak zpuisoben ptekryvem s mikrochromosomem. U mikrochromosomti
byl heterochromatin také odhalen, nevytvarel vSak nijak napadny vzor. Telomerickd sonda
se vazala pouze do oblasti telomer a neprokazala zadné intersticidlni telomerické Signaly

(Obr 8e,f). Na zaklade€ pouzitych metod se nepodafilo odhalit pohlavni chromosomy.
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Obr. 8 Metafaze a karyotypy samce druhu Anolis cybotes: metafaze barvend Giemsou (a) a odpovidajici
karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani, chromosomy
barveny smési DAPI — metafaze (c) a odpovidajici karyotyp (d); FISH se specifickou telomerickou sondou —
chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly telomerickych sekvenci (e)
a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signaly telomerickych sekvenci (f).
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4.1.6. Anolis distichus

Diploidni pocet chromosomu byl u samce druhu Anolis distichus 2n=33 (Obr. 9)
(publikovan jiz v Gorman & Atkins 1969). Sedm part makrochromosomii bylo postupné
snizujici se velikosti s napadné mensim Sestym a sedmym parem (Obr. 9b). Druhy, tfeti,
Sesty a sedmy par byl submetacentricky oproti ostatnim makrochromosomum, které byly
metacentrické. Osm part mikrochromosomt bylo postupné snizujici se velikosti. Zbyvajici
tf1 mikrochromosomy byly oznaCeny za neopohlavni chromosomy Xj, X; a'Y. Gorman
& Atkins (1969) popsali neopohlavni chromosom Y jako submetacentricky, coz se V této
praci nepotvrdilo, nebot’ na vSech hodnocenych metafazich byl vyhodnocen jako nejvétsi
akrocentricky chromosom v karyotypu. Neopohlavni chromosomy X; aX; byly
vyhodnoceny jako heteromorfni akrocentrické mikrochrosomy, coz se shodovalo
S publikovanym karyotypem. Metoda C-prouzkovani vizualizovala heterochromatin
lokalizovany do centromer vSech mikrochromosomi a sedmého paru makrochromosomu
(Obr. 9d). Na Y neopohlavnim chromosomu byl patrny vétsi blok heterochromatinu
V oblasti centromery. Markantni heterochromatinovy blok byl detekovan na p raménku
jednoho chromosomu z patého paru. Tento znak byl pfitomny na vSech hodnocenych
metafazich s aplikovanym C-prouzkovanim. Pii metodé FISH s telomerickou sondou byl

zachycen signal ITS v centromerach v§ech makrochromosomu (Obr. 9e,f).
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Obr. 9 Metafdze a karyotypy samce druhu Anolis distichus: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modie), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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4.1.7. Anolis equestris

Diploidni pocet chromosomi byl u samice (Obr. 10) a samce (Obr. 11) druhu Anolis
equestris shodné 2n=36. V karyotypu bylo pfitomno Sest pari makrochromosomu a 12
partt mikrochromosomu (zapis karyotypu shodny s Gorman et al. 1967 a De Smet 1981).
Chromosomy byly postupné klesajici velikosti s napadnym rozdilem mezi Sestym
a sedmym parem. Druhy, tieti a paty par makrochromosomii byl submetacentricky oproti
ostatnim metacentrickym. Bohuzel, pii metodé¢ C-prouzkovani nebylo dosazeno natolik
kvalitniho rozlozeni chromosomli v metafazi, aby bylo mozné odliSit vSechny
mikrochromosomy a sestavit karyotyp, a proto byly piedloZzeny pouze snimky metafazi.
Bloky heterochromatinu tvofici celé sekvence prouzki byly lokalizovany na
makrochromosomech v centromerach (Obr. 10c — samice, Obr. 1lc - samec;
heterochromatin znafen Sipkou). Heterochromatin je také patrny v centromerach
mikrochromosomd. Signaly ITS byly detekovany na prvnim, ¢tvrtém, patém a Sestém paru
makrochromosomu v centromeie (Obr. 10d,e — samice, Obr. 11d,e — samec). Pouzité

metody nezachytily rozdil v karyotypu samce a samice.
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Obr. 10 Metafaze akaryotyp samice druhu Anolis equestris: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — metafaze se Sipkami oznacenymi bloky heterochromatinu na
makrochromosomech (c); FISH se specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI
(modre), Cervené vizualizované signdly telomerickych sekvenci (d) ainvertovany obraz sparovanych

makrochromosomu se signaly telomerickych sekvenci (e).
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Obr. 11 Metafaze akaryotyp samce druhu Anolis equestris: metafdze barvend Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — metafaze se Sipkami oznacenymi bloky heterochromatinu na
makrochromosomech (c); FISH se specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI
(modfe), Cervené vizualizované signaly telomerickych sekvenci (d) ainvertovany obraz spérovanych
makrochromosomu se signaly telomerickych sekvenci (e).
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4.1.8. Anolis garmani

Diploidni pocet chromosomi byl u samice (Obr. 12) a samce (Obr. 13) druhu Anolis
garmani shodné 2n=30. Karyotyp obou pohlavi byl tvofen chromosomy postupné klesajici
velikosti s napadnym rozdilem mezi sedmym a osmym parem (Obr. 12b — samice, Obr.
13b — samec). Druhy, tieti a étvrty par byl submetacentricky, ostatni makrochromosomy
byly metacentrické. Popis karyotypu souhlasil s diive publikovanym karyotypem tohoto
druhu (Gorman & Atkins 1968). C-prouzkovani detekovalo heterochromatin v oblasti
centromery vSech makrochromosomu s vyjimkou Sestého paru (Obr. 12d — samice, Obr.
13d — samec). Zaroven byla patrna silnéj$i heterochromatinizace devatého, jedenactého
a tfinactého paru chromosomu u obou pohlavi. U samice byl genom vySetfen telomerickou
sondou, ktera odhalila ITS Vv centromefe Ctvrtého a sedmého paru chromosomii (Obr.
12¢,f). Pouzitim klasického barveni a C-prouzkovani nebyl odhalen rozdil v karyotypu

samce a samice.

48



Y
~. 363888 26 53
b A8 \ 1- 5 3 4
- }
‘h —.‘ oe 1 Se— S0 o
& 74
_ o~ s N
£ s
a b 10 ym
= . ss-ds-Hi8 83— -
’o,. 1. 5 6
e,
L, N
..;.
R 15
c d 10 ym

1 " 2
3 M Y
> @
5 Y X
5 . - 9

10 um

Obr. 12 Metafaze a karyotypy samice druhu Anolis garmani: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI - metafdaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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Obr. 13 Metafaze akaryotypy samce druhu Anolis garmani: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — metafaze (c) a odpovidajici karyotyp (d).
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4.1.9. Anolis gingivinus

Diploidni pocet chromosomii byl u samce druhu Anolis gingivinus 2n=29. Karyotyp
byl slozen z 10 pard makrochromosom, ¢tyi partt mikrochromosomu a neopohlavnich
chromosomii X3, X; a'Y (Obr. 14b). Popis karyotypu se shodoval s diive publikovanym
karyotypem tohoto druhu (Gorman & Atkins 1966). Chromosomy byly postupné snizujici
se velikosti s vyraznou zménou ve velikosti mezi prvnim / druhym, sedmym / osmym
a desatym / jedenactym parem chromosomd. Ctvrty, paty a sedmy par makrochromosomu
byl subtelocentricky, ostani makrochromosomy byly metacentrické. U neopohlavnich
chromosomii byla ndpadnd heteromorfie, Y chromosom byl tvofen metacentrickym
mikrochromosomem aneopohlavni chromosom X; se 1i§il od X; velikosti.
Heterochromatinizované byly zejména koncové oblasti ramének a neopohlavni chromosom
Y (Obr. 14c,d). Silny signal potvrzujici vyskyt ITS byl detekovan na CEtvrtém paru
v centromerické oblasti (Obr. 14e,f). Velmi slabé signaly ITS bylo mozné pozorovat
i V centromerach prvnich tfi part makrochromosomii. Ty byly ziejmé zpusobeny mensim
poctem telomerickych repetic v téchto oblastech — Ize tak usuzovat podle stejné lokalizace

u blizce pribuzného druhu A. oculatus.
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Obr. 12 Metafaze akaryotypy samce druhu Anolis gingivinus: metafdze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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4.1.10. Anolis oculatus
Diploidni pocet chromosomu samice 2n=32 (Obr. 15) a samce 2n=31 (Obr. 16) u

druhu Anolis oculatus se lisil disledkem piitomnosti neopohlavnich chromosomu.
Karyotypy obou pohlavi se shodovaly v poc¢tu a morfologii makrochromosomt, které se
postupné zmensSovaly ve velikosti s ndpadnym skokem mezi Sestym a sedmym parem.
Prvni ti1 pary chromosomti byly metacentrické, poté nasledovaly tfi pary subtelocentrickeé,
dva pary metacentrickych a dva pary akrocentrickych makrochromosomi. Ctyfi pary
mikrochromosomti byly zfejm¢ akrocentrické a shodné pro obé pohlavi. V samicim
karyotypu byly navic pfitomny dva pary akrocentrickych neopohlavnich chromosomu
X1X1 XX, (Obr. 15b), nékdy klasifikovanych jako makrochromosomy (Olmo & Signorino
2005). Bohuzel, pohlavni chromosomy X; se nepodafilo v této praci jednoznacné urcit,
z divodu nedostate¢ného poctu hodnocenych metafazi u samice. Podle jiz dfive
publikovaného karyotypu tohoto druhu by mély byt metacentrické (Gorman & Atkins
1967). Tomu nejvice odpovidal jedenacty par (Obr. 15d). Sam¢i karyotyp obsahoval dva
heteromorfni chromosomy X; aX; ajeden neparovy metacentricky chromosom
interpretovany jako neopohlavni chromosom Y (Obr. 16b). Tento metacentrik byl pfiblizné
stejné velikosti jako sedmy a osmy par makrochromosomil. C-prouzkovani odhalilo bloky
heterochromatinu lokalizované na konce ramének vSech makrochromosomu (Obr. 15¢,d —
samice, Obr. 16¢,d — samec). Dvanacty par mikrochromosomu byl heterochromatinizovany
u obou pohlavi. V metafazi samce je dobife patrny heterochromatinizovany pohlavni
chromosom Y. Metodou FISH s telomerickou sondou byl provéfen pouze genom samce

a ITS byly detekovany v centromefe prvnich ¢tyt partt makrochromosomu (Obr. 16g,f).
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Obr.

15 Metafaze akaryotypy samice druhu Anolis oculatus: metafdze barvend Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,

chromosomy barveny smési DAPI — metafaze (c) a odpovidajici karyotyp (d).
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Obr.

16 Metafdze akaryotypy samce druhu Anolis oculatus: metafdze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny Giemsou — metafaze (c) a odpovidajici karyotyp (d); FISH se specifickou telomerickou
sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly telomerickych sekvenci

(e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomd se signaly telomerickych sekvenci (f).
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4.1.11. Basiliscus plumifrons

Diploidni pocet chromosomui byl u samice druhu Basiliscus plumifrons 2n=36 (Obr.
17). Poétem a morfologii chromosomi se jednalo o nejéast&jsi karyotyp leguant. Sest part
makrochromosomil postupné snizujici se velikosti bylo metacentrickych s vyjimkou
druhého a Sestého submetacentrického paru (Obr. 17b). Karyotyp tohoto druhu nebyl
doposud publikovan. Preparat obsahoval hodnotitelné metafaze ve velmi malém poctu a pfi
aplikaci metody C-prouzkovani se nepodafilo nalézt metafazi dostate¢né kvalitni
k sestaveni karyotypu. Ztohoto divodu je na obr. 17c¢c pouze snimek metafaze
s oznacenymi bloky heterochromatinu na makrochromosomech. Z obrazku je patrna
pritomnost heterochromatinu v centromerach vSech makrochromosomii kromé prvniho
paru. Pii prohlizeni chromosomu barvenych Gimsou byla pozorovana hiife barvena oblast,
pravdépodobné sekundarni konstrikce, na obou mikrochromosomech sedmého paru. Na
zakladé tohoto zjisténi byl predpokladan vyskyt organizatorii jadérka na tomto paru
chromosomi. Nicméné metodou impregnace stiibrem (AgNOR) byly odhaleny

organizatory jadérka na jednom ze zitejmé akrocentrickych pari mikrochromosomu (Obr.

17d).
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Obr. 17 Metafaze a karyotypy samice druhu Basiliscus plumifrons: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — Sipky znaci heterochromatin na makrochromosomech (c); organizatory
jadérek na jednom paru mikrochromosomi, odhaleno diferencidlnim barvenim AgNOR, chromosomy
barveny Giemsou (d).

57



4.1.12. Crotaphytus insularis

Diploidni pocet chromosomu byl shodné pro samici (Obr. 18) i samce (Obr. 19) druhu
Crotaphytus insularis 2n=36. Karyotyp byl typicky leguani s Sesti pary makrochromosomu
a 12 pary mikrochromosomt. Makrochromosomy byly postupné zmensujici se velikosti
a vSechny metacentrické kromé druhého submetacentrického paru. Karyotyp tohoto druhu
nebyl do této doby publikovan. C-prouzkovani neodhalilo Zzadné vyrazné
heterochromatinizované oblasti, pouze velmi slaby prouzek byl patrny na
makrochromosomech v oblasti centromer (Obr. 18c,d — samice, Obr. 19c,d — samec).
Pouzitymi metodami nebyl odhalen rozdil v karyotypu samce a samice. Genom samice
tohoto druhu byl provéifen metodou FISH se specifickou telomerickou sondou (Obr. 18g,f).

Sonda hybridizovala pouze do oblasti telomer a nebyly detekovany Zadné ITS.
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Obr. 18 Metafaze a karyotypy samice druhu Crotaphytus insularis: metafdze barvend Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI - metafdaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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Obr. 19 Metafaze a karyotypy samce druhu Crotaphytus insularis: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — metafaze (c) a odpovidajici karyotyp (d).
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4.1.13. Cyclura nubila
Diploidni pocet chromosomu samice (Obr. 20 a,b,c,d) i samce (Obr. 20 e,f,g) druhu

Cyclura nubila byl shodné 2n=36. Jednalo se o nejrozsifené¢j$i karyotyp mezi leguany
S Sesti pary makrochromosomu a 12 pary mikrochromosomil. Chromosomy byly postupné
se snizujici velikosti s ostrym piechodem mezi Sestym a sedmym parem. VSechny
makrochromosomy byly metacentrick¢é s vyjimkou druhého paru, ktery byl
submetacentricky. Karyotyp tohoto druhu nebyl doposud zndmy. BohuZzel v preparatech
bylo obsazeno velmi malo hodnotitelnych metafazi, coz na spolehlivé uréeni karyotypu
postacilo, ale na hodnoceni metodou C-prouzkovani nebyly nalezeny metafaze
S dostatecné kvalitnim rozlozenim chromosomti k sestaveni karyotypu (pfedevSim
u samce). Vyskyt heterochromatinu na druhém paru makrochromosomii v distalni oblasti
g raménka je doloZen u obou pohlavi — u samice s karyotypem (Obr. 20c,d), u samce
snimkem metafaze (Obr. 20g). Na zékladé pouzitych metod nebyl nalezen rozdil

Vv karyotypech mezi pohlavimi.
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Obr. 20 Metafaze a karyotypy druhu Cyclura nubila:
metafdze samice (a) a samce (e) barvené Giemsou
a odpovidajici  karyotyp samice (b) asamce (f);
invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou
C-prouzkovani, chromosomy barveny smési DAPlI —
metafaze samice (c) a samce (g) a odpovidajici karyotyp
samice  (d), Sipkou oznadeny napadné  bloky
heterochromatinu na druhém paru makrochromosomu
samce (g).
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4.1.14. Chalarodon madagascariensis

Diploidni pocet chromosomu byl shodny pro samici (Obr. 21) i samce (Obr. 22) druhu
Chalarodon madagascariensis 2n=36. Karyotyp byl tvofen Sesti pary makrochromosomu
a 12 pary mikrochromosomti. Velikost chromosomt se postupné snizovala, ostrd hranice
byla mezi Sestym a sedmym parem chromosomu. Makrochromosomy byly metacentrické
s vyjimkou druhého paru, ktery byl submetacentricky, sporny Sesty par byl na pomezi sub-
a metacentrika. Mikrochromosomy s jasnou polohou centromery byly akrocentrické.
C-prouzkovani odkrylo vyrazné bloky heterochromatinu v oblasti centromery vsSech
chromosomtl, s vyjimkou nejmensSich mikrochromosomt, kde nebyl vzhledem k malé
velikosti chromosomiu heterochromatin pozorovan (Obr. 21c,d — samice, Obr. 22c,d —
samec). Genom samce 1 samice byl vySetfen metodou FISH se specifickou telomerickou
sondou. Tato sonda odhalila nékolikanasobné ITS na vSech makrochromosomech. Na
kazdém makrochromosomu pozorovaném u samce (Obr. 22¢,f) byly nejmén¢ dva prouzky
signdlll — jeden nad primarni konstrikci a druhy lokalizovany pod ni. Na druhém
chromosomu z prvniho paru byly patrné tfi vyrazné prouzky ITS. Na druhém paru
makrochromosomil bylo zaznamenano az pét ITS — dva prouzky ITS nad i pod primarni
konstrikei a jeden prouzek signalu v distalni ¢asti p raménka. U ¢tvrtého paru, zejména na
druhém chromosomu, jsou rozpoznatelné az Ctyii prouzky ITS. Na vSech chromosomech
byly patrné ofekavané signaly v oblasti telomer. U samice nebyl zaznamenan tak silny
a jasny signal, piesto vSak byly detekovany miniméln€ dva prouzky signélu na prvnich péti
parech makrochromosomii a na Sest¢tm paru v oblasti telomer bylo zaznamenéno vice
roztrouseného signalu nez je pro telomery bézné (Obr. 21e,f). Pouzitymi metodami se

nepodatilo odlisit karyotyp samce a samice.
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Obr. 21 Metafaze a karyotypy samice druhu Chalarodon madagascariensis: metafaze barvena Giemsou
(a) a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosom se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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Obr. 22 Metafaze a karyotypy samce druhu Chalarodon madagascariensis: metafaze barvena Giemsou
(a) a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI - metafdaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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4.1.15. Laemanctus longipes

Diploidni pocet chromosomi byl u samice (Obr. 23) a samce (Obr. 24) druhu
Laemanctus longipes shodn¢ 2n=36. Karyotyp byl morfologii a po¢tem chromosomd velmi
podobny jiz zminénému karyotypu samice Basiliscus plumifrons. Dva pary
makrochromosomu byly taktéz submetacentrické oproti ostatnim ¢tyfem metacentrickym
parGm. Dvandct parit mikrochromosomti bylo postupné zmenSujici se velikosti.
C-prouzkovani neodhalilo zadné vyrazné bloky heterochromatinu v genomu obou pohlavi.
Velmi slabé prouzky byly patrné pouze v centromete nékterych makrochromosomu, bez
jasného vzoru napii¢ hodnocenymi metafazemi (Obr. 23¢,d — samice; Obr. 24c,d — samec).
Na zédklad¢é pouzitych metod se nepodatilo odhalit rozdil v karyotypu mezi pohlavimi.
Vysetfeni sami¢iho genomu metodou FISH se specifickou telomerickou sondou odhalilo

pouze standardni signaly v telomerach (Obr. 23e,f).
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Obr. 23 Metafaze a karyotypy samice druhu Laemanctus longipes: metafdze barvend Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI - metafdaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), ¢ervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).

67



o p <
" -‘ ‘ —ax L §° - -~ - - - & -e
A ./ 7
- ” . -~ —
s -18
“ - “
a . ' b e
- MM

oo | THEE R
- |
/ ‘i\ ' o . ‘ ' 18

-~

Obr. 24 Metafaze a karyotypy samce druhu Laemanctus longipes: metafaze barvend Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,

chromosomy barveny smési DAPI — metafaze (c) a odpovidajici karyotyp (d).
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4.1.16. Leiocephalus carinatus

Diploidni pocet chromosomi byl u samice (Obr. 25) a samce (Obr. 26) druhu
Leiocephalus carinatus shodn¢ 2n=34. Karyotyp se skladal z Sesti pard makrochromosomui
a 11 pari mikrochromosomii. Chromosomy byly postupné¢ zmenSujici se velikosti,
sostrym prechodem mezi Sestym a sedmym parem. Makrochromosomy byly
metacentrické s vyjimkou druhého paru, ktery byl submetacentricky. Tento popis se
shodoval s jiz dfive publikovanym karyotypem tohoto druhu (Porter et al. 1989). Pomoci
metody C-prouzkovani byl vizualizovan heterochromatin v oblasti centromery vsech
makrochromosomti (Obr. 25¢,d — samice; Obr. 26¢,d — samec). U mikrochromosomu
nebyla detekovdna Zadnd akumulace heterochromatinu. TaktéZz hybridizace specifické
telomerické sondy na genomy samice (Obr. 25¢,f) a samce (Obr. 26e,f) neodhalila zadné
ITS a vazala se pouze do oblasti telomer. Rozdil v karyotypu mezi pohlavimi nebyl

pomoci pouzitych metod odhalen.
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Obr. 25 Metafaze a karyotypy samice druhu Leiocephalus carinatus: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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Obr. 26 Metafaze a karyotypy samce druhu Leiocephalus carinatus: metafaze barvend Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI - metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modre), cervené vizualizované signaly

telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosom se signaly telomerickych
sekvenci (f).
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4.1.17. Oplurus fierinensis

Diploidni poc¢et chromosomu byl u samice (Obr. 27) a samce (Obr. 28) shodné 2n=36.
Morfologie i pocet chromosomu byl stejny jako u jiz zminéného druhu Chalarodon
madagascariensis ze stejné Celedi (Opluridae). Chromosomy byly postupné klesajici
velikosti s ostrym piechodem mezi Sestym a sedmym parem. Makrochromosomy byly
s vyjimkou druhého submetacentrického paru vsSechny metacentrické. Na hrané sub-
a metacentrického chromosomu byl Sesty par. Pievaznd cast mikrochromosomi byla
patrn¢ akrocentricka. Karyotyp tohoto druhu nebyl doposud publikovan. C-prouzkovanim
byl odhalen heterochromatin na vSech chromosomech v oblasti primarni konstrikce (Obr.
27c,d — samice; Obr. 28c,d — samec), s vyjimkou nejmensich mikrochromosomt, kde
nebyl patrny ziejmé =z divodu malé velikosti chromosomti. Vyrazngjsi bloky
heterochromatinu byly pozorovany u sedmého, desaté¢ho a tfinactého paru chromosomi
uobou pohlavi. Specifickd telomericka sonda hybridizovala na vSech chromosomech
v oblasti telomer a ITS byly zachyceny na prvnich péti parech chromosomd. Pficemz na
prvnim a druhém paru byly zachyceny dva vyrazné prouzky signalu okolo centromery a na
nasledujicich tfech parech chromosomi po jednom prouzku detekovaného specifického
signalu. Stejny vzorec byl nalezen u samiciho (Obr. 27e,f) i sam¢iho genomu (Obr. 28e,f).
Rozdil v karyotypu samice a samce nebyl nijak vyrazny, nutno vSak zminit, Ze nejmensi
mikrochromosom v sam¢im genomu byl oproti parovému vzdy mensi (Obr. 28d — 18. par
v karyotypu). Drobnost tohoto chromosomu komplikovala jeho objeveni, dost ¢asto ziejmé
dochazelo k jeho ,,nalepeni® na néjaky z makrochromosomu a metafaze se zdaly neuplné
(35 chromosomt). Tato heteromorfie nebyla pozorovana u chromosomu samice, a tak by
mohla poukazovat na pohlavni chromosom Y, nicméné C-prouzkovani nepotvrdilo

heterochromatinizaci tohoto chromosomu.
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Obr. 27 Metafaze a karyotypy samice druhu Oplurus fierinensis: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI - metafdaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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Obr. 28 Metafadze akaryotypy samce druhu Oplurus fierinensis: metafdze barvend Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signaly telomerickych
sekvenci (f).
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4.1.18. Oplurus grandidieri

Diploidni pocet chromosomu byl u samce druhu Oplurus grandidieri 2n=36 (Obr. 29).
Morfologie i pocet chromosomu byly stejné jako u druhu Chalarodon madagascariensis
a sesterského druhu Oplurus fierinensis ze stejné celedi (Opluridae). Chromosomy byly
postupné snizujici se velikosti s ostrou hranici mezi Sestym a sedmym parem. Druhy
aziejm¢ 1 Sesty par makrochromosomi byl submetacentricky oproti ostatnim
metacentrickym. Patrn¢ vétSina mikrochromosomi byla akrocentrickych, u nékterych
Z nich byla pozice centromery nejasna, vzhledem k jejich malé velikosti. Na osmnéctém
paru byla patrna heteromorfie, kde druhy mikrochromosom z paru byl mensi (Obr. 29b,d).
Tato heteromorfie byla pozorovdana u vSech hodnocenych metafazi. C-prouzkovani
detekovalo bloky heterochromatinu v centromefe vSech chromosomu (Obr. 29c,d).
Metodou FISH se specifickou telomerickou sondou byl detekovan standardni signal na
vSech chromosomech v oblasti telomer a ITS na prvnich péti parech makrochromosomt.
Dva silné signaly byly zaznamenany na prvnim paru chromosomu v oblasti nad a pod
centromerou. Na druhém péru byl detekovan silny signédl ve stfedni ¢asti p raménka
a slabsi signal na q raménku v blizkosti centromery. Na tfetim, ¢tvrtém a patém paru byly

ITS pozorovany jako jeden prouzek v oblasti nad centromerou.
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Obr. 29 Metafaze akaryotypy samce druhu Oplurus grandidieri: metafdze barvend Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f).
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4.1.19. Petrosaurus thalassinus

Diploidni pocet chromosomi byl u samice (Obr. 30) a samce (Obr. 31) druhu
Petrosaurus thalassinus shodné¢ 2n=34. Karyotyp se skladal zSesti pard
makrochromosomt, které byly, svyjimkou druhého submetacentrického paru,
metacentrické a 11 parG mikrochromosomt. Chromosomy byly postupné se snizujici
velikosti s ostrym piechodem mezi Sestym a sedmym parem chromosomi. Metodou
C-prouzkovani byl odhalen heterochromatin v oblasti centromery na prvnim a druhém
paru. Z mikrochromosomti byl néapadné€ji heterochromatinizovany 15. par. Tento vzor
heterochromatinu byl shodny pro obé& pohlavi (Obr. 30d — samice; Obr. 31d — samec).
Pomoci metody FISH a specifické telomerické sondy byly vySetfeny genomy obou pohlavi
a v obou ptipadech byl signal detekovan pouze v oblastech telomery u vSech chromosom
(Obr. 30e,f — samice; Obr. 31e,f — samec). U obou pohlavi byly v karyotypu nalezeny dva
chromosomy s nerovnomérné Giemsou obarvenymi raménky. Pricemz vzdy jeden
Z dvojice, par oznaceny jako sedmy, mél raménka obarvend méné nez druhy. Na zékladé
tohoto jevu byly chromosomy vySetfeny metodou stfibfeni (AgNOR), pomoci které byla
potvrzena ptitomnost aktivnich organizatorti jadérek u obou pohlavi. Ze snimku metafaze
je patrné, Ze se opravdu jednalo o metacentrické mikrochromosomy sedmého paru (Obr.
30g — samice; Obr. 31g — samec). Na zakladé pouzitych metod nebyl mezi pohlavimi

odhalen rozdil v karyotypu.
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Obr. 30 Metafdze a karyotypy samice druhu Petrosaurus thalassinus: metafaze barvend Giemsou (a)
invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny Giemsou — metafdze (c) a odpovidajici karyotyp (d); FISH se specifickou telomerickou
sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modre), Cervené vizualizované signaly telomerickych sekvenci
(e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosom( se signdly telomerickych sekvenci (f); organizatory

a odpovidajici karyotyp (b);

jadérek na jednom paru mikrochromosom(, odhaleno diferencidlnim barvenim AgNOR, chromosomy

barveny Giemsou (g).
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Obr. 31 Metafaze a karyotypy samce druhu Petrosaurus thalassinus: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny Giemsou — metafaze (c) a odpovidajici karyotyp (d); FISH se specifickou telomerickou
sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modie), Cervené vizualizované signaly telomerickych sekvenci
(e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosom? se signaly telomerickych sekvenci (f); organizatory
jadérek na jednom paru mikrochromosomi, odhaleno diferencidlnim barvenim AgNOR, chromosomy
barveny Giemsou (g).
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4.1.20. Sceloporus variabilis

Diploidni pocet chromosomu byl u samice (Obr. 32) a samce (Obr. 33) druhu
Sceloporus variabilis shodné 2n=34. Velikost chromosomtl se postupné snizovala s ostrou
hranici mezi Sestym a sedmym parem. S vyjimkou druhého submetacentrického paru byly
vSechny makrochromosomy metacentrické. Poloha centromery u mikrochromosomu
nebyla jednozna¢nd kurceni jejich morfologie. U samce tohoto druhu byla patrna
heteromorfie ve velikosti nejmensiho paru mikrochromosomi. Mensi chromosom z tohoto
paru byl oznacen jako pohlavni chromosom Y (Obr. 33b). Pohlavni chromosom X nebylo
mozné mezi mikrochromosomy jednoznac¢né uréit. Tento popis karyotypu a identifikace
Y chromosomu se shodovala s jiz diive publikovanym popisem (Cole 1978). Identifikace
pohlavniho chromosomu Y byla potvrzena také metodou C-prouzkovani — pohlavni
chromosom byl vyrazné heterochromatinizovan. Napadné bloky heterochromatinu byly
pozorovany shodn¢ jako dva prouzky okolo primarni konstrikce v§ech makrochromosomi
a na jednom paru mikrochromosomi (7. par; Obr. 32c,d — samice; Obr. 33c,d — samec).
U obou pohlavi byla odhalena nerovnomérna distribuce heterochromatinu na druhém paru
chromosomi, ktera byla dobie patrnd na vSech hodnocenych metafazich. Specificka
telomericka sonda hybridizovala s genomy obou pohlavi pouze v oblasti telomer,
ptitomnost ITS nebyla prokazana (Obr. 32e,f — samice; Obr. 33e,f — samec). Na zaklad¢
nedokonalého obarveni sedmého paru chromosomtl, byly chromosomy vysetieny metodou
stiibfeni (AgNOR), coz potvrdilo pfitomnost aktivnich organizatori jadérek u obou

pohlavi (Obr. 32g — samice; Obr. 33g — samec).
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Obr. 32 Metafdze a karyotypy samice druhu Sceloporus variabilis: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI metafdze (c) a odpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f); organizatory jadérek na jednom paru mikrochromosom(, odhaleno diferencidlnim barvenim
AgNOR, chromosomy barveny Giemsou (g).
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Obr. 33 Metafaze a karyotypy samce druhu Sceloporus variabilis: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPlI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), Cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f); organizatory jadérek na jednom paru mikrochromosomd, odhaleno diferencialnim barvenim
AgNOR, chromosomy barveny Giemsou (g).
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4.1.21. Uranoscodon superciliosus

Diploidni pocet chromosomi byl u samice druhu Uranoscodon superciliosus 2n=36
(Obr. 34). Velikost chromosoml postupné klesala s velkym rozdilem mezi Sestym
a sedmym parem chromosomu. S vyjimkou prvniho a Sestého submetacentrického paru
byly vSechny makrochromosomy metacentrické. Polohu centromery mikrochromosomu
nebylo mozné jednoznacné uréit. Popis karyotypu se shodoval s jiz diive publikovanym
karyotypem tohoto druhu (Pellegrino et al. 1994). Podle publikovanych karyotypi samce
a samice Vv téze praci, se podafilo rozlisit na zakladé velikosti a morfologie sami¢i pohlavni
chromosomy X Vv metafazich barvenych Giemsou. Metodou C-prouzkovani byl
vizualizovan  heterochromatin Vv oblasti centromery zejména na Sestém paru
makrochromosomu a na mikrochromosomech (Obr. 34¢,d). Slabé prouzky byly patrné také
V centromefe ostatnich makrochromosomii. Na karyotypu sestaveném z chromosomi
osetfenych C-prouzkovanim nebylo mozné urcit pohlavni chromosomy X. Pouzitim FISH
se specifickou telomerickou sondou byly odhaleny signdly ITS na péti parech
makrochromosomu (Obr. 34e,f). Na prvnim paru byly detekovany dva prouzky signalu
ITS, na druhém paru byl detekovan silnéjsi prouzek nad centromerou a velmi slaby signal
pod centromerou, u ¢tvrtého a patého paru byly ITS zachyceny v oblasti centromery.
Chromosomy byly vySetieny stiibrenim (AgNOR), které odhalilo aktivni organizatory na

jednom paru mikrochromosomu (Obr. 349).
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Obr. 34 Metafaze a karyotypy samice druhu Uranoscodon superciliosus: metafaze barvena Giemsou (a)
a odpovidajici karyotyp (b); invertovany obraz vizualizace heterochromatinu metodou C-prouzkovani,
chromosomy barveny smési DAPI — metafaze (c) aodpovidajici karyotyp (d); FISH se
specifickou telomerickou sondou — chromosomy barveny smési DAPI (modfe), cervené vizualizované signaly
telomerickych sekvenci (e) a invertovany obraz sparovanych makrochromosomu se signdly telomerickych
sekvenci (f); organizatory jadérek na jednom paru mikrochromosomd, odhaleno diferencidlnim barvenim
AgNOR, chromosomy barveny Giemsou (g).
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5. Diskuze

5.1. Evoluce karyotypu skupiny Pleurodonta

Doposud byl karyotyp popsan piiblizné¢ pro 300 z celkového pocétu 1075 recentnich
druht leguant (Olmo & Signorino 2005). V diplomové praci byl vysetfen karyotyp celkem
21 druht (viz Obr. 35). U tfinacti Z nich, které byly jiz diive cytogeneticky zkoumany, byl
publikovany popis karyotypu potvrzen a doplnén o nova zjisténi. Dale se podatilo popsat
karyotyp osmi druhli, pro néZ nebyla cytogenetickd data dosud znama. Srovndnim se
znamymi karyotypy pfibuznych druhti nebyl u té€chto nové popsanych karyotyptu nalezen
rozdil v poétu ani Vv zakladni morfologii chromosomt. Karyotypy druhi Basiliscus
plumifrons a Laemanctus longipes se vtomto ohledu shodovaly s karyotypem druhu
Basiliscus vittatus (Gorman et al. 1967), karyotyp druhu Crotaphytus insularis se shodoval
s karyotypem druhu Crotaphytus collaris (De Smet 1981), karyotyp druhu Cyclura nubila
se shodoval s karyotypem druhu Cyclura cornuta (Gorman et al. 1967), karyotyp druhu
Petrosaurus thalassinus se shodoval s karyotypem druhu Petrosaurus mearnsi (Gorman et
al. 1969) a karyotypy druhi Chalarodon madagascariensis, Oplurus fierinensis
a O. grandidieri se shodovaly s karyotypem druhu O. cuvieri (Gorman 1967).

Pro vétsinu zkoumanych druhd (kromé odvozenéjsich druhti z rodu Anolis) byl zjistén
diploidni pocet chromosomu 2n=36. Vyjimkou pak byl druh Leiocephalus carinatus
a zahrnuté druhy celedi Phrynosomatidae s 2n=34 chromosomy. Zékladni morfologie
chromosomil byla stejna, v bézném karyotypu s 36 chromosomy bylo standardné p¥itomno
12 dvouramennych makrochromosomi a 24 mikrochromosomti s NF=48. Tento karyotyp
byl pozorovan ve vét$in¢ linii skupiny Pleurodonta a dal$ich Supinatych plazi (Olmo
& Signorino  2005). Na zakladé provedené analyzy dostupnych a nové zjisténych
cytogenetickych dat leguanii (ancestralni rekonstrukce diploidniho poctu a typu pohlavnich
chromosomii; Altmanova 2011; viz Pfilohy — Kladogramy 1 a 2) mtzeme tento karyotyp

povazovat za Siroce rozSifeny a pro leguany ancestralni.

Ptestoze jsou leguani chromosomy velice konzervativni ve velikosti, poctu a zakladni
morfologii, zfejmé u nich dochazelo kpomémé castym vnitrochromosomalnim
prestavbam. U druhti rodu Anolis byl pozorovan posun centromery u nékterych ptivodné
metacentrickych makrochromosomu k vyslednému submetacentrickému typu. Tato zména

polohy centromery, vznikla napf. mechanismem pericentrické inverze, by mohla zpiisobit
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zasadni zménu v expresi genti lokalizovanych v oblastech zlomu a mit tedy vliv na
zdatnost jedince (Kirkpatrick 2010). Druhové zacileni této prace a pouzité metody vsak
neumoznily podrobngéji piestavby detekovat a zjistit, jakym zpisobem k této zméné polohy

centromery doslo.

Uranoscodon superciliosus
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Anolis equestris
Q3 36:12(12,0) 24 NF 48 M X X

Anolis coelestinus
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Dactyloidae

Anolis allisoni
& 36:12(12,0) 24 NF 48 25

Anolis carolinensis
Q3 36:12(12,0) 24 NF 48

Anolis gingivinus
— 3 29:18(18,0) 11 NF 47, X XY ¢% £% £3 1}

Anolis oculatus
Q 32:24(16,8) 8 NF 48, X1X1X2X2 3 3C 3C =

] & 31:23(17,5) 9 NF 48, X, X.Y

Anolis distichus -
3 33:15(14,0) 19 NF 47, X X,Y * = = = = = = 3¢

Anolis cristatellus
& 27:16(16,0) 11 NF 41, X XY 2€ € € 3¢ x X

Anolis garmani
Q@3 30:14(14,0) 16 NF 44 S5 € 2 I M o

Obr. 35 Fylogeneticky strom studovanych druhll sjednotkovou délkou vétvi a s vizualizovanymi
cytogenetickymi daty. Symboly samce a samice znaci pohlavi jedincld zahrnutych do analyzy. Karyotyp je
zapsan sledem: pocet chromosom( v diploidni sadé: pocet makrochromosom( (dvouramennych,
jednoramennych) pocet mikrochromosom(, NF = celkovy pocCet ramének, detekované pohlavni
chromosomy. Schématické chromosomy predstavuji haploidni sadu makrochromosom? jejichz morfologie
je pro zjednodus$eni uniformni. Bloky heterochromatinu jsou znazornény &erné. Cervenou barvou jsou
vyznaceny intersticialni telomerické sekvence (signaly v oblasti telomer byly vidy pfitomné, ale nejsou pro
prehlednost zobrazeny). Fylogenetické vztahy podle Pyron et al. 2013.

* Cyclura nubila, Laemanctus longipes — u téchto druhl nebyla pouzita metoda FISH s telomerickou sondou
* Rozdilny blok heterochromatinu v ramci 2. paru makrochromosomu druhu Sceloporus variabilis a 5. paru
makrochromosom0 druhu Anolis distichus
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Vétsina  cytogenetickych  studii  Klasifikuje leguani mikrochromosomy jako
metacentrické (napf. Leaché & Sites 2009). Toto nebylo potvrzeno vySetienim
mikrochromosomi druhti z ¢eledi Opluridae. Jak je patrné jiz na mikrochromosomech
barvenych Giemsou a mnohem Iépe po aplikaci metody C-prouzkovani, jedna se
0 mikrochromosomy akrocentrické (Obr. 21, 22, 27-29). Vyjimku tvoifi nejmensi
chromosomy v karyotypu, u kterych neni poloha centromery zcela jasnad. Moznych
scénaft, jak ke zméné morfologie mikrochromosomt mohlo dojit, se nabizi nékolik.
V ramci intrachromosomalnich zmén by patrné¢ mohla hrat roli pericentricka inverze ¢i
translokace centromery. Diky mnohonasobnému vyskytu ITS na makrochromosomech by
se taktéZ mohlo jednat 0 interchromosomalni piestavby, napiiklad translokace fragmentd
odstépenych z mikro- na makrochromosomy s inkorporaci ptvodnich telomerickych
oblasti za vzniku ITS. Vzhledem k obtiznému urceni ptesného poétu akrocentrickych

mikrochromosomt v§ak neni zatim mozné spolehlivé ur¢it mechanismus jejich vzniku.

5.1.1. Akumulace heterochromatinu v genomu zkoumanych druhu

Genomy vSech analyzovanych druhi byly vySetieny metodou C-prouzkovani. Pomoci
této techniky diferencidlniho barveni byla prozkouména mira akumulace a rozlozeni
heterochromatinu v genomu. Ze zde zahrnutych druhti byla metoda C-prouzkovani diive

pouzita jen u druhu Uranoscodon superciliosus (Pellegrino et al. 1994).

Metodu se podafilo uspésné aplikovat na vSechny preparaty a bylo dosaZzeno
o¢ekavané sily signalu. Pouze u druhti Laemanctus longipes a Crotaphytus collaris byl
heterochromatin vizualizovan velmi slabé i pfes opakovani metody S pozménénym Casem
denaturace. Lze se tedy domnivat, Ze u téchto druhd je heterochromatin akumulovan jen ve
velmi omezené miie nebo vibec. Mira akumulace heterochromatinu a jeho rozlozeni
v genomu byla napfti¢ studovanymi liniemi velmi variabilni (s vyjimkou ¢eledi Opluridae)
a nebyl odhalen zadny vyrazny evolu¢ni trend v distribuci heterochromatinu. Vétsi
podobnost byla zaznamenina pouze u vzijemné piibuznych druhlG. V ramci celedi
Opluridae (druhy Chalarodon madagascariensis, Oplurus fierinensis a O. grandidieri)
byly shodné detekovany vyrazné bloky konstitutivniho heterochromatinu v centromerach
vSech makrochromosomut a vétsiné mikrochromosomt. Dany znak by tedy mohl byt

synapomorfii ¢eledi Opluridae.
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Z druhové pocetnéji zastoupené¢ celedi Dactyloidae byl doposud metodou
C-prouzkovani provéten pouze druh Anolis grahami (Blake 1986), u kterého byl
heterochromatin detekovan v oblasti centromery a telomer vétSiny chromosomi. Velmi
podobny heterochromatinovy vzor byl nalezen i u Vtéto praci zkoumaného blizce
ptibuzného druhu A. garmani, pouze v terminalnich oblastech byl signal slabsi. Detekce
heterochromatinu vsSak zfejm¢ zavisi nejen na teplot¢ denaturace a renaturace
chromosomii, ale i na mife jejich spiralizace, jak je patrné u druhu Anolis equestris.
Zejména u samce tohoto druhu bylo dosazeno celé sekvence prouzkii heterochromatinu
lokalizovanych do oblasti centromery, a to v disledku mén¢ spiralizovanych chromosomti.
Navzajem blizce ptibuzné druhy Anolis oculatus a A. gingivinus sdilely oproti vyse
zminénému druhu ,,opaény“ vzor heterochromatinu, ktery byl lokalizovany do oblasti

telomer a signal v centromerach byl jen velmi slaby.

Neocekavany vysledek byl ziskan aplikaci C-prouzkovani u druhu Anolis distichus.
V karyotypu tohoto druhu byla kromé& heterochromatinizace v oblasti centromery
nejmensiho paru makrochromosomi, pohlavnich chromosomti a mikrochromosomu
detekovana heteromorfie patého paru makrochromosomi. Jeden chromosom z paru
submetacentriki obsahoval vyrazny blok heterochromatinu ve stfedni ¢asti p raménka na
vSech hodnocenych metafazich a u druhého chromosomu byla tato oblast zvyraznéna
velmi slabé ¢i nebyla heterochromatinizace pozorovana viibec. Velikost obou chromosomu
byla shodni. Podobné¢ nerovnomeérna distribuce heterochromatinu byla publikovéana
u samice fylogeneticky vzdaleného druhu Tropidurus hispidus (Kasahara et al. 1987a).
V karyotypu T. hispidus byla odhalena heteromorfie ¢tvrtého paru zplisobena adici
heterochromatinového bloku na terminalni ¢ast q ramének jednoho chromosomu, coz se
ale projevilo 1 na délce aberantnich ramének tohoto chromosomu oproti ,,normalnim*
(Kasahara et al. 1987a). Vzhledem k tomu, Ze v analyze byl zastoupen pouze jeden samec
avibec prvnimu pouziti tohoto diferencidlniho barveni u vySetfovaného druhu
A. distichus, vSak nelze objasnit pfesny mechanismus vzniku této heteromorfie. Neni tedy
jisté, zda se jedna o chromosomalni aberaci, ktera by byla unikatni pouze pro tohoto
jedince, nebo zda je mozné, ze by byla sdilena v celé populaci. Studovany jedinec pochazel

z odchovu v zajeti.

V ramci Celedi Phrynosomatidae byl, krom¢ druhu Petrosaurus thalassinus, zkouman

druh Sceloporus variabilis, u n¢hoz byla pozorovana taktéZz rozdilna akumulace
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heterochromatinu, a to sice u druhého paru makrochromosomi (i zde pozorovano na vsech
hodnocenych metafazich). Nerovnomérna heterochromatinizace uvnitf jednoho paru byva
Casto projevem diferenciace pohlavnich chromosomi (napt. Graves 2008). V tomto
piipadé¢ se vSak nejedna o pohlavné specificky znak, protoze byl tento jev pozorovan
U obou pohlavi. Zaroven byla jiz diive u rodu Sceloporus velmi dobfe zdokumentovana
pritomnost a morfologie pohlavnich chromosomt (Leaché & Sites 2009). Pohlavni
chromosom Y druhu Sceloporus variabilis byl identifikovan jako nejmensi
mikrochromosom v karyotypu samce (Cole 1978), coz bylo pozorovano i nyni, a nové
potvrzeno metodou C-prouzkovani vizualizujici heterochromatinizaci tohoto pohlavniho
chromosomu. Ur¢ita variabilita v distribuci heterochromatinu mize byt patrna jiz na
populaéni trovni, napiiklad Olmo et al. (1986) pozorovali rozdily v heterochromatinizaci

u dvou populaci jestérky poddruhu Podarecis sicula sicula.

5.1.2. Odhalené aktivni organizatory jadérek u vybranych druhi

Metoda vizualizace NORU byla pouzita pouze u ¢tyt druht, u kterych bylo napadné
neuplné obarveni oblasti chromosomu pomoci konvenc¢niho barveni. Impregnaci stiibrem
(AgNOR) byla odhalena ptitomnost NORu na jednom paru mikrochromosomd (ziejmé 12.
par) u samice druhu Uranoscodon superciliosus (shodné s Pellegrino et al. 1994). Patrné
na 7. paru chromosomu (také mikrochromosomy) byly NORy detekovany u obou pohlavi
druhit Sceloporus variabilis a Petrosaurus thalassinus z ¢eledi Phrynosomatidae, coz
odpovida publikovanym datim z Porter et al. (1994). V citované praci byl zahrnut
ptibuzny druh Petrosaurus mearnsi, lokalizace signalt NORU byla shodna i pro druh
P. thalassinus. Nové bylo zdokumentovano umisténi NOR pro ¢eled” Corytophanidae na
jednom z akrocentrickych pari mikrochromosomii u samice druhu Basiliscus plumifrons.
Z dosud publikovanych udajii neni zcela jasné, zda ancestralné¢ byly NORy u leguant

lokalizovany pouze na 2. paru makrochromosomi a nebo na jednom péru

vvvvv

v

ohledu zasadngjsi infromace nutné k rozfeSeni otazky jejich ancestralniho umisténi v ramci

karyotypu.
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5.1.3. Distribuce telomerickych sekvenci

Soucasna znalost distribuce telomerickych sekvenci v genomu leguand byla dosud
omezena pouze na dve studie s celkem péti zahrnutymi druhy nélezicimi do dvou celedi —
Phrynosomatidae (Meyne et al. 1990) a Polychrotidae (Bertolotto et al. 2001). V této
diplomové praci byla metoda FISH se specifickou telomerickou sondou (TTAGGG),
pouzita celkem u 19 druhti Z osmi Celedi leguani. Sonda hybridizovala vzdy specificky do
oblasti telomer u vSech analyzovanych jedinci a u nékterych druha byly detekovany ITS.
Pritomnost ITS napti¢ studovanymi liniemi byla zjisténa pouze u zastupci celedi
Dactyloidae, Opluridaec a Tropiduridae (viz Obr. 35). Celed Dactyloidae vykazovala
pomérné variabilni mezidruhovou distribuci ITS signald, které byly lokalizovany do
pericentromerické oblasti rizného poétu pari chromosomd, s vyjimkou druhi Anolis
cybotes a A. allisoni, u kterych nebyl signal ITS zaznamenan. Neocekavané vysoka
frekvence vyskytu ITS byla odhalena v ¢eledi Opluridae. Naptiklad u druhu Chalarodon
madagascariensis byly ITS zaznamenany uvnitf ramének vSech makrochromosomi se
sekvenci az péti prouzkii na chromosomech druhého paru. Celed” Opluridae se tak vyrazné
odlisuje od ostatnich ¢eledi leguanti, u nichz byla zaznamenana frekvence vyskytu ITS
vyrazné nizsi. Vyskyt ITS pro ¢eled” Tropiduridae nebyl dosud znam. V této diplomové
praci byla analyzovana samice druhu Uranoscodon superciliosus, u které byl odhalen

signal ITS na péti parech makrochromosomd.

Ackoliv u zde zkoumanych phrynosomatidi (Petrosaurus thalassinus s 2n=34
a Sceloporus variabilis s 2n=34) nebyly ITS detekovany, Meyne et al. (1990) odhalili ITS
shodné na poslednich tfech parech makrochromosomd u druhG Sceloporus olivaceus
(2n=22 podle Cole 1970) a Cophosaurus texanus (2n=34 podle Painter 1921). Ve stejné
praci byl také analyzovan druh Phrynosoma cornutum (2n=36 podle Cavazos 1951),
u které¢ho vsak nebyly ITS zjistény. Zaroven vsak autofi udavaji, ze u poslednich dvou
zminénych druhti je potieba vysledky ovéfit z divodu nekvalitnich chromosomovych
preparati pouzitych v analyze. Pokud by publikované vysledky u druht C. texanus
a P.cornutum byly povazovany za spravné, bylo by vzhledem Kk fylogenetickému
postaveni vySetienych druhti vramci Celedi (napt. Pyron et al. 2013) a patrné také
rozdilech v poctu chromosomi v diploidni sadé ziejmé, ze i v této Celedi je pritomnost ITS

pomérné variabilni. Nicméné, stejné jako u jiz zminéné celedi Dactyloidae, 1 zde je
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zkoumany vzorek druhi pfili§ maly, aby bylo mozné usuzovat na néjaky trend v distribuci

ITS v genomu v ramci celé fylogenetické linie.

Vyskyt ITS v genomu miize byt zpisoben nékolika udalostmi. Obecné se uvadi, ze
piitomnost ITS souvisi s fazi chromosomu at’ jiz s tandemovou (Lee et al. 1993) ¢i
Robertsonskou (Slijepcevic 1998). V misté flize poté zistavaji telomerické sekvence
Z ptivodnich telomer fuzovanych chromosomil, coz umoznuje tyto piestavby zpétné
odhalit. Tyto mechanismy se ziejm¢ nepodilely na inkorporaci ITS do genomu u celedi
Opluridae, jelikoz karyotyp studovanych druht této celedi je konzervativni s 2n=36
a NF=48. Po fazi chromosomu by tedy musela nasledovat $té€peni, ktera by opét navratila
puvodni diploidni pocet chromosomd. Nicméné piitomnost akrocentrickych
mikrochromosomu v karyotypu (oproti ancestralnim metacentrickym; napt. Leaché & Sites
2009) a konzervativnost v poc¢tu chromosomu diploidni sady mohou poukazovat na
pomérné Casty vyskyt intrachromosomalnich pfestaveb v evoluci genomu této linie.
Jednim z moznych mechanismt zaclenéni ITS se zda byt inverze, pii které dochazi
k jednomu ¢i vice zlomim na chromosomu, otoceni tohoto odlomeného fragmentu a jeho
opétovnému zaclenéni zpét do chromosomu. Pokud by na makrochromosomu probéhla
inverze useku obsahujiho telomerickou oblast, dala by vzniknout ITS v misté tohoto
zlomu. Vzhledem k pomérné vysokému poctu ITS detekovanych zejména na druhém paru
makrochromosomti druhu Chalarodon madagascariensis se vSak zda byt méné
pravdépodobny mnohonéasobny vyskyt inverzi na jednom konkrétnim chromosomu. Jinym
moznym vysvétlenim zvysené frekvence vyskytu ITS miiZze byt ndhodny proces pienosu
telomerickych sekvenci a jejich nasledné amplifikaci vedouci k ITS prostiednictvim
satelitnich sekvenci (Garrido-Ramos et al. 1998). Zcela nelze také vyloucit moznost
artefaktt v ziskanych signalech pro piipad nespecifi¢nosti telomerické sondy, kdy by tato
mohla hybridizovat na podobné repetitivni sekvence, napiiklad na AT baze bohaty
heterochromatin. Kolokalizace sondy s oblasti heterochromatinu vs$ak byla v ramci
studovanych druhti vyjimecna. Moznost arteficialnich signala byla taktéZ minimalizovana
precisténim naamplifikované sondy nadbytkem kompetitorové DNA, ktera prednostné
navazala nespecifické repetitivni sekvence z roztoku sondy. Zjisténé vysledky naznacuji

zatim spiSe vliv ndhodného procesu jako je naptiklad pfesun pomoci transpozond.

93



5.2. Diferenciace pohlavnich chromosomi

Béhem diferenciace pohlavniho chromosomu Y, zpiisobené absenci rekombinace
S pohlavnim chromosomem X, dochazi v rizné mife k jeho heterochromatinizaci (shrnuto
napt. v Graves 2008). Jednim z cili této prace proto bylo pokusit se odhalit pohlavni
chromosomy s pouzitim metody C-prouzkovani na zakladé vizualizace akumulovaného

heterochromatinu béhem procesu diferenciace.

Metodou C-prouzkovani se nyni podafilo detekovat téméf kompletni
heterochromatinizaci neparovych pohlavnich chromosomt celkem u ¢tyt druhii anolist
(Anolis cristatellus, A. distichus, A. gingivinus a A. oculatus). U téchto druht byly jiz
diive odhaleny neopohlavni chromosomy X;X;XXo/X1X,Y pouzitim konvenéniho
barveni na zakladé velikosti a morfologie téchto chromosomi (Gorman & Atkins 1966,
1969; Gorman et al. 1967, 1968).

Bylo zjisténo, ze pii vzniku neopohlavnich chromosomi dochazi pomérné rychle
K uml¢ovani puvodné autosomalnich gent (Bachtrog et al. 2008), ¢echoz muze byt
dosazeno pravé mechanismem heterochromatinizace. Pickvapivé je vtomto ohledu
mnozstvi zjisténého heterochromatinu, Které u zastupci ostatnich dosud studovanych linii
s neopohlavnim chromosomem Y nebylo zaznamenano vZzdy ve stejné mife. Napiiklad
udruhu Tropidurus itambere (Celed Tropiduridae) byla pozorovana kompletni
heterochromatinizace neparového chromosomu Y (Kasahara et al. 1996), zatimco u dvou
diive zkoumanych druhti z ¢eledi Polychrotidae byl naopak u druhu Polychrus marmoratus
identifikovany neparovy Y chromosom bez znamek heterochromatinu a u druhu
P. acutirostris byl neparovy Y chromosom heterochromatinizovan jen ¢astecné (Bertolotto
et al. 2001). V genomu dlouhodobé udrzovana vysoka mira akumulace heterochromatinu
na neparovém pohlavnim chromosomu Y by tak pro dané druhy mohla naznacovat uréitou
vyhodnost, jinak by pravdépodobné dochazelo K vyrazn&jsim delecim v takto

degenerovanych oblastech.

V karyotypu samce druhu Sceloporus variabilis byl jiz diive na zakladé vyrazn¢ mensi
velikosti popsan pohlavni chromosom Y (Cole 1978). Metodou C-prouzkovani byla nyni
pfitomnost Y chromosomu potvrzena, jak je patrné na Obr. 33c,d; téméf cely chromosom
byl vyrazné heterochromatinizovan. Napadné¢ mensi mikrochromosom v jednom paru byl

nyni odhalen konvenénim barvenim i u samct zkoumanych druhti z rodu Oplurus. Jelikoz
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tato heteromorfie nebyla patrna v karyotypu samic, mohlo by se i zde jednat o pohlavni
chromosom Y. Nicméné vtomto piipadé vySetfeni saméich genomi metodou
C-prouzkovani neodhalilo zadny rozdil v akumulaci heterochromatinu v ramci tohoto
heteromorfniho paru mikrochromosomil. U ostatnich zde studovanych druhii nebyla
odhalena odlisnost ani v morfologii a velikosti chromosomd ani v mife jejich

heterochromatinizace mezi pohlavimi.

Rozdily v genomu mezi pohlavimi pomérné¢ ¢asto nemusi byt zaznamenatelné na
urovni chromosomt technikami klasické cytogenetiky, v nékterych piipadech je nutné
pristoupit k vyuziti molekularnich metod. Kvantitativni PCR (qPCR), jako jedna z téchto
metod, byla patrn¢ poprvé pouzita k testovani homologie pohlavnich chromosomu v praci
Nguyen et al. (2013). Recentné byla publikovana celogenomova sekvence druhu Anolis
carolinensis, soucasné¢ byl ve stejné praci identifikovan pohlavni chromosom X a popsany
X-vézané geny (Alfoldi et al. 2011). Propojenim metodického postupu qPCR a znalosti
primer pro autosomalni i na X chromosom vazanych gent, jsme byli schopni testovat
homologii pohlavnich chromosomii a soufasné¢ tim potvrdit samotnou piitomnost
pohlavnich chromosomt (Rovatsos, Altmanova, Pokorna a Kratochvil, dosud
nepublikovany rukopis). Na zakladé znamych primerd pro téi geny =z Sestého paru
autosomit a péti na X chromosom vazanych geni jsme pomoci qPCR stanovili pomér
davky téchto genli mezi pohlavimi. Testovano bylo celkem 17 druhti anolisi spolu
s referen¢nim druhem Anolis carolinensis a tfi druhy z c¢eledi Phrynosomatidae jako
outgroup (Sceloporus variabilis, Sceloporus malachiticus a Petrosaurus thalassinus).
Vysetfovany byly druhy s jiz identifikovanymi heteromorfnimi pohlavnimi chromosomy,
ale predev§im druhy sdosud nedetekovanymi pohlavnimi chromosomy, ¢asto
homomorfnimi. Zjisténd genovd davka byla u vSech péti X-vazanych gend u samcil
poloviéni nez u samic a pro autosomalni geny byla tato davka shodnd pro ob& pohlavi.
Vysledky tak jasné¢ prokazaly homologii pohlavnich chromosomid X nejen u vsech
zkoumanych druht anolist, ale také i u druhd z ¢eledi Phrynosomatidae zahrnutych
v analyze jako outgroup. Byla tak potvrzena piitomnost pohlavnich chromosomu, které
I pfes svlij homomorfni charakter jsou sekvencné natolik odlisné, Ze bylo mozné metodou

gPCR odhalit rozdilnou davku X-vazanych genti mezi pohlavimi.

Z hlediska existence homologie pohlavnich chromosomii u anolisit (Dactyloidae)

a zkoumanych zastupci Celedi Phrynosomatidae je otazkou, zda tuto homologii sdili
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I ostatni linie leguani. Fylogeneze celé skupiny je dosud neustalena (viz Obr. 2), bude tedy

proto nutné otestovat zastupce dalSich legudnich linii.

Dosud zjisténa variabilita v poc¢tu a morfologii chromosomti U druhové bohatych linii,
jako jsou zejména rody Anolis, Liolaemus a Sceloporus, naznacuje existenci piimé
souvislosti speciace s chromosomalnimi piestavbami (White 1978). K témto pfestavbam
mize dochazet jak u linii podléhajicich adaptivni radiaci (napf. rod Anolis, Losos 2009),
tak 1 v pripadé speciace vychazejici z malé geograficky izolované populace (napf.
chromosomalni rasy druhu Liolaemus monticola; Lamborot 1991, Lamborot & Alvarez-
Sarret 1993). V ramci celé skupiny Pleurodonta je vSak zfejmé puvodnéjsi a Castéjsi
konzervativni typ karyotypu (2n=36, s 12 makro- a 24 mikrochromosomy; viz Pfilohy —
Kladogram 1), ktery skupina sdili i s jinymi liniemi Supinatych plazt (Olmo & Signorino
2005). Konzervativni karyotyp tak patrné piedstavuje urcitou univerzalni a velmi stabilni
kompartmentaci genomu (Bickham & Baker 1979), v dané fylogenetické linii v§ak v tomto
ohledu nebrani existenci zna¢né variability v konkrétnim uspotfadani uvnitf vlastnich
chromosomii. Ptikladem vyskytu takového konzervativniho karyotypu je ¢eled’ Opluridae
endemickd pro Madagaskar. Neni vSak zatim zcela jasné, zda v pfipad¢ nalezené¢ho
velkého mnozstvi ITS hrala v evoluéni minulosti ¢eledi vétsi roli ostrovni izolace, ktera
umoznila akumulaci inkorporaci ITS v jinak konzervativnim karyotypu (oproti jinym

liniim leguant), nebo se zde jedna spise o apomorfii predka celé linie.
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6. Zavér

Béhem feSeni této diplomové prace byl nové stanoven zakladni popis karyotypu
Uosmi druhit leguana, které nebyly doposud cytogeneticky zkoumény. Jmenovité se
jednalo o druhy: Basiliscus plumifrons a Laemanctus longipes (Corytophanidae);
Crotaphytus insularis (Crotaphytidae); Cyclura nubila (Iguanidae s.s.); Chalarodon
madagascariensis, Oplurus fierinensis a Oplurus grandidieri (Opluridae); Petrosaurus
thalassinus (Phrynosomatidae). Jiz publikovany karyotyp se podafilo potvrdit u dalSich 13
druht. Ziskané metafazni chromosomy vSech zkoumanych druht (pokryvajicich osm
Celedi leguant) byly, s vyjimkou druhu Uranoscodon superciliosus, vibec poprvé
provéteny metodou C-prouzkovani. Na 18 druht zastupujicich celkem sedm celedi byla
nov¢ aplikovana metoda FISH se specifickou telomerickou sondou. Pouzitim zminénych
metod byla odhalena variabilita v distribuci heterochromatinu napfi¢ celou skupinou a ITS
byly detekovany pouze u zéstupci tfi Celedi (Dactyloidae, Opluridac a Tropiduridae).
Konzervativni vzor heterochromatinizace a vysoka mira ITS v genomu byla shodné
nalezena u vSech zastupcu celedi Opluridae a patrné se jednd o apomorfii této linie. Pouzité
metody neumoznily identifikovat strukturni rozdily v karyotypu mezi pohlavimi
unékterych druhti, ackoliv. u nich byla pfitomnost pohlavnich chromosomi
diferenciovanych na sekvencni trovni potvrzena pomoci (PCR. Heterochromatinizace
neparového pohlavniho chromosomu Y byla odhalena u druhii s neopohlavnimi
chromosomy X;X3X2Xo/X1X,Y a u druhu Sceloporus variabilis s pivodnim systémem
XY. Tyto neparové pohlavni chromosomy byly jiz diive popsany na zaklad€ jejich

heteromorfie.

Vysledky diplomové prace umoznily prvni ndhled na evoluci karyotypu napfic
skupinou Pleurodonta pomoci metody C-prouzkovani a molekularné cytogenetické metody
FISH. Zjisténa variabilita v heterochromatinizaci a vyskytu ITS v genomech vybizi
Vv navazujicich studiich k podrobnéjsimu prozkoumani moznych evolu¢nich trendi vétsim

druhovym zastoupenim jednotlivych fylogenetickych linii.

Pivod vzniku vysokého vyskytu ITS zjisténého v celedi Opluridae by bylo vhodné
provéfit osekvenovanim izolovanych ITS tsekt (napf. pomoci laserové mikrodisekce)
nebo aplikaci FISH se sondou detekujici transpozony. K poznani evoluce karyotypu celé
skupiny by mohlo pomoci pouziti také dal$ich cytogenetickych markerd, jako je lokalizace

ribozomalnich sekvenci, ptipadné znalost akumulace mikrosatelit v genomu. V budoucnu
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je planovan také test homologie jednotlivych chromosomt pomoci ,,chromosome painting*
se sondami z rozsortovanych chromosomu druhu Anolis carolinensis, coz muze prozradit

vice o ptipadnych interchromosomalnich pfestavbach.

Homologie pohlavnich chromosomti pomoci qPCR bude ovéfena i u dalSich linii
leguanti. U druht s neopohlavnimi chromosomy by bylo vhodné otestovat ptipadnou
tendenci k fazi pivodniho pohlavniho chromosomu Y vzdy se stejnym parem autosomtl,

napiiklad opét pomoci ,,chromosome painting™.
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8. P¥ilohy

Kladogram 1: Analyza ancestralniho stavu diploidniho poétu chromosomu

v karyotypu skupiny Pleurodonta

Kladogram 2: Analyza distribuce typi pohlavnich chromosomu ve skupiné
Pleurodonta

Dataset: Cytogenetické tdaje o leguanech s citacemi zdrojovych studii (piiloZeno
pouze na CD)
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