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Abstrakt

Karyotypové zmény predstavuji v fadé pfipadl jedny z nejmarkantnéjsich priivodnich
jevi speciacnich udalosti, jejichz vyznam pro dalsi evoluéni procesy neni doposud zcela
prostudovany, zejména na molekularni urovni. V ramci nékterych skupin se setkdvame
s variabilitou v celkovém poétu chromosomil v karyotypu, ale také s variabilitou na Grovni
samotné pfitomnosti ¢i nepiitomnost specializovanych pohlavnich chromosomii. Pravé tato
variabilita ma klicovou ulohu pro nase pochopeni obecnych principl tykajicich se evoluce
systémi uréeni pohlavni. Celed’ Eublepharidae predstavuje z tohoto pohledu velmi zajimavou
skupinu. Vzhledem k tomu, Ze tato skupina zahrnuje druhy, u nichz dochézi k ur¢eni pohlavi
prostfednictvim teploty i druhy, u nichZ o pohlavi rozhoduji genetické faktory, mize ptinést
studium karyotypovych ptestaveb a zejména pak studium struktury a homologie pohlavnich
chromosomii cenné poznatky o evoluénich procesech vedoucich k diferenciaci karyotypu
a pohlavnich chromosomi.

Béhem feseni tématu diplomové prace byl proveden zakladni popis karyotypt a dalSich
chromosomovych charakteristik pro vybrané druhy celedi Eublepharidae dostupnymi
cytogenetickymi metodami. Do analyzy byly zahrnuty nasledujici druhy: Coleonyx
brevis, C. elegans, C. mitratus, C. variegatus, Eublepharis angramainyu, E. macularius,
Goniurosaurus araneus, G. lichtenfelderi, G. luii, G. splendens, Hemitheconyx caudicinctus,
Holodactylus africanus. Bylo zjisténo, Ze v ramci skupiny patrné dochéazelo k diferenciaci
karyotypu prostiednictvim centrickych fuzi Robertsonovského typu a pravdépodobné
i tandemovych fuzi a to v ramci rodu Coleonyx a Goniurosaurus. S pouzitim konvencnich
cytogenetickych metod nebyly u vétsiny druhi nalezeny Zadné pohlavni rozdily v karyotypu.
Na zakladé téchto zjisténi je mozné konstatovat, Ze pohlavni chromosomy jsou u druhi
s genetickym urcenim pohlavi obvykle homomorfni, coZ nasvédCuje tomu, Ze se v evoluci
diferencovaly relativné neddvno. U samct druhu Coleonyx elegans byl vSak v karyotypu
(2n = 31) objeven metacentricky chromosom Y, vznikly s nejvétsi pravdépodobnosti
centrickou fuzi ptivodniho Y s autosomem. Pfi této fuzi doslo ke ztraté telomerickych
sekvenci, jelikoZ hybridizace s telomerickou sondou neodhalila v tomto chromosomu Zadné
intersticialni signaly. Poc¢et chromosomovych ramen byl NF = 32, tedy stejny jako diploidni
po¢et chromosomi v karyotypu samice. Pomoci komparativni genomové hybridizace
byl identifikovan piivodni i nové vznikly X chromosom v karyotypu samce, které spolu

s metacentrickym chromosomem Y tvofi v pribéhu redukéniho déleni trivalent.



Abstract

Chromosome rearrangements represent one of the most striking phenomena related
to speciation. Nevertheless, their importance for other evolutionary processes is not well
understood yet. Within some groups we observe even variability in the presence or absence of
differentiated sex chromosomes. Such variability has a crucial role for our comprehension of
general principles regarding the evolution of sex determining mechanisms. From this point.
the family Eublepharidae is a very interesting model group as it includes species with both
genetic sex determination and temperature-dependent sex determination. The investigation
of the karyotype composition as well as of the structure and homology of sex chromosomes
within such taxa could bring valuable information on the general evolutionary processes
leading to the differentiation of karyotypes and sex chromosomes.

In this work the description of karyotypes in several selected species of the family
Eublapharidae was done by available cytogenetic techniques. I have examined following
species: Coleonyx brevis, C. elegans, C. mitratus, C. variegatus, Eublepharis angramainyu,
E. macularius, Goniwrosaurus araneus, G. lichtenfelderi, G. luii, G. splendens, Hemitheconyx
caudicinctus, Holodactylus africanus. It was found that the karyotypic differentiation among
species evolved by fixation of centric and probably also tandem fusions. Karyotypes of all
but one species with genetic sex determination exhibit no presence of heteromorphic sex
chromosomes. This suggests that sex chromosomes in these species are homomorphic
and have emerged from autosomes relatively recently. In male karyotype of the species
Coleonyx elegans (2n = 3 1), the large metacentric chromosome Y was found which probably
arose by centric fusion of the former Y sex chromosome with an autosome. The number
of chromosome arms is NF = 32 the same as the diploid number of chromosomes in females.
The original and derived X chromosomes were identified in the male karyotype by the
application of highly sensitive genome comparative methods. I demonstrated that during

meiosis, Y chromosome forms a trivalent with both X chromosomes.
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1.Uvod
1. Karyotyp a jeho diferenciace

Pfestoze prvni poznatky o chromosomech obratlovcl jsou staré bezmala sto let
(viz napt. Schultz-Schaeffer 1976), hlavnim obdobim rozvoje studia byl az metodicky
prilom v preparaci chromosoml pomoci mitostatik a hypotonniho plsobeni na Zivé buriky.
U v8ech skupin obratlovci proto saha studium jejich chromosomi pfiblizné 50 let do historie.
Ttebaze od té doby bylo popsano znaéné mnozstvi karyotypd u rliznych druhil obratlovct,
je prozkoumanost u jednotlivych skupin velmi nerovnomérna. Cim fylogeneticky vzdalengjsi
jsou studované skupiny obratlovci od ¢lovéka, tim niz$i je Groven nashromazdénych
cytogenetickych poznatk(. Tento jev souvisi s fadou faktor( jako je naptf. dostupnost
studovaného materialu, technické problémy pii modifikaci jednotlivych metod nebo
celkovy pocet laboratofi zabyvajicich se cytogenetikou zivo€ichG (Réab et al. 2007).
Piestoze rozsah znalosti o karyotypech nékterych skupin Zivocichli neni dosud na vysoké
trovni, technicky vysoce rozvinuty metodicky aparat, v soucasné dobé rutinné zavedeny
v lidské cytogenetice, pronika pozvolna i do cytogenetického studia zivocichil a otvira tak
nové moznosti cytogenetického vyzkumu v zoologii.

Intenzivnimu cytogenetickému vyzkumu byli podrobeni zejména savci Palearktidy
(Zima 2000). Nashromazdé€ny soubor informaci umoZziuje uvazovat o evolucnich
a ekologickych souvislostech mezidruhové a vnitrodruhové variability karyotypu a
chromosomovych ptestaveb. Byly formulovany rizné hypotézy o tom, jakym zplisobem
mize selekce pracovat s poétem chromosomii a jak mohou tyto procesy souviset
s morfologickymi divergencemi a se speciaci (Qumsiyeh 1994).

Variabilita v karyotypu by mohla byt odrazem celkové stavby chromosomi; napt.
skupiny s holocentrickymi chromosomy by podle predpokladu mély vykazovat vétsi
variabilitu v po¢tu chromosomu neZ skupiny s monocentrickymi chromosomy (Cook 2000),
protoze oddélené fragmenty holocentrickych chromosomi jsou schopny udrzet normalni
parovani a spravnou mitotickou a meiotickou disjunkci (Hughes-Schrader & Schrader 1961).
Nicméné rozsah v poctu chromosomt u skupin s holocentrickymi chromosomy se nijak
zietelné nelisi od téhoz rozsahu u taxon s monocentrickymi chromosomy (Cook 2000).

Obecné muzeme tvrdit, Ze v ramci placentalnich savch panuje pomérné vysoka
variabilita karyotypti. Uvazujeme-li rozpéti nejmensiho diploidniho poctu chromosomi

(Muntiacus reevesi 2n = 6 u samic a 7 u samci; Wurster & Benirschke 1967) a nejvétsiho



(ympanoctomys barrerae 2n = 102; Contreras et al. 1990). které byly dosud u savci
popsany. je variabilita v této linii skute¢né znacna. Naopak vacnatci a ptakofitni jsou v poctu
chromosomt v karyotypu velmi konzervativni (Griitzner et al. 2004). Pomérné velkou
variabilitu v poctech chromosomi nachazime u ryb (2n = 12 — 390), kde je ale situace
komplikované;jsi v disledku castéjs$iho vyskytu polyploidie. U plazid véetné ptak je rozpéti
nejmensiho popsaného poétu chromosomi (Gonatodes taniae 2n = 16; Schmid et al. 1994)
a nejvétsiho (dlcedo atthis 2n = 132; Burt 2000) srovnatelné jako u savcd, jednotlivé
taxonomické jednotky vSak vétSinou nejsou vnitiné tak variabilni v poctech chromosomf,
jak je u savcl bézné. Pomérné nizkou variabilitu nachdzime v dosud popsanych karyotypech
obojzivelnikid. Navic na urovni menSich taxonomickych jednotek (rod. druh) byva pocet
chromosomti téméf uniformni, zatimco ve vétSiné mensich taxonomickych jednotek savct
Je variabilita pomémé vysoka. Rozdily v karyotypu byvaji pozorovany také u morfologicky
neodliSitelnych druhli nebo mezi rliznymi populacemi jednoho druhu (Zima 2000);
napf. u rejska obecného (Sorex araneus) je znamo 50 chromosomovych ras (Zima et al. 1988;
Zima et al. 1996). Evoluéni procesy fidici karyotypovou diferenciaci mohou byt tytéz, které
hraji roli na urovni evoluce organismu a selekce chromosomovych zmén je zprostfedkovana
piimo nebo nepiimo pies fenotyp. Jiné vysvétleni zamita okamzity selekéni vliv prostfedi
na karyotyp a predpoklada, ze evolu¢ni chromosomové zmény jednoduse reflektuji
autonomni procesy probihajici ve vnitinim prostiedi bunééného jadra (Zima 2000).
Celkova chromosomova evoluce je ovliviiovana na dvou zakladnich drovnich: jsou to
faktory plisobici na populaci (demografickd Groveii ovliviiuje pravdépodobnost fixace zmén
v populaci) a faktory na trovni genotypu, které uréuji jak asto budou chromosomové zmény
zmén mohou hrat retroelementy, jeZ jsou, jak bylo popsdno zejména na piikladu savcd,
velmi dynamickou soucasti genomu predstavujici dilezity faktor genomové plasticity
(Wichman et al. 1991; Rossi et al. 1995). Tyto sekvence, podléhajici rychlé evoluci by
mohly zahajit chromosomové piestavby prostiednictvim intragenomovych pfesuni mezi
nehomolognimi chromosomy a mezi riznymi chromosomovymi partiemi (Slamovits &
Rossi 2002). Tomu nasvédcuje pritomnost rychle se vyvijejicich transposabilnich elementi u
karyotypové variabilnich skupin savci, napf. rodu Macrotus (Bradley & Wichman 1994).
Chromosomové mutace vedouci ke kvantitativnim zménam chromosomového
materidlu (napf. delece) podléhaji silné negativni selekci, naopak mutace, zplisobujici
zmény v uspotadani chromatinu nebo zmény v poc¢tu chromosom@ mohou byt za ur¢itych

podminek zafixovany. MiiZe se tak dit napf. vlivem genetického driftu. jehoz efekt mlize



byt umocnén socialni strukturovanosti vétsiny sav¢ich populaci (Zima 2000). Jiny model
tykajici se adaptivniho charakteru chromosomovych zmén je tzv. kanalizacni model
(Bickham & Baker 1979 ex Zima 2000). Tento model pfedpoklada ptimy adaptivni
vyznam chromosomové sady a vliv chromosomovych pfestaveb na fenotyp. Proces zaCina
po proniknuti linie do nové adaptivni zony; v této fazi je rychlost karyotypovych zmén
nejvyssi, v dasledku intenzivni selekce. V dalsi fazi rychlost karyotypové diferenciace
klesa, aby v kone¢né fazi linie vstoupila do stdze s minimalnim nebo nulovym poctem
chromosomovych zmén.

Chromosomové zmeény (zejména recipro¢ni translokace) vSak casto snizuji
fitness heterozygotl. Karyotypova evoluce bude tedy s nejvétsi pravdépodobnosti
podléhat stabilizujici selekci, kterda bude sniZovat moznosti vzniku chromosomovych
piestaveb. K tomu mohou slouzit mnohé mechanismy uspofadani chromosomalni DNA
(napf. vazba na histony, spiralizace), které budou zabrariovat parovani nehomologickych
chromosomi. Vzhledem k tomu, Ze musi byt naopak zajisténo parovani homologickych
chromosomi, budou tyto mechanismy balancovany a s urcitou frekvenci bude dochazet
ke vzniku chromosomovych pfestaveb, jeZ mohou byt za vhodnych podminek fixovany
(Imai et al. 1986). Soubor hypotéz fesicich adaptivni vyznam karyotypové diferenciace
souvisi s efektem chromosomovych piestaveb na genetickou rekombinaci. Po¢et mozné
chromosomové segregace béhem meiosy je 2V, kde N je haploidni pocet chromosomdl.
Je tedy ziejmé, ze vliv poctu chromosomil na potencidlni variabilitu potomstva je znaény.
Chromosomové zmeény, které snizuji nebo zvySuji po¢et chromosomil, mohou snizovat
pravdépodobnost rekombinace mezi starou a novou formou chromosomi, coz miize
za urcitych podminek napomahat speciaci. Vysoky pocet chromosomt by tedy v disledku
vys§i variability potomstva mohl usnadnit vyuZzivani $ir§i ekologické niky a disperzi
na velké geografické vzdalenosti. Na druhou stranu prestavby, v jejichz disledku dojde
ke snizeni celkového poctu chromosomii, by mély byt selektovany u organism Zijicich
ve stabilnim prostfedi a osidlujicich Gzké ekologické niky v malém geografickém
rozsahu (Qumsiyeh 1994). Pomérné ¢asta pozorovani blizce ptibuznych druht lisicich se
poétem chromosomu podporuji predstavu, Ze chromosomalni rozdily jsou zodpovédné
za reprodukéné izolaéni mechanismy, jez mohou ve vysledku vést ke speciaci.
Tyto modely jsou pak klasifikovany podle genetickych mechanismi, . fitness™ jednotlivych
prestaveb, populacni struktury a genetickych korelati (Sites & Moritz 1987; King 1993).
I bez souvislosti s fitness mohou byt chromosomové zmény fixovany prostfednictvim driftu,

ktery zafixuje ndhodné vzniklé centrické flze. Takové zmény je§té nemusi byt barierou



pro reprodukci, jedna-li se o populace, kde v jedné doslo k fizi mezi urCitym parem
chromosom?i (napf. chromosomy 1 a 2) a v druhé je zachovan pavodni stav. Jakmile v3ak
dojde v druhé populaci k fixaci odlisné fize (napt. mezi chromosomy 1 a 3), budou vznikat
u hybridd v meidze kvadrivalenty a segregace bude nerovnomérna. Tento proces pak bude
selektovat na vznik reprodukéni bariery (Baker & Bickham 1986). Jiny model souvislosti
chromosomovych prestaveb a speciace popsal Rieseberg (2001). Podle né€j chromosomové
prestavby provazené izolaci ur€itych geni mohou prostrednictvim potlaceni rekombinace
branit velkym usekim genomu v genovém toku, a tim napomahat speciaci.

VétSina noveé vznikajicich karyotypovych zmén snizuje Zivotaschopnost ¢i plodnost
svych nositeld. Karyotypové prestavby, jez byly béhem evoluce fixovany, vS§ak nemohou
zhorsovat Zivotaschopnost kiiZzencl s nositeli pivodni (zpo¢atku mnohem castéjsi) formy
karyotypu. Proto zafixované chromosomové piestavby zfejmé nemohou vytvofit vyrazné
reprodukéni bariery a tim iniciovat speciaci (King 1993). Nicméné zmény v karyotypu
jsou ziejmé ¢astym produktem specia¢nich procesi. V disledku meiotického tahu se mize
v populaci rychle rozsifit nova mutace, jestlize bude tato mutace ovliviiovat pribéh meidzy,
napf. tak, Ze bude zvySovat pravdépodobnost. Ze se ocitne ve funkénich pohlavnich buiikach
a tedy v genofondu ptisti generace (King 1993).

Karyotypové piestavby maji pravdépodobné vyznamnou souvislost s evolu¢nimi procesy
na Urovni organismui. Nicméné tato souvislost je ztejmé slozitéjsi nez pfimy adaptivni efekt.
Speciace iniciovand ndhodnymi chromosomovymi piestavbami muize byt povazovana za
adaptivni odpovéd’ na postkopulacni reprodukéné isolacni mechanismy vyplyvajici z kiizeni
populaci nebo ras s riznymi karyotypy. Geneticky drift, ktery zavisi na velikosti populace,
hraje nepochybné vekou roli pfi chromosomovych pfestavbach. Nicméné evoluéni procesy

ovliviiyjici diferenciaci karyotypu a speciaci obecné se mohou ptekryvat (Zima 2000).
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2. Pohlavné determinaéni mechanismy obratlovcii a jejich evoluce

2.1. Pohlavné determinaéni mechanismy

Piedpoklada se, Ze existence pohlavniho rozmnoZovani podporuje genetickou
rekombinaci a tedy fenotypovou variabilitu. Stale v3ak zGstava otdzka, pro¢ existuji oddélena
pohlavi. Hermafroditismus, bézny napt. mezi motskymi bezobratlymi, neni u zivoCichl
zdaleka tak rozsifen jako gonochorismus. Charlesworth (1991) navrhl model pfechodu
od hermafroditismu ke gonochorismu, kdy musi vzniknout dva typy mutaci. Prvni z nich
zpusobi vznik samic neschopnych produkovat saméi gamety a druha zplsobi obdobnym
procesem vznik samcl. V populaci se tedy budou vyskytovat jedinci schopni produkovat
jen sam¢i nebo sami¢i pohlavni buriky a jedinci schopni produkovat oba typy bunék.
Vzhledem k tomu, Ze samooplozeni vede k inbreedingu a protoZe je vyhodnéjsi specializovat
se na produkci jen jednoho typu gamet nez rozdélovat zdroje do dvou typt, bude selekci
nakonec upfednostiiovan gonochorismus. Ten se také jako selekéné vyhodny mechanismus
vyskytuje témét ve vSech skupinach Zivocicht a rostlin.

Mechanismus urceni pohlavi je pro gonochoristy zdkladnim biologickym procesem,
ktery je bezpodmineéné nutny pro vyvoj jedince a pro ustanoveni poZadovaného
poméru pohlavi v pfirozené populaci (Fisher 1958). U Zivocichd se setkdvame se dvéma
zékladnimi systémy determinace pohlavi. Prvnim z nich je environmentalné uréené pohlavi
(ESD: z angl. ,,environmental sex determination®), v némz to, zda se vyvine ze zygoty
samec ¢i samice, neni predikovano pohlavné specifickym genotypem zygoty, ale zavisi na
vnéjSich podminkach. Druhym zplsobem je geneticky (n¢kdy asi spravnéji téz oznacované
jako genotypicky) urcéené pohlavi (GSD; z angl. .genetic sex determination®), kde
o pohlavi rozhoduji pohlavi determinujici geny, jenZ jsou vdzany na pohlavni chromosomy
(Ohno 1967; Bull 1983).

Uvnitt kazdého z téchto zakladnich typid rozliSujeme jesté n€kolik moznosti, kterymi
mize byt o pohlavi rozhodnuto. V souvislosti s environmentdlné ur¢enym pohlavim
u plazii vétSinou hovotfime o teplotné¢ uréeném pohlavi (TSD; z angl. ,temperature
dependent sex determination*), protoZe z vnéjSich vlivi je to prave inkubaéni teplota béhem
kritické periody po oplozeni, ktera nejcastéji rozhoduje o pohlavi vyvijejiciho se jedince
(Ohno 1967; Charnov & Bull 1977; Bull 1980; Bull 1983; Janzen & Paukstis 1991b;

Valenzuela et al. 2003).
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Pohlavni chromosomy v genetickém systému uréeni pohlavi mohou byt morfologicky
nerozliSené (homomorfni) nebo rozliSené (heteromorfni) (Ohno 1967; Vorontsov 1973;
Bull 1983: Olmo 1984; Charlesworth 2002). I morfologicky nerozliSené chromosomy jsou
diferencovany jako pohlavni, jestlize nesou geny ur€ujici pohlavi (Valenzuela et al. 2003).
Od autosomt se tedy neodliSuji tvarem ani velikosti, ale tim, Ze na jednom z nich jsou
pfitomny pohlavi determinujici geny.

V nékterych ptipadech nebyva snadné spravné stanovit, zda je ten ktery druh skute¢né
nositelem teplotné nebo geneticky uréeného pohlavi. Ne vSechny druhy obratlovci
postradajici heteromorfni pohlavni chromosomy maji TSD, a prestoze je pomér pohlavi
vychylen v disledku teploty po fertilizaci, nejednd se ve vSech ptipadech o TSD
(Valenzuela 2003). Prvnim krokem ke sprdvné identifikaci je test na pfitomnost
heteromorfnich pohlavnich chromosomu. Pokud neni zjisténa piitomnost heteromorfnich
pohlavnich chromosomti, musi byt zvaZovana existence homomorfnich pohlavnich
chromosom (Bull 1983: Dournon et al. 1990). Je- li zjisténa z pokust s lihnutim pti Skéle
konstantnich inkubacnich teplot nezavislost poméru pohlavi na teploté a heteromorfni
pohlavni chromosomy nebyly nalezeny, mize to indikovat pravé pfitomnost homomorfnich
pohlavnich chromosom{i. Nékdy mohou vlivy prostredi pfevazit nad pohlavnimi chromosomy,
ato pfimo nebo nepfimo. Jedna se napt. o teplotné zavislou mortalitu jednoho pohlavi (Burger
& Zappalorti 1988) nebo pohlavné selektivni resorpci ¢i aborci embryi (Krackow 1992;
Blackburn et al. 1998). Pak hovofime o GSD modifikovaném environmentalnim faktorem
a v takovém pfipad¢ je nutné vyloucit zavéry, Ze je ptitomno TSD. Divodem je skute¢nost.
Ze teplota nedeterminuje pohlavi samotné, ale pouze zabrafiuje vyvoji zygot ur€itého
genotypem daného pohlavi. Alternativné teplota maZze ptisobit posun v primarnim poméru
pohlavi tim, ze nebudou produkovany gamety davajici vznik urcitému pohlavi, ptipadné
budou gamety pro dané pohlavi upfednostiiovany pti fertilizaci (Komdeur et al. 1997;
Stockley 1999). Kone¢né existuje také moznost. Ze teplota pusobici pti diferenciaci
pohlavi mize indukovat vznik pohlavnich revertant u druht nesoucich heteromorfni nebo
homomorfni pohlavni chromosomy (Baroiller et al. 1995; Blacburn et al. 1998), tim dochazi
k rozporu mezi genotypem a fenotypem daného jedince. Pohlavné revertoveni jedinci se vSak
daji v mnohych ptipadech odhalit pfi studiu karyotypu nebo podle nevyrovnanych poméri
pohlavi v druhé generaci. V obou predchozich ptipadech je v3ak pohlavi uréeno primarné
prosttednictvim genetickych faktori a jedna se tim padem o GSD s environmentalnim
vlivem. Za teplotni determinaci pohlavi je tedy moZné povaZovat jen ty situace, kdy byly
vylouéeny vSechny jmenované moznosti a pomér pohlavi sledovany v dostate¢né velkém

vzorku zéavisi na inkubacni teploté (Valenzuela et al. 2003).
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2.2. Zakladni systémy urceni pohlavi faktory prostiredi

NejznaméjSim a nejprostudovanéj§im podtypem environmentalné uréeného pohlavi
Je bezpochyby teplotné urcené pohlavi zndmé u mnoha skupin plazii. V rdmci tohoto
systému muizeme odlidit tfi moznosti, kterymi dochazi k determinaci pohlavi. V prvnim
systému (TSDI.a, MF) se pfi vy3sich teplotach lihnou samci a z niZsich teplot samice.
Ve druhém systému (TSDLb, FM) je situace obracena a ve ttetim (TSDIL., FMF) se samice
lihnou z vysokych i nizkych teplot a ze stfednich teplot se lihnou pievazné samci
(Viets et al. 1994; Valenzuela 2004). Obé pohlavi se lihnou pouze v rozmezi n€kolika
teplotnich stupiiti specifickych pro druh (Valenzuela 2004), napt. u aligatora amerického
(Alligator mississippiensis) je to pouze v rozmezi 1-2 °C (Ewert & Nelson 2003).
Urceni pohlavi prostfednictvim teploty bylo pozorovano u vSech dosud studovanych druhti
krokodyld, u mnoha druhi zZelv, u obou druhti hatérii a mezi Supinatymi plazy u nékterych
druhd agam. chameleoni a gekoni (Janzen & Paukstis 1991a; Janzen & Paukstis 1991b;
Viets et al. 1994; Bragg et al. 2000; El Mouden et al. 2001; Harlow 2004; Nelson et al. 2004;
Deeming 2005).

Mnoho praci také prokazalo vliv teploty na pohlavi u ryb (Conover 1984;
Baroiller et al. 1999; Conover 2004). Z vnéjsich vlivi to vSak neni pouze teplota, ktera miize
rozhodovat o pohlavi mlad’at. Mohou to byt socialni vlivy, hustota populace ¢i pfitomnost
samce v hejnu nebo aktualni densita urcitého pohlavi (Hurley et al. 2004). U nékterych
druhii ryb zodpovida za vznik urcitého pohlavi pH vody. Tento efekt byl prokazan u 5 druhil
cichlid, kde niz§i hodnoty pH (5-6) vychyluji pomér pohlavi smérem k samciim, zatimco
hodnoty pH okolo 7 vedou k nadprodukci samic (Rubin 1985). V nékterych pfipadech bylo
prokéazano, Ze pohlavi je ovliviiovano popula¢ni hustotou; ve vét§iné studovanych populacich

vysoka popula¢ni hustota vede ke zvySené produkci samcii (Colombo & Grandi 1996).

2.3. Zakladni systémy geneticky urceného pohlavi

V ramci geneticky uréeného pohlavi byva rozliSovano nékolik zakladnich typi.
NejrozsifenéjSim je tzv. dvoufaktorialni systém,kde je pohlavi determinovano prostfednictvim
sam¢i nebo samici heterogamecie. Pohlavni chromosomy mohou byt navzajem strukturné
a geneticky velmi odli$né, pfipadné¢ muaze byt ptitomen pouze jednoduchy gen nebo maly
region odliSujici pohlavni chromosomy. V systému pohlavnich chromosom se setkdvame

s nékolika zakladnimi kombinacemi. Samec je heterogameticky, jsou-li pfitomny pohlavni
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chromosomy typu XX/XY, XXX/XXY a typu XX/XO, ve kterém doslo k uplné ztrate
Y chromosomu. Za pfitomnosti pohlavnich chromosoml typu ZZ/ZW, ZZZ/Z7ZW
a ZZZ/ZWW je heterogametickym pohlavim samice (Ohno 1967; Bull 1983). Zvlastnim
typem geneticky uréeného pohlavi je situace vyskytujici se u platy skvrité (Xiphophorus
maculatus), kde pohlavi je kontrolovano jednoduchym lokusem nebo skupinou silné vazanych
lokusti dédénych jako jeden lokus s tfemi zakladnimi faktory: W. X a Y oznacovanymi
jako jednotlivé alely. Chromosomy nesouci tyto alely byly proto pojmenovany W, X, Y.
Tyto alely pak generuji tfi typy samicich (WX, XX, WY) a dva typy saméich (XY, YY)
genotypu (Basolo 1994).

Multifaktorialni systém je popisovan jako interakce mezi zakladnim pohlavi urcujicim
mechanismem a dal$im faktorem, jako je naptiklad dominantni gen (M), ktery zpisobi,
ze jedinci XY i XX se vyvinou v samce. Samice budou vzdy XXmm, zatimco sam¢i genotyp
bude XYMm nebo XXMm (Charlesworth 2002).

Haplodiploidie je dalsi z vyctu jednotlivych typi GSD. Diploidni jedinci v tomto
piipadé produkuji oplodnéna vajicka, vyvijejici se v samice a neoplodnéna vajicka, davajici
vznik haploidnim samclm. Svstém ztrdty otcovského genomu je geneticky velmi podobny
haplodiploidii. VSichni potomci vznikaji z oplozenych vajicek. ale u samcii je kompletné
eliminovéan otcovsky genom. V nékterych pfipadech se eliminace tyka pouze germinalni
linie bunék, v jinych zahrnuje i buniky somatické. Posledni dva jmenované systémy vsak
byly dosud popsdny pouze u bezobratlych zivocichu. (Bull 1983; Bull 1987; Charlesworth
& Guttman 1996; Charlesworth 2002).

2.4. Evoluce pohlavné determina¢nich mechanismi

Jednou z nejdiskutovanéjich otazek souvisejicich se zplsobem wuréeni pohlavi
a s evoluci pohlavnich chromosom je otazka vzniku pohlavné determinac¢nich mechanismi
a moznosti jejich pfechoddi (Ohno 1973; Charnov & Bull 1977; Bull 1980; Bull 1983;
Moritz 1990; Janzen & Paukstis 1991a; Charlesworth 2002; Valenzuela et al. 2003; Miller
et al. 2004; Mank & Avise 2006). Na ESD a GSD je mozné nahliZet jako na dva konce
jednoho kontinua (Sarre et al. 2004). Piikladem mize byt scink Bassiana duperreyi,
u né¢hoz byly popsany pohlavni chromosomy a zaroven zavislost poméru pohlavi na teploté
(Shine et al. 2002). Jelikoz ale nebyl do soucasnosti dostate¢né jednoznaéné popsan
mechanismus dlouhodobého udrZzovani pohlavnich chromosomid v ESD populaci,
je mozné se domnivat, Ze v tomto ptipadé se mohlo jednat o geneticky uréené pohlavi

s environmentalnim efektem (viz vyse).
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Nejvétsi zajem je vénovan otazkdm mozného prechodu mezi jednotlivymi pohlavné
determinaénimi mechanismy. Na jedné strané jsou popsané hypotézy a teoretické mechanismy
vzniku a udrzovani geneticky uréeného pohlavi z ptivodnéjsiho environmentalniho systému
(Ohno 1973; Bull 1983; Charlesworth & Charlesworth 2000; Charlesworth 2002). Na strané
druhé existuji teorie o pfechodu mezi zékladnimi systémy urceni pohlavi v opaéném sméru
(Charnov & Bull 1977; Charnov 1982; Bull 1983; Conover 1984).

Odpovédi na otazky, ktery ze systéml uréeni pohlavi je v evoluci plvodnéjsi
a jakym smérem se u jednotlivych skupin ubiraly pitechody mezi jednotlivymi pohlavné
determinaCnimi systémy, mohou pfinést fylogenetické analyzy. Jednu z prvnich analyz
vytvofili Janzen & Paukstis (1991a) a vysledkem bylo konstatovani, ze ESD je spiSe nez
GSD ancestralnim stavem pro Zelvy. Ve stejném roce pak publikovali vysledky fylogenetické
analyzy také pro jestéry se stejnym zavérem (Janzen & Paukstis 1991b). Vysledkem
analyzy vytvorené pro vSechny obratlovce (Janzen & Krenz 2004: Janzen & Phillips 2006)
je tvrzeni, Ze v ramci vertebrat je ancestralnim stavem GSD a ESD vznikalo v jednotlivych
skupinach nezavisle. ESD je plivodnim stavem u Zelv, zatimco v ramci skupiny Squamata
Je situace nerozieSena. Problémem je, Ze autofi zaclenili do analyzy i sporna data a rozsah
nashromazdénych informaci o pohlavné determinacnich mechanismech neni pfili§ velky.
Podle rozsahlejsi analyzy vytvofené pro Supinaté plazy (Pokorna & Kratochvil, nepubl.
rukopis) je ancestralnim systémem pro tuto skupinu TSD a k ptechodiim v GSD dochazelo
v jednotlivych skupinach, kde je ptitomno, nezdvisle. S dobfe podpofenou variabilitou
v pohlavné determinacnich mechanismech (minéno GSD vs. TSD) se navic u jeStérd
setkavame pouze ve dvou skupindch, a to u gekonti a agam.

Analyza vypracovana pro kostnaté ryby (Mank et al. 2006) ptinesla rozporuplné vysledky.
Autofi odhalili v této skupiné znacnou variabilitu v pohlavné determina¢nich mechanismech
a z analyzy vyplyva cela fada vzajemnych pfechodt jednotlivych systémti. Bohuzel i zde
se setkdvame s nedostateénym poctem dosud zkoumanych taxond, ktera je ale zapfiCinéna
slozitosti pozorovani pohlavné determinacnich mechanismu u ryb. Chromosomy jsou ¢asto
mal¢ a pocetné a pohlavni rozdily jsou tézko odhalitelné. Jesté slozitéjsi je vSak stanovit u ryb
environmentalni zplisob pohlavniho urceni. Z toho divodu jsou data ovlivnéna identifikaci

pohlavné determinacnich mechanisma ve prospéch GSD.
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3. Obecné evoluéni modely vedouci ke vzniku a diferenciaci
pohlavnich chromosomti

3.1. Vznik pohlavnich chromosomi

Vzniku pohlavnich chromosomi ptedchéazel prechod od isogamie k funkéni a pozdéji
morfologické anizogamii; pfechod od konjugace morfologicky identickych gamet k fazi
strukturné i funkéné odlisnych pohlavnich bunék, ke kterému doSlo nezédvisle u mnoha
skupin Zivo€ichu a rostlin (Barton & Charlesworth 1998).

Evoluce heteromorfnich chromosomti z pivodniho homomorfniho paru s nejvétsi
pravdépodobnosti neni vysledkem jedné strukturdlni zmény, ale mnoha postupnych kroki.
Protoze evolu¢ni proces nemiZe byt opakovan experimentdlné, mohou se jednotlivé
zmény na chromosomech béhem evoluce rekonstruovat pouze pomoci srovnavacich studii
(Scherer & Schmid 2001). U nékterych druhi ryb, plazi a obojzivelnikd se az do dnesni
doby dochovalo nékolik inicidlnich stadii diferenciace pohlavnich chromosomi; diky tomu
Je moZné rekonstruovat evolucni posloupnost, v niz vznikaly vzristajici strukturdlni zmény
pohlavnich chromosomu (Scherer & Schmid 2001). Na za¢atku doslo patrné k rozlieni dvou
typl pohlavnich geni. Jednim z nich jsou geny kontrolujici vyvoj znakd charakteristickych
pro dané pohlavi béhem ontogeneze. Druhym typem genti jsou tzv. geny .,spoustéce pohlavi*
rozhodujici o tom, kterd z vyvojovych cest pohlavnich znakl bude pouzita. Budeme-li
uvazovat vznik systému urceni pohlavi prostfednictvim XX/XY chromosom, bude ziejme
gen pro samce (M) dominantni alele pro vznik samice (f). Homozygotni stav (ff) tedy bude
charakteristicky pro samice a heterozygotni (Mf) pro samce (Ohno 1967). Piedpokiadem je,
ze v evoluci pohlavnich chromosomi existoval stav, kdy 90% homomorfinich chromosom
bylo tvofeno homologickym materidlem a geny ,,spoustéce pohlavi* byly koncentrovany
na malych nerekombinujicich usecich cytomorfologicky nerozliSenych pohlavnich
chromosom (Vorontsov 1973). Pokracujici diferenciace téchto chromosomt je mozna
jenom proto, Ze je umoZnéna postupnd akumulace relativné dlouhych segmentl nesoucich
pohlavné determinacni faktory na vznikajicich X a’Y chromosomech (Ohno 1967). Postupné
tedy dochazi ke koncentraci gend ,.spoustééii pohlavi® na jednom z parid autozomd, zatimco
geny kontrolujici vyvoj pohlavné charakteristickych znakt zistaly distribuovany mezi

ostatni autozomy (Vorontsov 1973).
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3.2. Diferenciace pohlavnich chromosomu

Z evolu¢niho hlediska je vyhodné. aby geny ,spoustéée pohlavi“ nesly odlisné
chromosomy, mezi nimiz je potlaen crossing-over, jelikoz ten by mohl zplsobit
vznik jedincd, ktefi nejsou ani samci ani samice (Charlesworth & Charlesworth 2000;
Charlesworth 2002). Tento tlak pravdépodobné vedl k potlaceni crossing-overu v
nehomologickych Gsecich vznikajicich pohlavnich chromosom? (Scherer & Schmid 2001).
Uplné preruseni viak mnohdy nemusi byt zcela dokonalé a existuje mnoho prechodi
od homomorfnich k diferencovanym heteromorfnim pohlavnim chromosomim
(Bull1983).Nicmén¢ izolace vznikajicichchromosomuzpisobenazamezenim crossing-overu
mezi nimi muze poskytnout podminky pro rozdilnou kumulaci antagonistickych pohlavné
determinacnich gend a genl pro pohlavné vazané znaky na plvodné homologickych
chromosomech. Roli v této pokracujici diferenciaci mohou mit delece, inverze nebo
geny suprimujici rekombinaci. Prvnim krokem ke vzniku heteromorfnich pohlavnich
chromosomu je vSak patrné vznik pericentrické inverze, ktera mize potlacit crossing-over
a vytvofit podminky, za kterych zamezeni crossing-overu znamena selekéni vyhodu
(Ohno 1967). Dojde-li totiz ke crossing-overu uvnitf invertovaného segmentu,
budou produkovany gamety, jejichz chromosomy ponesou delece nebo duplikace.
Po vzniku pericentické inverze nasleduje takika zpravidla heterochromatinizace
Y a W chromosomu, zatimco vét$ina struktur na X a Z chromosomech zistava zachovana
(Schmid & Steinlein 2000). Geny, které lezi na X a Z chromosomech tvofi nepostradatelnou
¢ast genomu a jejich ztrata by mohla mit vazné nasledky pro viabilitu, proto se diferenciace
vznikajicitho heteromorfniho paru tykéa pouze Y a W chromosomu. Ty jsou potom z velké
¢asti tvofeny vysoce repetitivnimi DNA sekvencemi (Ohno 1967). Absence genetické
rekombinace narusuje schopnost ptirodniho vybéru podporovat fixaci pozitivnich mutaci
a eliminovat fixaci $kodlivych mutaci na Y (Barton & Charlesworth 1998). Rada procesii
muze vést k rychlejsi fixaci $kodlivych mutaci nebo naopak k pomalejsi fixaci mutaci
vyhodnych na vznikajicim Y chromosomu ve srovnani s X. VétSina téchto procest
souvisi s tzv. Hill-Robertsonovym efektem, ktery popisuje jev, kdy zvySeni frekvence
uptednostiiované alely zpisobuje zvyseni frekvence $kodlivé alely, kterd je s ni v tésné
genové vazbé (Braverman et al. 1995; Charlesworth & Guttman 1996; Charlesworth &
Charlesworth 2000), coz vede k oslabeni pozitivni selekce v nerekombinujicich Gsecich.
Mezi evoluéni procesy, které vedou ke snizené adaptivnosti a variabilité¢ nerekombinujicich

Gsekd muze patfit také selekce na pozadi. Neutrdlni nebo slabé selektovand mutace ma
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ve velké nerekombinujici populaci Sanci na zafixovani pouze, vznikne-li
na chromosomu, ktery nenese velkou §kodlivou mutaci. s niz by mohly byt odstranény
(Charlesworth & Guttman 1996; Hey 1999; Otto 2000). Efektivni velikost populace
nerekombinujicich chromosoml pak muize byt zna¢né sniZzena ve velké populaci
v rovnovaze disledkem selekce. To urychluje fixaci slabé Skodlivych mutaci a
zpomaluje fixaci vyhodnych mutaci (Charlesworth & Charlesworth 2000). Vlivem
efektu Mullerovy rohatky, v disledku mirn¢ negativnich mutaci vznikajicich
nahodné, dochazi k postupnému zhorSovani primérné Zivotaschopnosti jedinci
v populaci (Muller 1964). Chromosomy nesouci méné Skodlivych mutaci
nemohou byt v nepfitomnosti rekombinace a zpétnych mutaci opraveny a tento
proces je provazen fixaci Skodlivé mutace (Charlesworth & Charlesworth 2000;
Gorelick 2003). Imenované procesy mohou vést k snizeni efektivni velikosti populace
vznikajicich neparovych chromosomi, a tim k poklesu vlivu selekce na ukor genetického
driftu. Y nebo W chromosomy tedy nesou oproti chromosomm X a Z zmény ve struktuie
a konstituci a maji haploidni nerekombinujici genom. To vede spolu s faktem, Ze ¢etnost
chromosomu Y (W) je oproti Cetnosti X (Z) tietinova, k fixaci Skodlivych mutaci na
Y (W). K tomuto efektu mize jesté prispivat pohlavni vybér, ktery snizuje efektivni
pocet rozmnozujicich se samci a také fakt, Ze nedochazi k odstranéni skodlivych mutaci
fixovanych spolu s vyhodnymi mutacemi prostfednictvim rekombinace. VSechny tyto
faktory ptispivaji postupné k heterochromatinizaci chromosomu Y (W), coz podnécuje
evoluci mechanismG kompenzujicich genovou davku mezi odliSnymi pohlavnimi
chromosomy (Charlesworth 2002).

Rozsahla degenerace neparového pohlavniho chromosomu vsak neni obecnym
jevem pro vSechny skupiny zivocichl; u nékterych zGstava Y nebo W chromosom
stejn¢ velky jako X a Z a nese fadu genl (Charlesworth 2002). Piedpoklada se, ze
tento stav je mezistupném mezi homomorfnimi chromosomy a stavem, kde Y a W jsou
velmi redukované vi¢i X a Z; u mnoha evolu¢né odvozenych skupin se s nim tedy
nesetkame. V nékterych ptipadech vSak naopak dochazi ke kumulaci repetitivnich
sekvenci na neparovém pohlavnim chromosomu do té miry, Ze se pak stdvéa nejvétSim

chromosomem celého karyotypu (Matsunaga et al. 2003).
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3.3. Srovnani typu pohlavnich chromosomi a pohlavné specifickych geni mezi

jednotlivymi skupinami obratlovcu

V ramci obratlovci se setkdvame s rdznymi zplsoby chromosomalniho urceni
pohlavi. U ryb je situace zvlasté komplikovana. Mzeme se zde setkat s ur¢enim pohlavi
prostiednictvim pohlavnich chromosom, a to typu XX/XY napf. u n€kterych lososovitych
i typu ZZ/ZW napt. u rodu Gambusia. U rodu Xiphophorus, jak jiz bylo zminéno,
nachazime samici i sam¢i heterogamii ve stejném druhu, coz byva vysvétlovano recentni
divergenci pohlavnich chromosomti (Basolo 1994). Na piikladu druhu Xiphophorus
maculatus tedy miZe byt demonstrovano, Ze mezi jednotlivymi chromosomalnimi
systémy nemusi byt vzdy ostra hranice. Existuji ale i jiné, zpravidla druhové specifické
mechanismy urceni pohlavi ryb, ve kterych hraji roli vice neZ dva pohlavni chromosomy
nebo multifaktorialni polygeneticky systém. Mnoho praci také prokazalo environmentalni
vliv na pohlavi vyvijejicich se jedinct (Baroiller et al. 1999). O genech determinujicich
pohlavi ryb je v souCasnosti stadle malo informaci. Recentn¢ byl identifikovan gen pro
sam¢i determinaci (DMY) u sladkovodni ryby Oryzias latipes, kde jsou heterogametickym
pohlavim samci. Molekularni manipulaci bylo prokazano, ze ptitomnost fragmentu tohoto
genu v genotypu samice je postacujici pro vyvoj varlat (Devlin & Nagahama 2002;
Matsuda et al. 2007).

U obojzivelnikl byl do soucasnosti popsédn pouze chromosomalni zplisob determinace
pohlavi. Stejné jako u ryb se u nich ovSem muizeme setkat bud’ se samci (XX/XY) nebo
se sami¢i (ZZ/ZW) heterogamii (Wallace et al. 1999). U né€kterych druhti nachdzime také
nerozliSené, homomorfni pohlavni chromosomy (Hayes 1998). Neobvykly zptsob uréeni
pohlavi byl objeven u novozélandské zaby Leiopelma hochstetteri, u niz o pohlavi rozhoduje
systém OW/OO0, ve kterém doslo k uplné ztrate¢ pohlavniho chromosomu Z (Green 1988).

Savci naopak reprezentuji skupinu, kterd vykazuje vnitin€ viceméné jednotny typ
genetického ureni pohlavi. O budoucim pohlavi sav¢iho embrya rozhoduji XX/XY
chromosomy (Vorontsov 1973; Graves & Watson 1991; Graves 2000; Charlesworth &
Charlesworth 2000; Chow & Brown 2003; Griitzner et al. 2004; Carrel & Willard 2005;
Matsubara et al. 2006). U placentalnich savci je zpravidla chromosom X velky a genové
bohaty oproti malému heterochromatinizovanému Y, ktery ma s X shodnou pouze malou
pseudoautosomalni oblast, v niz dochazi mezi X a Y k rekombinaci béhem meiotického
déleni. V soufasné dobé je na Y chromosomu ¢lovéka popsano 33 genl (oproti zhruba

3000 — 4000 na X), z nichz 10 je exprimovano pouze ve varlatech a dalSi ovliviiuji zejména
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vyvoj sam¢ich sekunddrnich pohlavnich znaki (Roldan & Gomendio 1999) a nékteré jsou
inaktivni pseudogeny (Graves 2000). Nicméné ne vSechny geny zodpovédné za vyvoj
varlat nebo samcich pohlavnich bunék jsou lokalizovany na Y; fada z nich je umisténa na
X chromosomu. SRY, gen zodpové€dny za vyvoj varlat je homologicky pro placentalni
savce a vacnatce (Foster et al. 1992; Ganesh et al. 1997; Pask et al. 2000), u vejcorodych
savcl v8ak zadny gen specificky pro samce nebyl nalezen. SRY patii do skupiny gent,
které maji homology na X chromosomu, coz naznacuje, ze tyto geny jsou diilezité pro ob¢
pohlavi. Gen SRY specificky pro vyvoj samcl se ziejmé vyvinul z genu SOX3, jenZ je
jeho homologem na chromosomu X (Charlesworth 2003). Gen ATRX nalezeny u vacnatcd,
exprimovany pouze ve varlatech, je povazovany za puvodni sav¢i pohlavné determinaéni
gen a je oznafovany jako moZzny inicidtor diferenciace pohlavnich chromosomi
(Graves & Shetty 2001). Vzacné u saved muze dojit k Gplné ztraté Y chromosomu,
napf. u rodu Ellobius (Charlesworth 2002). Piedpokladem je, Ze geny rozhodujici o vyvoji
ur¢itého typu gonady jsou pfemistény na jiné misto v genomu, a tedy na jiny par chromosomi
(Graves 2005), které pak slouZi jako neopohlavni chromosomy nebo dojde spolu se ztratou
pohlavniho chromosomu také ke ztrat¢ samciho pohlavniho genu a pohlavni systém je pak
typu XX/XO (Graves & Shetty 2001). Zatimco X chromosom placentalnich savci tvoii 5%
haploidniho genomu, u vaénatcti jsou to pouze 3% a u vejcorodych jsou naopak pohlavni
chromosomy pomérné velké a paruji po celém kratkém raménku chromosomu X a dlouhém
raménku Y. Nicméné€ geny lokalizované na lidském pohlavnim chromosomu X byly nalezeny
na X chromosomu vacnatci i vejcorodych savel (Graves 1995). Zajimavym zjist€nim,
které ponékud naruSuje pohled na jednotnost systému pohlavni determinace uvnitf savcl
je skute€nost, Ze u ptakopyska Ornithorhynchus anatinus byla objevena pfitomnost péti
X chromosomd, z nichZ jeden je homologicky s ptacim Z chromosomem. Tato zjisténi by
mohla znamenat, Ze systém urceni pohlavi pfitomny u ptaki mohl byt ancestralnim stavem
pro vsechny savce (Griitzner et al. 2004), jak to interpretuji autofi nebo Ze paralelné doslo ke
vzniku pohlavnich chromosomi ze stejného paru autosomd.

U ptakt o pohlavi rozhoduji ZZ/ZW pohlavni chromosomy (Vorontsov 1973; Fridolfsson
et al. 1998; Ellegren 2000). Chromosom Z tvofi 7% haploidniho genomu uniformné
u raznych fada ptaki, zatimco velikost W je v jednotlivych skupinach rGizna. Nicméné
geny lokalizované na Z chromosomu kura domaciho (Gallus gallus) byly nalezeny na
tomtéz chromosomu u emu (Dromaius novaehollandiae) (Shetty et al. 1999). Neni jesté
zcela jasné, zda ptaci ZZ/ZW systém ,pracuje” pres samici determinacni geny umisténé

na W chromosomu nebo prostfednictvim rozdilné davky geni na chromosomu Z.
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Gen DMRT, ktery je soucasti diferenciacni kaskady varlat u v§ech obratlovcii a jehoZ lokus
byl nalezen na chromosom Z u kura domaéciho, je povazovan za kandidéatni gen pro urceni
pohlavi u ptaki (Graves & Shetty 2001). Na chromosomu W bylo do soucasnosti odhaleno
jen nékolik gend, vSechny maji své homology na Z. nejsou to vSak pseudoautosomalni
geny. ale jsou umistény v nerekombinujicich oblastech pohlavnich chromosomd.
Nejlépe prozkoumané jsou geny CHDIZ a CHDIW (Griffiths et al. 1996; Garcia-Moreno
& Mindell 2000); sekven¢ni data napovidaji, Ze tyto dva geny mohly vzniknout nezavisle
(Ellegren & Fridolfsson 1997) a jelikoz lezi v nerekombinujicich oblastech W chromosomu,
mohly by slouzit jako pohlavi ur¢ujici geny. Podobné byl na W chromosomu odhalen i gen
ATP5A1, jehoz homolog se taktéZ nachazi v nerekombinujici oblasti Z (Fridolfsson et al.
1998; Ellegren 2000).

Vlastni plazi (zde chépani jako parafyleticky taxon, tzn. bez ptakd) jsou skupinou
obratlovcl, ve-které nalézame urcitou rtiznorodost v mechanismech ureni pohlavi.
U Zelv (Chelonia), tedy skupiny s nejasnym fylogenetickym postavenim v ramci plaz,
se setkavame s druhy, které maji teplotné urcené pohlavi, napt. z ¢eledi Pelomedusidae,
Kinosternidae, Emydidae nebo Bataguridae (Ewert & Nelson 1991). Dale potom s druhy,
jejichZ pohlavi je determinovano pohlavnimi chromosomy, a to morfologicky nerozlienymi
(napt. Apalone, Pelodiscus (Trionychidae), Emyvdura, Chelodina (Chelidae)) nebo
rozliSenymi, a to typu XX/XY napf. u zastupch rodu Staurotypus (Staurotypidae) nebo
ZZ/ZW, napt. u rodu Kachuga (Bataguridae) (Janzen & Paukstis 1991b). Uvniti jednotlivych
¢eledi nachazime druhy se zcela odliSnymi systémy, coz milize byt podnétem k Gvaham
o plivodu a stafi jednotlivych pohlavné determinaénich mechanismi. Jednim ze dvou
plazich radi, které reprezentuji teplotné podminéné urCeni pohlavni jako konzervativni
model na Urovni celého fadu. jsou krokodyli (Crocodylia; Ewert & Nelson 2003)
(vSechny druhy krokodyll vSak v tomto odhledu zkoumany nebyly). Druhym fadem
s teplotné ur¢enym pohlavim jsou haterie (Rhynchocephalia); v ramci tohoto fadu byly
studovany oba druhy (Sphenodon punctatus, S. guntheri) a u obou bylo prokazano TSD
(Nelson et al. 2004). Haterie jsou sesterskou skupinou fadu Squamata. Uvnitf fadu Supinatych
(Squamata) je mozné nalézt témé&f jakykoli mechanismus, kterym je o pohlavi rozhodovéano.
Setkavame se zde s teplotné uréenym pohlavim stejné tak jako s genetickym a to se samici
isamciheterogamecii. Nejlépe prozkoumanym systémem u plazi je patrné samici heterogamie
uniformni pro viechny hady. Geny, které rozhoduji o determinaci konkrétniho pohlavi vSak
nejsou dosud spolehlivé popsany. Nejdiive byla u hadi jako kandidatni sekvence oznacena

mala repetitivni oblast koncentrovana na chromosomu W, podobna sekvenci soustfedéné
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na chromosomu Y u mysi. Nicméné genovym mapovanim se prokézalo, Ze tento Usek neni
zodpovédny za vyvoj gonad u hadi (Graves & Shetty 2001). Jako dalsi kandidatni geny
byly ur¢eny geny DMRTI a SOX9, jez jsou vysoce konzervativnimi geny s vyznamnou roli
pti diferenciaci varlat u riznych skupin obratlovci (Foster et al. 1994; Wagner et al. 1994;
Raymond et al. 1999). U tfech druhi hadti z riiznych ¢eledi, kde probihalo mapovani téchto
genu, vsak byly objeveny jejich homology na autosomech, z ¢ehoz vyplyva, ze tyto geny
také nezodpovidaji za pohlavni determinaci hadi (Matsubara et al. 2006).

Obecné muzeme fici, ze pohlavni chromosomy v paru jsou navzajem homologické
(Ohno 1967). Ohno (1967) popsal, ze rozdilnd velikost pohlavnich chromosomi
u jednotlivych rlizné starych skupin hadii odpovida posloupnosti diferenciace pohlavnich
chromosomu a degenerace W. Spolecny plivod pohlavnich chromosomil u trech zastupca
evoluéné rizné odvozenych celedi hadd byl potvrzen komparativnim mapovanim
pohlavné vazanych genli (Matsubara et al. 2006). Podobny obraz nachazime také u ptaka,
kde pohlavni chromosomy béZci jsou pomérné malo diferencované oproti vyrazné
diferenciaci ZW u pévcl. Na zakladé podobné velikosti X chromosomu savcl a Z ptakid
a shodnych vyslednych fenotypi pohlavné vazanych mutaci Ohno (1967) usuzuje, Ze je
mozné, aby pohlavni chromosomy ptakti a savcti mély shodny plvod. Pozdgji bylo u ptakd
prokazano, ze geny specifické pro pohlavni chromosom W (ATP541, CHDI) maji své kopie
na chromosomu Z; v rdmci péru jsou tedy chromosomy homologické. Komparativnim
mapovanim se vSak ukézalo, Ze ani jeden z téchto genti neni pohlavné vazany u
placentalnich savcii, coZ naznaCuje nezavisly vznik pohlavnich chromosom u ptaki a savci
(Fridolfsson et al. 1998). Nezavisly piivod pak potvrzuji dal$i studie, zaméfené na mapovani
pohlavné specifickych gend, napt. Z - vazané geny u kura doméaciho (Gallus gallus) maji své
homologni sekvence na lidském chromosomu 5 a 9 (Nanda et al. 2000; Burt 2002) a naopak
X - vazané geny ¢lovéka byly lokalizovany na chromosomu 1 a 4 kura domaciho (Burt 2002;
Kohn et al. 2004; Smith & Sinclair 2004). Na zakladé podobné velikosti Z chromosomti
ptaka a hadi bylo pfedpokladéno, ze pohlavni chromosomy téchto dvou skupin maji shodny
puvod (Graves & Shetty 2001). Sekvence lezici na Z chromosomu japonské uzovky Elaphe
quadrivirgata maji homology na autosomech ¢lovéka a kura domaciho, stejné tak jako
homology pohlavnich genti kura doméciho a ¢lovéka se nachazeji na autosomech hada
(Matsubara et al. 2006). To dokazuje. Ze systém urceni pohlavi s heterogametickym samic¢im
pohlavim vznikl v evoluci nezévisle u ptedka ptakid a u pfedka hadda.

Ne vzdy je snadné pohlavni chromosomy identifikovat, prestoze dané druhy podle

poméru pohlavi pfi pokusech s inkubacni teplotou vykazuji genetické urceni pohlavi.
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Homomorfni pohlavni chromosomy v rané fazi své diferenciace jsou konven¢nimi
cytogenetickymi metodami neodhalitelné. V takovych situacich je nezbytné pouzit citlivé;si
metody molekularni cytogenetiky, jako napf. komparativni genomovou hybridizaci. Touto
metodou byly naptiklad odhaleny pohlavni chromosomy u agamy Pogona vitticeps nebo u
australské sladkovodni zelvy Chelodina longicollis, které jsou tvofeny mikrochromosomy
(Ezaz et al. 2005; Ezaz et al. 2006). Pokud se v§ak pohlavni chromosomy li§i pouze v jednom
nebo nékolika malo genech, nebudou odhalitelné ani s pouzitim komparativni genomové

hybridizace.

3.4. Neopohlavni systémy

V nékterych ptipadech mohou vlivem riiznych chromosomovych prestaveb vznikat
tzv. neopohlavni systémy (z angl. ,neo-sex chromosomes™). Neopohlavni chromosomy
vétSinou vznikaji jako vysledek piestaveb zahrnujicich pohlavni chromosomy a autosomy,
nejcastéji prostiednictvim tzv. Robertsonovych translokaci. Jednad se o proces zahrnujici
centrickou fuzi dvou telocentrickych nebo akrocentrickych chromosomi za vzniku
jednoho metacentrického chromosomu. Cely tento proces muze, ale nemusi zahrnovat
ztratu telomerickych sekvenci fiizovanych chromosom(i v zdvislosti na procesech,
které k fuzi vedou (Robertson 1916 ex Slijepcevic 1998). Pti znaeni chromosomi pomoci
telomerické sondy tedy miZeme v nékterych ptipadech oCekavat intersticidlni signaly
v oblasti centromery u nové vzniklého metacentrického chromosomu. U fady obratlovci,
u nichz doslo k centrickym fuzim byly intersticidlni signaly nalezeny. V té€chto pfipadech
musi byt zfejmé zapojeny néjaké mechanismy inaktivace telomerickych sekvenci v oblasti
centromery fuzovanych chromosomu (Slijepcevic 1998).

V procesu vzniku neopohlavnich chromosomovych systémi mohou hrat roli i recipro¢ni
translokace mezi metacentrickymi chromosomy nebo centrické Stépeni a patrné mohou
byt mezi tyto mechanismy zahrnovany i tandemové fize (Yonenaga-Yassuda et al. 2005).
Vysledkem jsou potom napf. systémy X, X, Y, XYY, nebo Z Z,W ¢i ZW W,. Za pfitomnosti
neopohlavnich systémi pozorujeme béhem meiosy vznik trivalentd, kvadrivalenti nebo
slozitéjSich chromosomovych fetézcl. Se systémy. v nichz dochazi k centrické fuzi
pavodniho Y chromosomu s autosomem za vzniku velkého metacentrického chromosomu
se setkdvame v ramci riznych skupin ZivoCichd. Druhy chromosom z paru autosomd,
kde jeden z nich fGzoval s Y, po této fiizi zacne fungovat jako novy X chromosom.

Homologni par té&chto chromosomti u samice pak z divodu zachovani spravného parovani
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funguje jako dalsi par pohlavnich chromosomi X. V karyotypu samice se tedy vyskytuji
dva péry pohlavnich chromosomli oznafované jako X X X,X, Takovy systém miizeme
najit napf. u nékterych skupin hmyzu, pavouka, ryb, obojzivelnikl, plazi nebo u savci
(Gorman & Stamm 1975; De Smet 1981; Ewulonu et al. 1985; Fredga & Bulmer 1988;
de Almeida-Toledo et al. 2000; Galian et al. 2002; da Silva & Margarido 2005;
Kral et al. 2006). U plazii se v n€kterych ojedinélych pripadech setkdvame i se systémy,
kdy u druhi, kde je heterogametickym pohlavim samice, doslo k fuzi W pohlavniho
chromosomu s autosomem (Odierna et al. 1996; Odierna et al. 2001) nebo naopak k fuzi
autosomu se Z pohlavnim chromosomem (Ray-Chaudhuri et al. 1971). Podobna situace byla
popsand u rejska obecného (Sorex araneus), kde doslo k fuzi pivodniho X chromosomu
s akrocentrickym autosomem, druhy chromosom z plivodniho paru autosomd pak funguje
jako Y, (Fredga & Bulmer 1988; Ashley 2002). Kromé situace u ptakopyska, kde komplex
chromosomii vznikl pravdépodobné nékolikandsobnymichromosomovymitranslokacemi, pti
kterych pary autosomui ziskdvaly postupné pohlavné specifické alely (Griitzner et al. 2006),
byl systém zahrnujici vice nez ¢tyti pohlavni chromosomy dosud nalezen pouze u nékolika

druhti rostlin a bezobratlych Zivo¢icht (Griitzner et al. 2006).

3.5. Kompenzace genové davky

Béhem diferenciace pohlavnich chromosoml dochazi k znaénému poklesu genové
vybavy neparového pohlavniho chromosomu. Hemizygotni existence vétSiny gen
na X je riskantni, pfihlédneme-li k tomu, Ze monosomie i velmi malych autosomovych
oblasti je u ¢lovéka letalni (Ohno 1957). Skute¢nost, Ze samci s jednim X chromosomem
prospivaji stejné dobfe jako samice se dvéma X, naznacduje, Ze v evoluci vznikl néjaky
mechanismus vyrovnavajici genetickou nerovnomérnost mezi samci a samicemi.
Muller (1947 ex Ohno 1967) zavedl pro tento mechanismus termin kompenzace genové
davky (,dosage compensation mechanism™). Ztrata aktivity Y vazanych geni je tedy
doprovazena mechanismem. ktery zabezpecuje priblizné stejné mnozstvi genovych produkti
na X chromosomech samce a samice (Marin et al. 2000). U riznych skupin Zivocichi se
mechanismus kompenzace genové davky vyvinul odliSnym zpisobem. Nejlépe prostudovany
je predevs$im systém u placentdlnich savcti a u octomilek (Drosophila melanogaster). Samé&i
X chromosom octomilek je hypertranskribovany, zatimco u savct dochazi k inaktivaci
jednoho X chromosomu v buitkach samic (Muller 1947; Barr & Bertram 1949 ex Ohno 1967).

Zatimco u vaénatct je vzdy inaktivovan otcovsky X chromosom, u lidi je vybér ndhodny a
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rizni se mezi jednotlivymi tkanémi (Chow & Brown 2003). Inaktivace neni vzdy zcela uplna.
nékterym genim se dafi z ni uniknout a jsou potom exprimovany na obou X chromosomech.
Ptedpokladem je, Ze se jedna o geny G¢astnici se vyvoje sexualné dimorfnich znakt samic
(Carrel & Willard 2005). Inaktivaéni centrum, tzv. Xq nutné k tomu, aby mohl byt X
inaktivovan, se u ¢lovéka nachazi v proximalni ¢asti chromosomu X. Inaktivace je fizena
genem Xist, ktery je exprimovan pouze na inaktivovaném X chromosomu. Tento gen
zprostiedkovava produkci Xist RNA, ktera se akumuluje po celé délce X chromosomu
a dava tak signal k inaktivaci. Pfed zapocetim meiotického déleni je X reaktivovan a
zustava aktivni béhem celé oogeneze az do rané embryogeneze (Marin et al. 2000). Dal3im
modelovym druhem pro studium kompenzace genové davky je Caenorhabditis elegans, kde
je sniZzend exprese na obou hermafroditickych X chromosomech (Meyer 2000). Dostupna
evidence naznacuje, Ze vznik mechanismi kompenzace genové davky sahd pomérné
hluboko do minulosti (napf. u savcll je vznik tohoto mechanismu odhadovan na dobu
pted 170 miliony lety). Evoluce téchto mechanismi probihala v jednotlivych skupinach
nezavisle, o ¢emz sveéd¢i i odlisnost gend kddujicich komponenty kompenzace genové davky
v jednotlivych skupinach (Marin et al. 2000). Mimo dobfe prostudovanych modelovych
druhd je informaci o kompenzaci genové davky pomérné malo. U ptaki neni Zadna evidence
proteinii ¢astnicich se téchto mechanismd, ale kvantifikaci mRNA gen0 transkribovanych
na Z se prokézalo, Ze zde nepochybn¢ k mechanismu kompenzace genové davky dochazi.
To, ze jsou oba Z chromosomy samce replikovany synchronn€, naznacuje, ze nedochazi
k inaktivaci jednoho ze Z chromosomi jako u X chromosomi savcl. Jakym mechanismem

je tedy kompenzace genové davky zaji§téna, neni dosud jasné (McQueen et al. 2001).
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4. Cytogenetika a cytotaxonomie plazil

Prozkoumanost jednotlivych hlavnich linii plazli je zna¢né nerovnomérna v zavislosti
na dostupnosti studovanych taxond i na mozZnostech aplikace béznych cytogenetickych
metod. Nicméné ze znamych udaji je ziejmé, Ze jednotlivé hlavni vyvojové linie plazd
se ve variabilit¢ v poctu chromosomi rizni. Skupina Testudines podle dostupnych
Gdaji vykazuje pomérmé  nizkou variabilitu v poctu a morfologii chromosomi
(Norris et al. 2004). Fylogeneticka pozice této skupiny je pritom sporna. Tradiéné je
zafazovana jako anapsidni linie recentnich plazd (Lee 1997; Wilkinson et al. 1997);
vysledky nékterych studii zaloZzenych na molekuldrnich datech (Zardoya & Meyer 1998;
Hedges et al. 1999) v3ak naznacuji, Ze jiZz zfejmé neni otazkou, zda Zelvy jsou ¢&i nejsou
diapsidni, ale kde je mezi diapsidy jejich pozice (Rippel 1999). Zelvy maji diploidni
pocet chromosomll v rozsahu od 50 do 70 a variabilita spo¢ivd zejména v poctu
mikrochromosomt (Bickham et al. 1983; Bickham & Carr 1983). Makrochromosomy
zelv v8ak vykazuji zna¢nou homologii s makrochromosomy hatérii (Norris et al. 2004).
U obou druhti hatérii, které tvofi sesterskou linii k monofylu Squamata, je diploidni pocet
chromosomil 2n = 36. Karyotyp je tvofen 14 pary makrochromosomi, jejichz morfologie
je v podstaté srovnatelna s morfologii zastupcli sedmi Celedi zelv. Karyotyp zéstupcl
¢eledi Trionychidae a Carettochelyidae naopak vykazuje podstatnou chromosomalni
odli$nost ve srovnani s ostatnimi Zelvami i hatériemi (Norris et al. 2004). Tyto dvé ¢eledi
skupiny v ramci taxonu Testudines (Bickham et al. 1983). Prestoze fylogenetické prace
zalozené na molekularnich datech podporuji monofylum Lepidosauria (tj. haterie a Supinati
plazi) (Townsend et al. 2004; Vidal & Hedges 2005; Fry et al. 2006), karyotyp harérii je
pomérné znacné odliSny od karyotypu vétsiny skupin Supinatych plazii (Norris et al. 2004).
Narozdil od zelv a krokodyld je u Supinatych plazii pozorovana vyS§i variabilita
v poétu a morfologii chromosomlG mezi jednotlivymi skupinami (Norris et al. 2004).
Byly zaznamenany poéty chromosomd v rozsahu mezi 16 a 57 chromosomy
v diploidnim stavu (Olmo 2005). Uvnitf jednotlivych ¢eledi vak mnohdy neni rozptyl
v poctech chromosomi nijak znaény. Z celkového pohledu se ale i tak jednd o skupinu
s pomérné vysokou variabilitou zejména v morfologii chromosom@ (Olmo et al. 2002).
Olmo et al. (2002) zaznamenali shody ve vzoru G-pruht mezi Zelvami a krokodyly, zatimco
Supinati plazi v tomto vzoru vykazuji zna¢nou odli$nost. Nicméné i v ramci skupiny Squamata

je vzor G-pruhti pomérné konzervativni. Zda se tedy, ze je tento typ struktury zastoupeni
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euchromatinu v karyotypu apomorfii Supinatych plazi. U krokodyli se setkdvame se dvéma
zakladnimi typy karyotypu. A to s karyotypem tvofenym pfevazné submetacentrickymi
a metacentrickymi chromosomy a nebo karyotypem, jez sestava ze subtelocentrickych
a akrocentrickych chromosomi. Pivodnéjsi formou je patrné karyotyp tvofeny submeta-
a metacentrickymi chromosomy a druhy typ karyotypu zifejmé vznikl prostiednictvim
§tépeni metacentrickych chromosomi a evoluéni fixace téchto udalosti (Cohen & Gans
1970). Rozsah poctu chromosomt v diploidnim stavu je v ramci této skupiny 30 az 42
(Olmo 2005). Stejné jako krokodyli jsou soucasti archosaurni skupiny plazii také linie vedouci
k recentnim ptakim. Rozsah v po¢tu chromosomt u recentnich ptakt se pohybuje mezi
40 az 132 chromosomy v diploidnim stavu (Shields 1982; Burt 2002). Typicky ptaci karyotyp
obsahuje pfiblizn¢ 40 part chromosomd, z toho je nejcastéji 30 part mikrochromosomii
(Burt 2002). Tento typ karyotypu se zfejmé vyvinul pied 100-250 miliony lety.
Recentni prace popisuji, ze mikrochromosomy tvofi pfiblizné 25 % ptac¢iho genomu a nesou
zhruba 50 % genu (Smith et al. 2000). Pavodni ptaci karyotyp zfejmé obsahoval ptiblizné
20 mikrochromosomt (Burt 2002) a akumulace dalSich mikrochromosomii se mohla

s nejvétsi pravdépodobnosti odehrat prostfednictvim chromosomovych zlomt.
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5. Stru¢ny piehled o ¢eledi Eublepharidae

Celed” Eublepharidae je jednou z Geledi taxonu Gekkota a je pravdépodobné
sesterskou skupinou v3ech zbyvajicich linii tohoto taxonu (Han et al. 2004). Gekkota je
celosvétové rozsifena skupina jestérh, zahrnujici podle poslednich studii 5 vyvojovych linii
(Han etal.2004). Casné kladogeneze uvniti skupiny Gekkota je ziejmé asociovana s rozpadem
superkontinentu Pangea zhruba pted 180 miliony lety. V této fazi doslo ziejmé k divergenci
mezi laurasijskou skupinou Eublepharidae a gondwanskou skupinou Gekkonoidea
(zbyvajici zijici linie skupiny Gekkota). V gondwanské skupiné pak doslo k Casnému
Stépeni v souvislosti s rozpadem Gondwany na vychodni ¢ast (vychodogondwanské linie:
Carphodactylidae + Diplodactylidae + Pygopodidae) a zapadni &ast (zapadogondwaska
linie Gekkonidae). Divergence mezi Zijicimi rody uvniti ¢eledi Eublepharidae a vychodnich
gondwanskych liniich(Diplodactylidae, Pygopodidae, Carphodactylidae)jsoupravdépodobné
hlubsi nez mezi rody uvnitt ¢eledi Gekkonidae (Han et al. 2004). Fylogenetické vztahy
uvniti Celedi Eublepharidae byly studovany na zakladé kombinace morfologickych znak
a molekularnich 0daju, tj. sekvence gend pro 12S a 16S rRNA (Starostova et al. 2005).
Tento pfistup vSak neroziesil viechny fylogenetické vztahy mezi druhy Celedi; nerozieseny
zlstaly nejstarsi divergence. Na rozie$eni vztahu bazalnich linii se totiZ neshoduji vysledky
Jednotlivych pouzitych fylogenetickych metod (Bayesidnska analyza, Neighbor-joining,
maximalni vérohodnost a maximalni parsimonie). Problémy dé€la pfedev$im rozfeseni
pozice druhu Aeluroscalabotes felinus (Starostova — ustni sdéleni), coz je druh, jez se
nevyskytuje v souboru druhlG vysetfovanych cytogenetickymi metodami v této praci.
Po vyrazeni tohoto druhu dava Bayesidnskd analyza a metoda neighbor-joining stejné
vysledky. Pravé tento strom (Obr.1) jsem pouzila pro tcely vizualizace vysledki ziskanych
feSenim této prace. Pozice druhu Coleonyx switaki ve fylogenetickém stromu byla urena
podle prace Grismera (1988), kde publikoval kladogram rodu Coleonyx na zakladé

morfologickych a meristickych znakf.
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Coleonyx switaki

Coleonyx brevis

Coleonyx variegatus
Coleonyx elegans

Coleonyx mitratus
Eublepharis angramainyu
Eublepharis macularius
Hemitheconyx caudicinctus
Holodactvlus africanus

Goniurosaurus araneus

Goniurosaurus luii
Goniurosaurus lichtenfelderi
Goniurosaurus splendens

Goniurosaurus kuroiwae

Obr.1 Fylogeneticky strom skupiny Eublepharidae, upraveny podle Starostova (astni sdéleni)
a Grismer (1988) konstruovany na zakladé kombinace morfologickych a molakularnich dat.

Skupina Eublepharidae je nevelkou celedi zahrnujici 28 popsanych druhd nocnich
jestéra. Vsichni zastupci této Celedi maji svislou zorni¢ku, pohybliva vicka, tenké prsty bez
ptisavnych lamel a lamavy dorlstavy ocas. Maji invariantni snisku, kladou dvojici vajec
s pruznou kozovitou skofapkou. Jednotlivé druhy maji své aredly rozsifeni na africkém,
asijském a severoamerickém kontinentu, coz poukazuje na zna¢né stafi celé skupiny.
Rozsiteni skupiny gekonciklG v Africe (rody Holodactylus a Hemitheconyx) se vysvétluje
sekundarni invazi z plvodné patrné laurasijského aredlu (Grismer 1988). Druhy této
¢eledi vykazuji variabilitu ve velikosti téla, klimatickych ndrocich, ve velikosti genomu
(Starostova et al. 2005) a také ve zpisobu determinace pohlavi. Nékteré druhy maji pohlavi
uréeno geneticky a jiné teplotné (Viets et al. 1994; Bragg et al. 2000; Kratochvil - vlastni data).
Z tohoto dlivodu je tato ¢eled’ velmi vhodnou skupinou ke studiu pohlavnich chromosomi
a obecnych evoluénich principi souvisejicich s ur¢ovanim pohlavi. Typicky ..gekoni*
karyotyp je tvofen 32-46 chromosomy v diploidnim stavu. Primarn¢ je tvofen stupiiovitou
sérii akrocentrickych chromosoml bez vyrazného prechodu mezi makrochromosomy
a mikrochromosomy. Velké metacentrické elementy nejsou casté a vétSina dvojramennych

chromosom, které byly pozorovany, ma ziejmé subtermindlni centromeru (Gorman 1973).
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V ramci Celedi Eublepharidae byl karyotyp do soucasnosti popsan pouze pro Ctyfi druhy
(Eublepharis macularius 2n = 38; Coleonyx variegatus 2n = 32; Coleonyx switaki 2n = 24;
Goniurosaurus kuroiwae 2n = 24),

Do souboru druhl studovanych v této praci byly zahrnuty vSechny druhy celedi
Eublepharidae, zastoupené v chovech PfF UK. Jelikoz se jedna o exotické plazy, vybér byl
zavisly pfedevsim na dostupnosti zastupct jednotlivych druhd.

Jednim z druhti zahrnutych do diplomové prace je Eublepharis macularius (Blyth 1954);
patrné nejlépe prozkoumany zastupce celého taxonu Gekkota. Areal jeho rozsifeni zahrnuje
vychodni a jizni oblast Afghanistanu, Péakistdn a severozapadni ¢ést Indie. Na téchto
tzemich vyhledava stepni ekosystémy zasahujici az do vySek 2500 m.n.m. Jedna se jeden
z velkych druhi ¢eledi (109-158 mm; Anderson 1999). U tohoto druhu bylo dokumentovano
teplotné urcené pohlavi (Viets et al. 1993: Bragg et al. 2000; Rhen & Crews 2000);
karyotyp je v diploidnim stavu tvofen 38 akrocentrickymi chromosomy, z toho je 6 parQ
mikrochromosomi (Gorman 1973; De Smet 1981).

Pfibuznym druhem E. macularius je Eublepharis angramainyu, Anderson &
Leviton 1966. S celkovou délkou téla téméf 30 cm je jednim s nejvétSich druhd.
Do soucasnosti jsou tito gekoncici znami pouze z nékolika malo lokalit jihozdpadniho
Irdnu, severovychodniho Irdku a severovychodni Syrie (Seufer et al. 2005). pri¢emz
zastupci syrské a iranské populace se lisi ve zbarveni a n¢kterych folidotickych znacich
(Kratochvil — stni sdéleni); zadné oddélené tormalni taxony v$ak nebyly popsany. Celkové
existuje o tomto druhu jen malo informaci, takZze nebyl dosud popsan ani zplsob urceni
pohlavi, ani karyotyp. Podle naSich zkuSenosti je tento druh spiSe TSD, ptestoze vzorek je
dosud pomérn¢ maly.

Mezi dalsi asijské gekondiky patii zastupci rodu Goniurosaurus. V nasich chovech je
tento rod zastoupen ¢tyfmi druhy. Prvnim z nich je Goniurosaurus araneus, Grismer, Viets &
Boyle 1999. Dodnes je tento druh oficialné znamy pouze z typové lokality v severozapadni
&sti Vietnamu (u hranic s Cinou). kde preferuje kopcovité oblasti s dostate¢nou vzdusnou
vlhkosti, vétsinou jsou nalézani v blizkosti jeskyni. Jedna se o stfedné velkého gekona
(115-130 mm; Seufer et al. 2005), bez popsaného karyotypu stejné jako bez zjisténého
zplsobu determinace pohlavi.

Goniurosaurus luii, Grismer. Viets & Boyle 1999 je zfejmé nejcastéji chovany druh tohoto
rodu. Je znamy z malého okrsku v jihozapadni ¢asti Ciny (na druhé strané vietnamsko-&inské
hranice neZ G. araneus). Podobné jako zastupci druhu G. araneus jsou i jedinci tohoto

druhu nalézani v blizkosti vapencovych jeskyni tropického lesa (Seufer et al. 2005).
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Velikost téla je také podobna jako u druhu G. araneus, karyotyp nebyl do soucasnosti
popsan. Pohlavi je u tohoto druhu s nejvétsi pravdépodobnosti uréeno genetickymi faktory
(Kratochvil — vlastni data).

Tretim zastupcem rodu Goniurosaurus je G. lichtenfelderi (Mocquard 1897).
ktery se vyskytuje na ostrové Kuining Chao a na pevniné na vietnamském pobiezi v blizkosti
¢inské hranice. Ostrov Kuining Chao je soucasti rozsahlého souostrovi podobnych ostrovii
a je pravdépodobné, ze areal G. lichtenfelderi zahmuje vice nez jen jeden z téchto ostrovii
(Seufer et al. 2005). Biotop, ve kterém se tito gekoni vyskytuji, je tvofeny krasovymi
atvary tropického destného lesa, jejichz Cetné §térbiny jsou gekony vyuzivany jako ato€iste
(Seufer et al. 2005). Maximalni délka téla (od Cenichu ke kofeni ocasu) je 105 mm,
karyotyp nebyl popsan. Stejné jako u druhu G. luii bylo u tohoto druhu pozorovano GSD
(Kratochvil — vlastni data).

Poslednim studovanym druhem tohoto rodu je Goniurosaurus splendens
(Nakamura & Uéno 1959). Jsou to gekoni z ostrova Tokuno, ktery je soucasti Japonského
souostrovi. Vyskytuji se ve vapenatych jeskynich a v jejich blizkosti, ve $térbinach a pod
kameny na okraji tropického lesa a v zahradach (Seufer et al. 2005). Délka jejich téla
(od cenichu ke kofeni ocasu) neptevySuje 77 mm a celkovym vzhledem jsou velmi
podobni druhu Goniurosaurus kuroiwae z ostrova Okinawa (Seufer et al. 2005), u n¢hoz
byl popsan karyotyp sestavajici z 2n = 24 chromosomi, z toho 16 makrochromosomi
(14 metacentrickych, 2 akrocentrické) a 8 mikrochromosomi (Ota et al. 1987). Karyotyp
byl determinovan na zaklad¢ studia dvou samct a Sesti samic, vySetfeno bylo 62 metafazi
a s pouzitim klasického cytogenetického barveni nebyly odhaleny zadné pohlavni rozdily
mezi karyotypy samic a samctl. Zastupci druhu G. splendens dosud nebyli podrobeni
vySetieni karyotypu.

Mezi africké druhy ¢eledi Eublepharidae, zahrnuté do diplomové prace, patii jeden
ze dvou druhi rodu Hemitheconyx, konkrétné Hemitheconyx caudicinctus (Duméril 1851).
Areal rozsifeni saha od Senegalu po severni Kamerun, kde tito gekoni vyhledavaji stepni
biotopy, popiipad¢ suchy les, kde se klima méni v zavislosti na obdobi sucha ¢i dest.
Jsou to velci, robustni jestéfi s délkou téla (od Cenichu ke kofeni ocasu) ptiblizné
155 mm (Seufer et al. 2005). Bylo u nich dokumentovano teplotné zavislé uréeni pohlavi
(Bragg et al. 2000), karyotyp v3ak nebyl popsan.

Druhym studovanym africkym druhem je Holodactylus africanus, Boettger 1893.
Vyskytuje se ve vychodni ¢asti Afriky na izemi Somalska. Etiopie a Tanzanie, kde jsou

zastupci tohoto druhu vazani na oblasti suchych piscitych savan a polopousti s fidkou
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vegetaci. Je to druh adaptovany k no¢nimu ¢aste€né podzemnimu zplsobu Zivota v horkych
a suchych oblastech. Tomu odpovida i stavba téla. Délka téla nepfesahuje 83 mm, ocas je
kratky (23 mm) a silny, stejné tak jako nohy slouzici k hrabani nor (Seufer et al. 2005).
Neni zndmy karyotyp ani typ determinace pohlavi.

Na americkém kontinentu jsou gekonéici zastoupeni rodem Coleonyx, pticemz jedinci
¢tyf druhl jsou zastoupeni v nasich chovech a byli za¢lenéni do pokusi na této praci.
Prvnim z nich je Coleonyx brevis, Stejneger 1893. Areal rozsiteni tohoto druhu zadina
na jihovychodé¢ statu Nové Mexiko, ptechazi pies poust’ Chihuahua, feku Rio Grande a kon¢i
v severni ¢asti Mexika. Vyhledava aridni oblasti s fidkym porostem travy a kefu. S délkou
téla (od Cenichu ke kofeni ocasu) 63 mm je nejmen$im druhem celé ¢eledi (Seufer et al.
2005), bylo u néj dokumentovano genetické uréeni pohlavi (Viets et al. 1994), ale karyotyp
dosud nebyl popsan.

Coleonyx elegans, Gray 1845 ma oproti predchozimu druhu svij aredl roz$ifeni posunuty
do jiznich oblasti Mexika. do Belize, Guatemaly a El Salvadoru. Jedna se o pozemni druh
ukryvajici se ve spadaném listi nizinnych oblasti tropického lesa, stejné tak jako v susSich
kfovinnych biotopech (Seufer et al. 2005). Je to nejvétsi druh rodu Coleonyx dosahujici
délky téla (od Cenich ke kofeni ocasu) 108 mm (Seufer et al. 2005), bylo u néj pozorovano
genetické urCeni pohlavi (Kratochvil — vlastni data); karyotyp nebyl popsan.

Celkovym vzhledem je predchozimu popsanému druhu velmi podobny Coleonvx
mitratus (Peters 1893), roz$ifeny od jizni Guatemaly, ptes El Salvador, Honduras, Nikaraguu
a Kostariku az do severnich oblasti Panamy. Obyva tropické a subtropické destné lesy,
ale i suché lesy zejména podél jejich okraji. Na rozdil od druhu Coleonvx elegans je
s maximalni délkou téla 91 mm druhem mensim (Seufer et al. 2005), bylo u n¢j taktéz
zaznamenano genetické urceni pohlavi (Bragg et al. 2000) a karyotyp zatim chybi.

Poslednim studovanym druhem je Coleonyx variegatus, rozsifeny na jihozapadé USA
(Utah, Nevada, Arizona, Nové Mexiko a Kalifornie), kde jsou vazani na suché biotopy.
Maximalni délka téla (bez ocasu) je 55-77 mm (Seufer et al. 2005) a stejné jako u pfedchozich
druhG rodu Coleonyx bylo u tohoto druhu dokumentovano geneticky urcené pohlavi
(Viets et al. 1994). Coleonyx variegatus je jednim ze Ctyf druhid celedi Eublepharidae
s popsanym karyotypem. Ten se vyznacuje ptitomnosti 32 akrocentrickych chromosomii
(Matthey 1933), pohlavni chromosomy viak nebyly studovany, jelikoz karyologicky byl
vysetfovan pouze samec. Ctvrtym druhem s popsanym karyotypem je Coleonvx switaki,
ktery ale neni zastoupen v nasich chovech a nebyl tedy v této praci studovan. Pro tento druh

byl na zdklad& vysetieni 39 stievnich bunék z jednoho samce popsén karyotyp s diploidnim
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po¢tem chromosomu 2n = 24, pfi¢emz 22 chromosom je metacentrickych a 2 akrocentrické

a karyotyp neobsahuje zddné mikrochromosomy (Murphy 1974).

Tab.l Udaje o TSD / GSD a popsaném kyryotypu pro druhy &eledi Eublepharidae zaglenéné do

diplomové prace.

Goniurosaurus splendens

druh ’l(‘lSS]:)/ zdroj ka :’;:tl‘s pu zdroj
Coleonyx brevis GSD Viets et al. 1994 ?
Coleonyx elegans GSD Kratochvil (vlastni data) ?
Coleonyx mitratus GSD Bragg et al. 2000 ?
Coleonvx variegatus GSD Viets et al. 1994 2n =32 Matthey 1933
Hemitheconvx caudicinctus TSD Bragg et al. 2000 ?
Holodactylus africanus ? ?
Eublepharis angramainyu TSD Kratochvil (vlastni data) ?
Fublepharis macularius TSD Viets et ;11'161[]9236:135%0%0&1' 2000; 2n =38 Gorlg;r;t11997831: De
Goniurosaurus araneus ? ?
Goniurosaurus lichtenfelderi GSD Kratochvil (vlastni data) ?
Goniurosaurus luii GSD Kratochvil (vlastni data) ?
? ?
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2. Cil prace

Provést zéakladni popis karyotypi a dalSich chromosomovych charakteristik

pro jednotlivé druhy ¢eledi Eublepharidae dostupnymi cytogenetickymi metodami a

a) zhodnotit vhodnost pouzitych prepara¢nich technik chromosomi u dané skupiny zejména

s ohledem na nedestruktivnost postupt

b) kombinaci s poznanymi fylogenetickymi vztahy a zjisténymi karyotypovymi poméry

rekonstruovat mozny trend diferenciace karyotypt

c) testovat hypotézu, zda objevené GSD mechanismy u zastupci rodu Coleonyx a

Goniurosaurus souvisi s diferenciaci heteromorfnich pohlavnich chromosomu.
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3. Material a metodika
1. Material

Do studie bylo zahrnuto 94 jedincti dvanacti studovanych druhi ¢eledi Eublepharidae
(Gekkota; Squamata), jmenovité: Coleonyx brevis, C. elegans, C. mitratus, C. variegatus,
Eublepharis angramainyu E. macularius, Gonuirosauris lichtenfelderi, G. luii, G. splendens,
Hemitheconyx caudicinctus, Holodactylus africanus.

Vsechna zvifata pouzita v této studii pochazeji z akreditovaného chovu (¢islo akreditace:
18847/2003-1020) a byla chovana ve standardnich podminkach. Zvifata byla chovéna
pii konstantni teploté (27 °C) a vlhkosti (50-60%). Byla umisténa v terariich odpovidajicich
normam pro chov plazi, jejichz velikost zavisi na velikosti a po¢tu jedinci v nich umisténych.
Teraria byla opatiena vhodnym substratem a dostateénym mnozstvim tkrytd, podle naroka
daného druhu. VSechna zvirata byla pravidelné¢ krmena pfiméfenym mnoZzstvim krmného
hmyzu a spolu s potravou a vodou jim byly dodavany potiebné vitaminy a mineraly.
V zavislosti na paralelnich experimentech provadénych na studovanych zvifatech byli

nékteii jedinci zaclenéni do reprodukce.

Tab.2 Prehled studovanych druhi; poéty pouzitych jedincd a hodnocenych metafazi

5 pocet . pocet
druh pOC(.Et hodnocenych pocetﬂ hodnocenych
e metafizi samet metafizi

Coleonyx brevis 1 3 0 0
Coleonyx elegans 8 21 13 56
Coleonyx mitratus 8 9 4 6
Coleonyx variegatus 1 2 1 4
Hemitheconyx caudicinctus 3 9 3 4
Holodactylus africanus 1 2 1 2
Eublepharis angramainyu 4 17 2 2
Eublepharis macularius 5 11 5 6
Goniurosaurus araneus 2 4 2 3
Goniurosaurus lichtenfelderi 3 2 2
Goniurosaurus luii 9 24 10 22
Goniurosaurus splendens 4 12 2 10
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2. Ptiprava chromosomovych preparatl

Jelikoz pro drobné Supinaté plazy neexistuje zadné standardizovana metoda pro pfipravu
chromosomovych preparatii. jako je naptiklad preparace kostni dfené z drobnych druhii
savcd, bylo nutné vyzkouset nékolik riznych metod. Hlavnim kritériem pro vybér metod
bylo, aby tyto techniky byly pokud mozno nedestruktivni k pokusnym zvitatim. jelikoz
tito jedinci byli zdroven zarazeni do jinych pokusu nebo se jednalo o zastupce pomérné

vzacnych a ohrozenych druht.

a) kultivace fibroblastii

Primérni kultura fibroblastd miZe byt zaloZzena z malého vzorku tkdné odebraného
dospélému zvifeti. Mohou byt pouzity vSechny typy tkani bohaté na fibroblasty
(v tomto piipadé kousek svalu z ocasu). Pfi kultivaci fibroblastd je vyuzito schopnosti
nediferencovanych bunék se za vhodnych podminek opakované délit (Popescu et al. 2000).

Prace probihala ve sterilnim aseptickém boxu (,.flow-box™) a byl bran zfetel taktéz
na opakovanou sterilizaci rukou béhem pripravy kultur. Spi¢ka ocasu byla sterilné usttizena
a povrchove vysterilizovana oplachnutim v 70 % etanolu, 1 % roztoku chlornanu sodného
a opét v 70 % etanolu a prenesena na Petriho misku s kompletnim kultivaénim médiem.
To bylo slozeno z 20 % roztoku teleciho fetalniho séra (Baria; S 0125) v komeréné dodavaném
médiu L-15 (Sigma-Aldrich; L5520), s pfidanim 0,5 % antibiotické-antimykotické smési
(Sigma-Aldrich; A5955) a | % L-glutaminu (Sigma-Aldrich; G7513). Toto médium musi
byt pied pouzitim vZdy piefiltrovano ptes specialni filtry (Millex Millipore: SLGP R 25 LS).
V kultivaénim médiu byla tkai rozstiihana pomoci sterilnich nastroji na kousky cca 2 mm®
velké. Ty pak byly preneseny sterilni ockovaci kli€¢kou na dno kultivaéni lahvicky(Nunc;
163371) a bylo pridano 0,7 ml kompletniho kultivaéniho média a kultivace pak probihala
v nékterych pripadech pti teploté 28 °C, pozdé€ji vak bylo za vhodnéjsi teplotu stanoveno
30 °C. Druhy den bylo médium doplnéno na 3 ml a vyménovano kazdy tteti den. Soucasné
byla pod inverznim mikroskopem provadéna kontrola ristu bunék. Pfiblizné po tfech az
ctyfech tydnech byly kultury sklizeny: do kultivaéni lahvicky byly ptikapnuty dvé kapky
0,1% roztoku kolchicinu (Serva; 77120) na dobu 45 minut. Poté bylo medium i s kolchicinem
odsato a tkan byla oplachnuta 2 ml PBS pufru, nakonec byl pfidan 1ml PBS purfu a 0,7 ml
1 % roztoku trypsinu. Doba piisobeni trypsinu byla nejdéle 2 minuty a jeho u¢inek byl zastaven
pfidanim kultivaéniho média. Ockovaci klickou byly ze dna kultiva¢ni lahvi¢ky o$krabany

fibroblasty, které rostou prichycené ke specialné upravenému dnu kultivaéni lahvi¢ky a
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spolu s médiem preneseny do centrifugaéni zkumavky o objemu 10 ml. Po centrifugaci
(10 minut / 1200 otacek) byl odsat supernatant a burniky byly hypotonizovany 10 minut
v 5 ml 0,075M KCI. Po centrifugaci byl odsat supernatant a probihala fixace 20 minut ve
fixaéni smési (methanol: kyselina octova, 3:1) pti 4 °C. Fixace se opakovala tfikrat a poté

byla suspenze nakapana na podlozni sklo.

b) kultivace leukocyti

Metodakultivace leukocytl je zalozena namitotickém pisobeni lektinu fytohemaglutininu
na T-lymfocytarni populace bunék v krvi. Tato metoda se standardné pouziva, je-li mozné
odebrat ze zvifete vétSi mnozstvi krve (vice nez 1 ml) a v takovém piipadé se kultivuje
pouze leukocytarni slozka krve vyizolovand pomoci centrifugace (Freshney 2005). Je to
ovSem i metoda pouZivand ke ziskani chromosomovych preparati z drobnych Zivocich,
a v takovémto piipadé se kultivuje standardné ptiblizné 100 pl plné krve (Ezaz et al. 2005).

V této praci byla metoda pouzita i na velmi malé druhy gekonc¢iku, ze kterych neni
mozné odebrat vice nez 30 pl krve. Krev byla odebrana do sterilni heparinizované injekéni
stiikacky a ve sterilnim ,.flow-boxu™ byla pfenesena do 5 ml kompletniho kultivaéniho
média. Kompletni kultiva¢ni médium pro kultivaci leukocyt se sklada z 10 % roztoku
teleciho fetalniho séra (Baria; S 0125) v komeréné dodavaném médiu T199 (Sigma-Aldrich;
M2154) s pfidanim 0,5 % antibiotické - antimykotické smési (Sigma-Aldrich; AS5955).
1 % roztoku kynamycinu (Sigma-Aldrich; K1377), 0,2 % fytohemohlutininu HA 15
(Biomedica; H654710), 1 % lipopolysacharidu (Sigma-Aldrich; L4005) a 0,175 pl
10 % roztoku mercaptoetanolu (fedi se destilovanou vodou) / 100 ml kompletniho média.
Po centrifugaci (10 minut/ 1200 otacek) byl sediment odsat sterilni Pasteurovou pipetou a
pfenesen do nové centrifugaéni zkumavky s kultivaénim médiem. Tento krok se oznacuje
Lomyti bunék®. Obé zkumavky pak byly polozeny Sikmo na podlozku a umistény do
termostatu nastaveného na 30 °C. Po sedmi dnech byly kultury sklizeny. Do kazdé kultury
bylo pfidano 5 pl 0,1 % roztoku kolchicinu. Jako optimalni doba ptisobeni kolchicinu bylo
zjist€no 45 minut. Po centrifugaci byl odsat supernatant a sediment byl resuspendovén
v 5 ml hypotonického roztoku (0,075M KCIl). Doba hypotonie byla 10 minut. Po opétovné
centrifugaci probihala tfikrat po sobé¢ fixace metanol-octovou fixazi pti 4 °C a nasledovalo

kapani suspenzi na podloZni sklo.
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¢) pFima preparace z regenerujiciho ocasu

Tato metoda je zaloZzena na mnohondsobném déleni bunék béhem regenerace v misté
poskozeni tkané. Umoziiuje pracovat s pomérné malym mnozstvim odebraného materialu,
je nedestruktivni a usporna ke spotiebovanému laboratornimu materialu. Jedna se o metodu
preparace chromosomu z regenerujici ploutve ryb vyvinutou Vélkerem (2006) pro drobné
druhy halan¢ikii (Notobranchiidae), pfepracovanou nasledné pro pouziti u drobnych druhi
plazi s regenerujicim ocasem.

Zviteti byla ustfizena $pi¢ka ocasu, jakmile tkan zacala viditelné regenerovat, bylo
odebrano malé mnozstvi této regenerujici tkané (cca 2 mm?). Tato tkan byla umisténa
do Petriho misky s roztokem NaCl, KCl, CaCl, NaHCO, a kolchicinu (z4sobni roztok: 7,48 g
NaCl + 0,18 g KCI + 0,2 g CaCl, + 0,016 g NaHCO, / 1000 ml destilované vody: na 100 ml
kultivaéniho roztoku pouzit 14,3 ml zasobniho roztoku + 85,7 ml destilované vody + 0,025 g
kolchicinu). V tomto roztoku se tkan inkubovala pfi teplotach optimalnich pro Zivot zvirete
(tzn.ve 27-28 °C pro gekonciky). Doba inkubace musela byt zjisténa experimentalné, jelikoz
béhem inkubace plsobi na tkan soucasné kolchicin i hypotonicky roztok. Pro gekonéiky
byla tato doba stanovena na 45 min. Po uplynuti této doby bylo k inkubaénimu roztoku
pfiddno malé mnozZstvi Cerstvé ptipravené fixace a Petriho miska se vzorkem byla pfenesena
do 4 °C. Po 30 minutach byl roztok vyménén za Cerstvou fixaci a tento krok se opakoval
jesté dvakrat. Nasledné byla tkai pfenesena na jemné kovové sitko umisténé na Cisté Petriho
misce. Tkan bylo tteba zakapnout 40 % kyselinou octovou a zahnutou pinzetkou byla pies
sitko rozdrcena na jednotlivé buiky. Vznikla suspenze byla umisténa do mikrozkumavky
typu Eppendorf. Vy¢isténa podlozni skla byla ptipravena na topné plotynce nastavené na
45 °C. Na tato skla bylo kapano vzdy 40 ul suspenze do jednoho mista, po 20 vtefinach byl
zbytek kapky odsat a takovymto zplsobem byly na jedno sklo umistény tfi kapky.

d) pFima preparace (varlata, stfevo, kostni dien)

Béhem prace na tomto tématu bylo v né€kolika ptipadech prfistoupeno také k metodam
pfimé preparace chromozoml, jejichz nutnou soucasti bylo usmrceni studovanych jedincti.
To bylo ve vSech piipadech provedeno osobou, kterd je nositelem opravnéni k témto
tkontim. Celkové byli usmrceni 4 samci (preparace z kostni dien¢, stieva a varlat) a 3 samice
(preparace z kostni dfen¢ a stieva) druhu Coleonyx elegans.

Preparace chromosomii z kostni drené:
Zviteti byl intraperitonedlné aplikovan 0,1 % roztok kolchicinu v ddvce 10 plna l g

hmotnosti. Po hodiné bylo zvife usmrceno cervikalni dislokaci. Byly vypreparovany stehenni
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kosti, které byly proplachnuty pomoci tenké jehly (inzulinka) hypotonickym roztokem
(0,75M KCl) do ptipravené zkumavky, suspenze byla doplnéna hypotonickym roztokem do
5 ml a doba hypotonie byla 10 minut. Po centrifugaci nasledovala trikrat opakovana fixace
po 20 minutach pti 4 °C. Poté nasledovalo kapani na sklo klasickym zplsobem.

Preparace chromosomii z tenkého stFeva:

Po hodinovém puisobeni kolchicinu, jeZ byl aplikovén intraperitonedlné a po usmrceni
zvitete, bylo vypreparovano tenké stievo, jez bylo odstfizeno na jedné stran¢ od duodena
a na druhé od tlustého stteva. Sttevo bylo podélné rozsttizeno a vlozeno do 10 ml
hypotonického roztoku na dobu 15 minut. Poté byl hypotonicky roztok vyménén za fixaci.
Celkova doba fixace trvala priblizné 2 hodiny, pfi¢emz fixativum bylo nékolikrat vyménéno.
Konec¢né bylo fixativum nahrazeno 45 % kyselinou octovou, v niZ bylo stfevo ponechéno
pfes noc. Druhy den bylo stievo pieneseno na podloZni sklo. zaképnuto kyselinou octovou
z pivodni zkumavky a ostrym skalpelem byl naplocho o8kraban vnitini epitel stieva po celé
jeho plose. Zbytek stfeva byl odstranén a suspenze vytvorena na podloznim skle z néj byla
splachovana 45 % kyselinou octovou do plivodni zkumavky, dokud nebylo sklo &isté.
Po cetrifugaci (1200 ota¢ek/10 minut) byla kyselina octova nahrazena Cerstvé pfipravenou
fixaci a po n€kolika vyménach fixativa kapana na podlozni sklo standardnim zplsobem.
Cela metodika je modifikaci protokolu, jeZ popsali King & Rofe (1976).

Preparace chromosomii z varlat:

Po hodinovém puisobeni kolchicinu byla vypreparovana varlata rozdrcena na jemném
kovovém sitku v kapce hypotonického roztoku. Takto vznikla smés bunék byla prenesena do
centrifuga¢ni zkumavky a dopInéna hypotonikem na 5 ml. Hypotonie trvala 10 minut. Poté
byla suspenze centrifugovana (1200 otacek / 10 minut) a hypotonikum nahrazeno fixaci;
ta se ménila tfikrat vzdy po 20 minutach a nasledné byla suspenze v optimalni hustoté
kapana na podlozni skla stejnym zptisobem jako ve vSech pfedchozich metodéch.
Modifikace pFimé preparace chromosomii pro zvifata Cerstvé po smrti:

Vsechny jmenované metody piimé preparace byly také v né&kolika pfipadech
modifikovany pro pouziti u zvifat kratce po smrti (bez piedchoziho osetfeni kolchicinem).
V piipadé kostni diené byly kosti proplachnuty fyziologickym roztokem (0,67 % NaCl),
do né€j bylo umisténo i tenké stfevo po preparaci a stejné tak v ném byla rozdrcena
vypreparovana varlata. Do takto vzniklych suspenzi byl pfidan 0,1 % roztok kolchicinu
v objemu 1 pl / 1 ml suspenze na 45 minut. Po centrifugaci byl fyziologicky roztok
s kolchicinem nahrazen hypotonickym roztokem na 10 minut a nasledovala troji fixace po

20 minutach pfi 4 °C a kapani na podlozni sklo popsanym zpiisobem.
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3. Barveni

a) konvencni barveni
Barveni chromosomu Giemsovym barvivem.

Principem barveni chromosomt Giemsovym barvivem je schopnost tohoto barviva
vazat se na fosfatovou skupinu DNA, a tim vizualizovat chromosomy v metafazi bunééného
déleni. Pfed barvenim je tieba nechat preparaty zcela uschnout. Barveni se provadi 10 minut
v 3 % roztoku Giemsy (Merck: 1092040500) v Sérensenové pufru (4,5 g KH,PO,+4,7 g
Na,H PO, / 1000 ml destilované vody. pH = 6,8). Pot€ jsou preparaty dikladn& oplachnuty

destilovanou vodou.

b) diferencialni barveni

Diferencialni barveni vyvolava na chromosomech pfi¢né sekvence prouzki s riznou
intenzitou zbarveni. Vzniklé vzory jsou dédi¢né, stabilni a reprodukovatelné a umoziiuji
mimo jiné identifikovat homologické chromosomy, spravné sestavit chromosomové pary a
srovnavat karyotypy mezi jednotlivymi druhy.

C- pruhovani.

Toto barveni je pouZivano k vizualizaci konstitutivniho heterochromatinu
na chromosomech, ktery je vétSinou lokalizovany v centromerickych oblastech, v pohlavnich
chromosomech a n€¢kdy tvoii cela ramena autosomd. Je to metoda zaloZena na postupném
pasobeni kyseliny, zdsady a renaturaci DNA v pufru pfi vysSich teplotach. Timto zplisobem
je selektivné odstrafiovan euchromatin a vysledné se intenzivnéji barvi konstitutivni
heterochromatin. Na chromosomy na skle nechame plsobit 0,2 N HCL, (nej¢astéji 20 minut),
potom jsou preparaty oplachnuty destilovanou vodou. Po jejich zaschnuti ponofime skla
do denaturacniho roztoku hydroxidu barnatého (5,3 g Ba(OH), / 100 ml destilované vody)
vytemperovan¢ho na 33 °C (doba plisobeni se zjistuje experimentalné; nejcastéji vSak
v rozmezi 3 — 6 minut). Poté skla oplachneme v 0,2 N HCI, oplachneme destilovanou
vodou a nechame uschnout. Dale skla ponofime do renatura¢niho pufru 2x SSC (17.53 g
NaCl + 8,82 g citronanu sodného / 500 ml destilované vody) vytemperovaného na 65 °C.
Dobu inkubace chromosoml v 2x SSC je tfeba zjistit experimentalng; pro plazy je
doporucovana jedna hodina. Po oplachnuti skel destilovanou vodou a jejich zaschnuti barvime
10 minut Giemsou. Postup je modifikaci protokolu popsaného v Haaf a Schmid (1984).
Metoda C- pruhovani byla testovana pro vSechny studované druhy gekon¢iki s cilem ziskat

specificky vzor na chromosomech, jehoZ by bylo vyuzito pfi sestavovani karyotypu.
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Vizualizace organizatoru jadérka:

Mezi pouzité metodiky diferencialniho barveni patii také metody slouzici k identifikaci
oblasti gend ribosomalni DNA, tzv. organizatorti jadérka (NOR, obecné uzivana zkratka
z anglického terminu ,,nucleolar organizer region™). Jsou to mista dileZitych a evolu¢né
konzervativnich genli; zmény jejich polohy a poctu tedy nesou vyznamnou fylogenetickou
informaci (Phillips et al. 1989). Nukleolarni organizatory lezi v mistech tzv. sekundarnich
achromatickych konstrikci nebo v mistech, ktera zistavaji po obarveni Giemsovym

barvivem nezbarvena v disledku odli$né konfigurace a spiralizace.

Barveni stiibrem:

Tato metoda vyuziva vlastnosti oblasti organizatorti jadérka vazat na sebe stiibrné ionty.
St¥ibrné ionty vSak nevizualizuji ptimo useky ribosomalni DNA, ale komplex residualnich
kyselych proteinli, které na ni zlstaly navazany po expresi hlavnich ribosomalnich
genl v predchazejici interfazi. Jednad se tedy v zasadé o zviditelnéni aktivnich geni
(napf. Goodpasture & Bloom 1975; Howell et al. 1975). Na preparat piedem obarveny
Giemsou jsou nakapnuty 2 kapky | % roztoku Zelatiny (1g Zelatiny / 100 ml destilované
vody + 2 ml kyseliny mravenci) a 4 kapky 50 % roztoku AgNO.,. Preparit se pfikryje krycim
sklem o rozmérech 24 x 60 mm a inkubuje se na topné plotné pfi 40 °C. Vyvoj barveni se
kontroluje vizualn¢; optimalni je, kdyz roztok pod krycim sklem ziska tmavsi cibulovou
barvu. Poté se kryci sklo splachne vodou, preparat se dikladné oplachne destilovanou vodou

a necha uschnout. Metodika je pfevzata z prace Howell and Black (1981).

Fluorescen¢ni diferencialni barveni pomoci Chromomycinu A3:

Chromomycin A3 je antibiotikum, které se prednostné vaze na Gseky bohaté GC bazemi
(Behr et al. 1969), konkrétn¢ do malého zlabku DNA (Gao & Patel 1989). Na chromosomech
vysSich obratlovcl bylo prokazano, Ze tyto fluorochromy vizualizuji R-pruhy, tj. pruhy
intenzitou zbarveni reverzni ke G-pruhtim, které se daji ziskat digesci trypsinem
(van de Sande et al. 1977). Schmid a Guttenbach (1988) zjistili. Ze u savcl a ptakd se po
aplikaci té€chto fluorochromt tvofi klasické R-pruhy, zatimco u ryb a obojzivelnikl se
vizualizuji pouze mista, kde 1ze nalézt organizatory jadérka po barveni sttibrem. U nékterych
skupin plazi lze pak timto barvenim vizualizovat NORy a u jinych ziskat R-pruhy nebo
jejich néznaky. Intenzita zbarveni GC specifickych signali se zvysi a doba fluorescence se
prodlouzi kombinaci s barvenim chromosom AT specificky vazajicimi se fluoreskujicimi latkami

typu DAPI nebo nefluoreskujicimi latkami jako je metylénova zeleni (Schnedl et al. 1977).
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Postup:

Skla je tieba odvodnit vzestupnou fadou vymrazenych etanolid (70 %, 90 %, 100 %).
Déle probiha inkubace skel v Mcllvainové pufru s MgCI, (1000 ml Mcllvainova pufru je
pfipraveno smisenim 823.5 ml 0,2 M Na, HPO,, 176,5 m1 0.1 M kyseliny citronové doplnéno
do 1000 ml; pro pfipravu Mcllvainova pufru s MgCl, je tfeba na 100 ml Mcllvainova
pufru pfidat 0.2 g MgCl,, pH = 7) 10 minut pfi laboratorni teploté. Dale je tfeba pracovat
v Seru, piimé svétlo sniZuje intenzitu vyslednych signali. Sklo se umisti do vlhké komirky
a napipetuje se na n¢j 150 pl roztoku Chromomycinu A3 (Serva; 17148.01; bézn¢
uzivana koncentrace: 5 mg/10 ml Mcllvainova pufru; v této praci byla pouzita i 5x vyssi
koncentrace). Preparat se prekryje krycim sklem po celé délce a Chromomycin A3 se necha
pusobit 15 minut (v této praci byla v nékterych experimentech doba plsobeni zvySena az
na 2 hodiny). Po odstranéni kryciho skla se preparat kratce oplachne v Mcllvainové pufru a
umisti se do roztoku metylénové zelené (Serva; 29295.01; 35 mg metylénové zelené / 100 ml
Mcllvain). Doba piisobeni je 15 minut. Nésleduje opét oplach v Mcllvainové pufru a na sklo
je pipetou pfidan 1 ml roztoku DAPI (5 pl DAPI/ 1 ml Mcllvain) a opét je ptekryto krycim
sklem. Doba syceni je 20 minut. Po oplachnuti v Mcllvainové pufru je na preparat osuseny
filtranim papirem naneseno 40 pl montovaciho média (smés glycerolu s 2,5 % propylgalatu)
a preparat je prekryt krycim sklem. jehoz okraje se lemuji lakem, aby nedoslo k vysychani
a smiseni montovaciho média s imerznim olejem pfi mikroskopovani. Cely postup je

modifikaci protokolu popsaného v Sola et al. (1992).

4. Hybridiza¢ni techniky

Hybridizace s pantelomerickou sondou StarFISH Cambio:

Jedna se o typ fluorescencni in situ hybridizace, kdy je detekovana specifickd sekvence
nukleotidd DNA ¢i mRNA pomoci komplementarni oligonukleotidové ¢i polynukleotidové
oznacené sondy. Pfi detekci telomerickych sekvenci se jedna o pro obratlovce konzervovany
motiv (TTAGGG)n. Fluorescenéni in situ hybridizace je metoda, pti které dochazi
k hybridizaci DNA sondy s inkorporovanymi fluorescenéné znacenymi nukleotidy
s chromosomy ¢i s jadry obarvenymi jinym fluorochromem viditelnym v jiné ¢asti spektra.
Postup:

Sucha skla se ponofi na 30-60 minut do roztoku 2x SSC pufru (viz. vyse) ve vodni

lazni vytemperované na 37 °C. Nasledné se skla odvodni vzestupnou fadou etanoli.
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Skla prochazi vymrazenym 70 %. 90 % a 100 % etanolem, vzdy po 2 minutiach. Suché skla
se umisti na topnou desti¢ku nebo do specialniho termoblo¢ku na 15 minut. pti 65 °C. Tento
krok zajisti lepsi pfilnavost chromosomového materidlu pfi dal$i manipulaci. Po vychladnuti
se skla umisti na 10 minut do acetonu a nasledné se nechaji uschnout. 200 pl roztoku RNasy
(TopBio; D106) v 2x SSC o koncentraci 100 ng/ml se napipetuje na sklo a pfikryje krycim
sklickem o rozméru 24 x 60 mm. Takto skla inkubujeme 1 hodinu pti 37 °C. Tento krok je
nezbytny k odstranéni RNA, ktera by mohla zptisobovat nespecifické pozadi pfi prohlizeni
a fotografovani vyslednych preparati. Nasleduje odstranéni kryciho skla a dva oplachy
po 5 minutdch v 2x SSC za laboratorni teploty. Dal§im krokem je inkubace skel v PBS
pufru 5 minut za laboratorni teploty (PBS: 5g NaCl + 1,125g KCl + 1,125g KH,PO, +
0,72g Na,HPO, v 500 ml destilované vody). Smichdme 1 ml 10 mM HCI (ktera musi byt
uchovévana v lednici) s 0,5 pl pepsinu (AppliChem; A4289; koncentrace zasobniho roztoku
je 1 mg/ml), promichdme a na kazdé sklo napipetujeme 200 pl, prekryjeme krycim sklem
a nechame pusobit 2 minuty. Je velmi dilezité, aby tato doba nebyla piekrocena. Nasleduje
inkubace 5 minut v PBS a série vymraZenych etanold, kdy jsou skla v 70 %, 90 %, 100 %
vymrazeném etanolu vzdy 2 minuty. KdyZ jsou skla suchd, nasleduje denaturace v 70 %
deionizovaném formamidu (Sigma-Aldrich; F7503; fedi se pufrem 2x SSC), 2 minuty pfi
70 °C. Ihned po denaturaci jsou skla umisténa do vymrazeného 70 % etanolu na 2 minuty a
nasleduje opét etanolova série. Skla se nechaji uschnout. Od tohoto kroku je tfeba pracovat
v Seru, nasleduje totiz ptiprava sondy a hybridizace. Komer¢né vyrabéna telomerickéa sonda
(Cambio: 1696-Cy3-02), jez se uchovava pii -20 °C se piedehfeje v termostatu 5 minut pfi
37 °C a promicha se. 11.5 pl hybridiza¢niho pufru (Cambio; 1696-Cy3-02) se smisi s | pl
koncentrované sondy. Takto ptipravenou sondu je tfeba denaturovat 10 minut v 85 °C a poté
thned umistit do ledové tfist€. Cely objem se nanese na sklo, ptekryje se krycim sklem, jehoz
okraje se zalepi pomoci specialniho lepidla (Marabu Fixogum Dispenser), aby se roztok
sondy béhem hybridizace neodpatoval. Hybridizace pak probiha 16 hod pfi 36 °C ve vlhké
komirce a ve tmé. Po hybridizaci se odstrani kryci sklo a nasleduji dva oplachy po 5 minutach
v 2x SSC pfi 37 °C a dalsi tfi oplachy po 3 minutdch v 0,5x SSC pti 42 °C. Sklo nesmi po
tomto postupném oplachnuti zcela uschnout. Nasleduje samotna detekce, kdy se na €astecné
usuSené preparaty napipetuje 40 pl smési DAPI (detekéni souprava pro sondy znaené
FIC a Cy3 pro piimé pozorovani; Cambio; 1124-MD-50). Skla se prekryji krycim sklem
a ramuji pomoci laku. Takto pripravené preparaty je mozné skladovat v lednici a prohlizet
pod mikroskopem. Sonda byla v mém pfipadé znacena cervenou fluorescencni barvou Cy3;

pozorovani obou pouzitych fluorochromi bylo provadéno s pfislusnym filtrem.
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Metoda hybridizace telomerickou sondou, fluorescenéni diferencialni barveni pomoci
Chromomycinu A3 nebo impregnace stéibrem byly pfednostné pouzivany u druhu
Coleonyx elegans, jelikoz byl béZnym barvenim Giemsovym barvivem v karyotypu samcii
tohoto druhu objeven velky metacentricky chromosom (karyotyp samic se sklada jen
z akrocentrickych chromosomii). Jmenované metodiky byly pouzity s cilem odhalit pGivod

tohoto chromosomu.

Komparativni genomova hybridizace:

Cilem komparativni genomové hybridizace je vizualizace rozdili v genomech dvou
jedincd opacného pohlavi, ptipadné dvou ptibuznych druhd ¢i jejich hybridh (Pinkel et al.
1988; Traut & Marec 1996). Metoda spociva v pripravé celogenomové sondy a jeji
hybridizaci s mitotickymi chromosomy stejného jedince (jedince stejného pohlavi, druhu atd.)
za pouziti kompetitorové DNA (jez hybridizuje se v§emi shodnymi useky chromosomalni
DNA) vyizolované z jedince opacného pohlavi, popfipadé druhu. Touto metodou se tedy
daji odhalit pohlavni chromosomy, pfestoze béZznym barvenim jsou neidentifikovatelné,
jako rozdil v genomu samce a samice vizualizovany specificky navazanou sondou
(Pinkel et al. 1988; Ezaz et al. 2005). V této praci byla komparativni genomova hybridizace
pouzita u druhu Coleonyx elegans. kde samci maji v karyotypu velky metacentricky
chromosom (pravdépodobné Y chromosom fuzovany s autosomem), s cilem vizualizovat
pohlavné specifickou oblast na tomto chromosomu.

Postup komparativni genomové hybridizace:

Pied samotnou hybridizaci bylo potieba vyizolovat DNA, kterd musi byt pro pouziti
v této metodé ve vysoké koncentraci a kvalité. DNA byla proto izolovana metodou
fenol — chloroform — isoamylalkohol. Izolace byla provddéna opakované z tkani 3 samic
a 3 samci usmrcenych v ptedchozich experimentech (preparace chromosomi z kostni diené,
varlat a stieva) a uchovavanych v 96% Cistém etanolu. Jako vychozi material pro izolaci byla
pozita svalova tkan a tkan jater. Pfiblizné 100 mg tkan¢ bylo umisténo do | ml TNES-U pufru
(10 mM Tris-HCL + 125 mM NaCl + 10 mM EDTA + 0,5 % SDS + 4 M mocovina).
Po protiepani bylo pridano 15 ul proteinasy K (o koncentraci 20 mg/ml v 50 % glycerolu).
Po mirném promichéani byla takto pfipravena tkan umisténa do ,,termoblocku* pii 55 °C pres
noc. Poté bylo pridano 500 pl fenolu a po opatrném promichani nasledovala centrifugace
(14 000 otacek / 10 minut). Béhem centrifugace doslo k oddé€leni vodni a fenolové faze.
Vodni ¢ast byla opatrné pipetou odebrana a umisténa do nové mikrozkumavky. Byl k ni

pfidan 1 ml smési chloroform — izoamylalkohol (v poméru 24 : 1) a po Setrném promichani
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nasledovala opét centrifugace (14 000 otacek / 10 minut). Opét doslo k oddéleni fazi.
horni faze byla odebrana do prazdné mikrozkumavky a objem mikrozkumavky byl doplnén
vymrazenym 96 % Cistym etanolem. V této fazi doslo k vysrazeni DNA a nasledovalo jeji
precisténi. Prvnim krokem byla centrifugace (1 200 otac¢ek / 5 minut), po ni byl etanol
odsat a nahrazen 200 ul vymrazeného 70% ¢istého etanolu, po protfepani nasledovala opét
centrifugace a vyména etanolu. Tento krok byl opakovan jesté¢ jednou nebo v nékterych
pfipadech dvakrat, nacez byl viechen etanol z mikrozkumavky odstranén. Sediment byl po
jeho odstranéni ususen (oteviené mikrozkumavky nékolik minut ve ,,flow-boxu*) a rozpustén
v 25 =50 pl TE pufru (10 mM Tris-HCI pH = 8,0 + | mM EDTA). Takto ptipravend DNA
byla pred pouzitim skladovéna pfi 4 °C.

Pro komparativni genomovou hybridizaci byla pouzita dvé skla s chromosomy
samce Coleonyx elegans (ziskané metodou kultivace leukocytil) a dvé skla samice tohoto
druhu (kultivace leukocytd; preparace z kostni dfené), pro pfipravu sond byla pouzita
celogenomova DNA vyizolovana ze svalu (obou pohlavi) a jako kompetitorovd DNA byla
pouzita fragmentovand DNA vyizolovana z jater (obou pohlavi). Aby nedos$lo k sniZeni
intenzity vyslednych signali. bylo nutné viechny kroky metody provadét v Seru.

Prvnim krokem je znaceni sondy. Byly ptipravovany dvé sondy: jedna saméi a druha
samici. Pro pfipravu sond byl pouzit 1 pg DNA pfislusného pohlavi. Do mikrozkumavky byl
umistén objem DNA v TE pufru, pomoci zndmé koncentrace, méfené na spektofotometru
(DyNA Quant 200 Fluorometer; Amersham Biosciences), vypocitany tak, aby mnozstvi
DNA bylo | pg. K tomuto objemu byl pfiddm 1 ul smési nukleotida (sloZzeni zasobni smési
nukleotidi: 3,5 ul dATP + 3,5 pl dGTP + 1pl dTTP + 3,5 ul dCTP + 337,5 pul vody pro PCR;
TopBio; P141; P042); 0.7 pl roztoku nukleotidi znacenych ¢ervenou fluorescenéni barvou
Cy3-dUTP (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited; 25005442) a 4 ul smé&si enzymu
DNA polymerazy 1 a DNazy I ,\Nick Translation Mix* (Roche Molecular Biochemicals;
11 745 808 910). Takto pfipravena smés byla doplnéna vodou pro PCR do objemu 20 pl.
Znacici reakce pak probihala pfes noc pfi 16 °C.

Metoda znaceni sondy s pouzitim uvedené smési enzymui je zalozena na schopnosti
DNaézy 1 v nizké koncentraci a v pritomnosti MgCl, provadét nahodné distribuované
zlomy DNA. DNA polymeraza I ptitom syntetizuje, s dodanim ptislu$nych nukleotidq,
komplementarni fetézce k intaktnimu vldknu (ve sméru 5‘—3°), pficemz pouziva 3‘-OH
konce zlom1 jako primery. Jelikoz se ve smési vyskytuji fluorescenéné znacené nukleotidy,
DNA potlymeraza | je zaclefiuje do syntetizovanych fetézcl. a tim dojde k oznaceni
celogonomové DNA (Klett et al. 1968; Kelly et al. 1970; Rigby et al. 1977).
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Druhy den byla znadici reakce zastavena pfidanim 1 pl pufru EDTA (0,5 M EDTA:
18,6 g chelaton I / 100 ml destilované vody, pH = 8,0). Poté byla smés rychle promichéna
(vortex) a inkubovana 10 minut pfi 65 °C ve vodni lazni. Velikost fragment(i znacené sondy
byla zjisténa pomoci elektroforézy s pouzitim | % agarosoveho gelu a 100 ng znacené
sondy. Vysledna délka usekt (pfiblizné S00 pari bazi) odpovidala doporuéeni v protokolu.

Dalsim krokem byla pfiprava hybridiza¢ni smési a jeji denaturace. JelikoZ byly
hybridiza¢ni smési pfipravovany na dvé skla od kazdého pohlavi a jelikoz doporucované
mnozstvi DNA pripravené jako sonda je 500 ng na sklo, byl objem obou znaéenych sond
rozdélen na dvé poloviny. Ke kazdé byla ptidana sonikovand DNA opac¢ného pohlavi
v koncentraci 10x vy3si nez je koncentrace DNA priipravené jako sonda (sonikace: nalamani
fet€zci DNA pomoci ultrazvuku na useky o ptiblizné€ stejné délce 100 parh bazi, provadéna
na pfistroji Bandelin Sonopuls HD 2070; Bandelin electronic). Déle bylo do smési pro kazdé
sklo pfidano 25 pg sonikované DNA z lososich spermii (Fluka; 31149-10G-F), ktera slouzi
jako kompetitor nebo blokator. tj. jejim Gc¢elem je navdzat se na mista, na kterd by se jinak
nespecificky (diky svému negativnimu naboji) navazala sonda a signal by tak byl na vech
chromosomech po celé délce. Po promichéani byla pfidana 1/10 objemu 3 M Na-Acetatu a
2.5 objemu 100 % vymrazeného etanolu. V této fazi dochazi k vysrazeni DNA. Po promichani
(vortex) byla smés umisténa na | hodinu do -80 °C. Nasledovala centrifugace (14 000 otacek
/15 minut pfi 4 °C). Supernatant byl odstranén a nahrazen 200 ul vymrazeného 70 % etanolu.
Po dalsi centrifugaci (14 000 otacek / 10 minut pfi 4 °C) byl znovu odstranén supernatant
a sediment byl ususen (oteviené mikrozkumavky 3 minuty pti 37 °C v termoblocku). Poté
byl sediment rozpoustén v 5 pl 100 % deionizovaného formamidu (Sigma-Aldrich; F7503)
predehfatého na 37 °C, 30 minut pfi 37 °C ve specidlnim termobloc¢ku za stalého michéni.
Dale bylo ptidano 5 pl 20 % dextran sulfatu (Fluka; 31403; tedéného 4 x SSC pufrem)
pfedehiatého na 37 °C a smés byla promichana (vortex). Posledni fazi pfipravy hybridiza¢ni
smési byla jeji denaturace, ktera probihala 5 minut pii 90 °C ve vodni lazni. Bylo nutné
dodrzet pfesné dobu denaturace a hybridizaéni smés okamzité umistit do ledové tristé. Takto
byla hybridiza¢ni smés pfipravena pro aplikaci na skla.

Béhem doby, kdy byla hybridizaéni smés 1 hodinu v -80 °C, byla provedena pfiprava
a denaturace skel. Podlozni skla s nakapanymi suspenzemi byla po zaschnuti skladovana
piiblizné 1 mésic pti — 20 °C. Po jejich rozmrazeni bylo nutné skla odvodnit vzestupnou
fadou vymrazenych etanolt (70 %, 80 %, 100 %; v kazdém byla skla 30 vtefin). Po zaschnuti
skel (minimalné 10 minut schnuti na vzduchu za pokojové teploty) probihala denaturace

chromosomalni DNA. Na kazd¢ sklo bylo umisténo 100 ul 70 % deionizovaného formanidu
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(fedi se 2x SSC pufrem), sklo bylo prikryto krycim sklem po celé délce a umisténo do
specialniho termoblocku (Thermomixer 5355; Eppendorf) na 3.5 minuty pii 68 °C.
V tomto kroku bylo velmi dilezité neptekrocit ¢as denaturace. Po uplynuti 3,5 minut bylo
ihned odstranéno kryci sklo a preparat byl rychle umistén do vymrazeného 70 % etanolu na
2 minuty. Nasledovalo 30 vtefin v 80 % a 100 % vymrazeném etanolu a miniméalné 10 minut
schnuti na vzduchu za laboratorni teploty.

Dalsim krokem byla samotna hybridizace. Na kazdé sklo bylo umisténo 10 ul
hybridiza¢ni smési. Sklo bylo piekryto velkym krycim sklem po celé délce a lemovéano
specialnim lepidlem (Marabu Fixogum Dispenser). Na skla s chromosomy pochézejicimi od
samce byla umisténa smés se znacenou sondou ze sam¢i celogenomové DNA a neznacenou
kompetitorovou DNA samice v 10x vy3si koncentraci. Analogicky bylo postupovano u skel
se sami¢imi chromosomy. Vsechna skla byla umisténa do vlhké komirky (na dné komirky
byla vrstva 2x SSC pufru) a hybridizace probihala 3 dny pfi 37 °C.

Po tiech dnech hybridizace byla odstranéna kryci skla a preparaty byly rychle oplachnuty
v 1 % roztoku Triton X-100 (Sigma-Aldrich; T9284; rozpusténého v 0,1x SSC pufru)
a dale inkubovany 5 minut ve stejném roztoku pfi 62 °C a nakonec 2 minuty v 1 % roztoku
Triton X- 100 (rozpusténého v 2x SSC pufru) pti 25 °C. Skla byla opatrné osusena pomoci
filtra¢niho papiru a bylo na né naneseno 25 pl smési DAPI (detekéni souprava pro sondy
znacené FIC a Cy3 pro pfimé pozorovani; Cambio; 1124-MD-50). Preparaty byly prekryty
krycim sklem po celé délce a ramovany pomoci laku. Pfi této metodé se nedoporuduje
prohliZet preparaty ihned po jejich dokon¢eni. Pied prohlizenim byly tedy umistény v temné
krabi¢ce pti 4 °C. Druhy den byly chromosomy prohlizeny a fotografovany za pomoci

prislusnych filtrd na fluorescenénim mikroskopu.

5. Zpracovani obrazového materialu

Preparaty byly prohlizeny na mikroskopu Olympus BX-51 a Provis AX 70 Olympus.
Vybrané metafaze byly zachyceny CDD kamerami (Olympus; DP30BW) nainstalovanymi
na mikroskopu Provis AX 70. Obraz byl komplexné zpracovan v programu Microimage.
Sestavovani karyotypu bylo provadéno ve specializovanych karyotypovacich programech

Ikaros a Isis firmy Metasystems.
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6. Klasifikace chromosomu

Chromosomy byly klasifikovany do jednotlivych kategorii: metacentrické
(m), submetacentrické (sm), subtelocentrické (st) a akrocentrické (a), na zakladé
délky chromosomovych ramen a polohy centromery, podle systému navrzeného
Levanem et al. (1964). Pro dalsi charakterizaci karyotypi byl téz pouzit parametr poctu
chromosomovych ramen (tzv. hodnota NF - nombre fondamental). které zachycuji pocet

centrickych fuzi podle Matthey (1945).
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4. Vysledky
1. Pouzité cytogenetické metody

Preparace chromosomu

a) kultivace fibroblastu

Metoda kultivace fibroblastli se ukazala jako metoda poskytujici vysledky v dostacujici
kvalité, ale v zanedbatelné kvantité. PrestoZe totiz prace probihala s nejvétSim zietelem
na zabranéni kontaminace, ve vét§iné pripadi se ji zabranit nepodatilo a kultury byly

znieny bakterialni, popf. kvasinkovou kontaminaci.

b) kultivace leukocytii

Metoda kultivace leukocytid poskytuje u vétSiny druhli moznost ziskat pocitatelné
metafaze. Kvalita byva dostacujici a kvantita v n&kterych pfripadech také. Jeji vyhodou
je relativné kratka doba kultivace, coz poskytuje moznost tuto metodu opakovat ¢astéji
nez ostatni metody, dobrd odolnost vi¢i kontaminacim a také Setrnost ke studovanym
jedincim. Vétsina publikovanych praci udava jako minimélni mnozstvi krve pouzitelné
na kultivaci 100 pl. Zejména u mensich druhti gekonéikti neni mozné pii zachovani kvality
Zivota zvirete tento objem odebrat. Pii feSeni této prace jsem tedy pracovala s objemy
daleko nizsimi (do 40 pl). Nékolik experimentl bylo zaméfeno na zjisténi optimalni doby
kultivace s ohledem na kvantitu bunék v mitdze, kdy kultury od stejného druhu gekoncika
(Goniurosaurus luii) byly sklizeny vzdy po 4 vzorcich od 4 zvifat postupné 3. - 10. den
po nasazeni kultur. Jako optimalni doba sklizné kultur se byl stanoven 7. den po zacatku
kultivace. Podobnym zplisobem byla zjist'ovana i optimalni teplota kultivace. Podle ziskané

kvantity délicich se bunék pak byla jako optimalni stanovena teplota 30 °C.

¢) pFima preparace z regenerujiciho ocasu

Tato metoda se t€3i vzristajici oblibé pro svou jednoduchost a pouzitelnost pro mala
zvirata bez nutnosti studované jedince usmrtit. Pfi jejim pouziti u gekontl podava u téméf
kazdého studovaného jedince néjaké vysledky, ovSem kvantita a zejména kvalita takto
ziskanych metafazi neni, na rozdil od pouziti této metody, napt. u ryb (Volker 2006;
vlastni pozorovani), pfili§ vysoka. Metafaze jsou ¢asto netiplné a jednotlivé chromosomy
jevi znamky poskozeni. Nevyhodou pro pouziti u gekonéiku je, Ze doba regenerace Spicky

ocasu je priblizné tii tydny az mésic a pro nékteré druhy se silnym ocasem (zejména jedna-li
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se o jedince, ktefi maji nékolik mésici nebo let stary regenerat) je zcela nepouzitelna,
Jjelikoz po odstfizeni $picky ocasu se rana brzy zahojila, ale nebylo mozné odebrat zadné

délici se bunky.

d) pFima preparace (varlata, stéevo, kostni dren)

Nevyhodou vsech téchto metod je, Ze vyZaduji usmrceni studovanych jedinct.
ProtoZze vétSina vySetfovanych jedincii byla zatfazena do jinych paralelné probihajicich
pokusti. byly tyto metody pouzity jen v nékolika ptipadech.

Preparace chromosomii z kostni dfené

Tato metoda se ve véts§iné pripadi osvédcCila. Poskytovala metafaze v pomérné dobré
kvalité a v neékterych pripadech i v dostate¢né kvantité, ta vSak s nejvétsi pravdépodobnosti
zavisela na individualnim stavu kazdého zvitete.

Preparace chromosomu z tenkého stieva

Uginnost této metody zavisi na nutriénim stavu zvifete. Je mozné pomoci ni ziskat
v nékterych pfipadech velké mnozstvi metafazi, které jsou ale Casto nedplné a mnohdy
obtizné hodnotitelné. jelikoZ chromosomy jsou casto poskozeny nebo tésné nahlouceny.
Hodnoceni také komplikuje nadmérné mnozstvi bun€k na preparatu. Takto ziskané preparaty
se podle pGivodniho protokolu nehodi pro vechny typy diferencionalniho barveni, protoze
pouziti kyseliny octové ma nepfiznivy vliv na vlastnosti chromosomu (King & Rofe 1976).
Pres vSechna uskali je to metoda, ktera miize prinést sice malé, ale jisté procento kvalitnich
metafazi, pouZitelna zejména pro velmi malé druhy plazi.

Preparace chromosomii = varlat

[ tato metoda zavisi na individudlnim stavu kazdého jedince. Je v3ak velmi jednoducha
a téméf ve vSech ptipadech prinesla pozadované vysledky. Mnozstvi mitotickych
i meiotickych chromosomi takto ziskanych je znaéné. Casto jsou sice mitozy i meiozy
neuplné, ale jinak byvaji preparaty kvalitni a vZdy bylo moZné nalézt na skle né€kolik velmi
kvalitnich a dobfe hodnotitelnych mitoz a meioz.

Modifikace pFimé preparace chromosomii pro zvirata Cerstvé po smrti

Vysledky tohoto postupu samoziejmé zavisi zejména na ¢asovém odstupu mezi smrti

a preparaci. Pokud byla tato doba kratka bylo dosaZeno srovnatelnych vysledka jako pfi

pouziti nemodifikovanych metod, tedy pfi aplikaci kolchicinu Zivému zvireti.
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Barveni chromosomu

C- pruhovani

Tato metoda barveni byla pouzita pro v§echny studované druhy na pomérné velkém poctu
preparatd (celkoveé 28 preparath). Bylo experimentovano s dobou denaturace i renaturace.
V Zadném z experimentl se vSak nepodafilo vizualizovat heterochromatin a ziskat tak na
chromosomech specificky vzor.
Vizualizace NOR

Impregnace stfibrem byla pouzita pro samce a samice druhu Coleonyx elegans.
Celkové bylo timto zplisobem vySetieno pfiblizné 30 metafazi ¢tyf jedinci obou pohlavi
tohoto druhu. Ve vétsiné piipadi byly organizatory jadérka touto metodou vizualizovany,
a to v mistech sekundarnich konstrikci na chromosomech.

Fluorescen¢ni barveni pomoci Chromomycinu A3 bylo ve vétsiné piipadi pouzito
v kombinaci s barvenim DAPI. Tato barvici metoda byla pouzita u druhu Coleonyx
elegans. S pomoci fluorochromu DAPI je mozZné vizualizovat sekundédrni konstrikce,
jako mista negativnich signalt. Chromomycin A3, ktery se standardné vaze na GC bohaté
oblasti chromosomalni DNA, nevytvarel na chromosomech gekon¢iki tohoto druhu Zadné
specifické vzory, pfestoze byla, vzhledem k doporuc¢ovanym hodnotam, jeho koncentrace
zvySena stejné jako doba syceni. Celkové byla tato metoda testovana na 55 metafazich Sesti

jedinct obou pohlavi druhu Coleonyx elegans.

Hybridiza¢ni techniky

Hybridizace s pantelomerickou sondou StarFISH Cambio

Tato hybridizacni metoda byla pouzita u samcli druhu Coleonyx elegans.
Postup nebyl nijak modifikovan. Sonda hybridizovala specificky s telomerickymi
sekvencemi na chromosomech.
Komparativni genomova hybridizace

Tato metoda byla pouZita na preparaty obou pohlavi druhu Coleonyx elegans. Na
preparatech samic nebylo po provedeni metody mozno nalézt Zadné chromosomy, pfestoze
pied hybridizaci byly prohlizeny pod taizovym kontrastem a bylo na nich dostate¢né mnoZzstvi
metafazi ve velice dobré kvalité. Ziejmé tedy doslo k né&jaké nespecifické chybé v postupu.
U samcich preparati byly nalezeny signaly, které vSak nebyly pouze na metacentrickém
chromosomu, ale i na ostatnich chromosomech. coz by z metodického hlediska mohlo

nasvédcovat problému s nevyvazenou koncentraci kompetitorové DNA a sondy.
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2. Popis karyotypu jednotlivych druhii ¢eledi Eublepharidae
2.1. Coleonyx brevis

Diploidni pocet chromosomt samice Coleonyx brevis byl 2n = 32, karotyp byl tvoien
vyluéné akrocentrickymi chromosomy postupné klesajici velikosti, kde ovsem prvni tfi pary
jsou zfetelné vétsi (Obr. 2). Karyotyp samce nebyl popsan, jelikoz se béhem feseni tématu
diplomové prace nepodarilo sehnat zadné jedince tohoto pohlavi. Karyotyp byl studovan
pouze u jediné samice, kterd byla jedinym zéastupcem tohoto druhu v naSich chovech.
Stejné¢ jako u samch se nepodafilo za dobu studia sehnat zadné dalsi jedince.
Metodou preparace chromosomi z regenerujici tkané ocasu byly ziskany tfi hodnotitelné

metafaze, jez se shoduji v poctu a morfologii chromosom?.
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Obr. 2 Metafazni chromosomy (a) a odpovidajici karyotyp sestaveny z chromosomi
barvenych Giemsovym barvivem (b) samice Coleonyx brevis;
a - akrocentrické chromosomy; méfitko (vpravo dole na b) je 10 pm
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2.2. Coleonyx elegans

Diploidni pocet chromosomil samice druhu Coleonyx elegans byl 2n = 32 (Obr. 3).
VSechny chromosomy byly akrocentrické a jejich velikost se postupné sniZovala; prvni
tfi chromosmové pary vSak byly zfetelné¢ vétsi. Samci méli v diploidnim stavu pocet
chromosomi 2n = 31 (Obr. 4). Karyotyp byl tvofen jednim velkym metacentrickym
chromosomem (velikost je pfiblizné 9 pm) a 30 akrocentrickymi chromosomy, jejichz
velikost se od nejvétsiho paru k nejmensimu postupné sniZovala, ptiCemz stejné jako
v karyotypu samic byly prvni tfi pary zietelné vétSi. Pfi barveni Giemsovym barvivem
(Obr. 4b) byla na jednom rameni metacentrického chromosomu a na jednom akrocentrickém
chromosomu stfedni velikosti patrnd sekundarni konstrikce. Tato konstrikce byla
identifikovatelna taktéZ pti barveni DAPI (Obr. 4b vyfez). Po impregnaci stiibrem (AgNO,)
bylo prokazéano, Ze tato oblast je mistem aktivnich organizator jadérka (Obr. 4b vyfez).
U samice byly prostiednictvim impregnace stfibrem identifikovany na jednom paru
chromosom? stfedni velikosti organizatory jadérka (Obr. 3b vyfez) v mistech sekundarnich
konstrikci patrnych pfi barveni DAPI (Obr. 3b vytez). Jelikoz je u tohoto druhu pozorovano
genetické urceni pohlavi (Kratochvil — vlastni data) a byl zjistén markantni rozdil
v karyotypu samcl a samic, byl metacentricky chromosom nalezeny u samct oznaen
jako pohlavni chromosom Y, ktery je s nejvétsi pravdépodobnosti vysledkem evolu¢né
zafixované centrické fuze Robertsonovského typu. Celkovy pocet chromosomovych
ramen byl NF = 32. V nékterych pfipadech mohou mit takto vzniklé chromosomy zbytky
telomerickych sekvenci v oblasti centromer. Vysetfeni telomerickou sondou (TTAGGG)n
vsak prokézalo signaly pouze v telomerickych oblastech chromosomil a Zadné intersticialni
signaly (Obr. 4d). Barveni Chromomycinem A3 (Obr. 4c¢), ktery se vaze na GC bohaté
oblasti, nepfineslo zadny specificky vzor (vzor homologicky R-puhiim jako u savci a ptaki)
a nevizualizovalo ani mista organizatort jadérka odhalend pomoci impregnace stiibrem
(jak je b&zné u ryb a obojzivelniki; Slijepcevic 1998). Pti pouziti metody komparativni
genomové hybridizace (Obr. 4¢) bylo oéekavano, Ze znaCena sonda ze sam¢i celogenomové
DNA bude hybridizovat pouze v useku metacentrického chromosomu v karyotypu samce,
kde v disledku pohlavnich rozdili nehybridizovala kompetitorova sami¢¢i DNA. Signaly
viak nebyly pouze v tomto chromosomu, ale v silné heterochromatinizovanych oblastech
vech chromosomi v karyotypu (tedy v oblastech centromer), kde vytvarely vzor specificky
pro dany chromosomovy par a umoznily tak sestavit karyotyp s jasnymi chromosomovymi

pary a odhalit akrocentricky chromosom homologicky k poloviné metacentrického
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chromosomu (Obr. 4e), k niz nebylo mozné homolog pfifadit zadnou z ptedem pouzitych
barvicich metod. Na Obr. 5a, b, dokumentujicim metafazi prvniho meiotického déleni.
je jasné identifikovatelny trivalent, tvofeny metacentrickym chromosomem Y a dvéma
akrocentrickymi chromosomy X. Obr. 5a, b ilustruji, Ze mista chiasmat se u trivalentu
druhu C. elegans vyskytuji nej¢astéji v subterminalni (Obr. 5b) nebo v terminalni (Obr. 5a)
oblasti. Obr. Sc, zachycujici druhé meiotické déleni, dokumentuje rozchod chromosomi do
sesterskych jader, pfi¢emz je patrné, ze jedna gameta dédi 14 chromosomi + 1 metacentricky

Y chromosom a druha 14 chromosomi + 2 akrocentrické X chromosomy (jez nejsou v této

fazi identifikovatelné).
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Obr. 3 Metafazni chromosomy (a) a odpovidajici karyotyp sestaveny z chromosomi
barvenych Giemsovym barvivem (b) samice Coleonyx elegans; ve vytezu (b) pohlavni
chromosomy po impregnaci stiibrem a barvené DAPI; Sipky upozornuji na mista
sekundarnich konstrikci a organizatord jadérka; barveni Chromomycinem A3 (c);

a - akrocentrické chromosomy; méritko (vlevo dole na b) je 10 pm
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Obr. 4 Metafazni chromosomy (a) a odpovidajici karyotyp sestaveny z chromosomi barvenych Giemsovym
barvivem (b) samce (a, b) Coleonyx elegans; ve vyfezu (b) pohlavni chromosomy po impregnaci stiibrem
a barvené DAPI, Sipky upozornuji na mista sekundarnich konstrikei a organizatorii jadérka; fluorescencni
barveni Chromomycinem A3 (c); FISH se specifickou telomerickou sondou (TTAGGG)n, Sipka upozornuje na
metacentricky chromosom Y, karyotyp sestaveny z metafdznich chromosomu barvenych DAPI (e, horni radek)
a odpovidajicich chromosoml po komparativni genomové hybridizaci (e, spodni fadek), sipky upozornuji na
mista sekundarnich konstrikei;

a - akrocentrické chromosomy; méfitko (vlevo dole na b, e) je 10 um
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Obr. 5 Meiotické chromosomy (a, b, ¢) barvené Giemsovym barvivem samce Coleonyx
elegans; diakineze 1. meiotického déleni (a, b), Sipka upozorfiuje na trivalent tvofeny
pohlavnimi chromosomy X X Ys terminalnimi (a) a subterminalnimi (b) chiasmaty; metaféze
II. meiotického déleni (c), sesterska jadra, vlevo 14 chromosomi + Y (na okraji metafazniho
Jadra), vpravo 14 + X X,

58



2.3. Coleonyx mitratus

Variabilita v po¢tu chromosom a kvalita preparatii neumoziovala jednoznacny popis
karyotypu druhu Coleonyx mitratus. Byli studovani 4 samci a 8 samic. Celkovy pocet
ziskanych metafazi je 22. Nékteré jsou zjevné neuplné, nicméné né€kolik metafazi se shoduje
v poctu chromosomi. U 5 metafazi samce a 5 metatdzi samice byl pofet chromosomi
v rozmezi 23 — 24 chromosomi. U jedné metafaze samce byl pocet stanoven na
28 chromosomi a u 4 metafazi samic bylo napocitano taktéz 28 chromosomii. V karyotypu
samcl i samic se vyskytuje jeden metacentricky chromosom, ktery svou velikosti piesahuje
velikost v pofadi nejvétsich chromosomi. Déle jsou v karyotypu zastoupeny metacentrické
a akrocentrické chromosomy, postupné se snizujici velikosti. Obr. 6b, d dokumentuji karyotyp
dvou jedincl sami¢iho pohlavi. V prvnim piipadé byl diploidni pocet chromosomi 2n = 24
(Obr. 6a, b). Karyotyp byl tvofen péti pary metacentrickych chromosomii a sedmi pary
akrocentrickych chromosomu. Par €. 1 byl vyrazné vétsi nez zbyvajici pary chromosomu,
pficemz jeden chromosom z tohoto paru svou velikosti pfesahoval druhy nejvetsi.
Dale se velikost metacentrickych i akrocentrickych chromosomii sniZovala postupné.
Pocet chromosomovych ramen byl NF = 34. Ve druhém ptipadé (Obr. 6¢, d) byl pocet
chromosomu v diploidnim stavu 2n = 28. Karyotyp byl tvofen dvéma pary metacentrickych
a dvanacti pary akrocentrickych chromosomi. Mezi chromosomy prvniho péaru byl
vyrazny rozdil ve velikosti. Stejné tak byl velikostni rozdil mezi prvnim parem a ostatnimi
chromosomovymi pary. jejichZ velikost klesala postupné. Pocet chromosomovych ramen

byl NF = 32.
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Obr. 6 Metafazni chromosomy (a, ¢) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomi
barvenych Giemsovym barvivem (b, d) dvou jedincu (a, b; ¢, d) sami¢iho pohlavi Coleonyx
mitratus;

m - metacentrické chromosomy; a - akrocentrické chromosomy; méfitko (vpravo dole na
b,d) je 10 um

60



2.4. Coleonyx variegatus

Diploidni pocet chromosomi byl u vsech studovanych jedinci 2n = 32 (Obr. 7).
VSechny chromosomy byly akrocentrické. Velikost se od prvniho paru k poslednimu
postupné snizovala, prvni tfi pary v3ak byly zfeteln€ vétsi. Popis karyotypu se shodoval s jiz
publikovanym popisem karyotypu samce tohoto druhu (Matthey 1933). Ptestoze pohlavi
je u druhu Coleonyx variegatus ureno pomoci genetickych faktort (Viets et al. 1994),
nebyly s pomoci béznych cytogenetickych metod nalezeny Zadné morfologicky rozlisené
pohlavni chromosomy. Studovany pocet jedinch byl u tohoto druhu nedostate¢ny. kvalita

ziskanych preparati v§ak umoziovala jednoznacny popis karyotypu.
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Obr. 7 Metafazni chromosomy (a, ¢) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomi
barvenych Giemsovym barvivem (b, d) samice (a, b) a samce (c, d) Coleonyx variegatus;
a - akrocentrické chromosomy; méftitko (vpravo dole na b, d) je 10 pm
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2.5. Hemitheconyx caudicinctus

Vysetieni jedinci méli shodné diploidni pocet chromosomii 2n = 38 (Obr. 8).
Karyotyp byl slozen z 19 parl akrocentrickych chromosomi. Jejich velikost postupné
klesala, bez ostré hranice mezi makrochromosomy a mikrochromosomy. Konvenénim

barvenim Giemsovym barvivem nebyly odhaleny Zadné rozdily mezi pohlavimi.
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Obr. 8 Metafazni chromosomy (a, ¢) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomi

barvenych Giemsovym barvivem (b, d) samice (a, b) a samce (c, d) Hemitheconyx
caudicinctus;

a - akrocentrické chromosomy; méfitko (vpravo dole na b, d) je 10 pm
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2.6. Holodactylus africanus

Ob¢ pohlavi druhu Holodactylus afiricanus méla shodné diploidni pocet chromosomi
2n =38 (Obr. 9). VSechny chromosomy v karyotypu byly akrocentrické. Velikost se postupné
snizovala. Konven¢énim barvenim Giemsovym barvivem nebyly nalezeny zadné pohlavni
rozdily v karyotypu. Ackoli se nepodafilo nashromazdit dostatecny pocet hodnotitelnych
metafazi od vétSiho poctu jedinci, kvalita ziskanych preparati (4 metafaze) byla natolik

vysoka, ze umoziiovala spolehlivy popis karyotypu.
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Obr. 9 Metafazni chromosomy (a, ¢) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomd
barvenych Giemsovym barvivem (b, d) samice (a, b) a samce (c, d) Holodactylus africanus;
a - akrocentrické chromosomy; méftitko (vpravo dole na b, d) je 10 pm
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2.7. Eublepharis angramainyu

VySetteni jedinci ze znamych populaci a lokalit odchytu méli shodné diploidni
stav chromosomt 2n = 38 (Obr. 10). Karyotyp byl tvofen 19 pary akrocentrickych
chromosomu. Velikost se postupné snizovala bez ostrého pfechodu mezi makrochromosomy
a mikrochromosomy. Mezi karyotypy obou pohlavi nebyly nalezeny Zadné rozdily. stejné
tak jako mezi karyotypy syrské a iranské populace tohoto druhu, jez se lisi zbarvenim a

nékterymi folidotickymi znaky (Kratochvil — Gstni sdéleni).
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Obr. 10 Metafazni chromosomy (a, ¢) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomu
barvenych Giemsovym barvivem (b, d) samice (a, b) a samce (c, d) Eublepharis angramainyu;
a - akrocentrické chromosomy; méfitko (vpravo dole na b, d) je 10 pm
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2.8. Eublepharis macularius

Vsichni studovani jedinci méli diploidni pocet chromosomi 2n = 38 (Obr. I1).
Vsechny chromosomy byly akrocentrické, jejich velikost postupné klesala. Popis karyotypu
se shodoval s jiz publikovanym popisem u tohoto druhu (Gorman 1973). Nebyly nalezeny

zadné rozdily v karyotypu samic a samcii.
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Obr. 11 Metafazni chromosomy (a, ¢) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomu
barvenych Giemsovym barvivem (b, d) samice (a, b) a samce (c, d) Eublepharis macularius;
a - akrocentrické chromosomy; méfitko (vpravo dole na b, d) je 10 pum
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2.9. Goniurosaurus araneus

Diploidni poéet chromosomii u druhu Goniurosaurus araneus byl 2n = 38 (Obr. 12).
Vsechny chromosomy byly akrocentrické. Velikost od prvniho paru k poslednimu postupné
klesala. Rozdily v karyotypu samci a samic nebyly s pouzitim konvenéniho barveni

nalezeny.
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Obr.12 Metafazni chromosomy (a, ¢) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomi
barvenych Giemsovym barvivem (b, d) samice (a, b) a samce (¢, d) Goniurosaurus araneus;
a - akrocentrické chromosomy; métitko (vpravo dole na b, d) je 10 pm
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2.10. Goniurosaurus lichtenfelderi

Vsichni studovani jedinci méli diploidni pocet chromosomi 2n = 38 (Obr. 13).
Karyotyp byl tvoten 19 pary akrocentrickych chromosomd. Jejich velikost se postupné
snizovala bez vyrazného piechodu od makrochromosomid k mikrochromosomim.
Pohlavni rozdily v karyotypu nebyly béznym barvenim pozorovany, ptestoze u tohoto druhu

rozhoduji o pohlavi genetické faktory (Kratochvil - vlastni data).
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Obr.13 Metafazni chromosomy (a, ¢) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomi
barvenych Giemsovym barvivem (b, d) samice (a, b) a samce (c, d) Goniurosaurus
lichtenfelderi;

a - akrocentrické chromosomy; méfitko (vpravo dole na b, d) je 10 pm
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2.11. Goniurosaurus luii

U vSech studovanych jedinci byl diploidni pocet chromosomi 2n = 38 (obr. 14).
Vsechny chromosomy byly akrocentrické. Velikost se od prvniho paru k poslednimu
postupné snizovala. Stejné jako u predchoziho druhu rodu Gowniurosaurus i druhu
G. luii bylo s pomoci pokusii s inkubaéni teplotou pozorovano genetické urceni pohlavi

(Kratochvil — vlastni data). Pohlavni chromosomy vsak nebyly béZnym barvenim odhaleny.
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Obr. 14 Metafazni chromosomy (a, ¢) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomi
barvenych Giemsovym barvivem (b, d) samice (a, b) a samce (c, d) Goniurosaurus luii;
a - akrocentrické chromosomy; méfitko (vpravo dole na b, d) je 10 pm
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2.12. Goniurosaurus splendens

U vSech studovanych jedincii byl diploidni pocet chromosomt 2n = 24 (Obr.15).
Karyotyp byl tvofen 7 pary metacentrickych chromosomli a 5 pary akrocentrickych
chromosomu. Akrocentrické chromosomy byly tvofeny jednim parem (par €. 8) stfedni
velikosti, srovnatelné s velikosti paru €. 5 nebo péru €. 6 a ¢tyfmi pary mikrochromosomd.
Pohlavni rozdily v karyotypu nebyly béZnym barvenim pozorovany. Po¢et chromosomovych
ramen byl NF = 38.
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Obr. 15 Metafazni chromosomy (a, c) a odpovidajici karyotypy sestavené z chromosomu
barvenych Giemsovym barvivem (b, d) samice (a, b) a samce (¢, d ) Goniurosaurus splendens;
m - metacentrické chromosomy; a - akrocentrické chromosomy; méritko (vpravo dole nab,d)

je 10 um
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5. Diskuse

1. Zhodnoceni pouzitych cytogenetickych metod

V pribéhu feSeni diplomové prace bylo testovano nékolik cytogenetickych technik
s cilem nalézt a optimalizovat takovou metodu, jeZ by umoziiovala ziskavani kvalitnich
chromosomovych preparati z drobnych druhii plazi pokud moZno nedestruktivnim
zplsobem. Témto pozadavkim po zkuSenostech nejlépe odpovidala metoda kultivace
leukocyti, jejiz podminky se podafily optimalizovat i na velice malé mnoZstvi pouZzité
periferni krve. Pro zastupce taxonu Gekkota tato metoda neni pouzivana. V ramci plazd
byla pouzita pro ziskani metafaznich chromosomti u agamy bradaté (Pogona vitticeps)
a dlouhokr¢ky australské (Chelodina longicollis) (Ezaz et al. 2005; Ezaz et al. 2006).
V obou pfipadech vSak autofi pouzili vice nez 100 pl periferni krve. Také ¢as a teplota
kultivace musi byt pro kazdou skupinu optimalizovana.

Dobrych vysledki bylo mnohdy dosaZeno i preparaci chromosoml z regenerujici
tkané. Je to metoda, ktera u plazi byla patrné pouzita k ziskani chromosomovych preparati
viibec poprvé. Jeji modifikace testovanid v této praci umozfiuje ziskat chromosomové
preparaty zejména z velmi drobnych druht gekon¢ikl, u nichz je odbér krve pro tGcely
kultivace velmi obtizny. Metoda byla dosud s velmi dobrymi vysledky pouzita pro ziskani
chromosomovych preparati z regenerujici ploutve ryb (Vlker 2006). Pro pouziti u zastupcii
¢eledi Eublepharidae bylo nutné oproti plivodnimu protokolu vyrazné zkratit dobu plisobeni
kultivaéniho roztoku na maly kousek odebrané tkan€.

Kvalitni preparaty je mozno ziskat také preparaci chromosomi z riiznych typl tkéni
(zejména z kostni diené a z varlat). Tyto metody vS$ak vyZaduji usmrceni pokusnych jedinc.
takZe nevyhovuji zcela narokim kladenych v této praci na metodicky aparat. V cytogenetice
plazii jsou viak tyto metody nejrozsifenéjsi a jejich pouziti je ve vétSiné pfipadi technicky
nenaro¢né. V ramci studia chromosomu u taxonu Gekkota se setkavame téméf vyhradné
s metodami preparace z kostni dfené (McBee et al. 1987; Moritz 1987; Ota & Hikida 1989;
Matthey 1933; Ota et al. 1987), z tenkého stfeva (King 1976; King & Rofe 1976; King 1982;
King et al. 1982; King 1983; King 1984; Moritz 1987; Murphy 1974) nebo z varlat (King &
Rofe 1976; King 1976; Werner 1956).

Z jednotlivych testovanych metod diferencialniho barveni se velice dobfe osvédCila
impregnace stfibrem, jeZ vizualizovala stejné chromosomové Useky témef u vech

vySetfovanych  metafazi. Naopak vizualizace konstitutivniho  heterochromatinu
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prostfednictvim C-pruhi nebylo dosazeno ani v jednom ptipadé, prestoze bylo
experimentovano s ¢asy denaturace i renaturace chromosomového materialu. Podobné
pokusy s diferencidlnim barvenim pomoci Chromomycinu A3 u druhu Coleonyx elegans
nezpusobily na chromosomech zadné jednoznacné vzory. Z né€kolika ptipadl je zfejmé, ze
Chromomycin A3 jevi tendenci vazat se na heterochromatinizovana mista na chromosomech
(tedy do oblasti centromer; viz Obr. 3¢). Tyto signaly jsou ale velmi slabé a ve vétSiné pripadi
nejsou na chromosomech patrné zadné specificky vizualizovatelné oblasti. U zastupcti celedi
Eublepharidae byly k vySetieni chromosomi metody barveni pomoci Chromomycinu,
DAPI a C-pruhovani pouzity poprvé. C-pruhovani vsak bylo pouzito u nékterych zastupcu
ptibuznych linii. Metodika téchto praci se v zasad¢ shoduje s metodikou pouzitou v této
praci. V pripadé citovanych praci v§ak C-pruhovani vytvaielo na chromosomech gekont
rodu Gehyra, Phyllodactylus a Nactus o¢ekavany vzor (King & Rofe 1976; King 1984;
Moritz 1987). Telomerickd sonda hybridizovala na chromosomech samce druhu
Coleonyx elegans specificky na telomerické sekvence. aniz by vizualizovala jakékoli
intersticialni signaly v metacentrickém chromosomu, jez je soucasti karyotypu samct
tohoto druhu. Celogenomova sonda pfipravena z DNA samce pii pouziti DNA samice
jako kompetitorové DNA nehybridizovala pouze v oblasti pohlavniho chromosomu, ale
nasedala patrné na heterochromatinizované Gseky chromosomi. Jmenované hybridizaéni
techniky nebyly na chromosomech zastupcid ¢eledi Eublepharidae dosud nikdy testovany.
Komparativni genomova hybridizace, stejné jako kultivace leukocytll, byla u plazi
pouzita u druhQi Pogona vitticeps a Chelodina longicollis. u kterych umoznila identifikovat
pohlavni chromosomy, u téchto druht béznymi cytogenetickymi metodami neodhalitelné

(Ezaz et al. 2005; Ezaz et al. 2006).
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2. Karyotypova evoluce v €eledi Eublepharidae

Do této chvile byl karyotyp popsan ptiblizné pro 167 z celkového poétu vice nez 975
druhii skupiny Gekkota (Olmo 2005). Ve skupiné Eublepharidae byl karyotyp predeslymi
autory popsan pro Ctyfi druhy (Eublepharis macularius 2n = 38; Coleonyx variegatus
2n = 32; Coleonyx switaki 2n = 24; Goniurosaurus splendens 2n = 24). V této praci se
podaiilo popsat karyotyp dalSich 9 druhd, které dosud nebyly cytogeneticky studovany.
U dvou druhl (Eublepharis macularius a Coleonyx variegatus) byly vysledky pfedchozich
studif ovéfeny a doplnény. U druhii Eublepharis macularius, E. angramainyu, Hemitheconvx
caudicinctus, Holodactylus africanus, Goniurosaurus araneus, G. lichtenfelderi a G. luii byl
diploidni pocet chromosomu v karyotypu obou pohlavi 2n = 38. Velikost chromosomii se
postupné sniZzuje bez zietelného pfechodu mezi makrochromosomy a mikrochromosomy.
Morfologicky podobny karyotyp byl pozorovan i u jinych druhd skupiny Gekkota a je
oznacovan za typicky ,.gekoni* karyotyp, tedy karyotyp tvofeny 32 — 46 akrocentrickymi
nebo subtelocentrickymi chromosomy (Gorman 1973; King 1990). Na zaklad¢ informaci
o karyotypech v ¢eledi Eublepharidae ziskanych pfi feSeni této prace neni mozné jednoznacné
ur¢it ancestralni typ karyotypu. Vzhledem k tomu, Ze i u ostatnich pfibuznych linii se ¢asto
vyskytuje popsany typ karyotypu, je mozné usuzovat, ze i pro gekonc¢iky by mohl byt takovy
karyotyp plvodni. Velké metacentrické chromosomy jsou v karyotypech zéstupcli taxonu
Gekkota spise vzacnosti (Gorman 1973; King 1990).

Nicméné v karyotypu nékterych zastupct studované celedi byly velké metacentrické
chromosomy nalezeny. Karyotyp druhu Goniurosaurus splendens je tvoien sedmi pary
metacentrickych chromosomt, jednim akrocentrickycm parem stfedni velikostt a ¢tyfmi
pary mikrochromosomd, rozdil v karyotypu mezi pohlavimi nebyl nalezen. Stejny karyotyp
byl popsan i u velmi blizce piibuzného druhu Goniurosaurus kuroiwae (Ota et al. 1987).
Pocet chromosomovych ramen u obou druhd je NF = 38, tedy stejny jako u ostatnich
studovanych zastupci rodu a sesterské afroasijské linie (oba studované druhy rodu
Eublepharis, Hemitheconyx caudicinctus, Holodactylus africanus). Takovy stav jasné
poukazuje na vznik odvozeného karyotypu japonskych druhli rodu Goniurosaurus
prostfednictvim sedmi evoluéné fixovanych centrickych flizi Robertsonovského typu
(Slijepcevic 1998). V obou pfipadech se jedna o druhy s pravdépodobné omezenym aredlem
(ostrovy). Podle teorie, kterou navrhl Qumsiyeh (1994), je sniZzovani po¢tu chromosomi
evoluéné vyhodné spiSe u druhii Zijicich ve stabilnim prostfedi umoziujicim vznik

koadaptovanych genomi a osidlujicich uzké ekologické niky v malém geografickém
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rozsahu. K fixaci karyotypovych zmén pak mize dochazet v malych populacich driftem.
U spole¢ného predka G. kuroiwae a G. splendens tedy mohl vzniknout odvozeny karyotyp
zafixovanim centrickych fuzi po priniku malé populace do nového prostfedi na ostrovech.
Driftem zafixované zmény karyotypu by pak mohly slouzit jako reprodukéné izolaéni
bariera (King 1993).

V ramci rodu Coleonyx byly nalezeny v zasadé dvé formy karyotypu. Prvni z nich
je karyotyp s diploidnim poctem chromosomi 2n = 32, vyskytujici se u druhii C. brevis
a C. variegatus patticich do severoamerické skupiny gekonéikd osidlujicich aridni biotopy.
Tento typ karyotypu byl nalezen i u druhu C. elegans, ktery je soudasti sttedoamerické
tropické linie. V obou skupinach se vyskytuji také druhy s niz§im poctem chromosomd.
V priibéhu evoluce mohlo tedy dochazet k redukci po¢tu chromosomi prostfednictvim fazi,
stejn€ jako ke zvySovani jejich poctu chromosomovym $tépenim. Na zakladé porovnani
vysledkli po€tu chromosomi u jednotlivych druhi s fylogenetickym stromem celedi je
v§ak moZné usuzovat, Ze diploidni po€et chromosomi 2n = 32 je s vétsi pravdépodobnosti
pivodnim stavem pro rod Coleonyx.

V piedchozich studiich byl popsan karyotyp pro druh Coleonyx variegatus (Matthey 1933)
a Coleonyx switaki (Murphy 1974). Matthey (1933) u druhu Coleonyx variegatus studoval
pouze samce, poc¢et chromosomu stanovil na 2n = 32. V této praci byl studovén karyotyp
samce i samice tohoto druhu a u obou pohlavi byl poc¢et chromosomu v diploidnim stavu
2n = 32. U druhu Coleonyx switaki byl popsan karyotyp s diploidnim po¢tem chromosomil
2n = 24. Podle popisu obsahuje karyotyp ¢étyfi pary velkych metacentrickych chromosom.
jeden par akrocentrikd stfedni velikosti a sedm part drobnych metacentrickych chromosomi
(Murphy 1974). Pocet chromosomovych ramen je tedy v tomto ptipadé NF = 46. Pokud
by tedy tento typ karyotypu vznikl z pdvodniho po¢tu 2n = 32 (kdy vSechny chromosomy
jsou akrocentrické), nevznikl pouze Robertsonovskymi translokacemi. Na zakladé obrazku
dokumentujiciho karyotyp u C. switaki v plivodni praci vSak neni jednoznacné, zda sedm
drobnych metacentrickych parti jsou skute¢né metacentrické chromosomy. Pokud by to
totiz bylo sedm part akrocentrickych chromosomtl, byl by poc¢et chromosomovych ramen
NF = 32 a velké metacentrické chromosomy by byly vysledkem zafixovanych centrickych
fuzi; takovou interpretaci viak autor nepfipousti. Nicméné podle dosud publikovanych tdajh
nebyly zatim u Zadného jiného druhu taxonu Gekkota objeveny takto drobné metacentrické
chromosomy (Olmo 2005). K jednoznaénému rozieSeni této situace je nezbytné nové
cytogenetické vySetfeni zastupct druhu C. switaki; ziskat jedince tohoto druhu je vsak

nesmirné obtizné.
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V této praci byl nalezen velky matacentricky chromosom také u dalsiho zastupce rodu
Coleonyx, a to konkrétné u samce druhu Coleonyx elegans (2n = 31). Tento chromosom byl
identifikovan jako pohlavni chromosom Y vznikly prostfednictvim centrické fuze ptivodniho
akrocentrického chromosomu Y s akrocentrickym autosomem (viz nize).

Béhem fedeni diplomové prace se vSak nepodafilo jednoznaéné vyfesit situaci
pozorovanou u druhu Coleonyx mitratus, ktery je sesterskym druhem k druhu Coleonyx
elegans. Obr. 6 dokumentuje, Zze u nékterych jedinct tohoto druhu stejného pohlavi byl
nalezen rizny poCet chromosomu. U péti metafazi samce a péti metafazi samice byl pocet
chromosomti v rozmezi 23 — 24 chromosomd. U jedné metafaze samce byl pocet stanoven
na 28 chromosom@ a u ¢tyf metafazi samice bylo napogitano taktéz 28 chromosom.
Velikost studovaného vzorku nebyla pfili§ vysoka a kvalita chromosomovych preparati
samcli neumoznila jednozna¢ny popis morfologie chromosomii. Nicméné v karyotypu
samct i samic byl ve vétSiné pripadii nalezen jeden metacentricky chromosom, ktery svou
velikosti presahuje velikost v pofadi dalSich nejvétsich chromosomi. Karyotyp jedné
ze samic (Obr. 6a, b) obsahuje diploidni pocet chromosom( 2n = 24. Je tvofen péti pary
metacentrickych chromosomia a sedmi pary akrocentrickych chromosomu. Par €. 1 byl
vyrazn€ vétsi nez zbyvajici pary chromosomd, pfi¢emz i v ramci tohoto paru je patrny
vyrazny velikostni rozdil, dale se velikost metacentrickych i akrocentrickych chromosomii
snizovala postupné. Pocet chromosomovych ramen byl NF = 34. Ve druhém piipadé
(Obr. 6¢, d) byl pocet chromosomti v diploidnim stavu 2n = 28. Karyotyp byl tvofen dvéma
pary metacentrickych a dvandcti pary akrocentrickych chromosomi. Mezi chromosomy
prvniho paru byl vyrazny rozdil ve velikosti. Stejn¢ tak byl velikostni rozdil mezi
prvnim parem a ostatnimi chromosomovymi pary, jejichz velikost klesala postupné.
Pocet chromosomovych ramen byl NF = 32. V obou ptipadech byly od stejného jedince
zachyceny jesté dalsi dvé metafaze se stejnym poctem chromosomu. V piipadé karyotypu
se dvéma metacentrickymi pary a poétem chromosomovych ramen NF = 32 se nabizi
jako mozné vysvétleni vzniku tohoto typu karyotypu z pdvodnich 32 akrocentrickych
chromosom Robertsonovska faze. V pripadé druhého typu karyotypu s celkovym poctem
chromosomovych ramen NF =34 v8ak neni toto vysvétleni dostacujici a na vzniku takovéhoto
karyotypu se muselo podilet patrné vice typt chromosomovych prestaveb. Na zakladé téchto
vysledkl je vSak ziejmé. Ze uvnité druhu C. mitratus existuje jistd variabilita v poctech
chromosoml, aniz by byla pozorovéna variabilita v morfologii nebo behavioralnich znacich.
Podobna situace byla pozorovana mnohokrat u mnoha taxont a v fad¢ pfipadt upozornila

na do té doby nevidéné rozdily mezi dvémi karyotypovymi formami, jez v disledku vedly
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k popisu samostatnych druht. VSichni jedinci druhu C. mitratus studovani v této praci byli
zakoupeni jako terarijni zvifata a o jejich ptivodu neexistuji Zadné spolehlivé informace.
Z ustniho sdéleni prodejce viak vyplyva, ze néktefi jedinci by mohli byt ptivodem z lokality
v Hondurasu a jini z Panamy. Nicméné aktualni roz§ifeni tohoto druhu je v soucasnosti
znamé znacné nepiesné (Seufer et al. 2005). Pro rozfeseni situace uvniti tohoto druhu jsou
nezbytné dalsi cytogenetické studie (zejména vySetfeni karyotypu samcii), pfipadné dalsi

typy pokusi, napf. test, zda se mezi sebou jednotlivé karyotypové formy k¥izi.

Coleonvx switaki 2n =24 (M) ?
Coleonyx brevis 2n =32 (F) GSD
Coleonyx variegatus 2n = 32 (FM) GSD
Coleonyx elegans 20=32(F)/2n=31 (M) GSD
Coleonyx mitratus 2n=24?/2n=287(F) GSD
Eublepharis angramainvu 2n = 38 (FM) TSD
Eublepharis macularius 20 = 38 (FM) TSD
Hemitheconyx caudicinctus 2n = 38 (FM) TSD
Holodactylus africanus 2n =38 (FM) 9
Goniurosaurus araneus 2n = 38 (FM) 9
Goniurosaurus luii 2n = 38 (FM) GSD
Goniurosaurus lichtenfelderi 24 = 38 (FM) GSD
Goniurosaurus splendens 2n =24 (FM) 9
Goniurosawrus kuroiwae 2n = 24 (FM) 9

Obr. 16 Fylogeneticky strom podle Starostové (Gstni sdéleni) a Grismera (1988) s vynesenymi
zjisténymi a publikovanymi daty o karyotypech a zplisobu determinace pohlavi. (M) popis karyotypu
samce; (F) popis karyotypu samice (FM) popis karyotypu obou pohlavi

Na zdkladé¢ vysledki o pocétech chromosomi u studovanych druhl celedi
Eublepharidae je mozné uvazovat o sméru pfechodi mezi jednotlivymi typy karyotypu.
Fylogenetickymi metodami jsou vSak takové zavéry nezachytitelné, jelikoz tyto metody
nemohou posoudit rysy individudlnich karyotypovych znakl. Ancestralnim stavem pro
monofylum rodl Eublepharis, Hemitheconyx a Holodactylus je diploidni po¢et chromosom
2n = 38 (viz Obr. 16), stejné jako pro gekonéiky rodu Goniurosaurus. Jelikoz podle
vysledk fylogenetické analyzy evoluce jestéri ¢eledi Eublepharidae zalozené na kombinaci
morfologickych a molekularnich dat (Starostova- vlastni data; Grismer 1988) jsou k sobé

jmenovand monofyla sesterskd, je mozné konstatovat, Ze pro celé toto monofylum
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je puvodnim stavem diploidni pocet chromosomu 2n = 38. Jak je patrné z Obr. 2. 3,4 a 6
spole¢nym rysem karyotyptd zastupci rodu Coleonyx s 2n = 31 nebo 2n = 32 je zietelny
rozdil ve velikosti prvnich ti{ pard chromosomi vzhledem ke ¢tvrtému chromosomovému
paru. Takova skute¢nost naznaCuje, Ze v evoluci mohlo dochazet k snizovani poétu
chromosomtl prostfednictvim tandemovych fuzi. Nejznaméj$im prikladem snizovani
poctu chromosomil timto zplisobem je bezesporu situace popsana u rodu muntzak.
Napt. u druhu Muntiacus reevesi je diploidni poéet chromosomil 2n = 46. Na rozdil od toho
u muntzakd M. muntiacus vaginalis (2n = 6/7) a M. crinifrons (2n = 8/9) je pocet
chromozom( zna¢né€ redukovan. Srovnanim rGznych pruhovacich metod a zejména
vysledkli metod molekuldrni cytogenetiky (mapovani telomerickych a centromerickych
sekvenci, hybridizace s chromosomové specifickymi sondami nebo mapovani sekvenci
genomové knihovny) bylo prokdzano, ze vSechny tandemové fuze zplsobujici vyraznou
karyotypovou diferenciaci vznikaly fuzi v oblasti centromery na jedné stran¢ a telomery na
stran€ druhé (Huang et al. 2006). K ovéteni ptivodu karyotypu u rodu Coleonyx je bezesporu
nutné podrobit jednotlivé druhy tohoto rodu studiu pomoci pokroc€ilych technik molekularni
cytogenetiky. Pokud by ale v evoluci tohoto taxonu dochéazelo k tandemovym fazim, bylo
by mozné se domnivat, Ze plivodnim stavem pro celou ¢eled’ Eublepharidae je diploidni
pocet chromosom@ 2n = 38. O ancestralnim karyotypu celedi Eublepharidae vSak neni
mozné jednoznaéné rozhodnout. K rozfeSeni této situace by napomohlo zatazeni outgroup
se znamym karyotypem do fylogenetického stromu. Fylogeneticky nejbliz§im taxonem je
¢eled’ Gekkonidae (Han et al. 2004). Uvnitf této skupiny jsou v3ak fylogenetické vztahy
dosud nerozieSeny. V poc¢tu a morfologii chromosomil panuje v této skupiné¢ pomérné
vysoka variabilita (2n = 36 — 46). V rad¢ ptipadl je vSak karyotyp tvoren akrocentrickymi

chromosomy, jejichz velikost postupné klesa (Gorman 1973; Olmo 2005).
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3. Pohlavni chromosomy, jejich evoluce a jejich souvislost s pohlavné
determina¢nimi mechanismy

Ve skupiné Gekkota nalézdme dobfe dokumentovanou variabilitu v pohlavné
determinac¢nich mechanismech (Pokornd & Kratochvil, nepubl. rukopis). U mnohych
druhii vSak informace o zpisobu ur¢eni pohlavi stale schazi. Dosud pouze pét studovanych
druht ¢eledi Diplodactylidae ma shodné teplotné uréené pohlavi (Harlow 2004): z Celedi
Pygopodidae byly studovany dva druhy a oba maji pohlavi uréeno geneticky a to s vysoce
diferencovanymi pohlavnimi chromosomy typu XX/XY (Gorman & Gress 1970; King 1990).
Typ pohlavni determinace u druhG celedi Carphodactylidae dosud studovan nebyl.
Uvniti ¢eledi Gekkonidae a Eublepharidae jsou zastoupeny druhy s teplotnim i s genetickym
uréenim pohlavi (Bragg et al. 2000; Rhen & Crews 2000; Viets et al. 1993; Viets et al. 1994;
Kratochvil - vlastni data). Celkové byl zplisob determinace pohlavi studovan u 45 druht
skupiny Gekkota. V ramci skupiny byly u nékterych GSD druhlG nalezeny pohlavni
chromosomy typu XY a u jinych typu ZW (Olmo 2005). Pohlavni chromosomy byly
dosud identifikovany u 16 z celkového poctu vice nez 975 druhd tohoto taxonu. V Celedi
Eublepharidae, kde nachazime GSD i TSD druhy nebyly dosud pohlavni chromosomy
studovany.

V této praci se podafilo nashromazdit idaje o karyotypech pro 12 druhd gekonciki.
U druht, u nichZ byl pokusy s pomérem pohlavi pti inkubaci vajec ve $kdle konstantnich
teplot nalezen pfi viech studovanych teplotach vyrovnany pomér pohlavi mlad’at. a je tedy
ptedpoklédano GSD, byl kladen diiraz na odhaleni pohlavnich rozdil v karyotypu. U vétSiny
druhl vsak takové rozdily nalezeny nebyly a karyotyp samce a samice se neliSil. U druhi
Coleonyx variegatus, Goniurosaurus lichtenfelderi a G. luii, kde bylo GSD pozorovano
(Viets et al. 1994; Kratochvil - vlastni data), jsou pohlavni chromosomy s nejvétsi
pravdépodobnosti homomorfni, a tedy béznymi cytogenetickymi metodami neodhalitelné.
Jelikoz druh G. araneus je sesterskym druhem ke G. [uii, u néhoz bylo zjisténo GSD, je
mozné se na zakladé podobnosti karyotypu i komplexni podobnosti téchto druhii domnivat,
Ze i u druhu G. araneus jsou v karyotypu ptitomny homomorfni pohlavni chromosomy.
piestoze zpusob determinace pohlavi u tohoto druhu nebyl dosud studovan. V této praci byli
studiu karyotypu obou pohlavi podrobeni i zastupci druhu Holodactylus africanus. u kterého
nejsou o zplGsobu determinace pohlavi Zadné zaznamy. V karyotypu nebyl nalezen Zadny
pohlavni rozdil. NebliZ§im pfibuznym druhem zastoupenym v souboru druht studovanych

v této praci je Hemitheconyx caudicinctus, u néjz bylo pozorovano TSD (Bragg et al. 2000).
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Soucasti této prace je 1 popis karyotypu tohoto a dvou dal§ich TSD druhl (Eublepharis
angramainyu; Eublepharis macularius). Stejné jako u GSD druhid byla studovana obé
pohlavi. Podle ocekavani nebyly nalezeny zadné rozdily v karyotypech samic a samcti.

Predpoklada se, ze je po vzniku oddélenych pohlavi vyhodné, aby byly geny pro urceni
obou pohlavi neseny odlisSnymi chromosomy, mezi nimiz by nedochazelo ke crossing-overu,
ktery by mohl zapficinit vznik inersexti (Charlesworth & Charlesworth 2000; Charlesworth
2002). Tento jev zpisobuje, ze budou preferovany mechanismy vedouci k diferenciaci
vznikajicich pohlavnich chromosomi uvnitt paru. Homomorfni pohlavni chromosomy
tedy podle tohoto modelu vznikly v evoluci pomérné nedavno a my pozorujeme jejich
diferenciaci v pocatecnich stadiich (Charlesworth 2002). Takové pohlavni chromosomy
je mozné odhalit pomoci citlivéjSich metod molekuldrni cytogenetiky, napf. pomoci
komparativni genomové hybridizace. V této praci vSak druhy s homomorfnimi pohlavnimi
chromosomy touto metodou z technickych a finan¢nich divodt studovany nebyly. U druhu
G. kuroiwae, u néhoZ nebyly provadény pokusy na zjisténi zphsobu urceni pohlavi, autofi
nepozorovali Zadné rozdily v karyotypu samcii a samic (Ota et al. 1987). | béhem feseni této
prace nebyl nalezen Zadny pohlavni rozdil v karyotypu u druhu G. splendens, jez je blizce
piibuzny druhu G. kuroiwae a u néhoz rovnéz neni znam zpisob pohlavni determinace.

Protoze zplisob determinace pohlavi je dosti fylogeneticky konzervativni, je mozné
predpokladat, ze u druhl rodu Goniurosaurus a Coleonyx, u nichz nebyl dosud studovan
zpusob determinace pohlavi, bude v budoucich studiich nalezen geneticky zplsob ur¢eni
pohlavi, jeZ byl pozorovan u jejich sesterskych druht, zatimco u druhu Holodactylus
africanus by to mohl byt ze stejného diivodu zpisob teplotni. Z fylogenetické analyzy
evoluce pohlavné determinac¢nich mechanismi pro Supinaté plazy vyplyva, Ze ancestralnim
stavem pro celou celed Eublepharidae stejné jako pro cely taxon Gekkota je TSD
(Pokorna & Kratochvil, nepubl. rukopis). GSD tedy pravdépodobné vzniklo v rodu
Goniurosaurus a Coleonyx nezavisle, a tedy i pohlavni chromosomy v téchto liniich by
mohly vzniknout nezavisle. Toto tvrzeni by mohlo byt testovano studiem pohlavnich
chromosoml pomoci mezidruhovych hybridizaénich technik. bude-li v§ak mozné u druhi
s homomorfnimi pohlavnimi chromosomy identifikovat konkrétni chromosomovy par, jez
nese pohlavné specifické sekvence.

Konvenénim barvenim se béhem feSeni této prace podarilo odhalit pohlavni chromosomy
u druhu Coleonyx elegans. Samci tohoto druhu maji v karyotypu jeden velky metacentricky
chromosom a jejich diploidni poéet chromosomu je 2n = 31. Samice maji v karyotypu

diploidni pocet chromosomi 2n = 32 a vSechny chromosomy jsou akrocentrické.
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JelikoZ celkovy pocet chromosomovych ramen sam¢iho karyotypu je NF = 32, poukazuje
takovy stav jasné na to, Ze pivod metacentrického chromosomu je dan zafixovanou centrickou
fuzi mezi plivodnim Y chromosomem a jednim z autosomu. V ramci celého taxonu Gekkota
byl do soucasnosti takovy typ pohlavnich chromosomii popsan pouze u jediného druhu.
a to u Lialis burtonis z &eledi Pygopodidae (Gorman & Gress 1970), ktera je vsak
fylogeneticky dosti vzdalena od celedi Eublepharidae. Nicméné v ramci Supinatych
plazi byl tento zpiisob zaznamenan i u nékterych druhii leguand Eeledi Phrynosomatidae
a Polychrotidae (De Smet 1981).

Jiz pti bé€zném barveni Giemsovym barvivem byla v karyotypu samce Coleonyx
elegans patrna sekundarni konstrikce na jednom rameni metacentrického chromosomu
a na jednom akrocentrickém chromosomu stfedni velikosti. S pomoci impregnace stiibrem
bylo prokazano, Ze tyto konstrikce jsou oblastmi organizatord jadérka. JelikoZz byly stiibrné
signaly nalezeny pouze na poloviné metacentrického chromosomu a jednom chromosomu
akrocentrickém, jez velikosti odpovida poloviné metacentriku. miZeme konstatovat, Ze tyto
chromosomy jsou pravdépodobné pivodni Y chromosom a pivodni X. U samic tohoto
druhu byly sekundarni konstrikce nelezeny na dvou chromosomech stiedni velikosti.
Fluorescenénim barvenim pomoci DAPI byly ve stejnych oblastech patrné negativni
signaly stejné jako v mistech téchto konstrikci u samci. Jelikoz DAPI se vaze prednostné na
AT bohaté sekvence. je ziejmé, Ze oblasti sekundarnich konstrikei nejsou na tyto sekvence
bohaté. Po impregnaci stfibrem byly v tychz mistech na jmenovanych dvou chromosomech
samic identifikovany organizatory jadérka. Tento jev spolu s faktem, Ze organizator
jadérka lezi u samce na pohlavnim chromosomu, umozZiuje tento par homologizovat
a oznacit za pavodni par samicich pohlavnich chromosomii X. U nékterych druhti taxonu
Gekkota byly chromosomy vySetfovany na pfitomnost organizatori jadérka pomoci
impregnace stfibrem. Ve vétSiné piipadi vsak byly stfibrné signdly nalezeny na vice nez
jednom paru chromosomi (dos Santos et al. 2003; Olmo 2005; Yonenaga-Yassuda 1999).
Organizatory jadérka (NOR) jsou mista intenzivni transkripce ribozomalni RNA, jez tvofi
spole¢né s jadernymi proteiny ribosomy. NOR tedy pfimo zodpovidé za vznik jadérka. jeZ je
mistem vzniku ribozomu. Pocet organizatori jadérka v jadfe je druhové specificky a u vysSich
eukaryot ma ve vétsiné pripada stejnou stavbu (Phillips et al. 1989). VySetfeni metafaznich
chromosom(i obou pohlavi druhu Coleonyx elegans pomoci syceni Chromomycinem
A3, jez se vaze na GC bohaté oblasti chromosomtl, nevytvofilo na chromosomech Zadny
specificky vzor. Chromomycin A3 vytvafi na chromosomech savcl a ptakd standartné

klasické R-pruhy, zatimco u ryb a obojZivelnikli se vizualizuji pouze mista, kde Ize nalézt
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organizatory jadérka po barveni stfibrem (Schmid & Guttenbach 1988). Jelikoz byla béhem
experimentli s timto barvenim mnohonasobné zvySena koncentrace Chromomycinu A3,
stejné¢ jako doba syceni chromosomi timto antibiotikem a nebyl v Zadném z pripadi
nalezen specificky vzor, je mozné se domnivat, Ze se nejednalo o chybné provedeny postup.
To, ze se Chromomycin A3 nenavézal na Zadné specifické sekvence, vede k zavéru, ze
chromosomy druhu Coleonyx elegans ziejmé neobsahuji mista s nahromadénymi GC
bohatymi sekvencemi. Ve stavbé organizatort jadérka jsou u eukaryotickych organismi tyto
sekvence obvykle bohaté zastoupeny. Vysledky této prace tedy naznacuji, Ze u gekoncika
C. elegans by se mohly nalézat odli$nosti ve stavbé organizatori jadérka. Tyto spekulace je
mozné testovat sekvencni analyzou DNA v oblasti NOR.

Metafazni chromosomy samce byly dale podrobeny hybridizaci s telomerickou sondou
s cilem zjistit, zda v oblasti centromery nové vzniklého metacentrického chromosomu
nezistaly jako disledek centrické fuze intersticialni telomerické signaly dokumentované
u nékterych obratlovci (de Almeida-Toledo et al. 2000; Slijepcevic 1998). Jak je zfejmé
z Obr. 4d, nove vznikly Y chromosom Zadné takové signaly neobsahuje a sonda hybridizovala
pouze s oblastmi telomer. Telomerické oblasti byly tedy béhem fuze patrné ztraceny, jak bylo
dokumentovano napt. u vétsiny savci nebo nékterych ryb (de Almeida-Toledo et al. 2000;
Slijepcevic 1998). Tato zjisténi dovoluji vytvofit model vzniku X XY systému pohlavnich
chromosomi (Obr. 17). Podle né&j dochazi béhem fuze ke ztraté¢ telomerickych sekvenci
obou chromosom? zapojenych do fiize a jedné centromerické oblasti; na schématu se jednd o
centromeru autosomu. Mohlo v8ak dojit také ke ztraté centromerické oblasti Y chromosomu.
Jelikoz v8ak okoli centromery mtize byt mistem pohlavné specifickych gend, jejichz ztrata by
s sebou nesla vazné nasledky pro determinaci pohlavi, je tato moZnost méné pravdépodobna.
Mozné vysvétleni je i to, Ze nedoslo ke ztraté centromerické oblasti, ale pouze k inaktivaci

funkce jedné z centromer.
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U druhu Coleonyx elegans byly dale chromosomy vySetfovany pomoci komparativni
genomové hybridizace. Metafazni chromosomy samce hybridizovaly s celogenomovou
sondou stejného pohlavi za pfitomnosti kompetitorové DNA samice v koncentraci
mnohem vy33i. neZ byla znac¢ena sonda. Oc¢ekavala jsem, Ze znacena sonda se bude vazat
pouze na pohlavné specifické sekvence, jez nebyly vyplnény komtetitorovou sami¢i DNA
a odhali tak mista pohlavné specifickych genl (Ezaz et al. 2005; Traut & Marec 1996).
Fluorescencné znacend sonda se vSak pravdépodobné navazala na vSechna mista
s vysokym obsahem repetitivnich sekvenci (zejména v centromerach), a to na chromosomu
Y 1 na autosomech. Tento vysledek naznacuje, Ze pohlavni chromosomy, pfestoZe jsou
po zafixovani centrické fize morfologicky vyrazné odlisené, se genetickym obsahem ziejmé
pfili§ nelisi. Takovému tvrzeni by nasvédCovala i skuteénost, Ze u ostatnich studovanych
GSD druhii ¢eledi se pohlavni chromosomy nepodaftilo odhalit. Pohlavni chromosomy GSD
druhid gekoncikl véetné C. elegans se tedy co do genového obsahu lisi zfejmé jen velmi
malym nerekombinujicim pohlavi determinujicim Gsekem, jez nemusi byt identifikovatelny
ani za pouziti komparativni genomové hybridizace. Jedna se vSak zatim o prvni vysledek
a nasledujici studie budou nepochybné vyzadovat dalsi experimenty s koncentracemi
kompetitorové DNA a sondy. Nicméné aplikace této metody u druhu Coleonyx elegans
umoznila homologizovat jednotlivé chromosomové pary; sonda na chromosomech totiz
vytvafela specificky vzor. Diky tomu bylo mozné identifikovat chromosom X,, jeZ byl
s pouzitim vSech ptredchozich barvicich technik nerozpoznatelny a v karyotypu barveném
Giemsovym barvivem byl za¢lenén do trojice pohlavnich chromosomi pouze na zakladé
velikosti. Stejné tak byl pfifazen k jasné identifikovanym chromosomim X X, druhy par
pohlavnich chromosomii (X,X,) v karyotypu samice, kde se experiment s komparativni
genomovou hybridizaci nezdafril.

Preparace chromosom z varlat samcl Coleonyx elegans umoznila jasné identifikovat
trivalent tvofeny chromosomy X X)Y v diakinezi 1. meiotického d€leni (Obr. 5a, b).
V nékterych pripadech byla chiasmata (mista po prodélaném crossing-overu) v subterminalni
(Obr. Sb), v jinych pfipadech v terminalni pozici (Obr. 5a). Intersticialni poloha chiasmat
nebyla zaznamenana. V metafazi Il. meiotického déleni (Obr. 5¢), kdy dochazi k disociaci
sesterskych chromatid. které jsou vsak stale spojeny centromerou, jsou zieteln€ vidét dvé
nové vznikajici jadra pohlavnich bungk, ptic¢emZ jedno z nich dédi 14 chromosomi +
metacentricky chromosom Y a druhé 14 chromosomti + dva akrocentrické chromosomy X,
a X,. Ve vétsin€ pozorovanych metafézi [I. meiotického dé€leni u samcii Coleonyx elegans se

metacentricky chromosom Y nachazel na vnéj§im okraji metafaze.
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U druhu Coleonyx variegatus, u néhoz bylo pozorovano GSD, nebyly béznymi
cytogenetickymi metodami pohlavni chromosomy identifikovany a karyotyp samce i samice
tohoto druhu vykazuje shodné diploidni pocet chromosomii 2n = 32. Pohlavni chromosomy
jsou tedy s nejvétsi pravdépodobnosti homomorfni. Vzhledem k tomu, Ze pohlavni
chromosom u C. elegans vznikl centrickou fuzi, jednd se patrné o pokro¢ilejsi stadium
diferenciace (viz Charlesworth & Charlesworth 2000; Charlesworth 2002), které je apomorfii
tohoto druhu. Zd4 se tedy, ze homomorfni pohlavni chromosomy jsou pro cely rod Coleonyx
pivodnim stavem. JelikoZ i druhy bez diferencovanych pohlavnich chromosomi vykazuji
genetické urceni pohlavi a v jejich genomu se tedy pravdépodobné vyskytuje specificky gen
determinujici pohlavi, je velmi pravdépodobné, ze u druhu C. elegans neni pohlavi uréovéno
vlastni existenci centrické tlize, ale pfitomnosti jinych pohlavné determinacnich faktorti na
pohlavnich chromosomech.

Uvnitt celedi Eublepharidae nepochybné dochazelo k diferenciaci karyotypu. Dalsi
studium chromosomovych pfestaveb miize v budoucnu pfinést zajimava zjisténi, ktera bude
mozné dat do souvislosti s jiz navrzenymi hypotézami o evolu¢nich souvislostech
zmén karyotypu. Studium pohlavnich chromosomu ve skupiné, ktera zahrnuje GSD i TSD
druhy miiZe naopak pfinést hodnotné informace, které napomohou lepS§imu pochopeni
zpusobu diferenciace pohlavnich chromosomi a evoluénich procesi, které k diferenciaci
vedou. Zejména pokud by bylo mozné homologizovat par pohlavnich chromosomi
mezi jednotlivymi GSD druhy anebo nalézt homologie mezi pohlavnim chromosomem
u GSD druht a parem autosomG TSD druhd. A to zvlasté v situaci, kdy neexistuji Zadné
informace o vrcholu kaskady determinujici pohlavi u TSD druhid. Pro lepsi pochopeni
mechanismi uréeni pohlavi je také nezbytné pokusit se identifikovat pohlavné specifické
geny na pohlavnich chromosomech a porovnat takové informace s jiz znamymi Gdaji

o genech uréeni pohlavi u ostatnich skupin obratlovch.
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6. Zaver

Béhem feSeni diplomové prace byl studovan karyotyp u dvandcti druhi celedi
Eublapharidae. Na zakladé vysledki je mozné konstatovat, Ze v ramci této skupiny dochazelo
k diferenciaci karyotypu prostifednictvim fixace Robertsonovskych fuzi a s nejvétsi
pravd€podobnosti i tandemovych fuzi, a to v ramci rodi Coleonyx a Goniurosaurus.
Porovnanim vysledki se znamymi fylogenetickymi vztahy uvnitf €eledi jsem dospéla
k zavéru, ze ancestralnim stavem je pravdépodobné diploidni pocet chromosomi 2n = 38,
kde vSechny chromosomy jsou akrocentrické a jejich velikost se postupné snizuje.
Karyotypy, v nichz doslo k redukci poétu chromosomd, jsou tedy apomorfii jednotlivych
skupin (v rodech Goniurosaurus a Coleonyx). Vysetfeni karyotypu byly podrobeny
druhy s teplotnim i s genetickym urenim pohlavi. Pohlavni chromosomy byly nalezeny
pouze u jednoho GSD druhu (Coleonyx elegans). U ostatnich GSD druhl neni rozdil
v karyotypu mezi pohlavimi a pohlavni chromosomy jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
homomorfni. U druhu Coleonyx elegans byly nalezeny pohlavni chromosomy typu
X X, X, X, / X X.,Y, kde chromosom Y vznikl fixaci centrické fize Robertsonovského typu
puvodniho Y chromosomu s autosomem. Na zdkladé vizualizace organizatort jadérka bylo
mozné identifikovat plivodni par pohlavnich chromosomil u obou pohlavi. Po provedeni
fluorescenéni in situ hybridizace se specifickou telomerickou sondou nebyly odhaleny Zadné
intersticialni signaly v oblasti centromery metacentrického chromosomu Y. To znamena, ze
telomerické sekvence plivodniho Y chromosomu a autosomu byly pravdépodobné ztraceny
pii jejich fuzi. Pomoci komparativni genomové hybridizace bylo mozné identifikovat i
nové vznikly X chromosom v karyotypu samce. VySetfenim meiotickych chromosomuii byl
identifikovan trivalent tvofeny chromosomy X X,Y v diakinezi I. meiotického déléni a byl

dokumentovan rozchod sesterskych jader v metafazi II. meiotického déleni.

Vysledky diplomové prace umoznily zhodnotit vhodnost pouzitych preparacnich
technik chromosomi u dané skupiny zejména s ohledem na nedestruktivnost postupt.
Kombinaci s poznanymi fylogenetickymi vztahy a zjiSténymi karyotypovymi poméry
bylo mozné rekonstruovat mozny trend diferenciace karyotypd zejména uvniti rodi
Goniurosaurus a Coleonyx. Na zakladé vysledki studia pohlavnich chromosomi pak bylo
mozné odvodit pavodni stav tohoto znaku v ¢eledi Eublepharidae a vytvofit model vzniku

pohlavnich chromosomi u druhu Coleonyx elegans.
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