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ABSTRAKT

Disertacni prace je souborem péti publikovanych ptvodnich praci a jednoho rukopisu
aje zaméfena na evoluci pohlavnich chromosomi a karyotypu leguani (Pleurodonta).
Na zékladé primarni reSerSe dostupnych dat byla u leguanii zjiSténa pouze samci heterogamie
(XX/XY) s ancestralnim karyotypem 2n = 36 chromosomt. U fady vySetfenych druht vSak
nebyly zékladnimi cytogenetickymi metodami  pohlavni chromosomy odhaleny
pravdépodobné z diivodu jejich homomorfie. Casteéné znamy obsah pohlavniho chromosomu
X druhu Anolis carolinensis umoznil porovnani relativni genové davky X-specifickych genti
mezi samcem a samici u zastupcl vSech leguanich Celedi, ¢imz byly odhaleny homologické
a dobfe diferencované pohlavni chromosomy napfi¢ vSemi leguany s vyjimkou baziliski.
Vzhledem ke srovnatelnému staii s pohlavnimi chromosomy savcti a ptaki, zpochybiuji
vysledky vyznam endotermie pro vznik stabilnich pohlavnich chromosomi. Napadnym
znakem legudni je v karyotypu pomérné <casty vyskyt mnohocetnych pohlavnich
chromosomil. Analyzou ancestralniho stavu typu pohlavnich chromosomti bylo zjiSténo, Ze se
tyto mnohocetné pohlavni chromosomy vyvinuly minimalné dvanactkrat nezavisle a n¢které
z téchto vznikli mohou byt asociované s dal$imi ptestavbami v karyotypu. Jelikoz u ptakt
(ZZ/ZW) nebyl dosud zaznamendn jediny vyskyt mnohocetnych pohlavnich chromosomd, je
v praci diskutovan a statisticky provéfen mozny vliv typu heterogamie na vznik téchto
odvozenych pohlavnich chromosomu a jejich fixaci v karyotypu amniotickych obratlovci.
Detailnim molekularn€¢ cytogenetickym vySetfenim madagaskarskych leguani z celedi
Opluridae bylo zjiSténo, ze 1 pies geografickou vzdalenost sdili tato Celed” vétSinu
cytogenetickych znakl s novosvétskymi leguany. Soucasné charakter Y chromosomu celedi
poukdzal na mozné limity komparativni genomové hybridizace, metody bézné pouzivané
k cytogenetické detekci pohlavnich chromosomil. Provéfeni karyotypu zastupcii 17 Celedi
Supinatych plazii na pfitomnost intersticidlnich telomerickych sekvenci v karyotypu
aporovnani sjiz dostupnymi udaji odhalilo jejich casty vyskyt a vzhledem k pomérné
konzervativnimu uspotadani karyotypu v této skupin€ naznacilo mozné kryptické piestavby
chromosomil nebo Sifeni telomerickych sekvenci v genomech v disledku ptisobeni mobilnich
elementil. Zahrnuté publikace rozsifily studovanou problematiku o experimentalni i teoretické
vystupy a umoznily posouzeni obecné platnosti hypotéz o evoluci pohlavnich chromosomi

a zakladniho uspotadani genomu v §irSim kontextu.



ABSTRACT

This PhD thesis is composed of five published articles and one manuscript, and is
focused on the evolution of the sex chromosomes and karyotype of the iguanas (Pleurodonta).
Based on our primary research of available data, only male heterogamety (XX/XY) with
ancestral karyotype 2n = 36 chromosomes was recorded in iguanas. However, in many
species sex chromosomes have not been uncovered by classical cytogenetics, probably due to
their homomorphy. The partially-known X chromosome content of Anolis carolinensis
allowed us to compare the relative gene doses of X-specific genes between male and female
of representatives of all iguana families, and to reveal homologous and well-differentiated sex
chromosomes across all iguanas, with the exception of basilisks. Thus, due to the comparable
age with sex chromosomes of mammals and birds, the results put into question the importance
of endothermy for the formation of stable sex chromosomes. The striking feature of the
iguanas is the relatively frequent occurrence of multiple sex chromosomes in their karyotypes.
Using the ancestral state analysis of the type of sex chromosomes, it has been found that these
multiple sex chromosomes developed at least twelve times independently, and some of these
origins are probably associated with other karyotype rearrangements. In comparison, in birds
(ZZ/ZW) there is no single occurrence of this derived type of sex chromosome. Therefore the
possible influence of the heterogamety on evolution of this type of sex chromosome and their
fixation in the karyotype of amniotic vertebrates is discussed in this thesis and supported by
statistics. A deep molecular cytogenetic examination of the Madagascan iguanas (Opluridae),
revealed that despite the geographical distance, this family shares most of the cytogenetic
traits with the New-World iguanas. Additionally in this family, the nature of the Y
chromosome indicated the possible limitations of comparative genomic hybridization, the
technique commonly used for detection of sex chromosomes. Our examination of the
representatives of 17 families of squamate reptiles for the presence of interstitial telomeric
sequences (ITS) in the karyotype and comparison with already available data revealed
frequent occurrence of ITS in this group. Due to the relatively conserved karyotype in this
group, this suggests possible cryptic chromosomal rearrangements or telomere sequence
distribution in genomes through the activity of mobile elements. The publications included in
this thesis develop the studied subjects by experimental and theoretical outcomes, helping to
assess the general validity of hypotheses about the evolution of sex chromosomes and the

basic genome organization even in the broader context.






OBSAH

ABSTRAKT
ABSTRACT

UVOD e sennenas 12
PUBLIKACE I 43

Conserved sex chromosomes across adaptively radiated Anolis lizards.
Michail Rovatsos, Marie Altmanova, Martina Pokorna,

Lukas Kratochvil

Evolution (2014) 68:2079-2085

PUBLIKACE 11 59

Cretaceous park of sex determination: Sex chromosomes are conserved
across iguanas.

Michail Rovatsos, Martina Pokorna, Marie Altmanova,

Lukas Kratochvil

Biology Letters (2014) 10:20131093

PUBLIKACE III 69

Sex chromosomes in iguanas (Squamata: Pleurodonta): All but basilisks
the same.

Marie Altmanova, Michail Rovatsos, Johnson Pokorna,

Milan Vesely, Florian Wagner, Lukas§ Kratochvil

Rukopis

PUBLIKACE IV 87

Multiple sex chromosomes in the light of female meiotic drive in amniote
vertebrates.

Martina Pokorna, Marie Altmanova, Lukas Kratochvil

Chromosome Research (2014) 22:35-44

PUBLIKACE V 929

Minute Y chromosomes and karyotype evolution in Madagascan iguanas
(Squamata: Iguania: Opluridae).

Marie Altmanova, Michail Rovatsos, Lukas Kratochvil,

Martina Johnson Pokorna

Biological Journal of the Linnean Society (2016) 118: 618—633

PUBLIKACE VI 121

Interstitial telomeric motifs in squamate reptiles: When the exceptions
outnumber the rule.

Michail Rovatsos, Lukas Kratochvil, Marie Altmanova,

Martina Johnson Pokorna

PL0S One (2015) 10: 0134985

11



UvVoD

Zpisob urceni pohlavi a usporfaddni genomu patii mezi zakladni charakteristiky vsech
obratlovcl a zasadné ovliviiuji biologické vlastnosti nejen na trovni jedince ¢i populace, ale i celych
evolucnich linii. Predkladana disertacni prace se vénuje t€émto fenoméniim v ramci monofyletické
skupiny Supinatych jestéri — leguanil sensu lato (Pleurodonta). Leguani jsou pro tyto studie idedlni
skupinou, nebot’ jsou fylogeneticky vzdaleni od tradi¢nich savéich a ptacich modelovych organismii.
Soucasné byla u jednoho zéstupce, anolise rudohrdlého (Anolis carolinensis), prectena a anotovana
celogenomova sekvence (Alfoldi et al. 2011). Ke studiu zptisobu determinace pohlavi a karyotypu
leguani byly pouzity metody klasické a molekularni cytogenetiky kombinované s dal§imi molekularné
biologickymi technikami. Dale byly aplikovany fylogenetické piistupy umoziujici navrzeni
evoluénich scénaiti, zejména v ptipade rozsdhlych srovnavacich analyz. Primarnim cilem disertacni
prace bylo pfinést nové poznatky o pohlavnich chromosomech a usporadani genomu leguant,
konfrontovat je s dosavadnimi znalostmi této problematiky nejen v ramci zmifiované skupiny, ale
i v kontextu znamych udaji u dalSich skupin obratlovcti a nasledné diskutovat soucasné hypotézy
o evoluci obou téchto charakteristik.
zda jsou za determinaci pohlavi jedince zodpovédné vnéjsi podminky nebo genetickd informace,
rozliSujeme tzv. environmentalné uréené pohlavi (ESD; zangl. environmental sex determination)
a genotypove urcené pohlavi (GSD; z angl. genotypic sex determination). ESD je mozné chapat jako
optimalizaci pohlavné specifického fenotypu v urCitych podminkach okolniho prostiedi. U plazi
s ESD je pohlavi uréeno teplotou béhem inkubace. Ve vysokych teplotach se u nekterych skupin plazti
lihnou témeéf vyhradné samci, u jinych samice, nicméné napt. u kajmanky dravé (Chelydra serpentina)
se samice lihnou ve vysokych a nizkych teplotich a samci ve stfednich (Bull 1980, Schoemaker
et al. 2009). U ESD se na molekularni urovni uplatiluji rizné epigenetické mechanismy, zatimco
genotyp je u obou pohlavi shodny. Oproti tomu u druhti s GSD se samec od samice vzdy genotypé 1isi
a o pohlavi je tedy rozhodnuto uz v momenté oplozeni vajicka. Pohlavi urcujici faktor mize plsobit
na zaklad€ jeho dominance, naptiklad gen Sry vazany na Y chromosom zajist'ujici ontogenezi samciho
fenotypu u savct, nebo prostiednictvim rozdilného poctu kopii genu mezi pohlavimi jako v piipade
kandidatniho pohlavi determinujiciho genu DMRTI véazaného na Z chromosom ptakli (shrnuto
ve Ferguson-Smith [2006]).

GSD je spojeno se vznikem pohlavnich chromosomt. Podle obecné uznavané hypotézy
se pohlavni chromosomy nejcastéji vyvijeji z paru autosomti vznikem genu urcujiciho pohlavi na
jednom chromosomu z paru (Ohno 1967). Nasledné v blizkosti tohoto genu dochéazi k akumulaci
pohlavné antagonistickych alel (Rice 1984). Uvazujeme-li saméi heterogamii, je potieba v tomto
pocateCnim stadiu pohlavnich chromosomti zamezit rekombinaci mezi X a Y pohlavné specifickou
oblasti samci, nejcastéji inverzi celého useku, a piedejit tak vzniku pohlavnich hybridii a pohlavnich
revertantd (Charlesworth 1996). Bez opravy podle vzoru na chromosomu X je nerekombinujici ¢ast
chromosomu Y vystavena S$kodlivym mutacim, akumulaci repetitivnich sekvenci a invazi
transponovatelnych elementli (Ezaz a Deakin 2014, Hobza et al. 2015, Chalopin et al. 2015).
Vysledkem je postupujici pseudogenizace a potieba nefunkcni geny spolu s parazitickymi elementy
umléet nejastéji heterochromatinizaci, anebo je z genomu trvale odstranit rozsahlymi delecemi

(shrnuto v Bachtrog 2013). V nékterych pfipadech (pokrocila stadia degenerace Y chromosomu,
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translokace celého chromosomu nebo jeho casti apod.) se pohlavni chromosomy rozraznuji
i morfologicky a hovofime o tzv. heteromorfii pohlavnich chromosomii (Ohno 1967). Progresivni
degenerace neparového pohlavniho chromosomu patrné muize vyustit v jeho eliminaci z karyotypu
a tedy ke vzniku systému XX/XO0 (Just et al. 1995, Sutou et al. 2001). Parovy pohlavni chromosom X
zustava vice konzervativni. Podobné procesy postihujici Y chromosom se ucastni i diferenciace
W chromosomu v rdmci samici heterogamie (ZZ/ZW). Mira a rychlost diferenciace pohlavnich
chromosomu se mezi riznymi liniemi organismu lisi (naptfiklad Kamiya et al. 2012, Liu et al. 2004)
a nemusi odraZet evolucni stafi linii (pfikladem jsou méné diferencované pohlavni chromosomy bézct
ve srovnani s neognatnimi ptaky [Yazdi a Ellegren 2014, Zhou et al. 2014]). Nékdy mohou ptivodni
pohlavni chromosomy prodélat piestavbu ¢asto zahrnujici par nebo vice pari autosomt a vytvofit tzv.
neopohlavni chromosomy. V soucasné dobé je znamo n€kolik moznych mechanismt jejich vzniku
(Yoshida a Kitano 2012, Kitano a Peichel 2012, Giovannotti et al. 2017) a diky svym unikatnim
vlastnostem vyborn¢ slouzi mimo jiné ke studiu diferenciace pohlavnich chromosomi (Bachtrog 2005,
Bachtrog et al. 2008).

PrestoZe se pohlavni chromosomy a typy heterogamie vyvinuly v riznych skupinach organismi
mnohokrat nezavisle, pozorujeme fadu zajimavych evolu¢nich konvergenci. Z téch nejznameéjsich jsou
to napriklad maskulinizace Y a feminizace X chromosomi (Rice 1984), evolu¢ni strata (specifické
bloky dokumentujici postupnou redukci rekombinace na pohlavnich chromosomech; Lahn a Peige
1999, Zhou et al. 2014, Wright et al. 2016), evoluce protektivniho uspotadani Y/W-specifickych
funkénich gent pred jejich degeneraci (Rozen et al. 2003, Backstrom et al. 2005, Davis et al. 2010,
Marais et al. 2010), rychlejsi evoluce genti vazanych na X/Z chromosomy ve srovnani s autosomy
(Mank et al. 2010, Kousathanas et al. 2014, Dean et al. 2015), vznik mechanismii kompenzace genové
davky (shrnuto v Graves [2015]), ¢i vznik reprodukéni izolace (Lima 2014). Z evolu¢niho pohledu
stabilni pomér pohlavi v populaci i za extrémnich a dlouhotrvajicich klimatickych podminek
a moznost ¢asti genomul specializovat se na pohlavné specifické funkce.

V ramci obratlovell se setkavame s ohromnou rozmanitosti ve zpusobech urceni pohlavi
(Ashman et al. 2014, Schartl et al. 2016). Pfi detailnéjSim pohledu je patrné, Ze nékteré skupiny maji
stabilni dobie diferencované pohlavni chromosomy (coZ je notoricky zndmo u zivorodych savctl
a ptakt; Veyrunes et al. 2008, Zhou et al. 2014), zatimco jiné prochazeji Castymi zménami pohlavnich
chromosomt (ryby a obojzivelnici; Kikuchi a Hamaguchi 2013, Miura 2008, Dufresnes et al. 2015,
Sessions et al. 2016) nebo se u nich v hojné mite vyskytuje kromé GSD i ESD (plazi; Janzen a Krenz
2004, Mitchell et al. 2006, Gamble 2010, Badenhorst et al. 2013). Tato zajimava distribuce zpasobi
ur¢eni pohlavi fascinuje evolucni biology jiz 1éta a je tak nasnadé, Ze jiz byla postulovana tada
hypotéz snazicich se objasnit tuto nevyvazenost mezi jednotlivymi skupinami a pochopit, ktery zptisob
je evolu¢né plvodnéjsi a zda, ptfipadné jakym smérem, mohou jednotlivé typy uréeni pohlavi mezi
sebou navzajem prechazet. Nektefi autoii (Grossen et al. 2011, Kikuchi a Hamaguchi 2013) spekuluji,
7e odlisna mira pfesmykt pohlavnich chromosomi souvisi se schopnosti efektivni termoregulace
(ptaci asavci), kterd zabrafiuje vzniku teplotné indukovanych pohlavnich revertantd. Plazi jsou
povazovani za skupinu velmi variabilni ve zptisobech uréeni pohlavi (Sarre et al. 2004, Ezaz et al.
2009a). Pozorovana variabilita tak mize mit pfic¢inu v jejich poikilotermii, a tedy vyrazné vyssi

citlivosti k faktorim prostredi, v¢éetné teploty, jako u jiz zminénych ryb a obojzivelnikd (Perrin 2009).
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ptechody; Sarre et al. 2004), je v soucasnosti pomérné dobie podpoiend hypotéza ancestralniho ESD
a mnohokrat nezavisle vzniklého GSD (Pokorna a Kratochvil 2009). Hypotéza se opira o predpoklad,
ze pohlavni chromosomy jsou jiz natolik specializovanou ¢asti genomu, zZe neni mozné je jednoduse
Hztratit“ a prejit zpét k ESD (dediferenciace pohlavnich chromosomt je dobfe prostudovana jen
u octomilek s prechodem mezi dvéma typy GSD [Vicoso a Bachtrog 2013]). Pro tuto skutecnost
sveédci i dobra podpora v provedenych fylogenetickych analyzach mechanismid urceni pohlavi pro
amniotické obratlovce (Johnson Pokorna a Kratochvil 2016). Pozorovana variabilita u Supinatych
plazi (predev§im gekonl [Gamble 2010] a agam [Ezaz et al. 2009a, 2009b]) je pak vysvétlovana
ancestralnim ESD a opakovanym vznikem pohlavnich chromosomi (Johnson Pokornd a Kratochvil
2016, Gamble et al. 2015) stejn¢ jako u zelv (Badenhorst et al. 2013).

V dobé, kdy jsme se leguaniim zacali vénovat, byla znalost legudnich pohlavnich chromosomi
omezena pouze na vysledky detekce rozdilti mezi samcem a samici v karyotypu pomoci zakladnich
cytogenetickych metod. Bylo tak zjisténo, Ze se u leguanti vyskytuje nejspis pouze samci heterogamie
s jednoduchym systémem pohlavnich chromosomi XX/XY nebo s odvozenym systémem
mnohocetnych pohlavnich chromosomi typu X;X;X,X,/X;X,Y (Olmo a Signorino 2005; a prace zde
uvedené). U vice nez poloviny leguanich druhi vSak nebyly pohlavni chromosomy odhaleny viibec
(Obr. 1) a tento fakt spolu snegativnimi vysledky testi na vyskyt teplotné urceného pohlavi
u zastupci z této skupiny byl vyhodnocen jako pfitomnost homomorfnich (tj. morfologicky
nediferencovanych) pohlavnich chromosomt v karyotypu mnoha druhti a tento zavér byl obecné piijat
(naptiklad [Gorman 1973, Leaché a Sites 2009]). Je ov§em nutné dodat, Ze jelikoZ se zpravidla jedna
o mikrochromosomy, detekce pohlavnich rozdili u takto malych chromosomt je metodologicky

znacn€ narocna.
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Obr.1 Evoluce pohlavnich chromosomi u leguanti

Zelenad Sipka predstavuje tradi¢ni hypotézu vzniku a diferenciace pohlavnich chromosomi
(termindlni eliminace Y chromosomu neni znazornéna, nebot nebyla u leguand odhalena).
V oranZovém boxu je znazornén vznik odvozenych pohlavnich chromosom( fazi s autosomy.
Fialovy box zahrnuje schéma teoretickych scéndarl dediferenciace a presmykld pohlavnich
chromosoma u baziliskd. A’A" predstavuji ancestralni XY pohlavni chromosomy zde autosomalni
povahy, X'Y’' pohlavni chromosomy vzniklé zjiného autosomalniho paru neZ ancestralni XY.
Leguani pohlavi urcujici faktor nebyl zatim odhalen. Znazornény dominantni Y-vdzany faktor
determinujici samce je tedy ryze hypoteticky

Zapojeni informace o pohlavnich chromosomech leguanti do fylogenetickych souvislosti

ukazuje, ze distribuce homomorfnich a heteromorfnich pohlavnich chromosomt je zna¢né variabilni

anema jasnou fylogenetickou logiku (Pfiloha 1). Pozorovany rizny stupen heteromorfie pohlavnich

chromosom® tak patrné nesouvisi se zménami v karyotypu. Odvozené mnohocetné pohlavni

chromosomy vznikly nepochybné v evoluci nékolikrat — minimélné¢ dvanactkrat — nezavisle na sobé.
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Nicméné, pouze osm nezavislych vznikiih mnohocetnych pohlavnich chromosomti poukazuje na
moznou souvislost s druhovou bohatosti skupiny anebo vy$$i mirou chromosomovych piestaveb
ancestralniho stavu odhadli pouze dvé nezavislé evolu¢ni udélosti vedouci ke vzniku mnohocetnych
pohlavnich chromosomi u anolisti. Tti dfive uvazované vzniky byly patrné odvozeny ze Spatné
interpretace karyotypu u druhu Anolis sagrei v praci Gamble et al. (2014). Naopak v recentni praci
Giovannotti et al. (2017) dospéli na zaklade znalosti karyotypu 4. sagrei ke stejnému zavéru jako nase
studie, tj. Ze zmiflované systémy pohlavnich chromosomt vznikly pouze dvakrat nezdvisle na sobg.
Nase prace také naznacCuje az Ctyii nezavislé vzniky v rod€ Sceloporus, oproti ttem piedpokladanym
v praci Leaché a Sites (2009), ktefi ale uvazovali jinou topologii linie bicanthalis — aeneus — scalaris —
goldmani. Nutno vsak pripomenout, Ze druhy zahrnuté v analyze ptedstavuji pfiblizné pouze 1/4
celkové diverzity leguant, a tak mohou byt zminéné charakteristiky do jisté miry podhodnocené. Pro
presnéjsi nahled do této problematiky bude proto do budoucna nezbytné cytogeneticky prozkoumat co
nejvice ze zbyvajici diverzity.

Z vyse uvedeného je zifejmé, ze pomoci zakladni cytogenetiky bylo prakticky nemozné usuzovat
na puvod pohlavnich chromosomu. Pfitomnost pouze samci heterogamie v celé¢ skupiné leguani
naznacuje, Zze by se eventualné mohlo jednat o homologické pohlavni chromosomy, nicméné
mozaikovita distribuce vyskytu heteromorfnich pohlavnich chromosomi by mohla stejné¢ tak odrazet
Casty presmyk pohlavnich chromosomi podobné jako napiiklad u lososovitych ryb (Woram et al.
2003). K pfimému testu homologie a detailnimu posouzeni evoluce pohlavnich chromosomti vSak
dosud chybély zakladni znalosti genového obsahu pohlavnich chromosomt a cytogenetické nastroje
v podobé sond specificky znacicich pohlavni chromosomy. Odpovéd na nasi otdzku o mozné
homologii pohlavnich chromosomi leguani tak bylo mozné nalézt az po zvefejnéni genomu anolise
rudohrdlého Anolis carolinensis (dale jako ACA; Alfoldi et al. 2011). Zasadni posun pro nas projekt
predstavovalo nalezeni gend vazanych exkluzivné na X chromosom, tj. chybé&jicich na chromosomu
Y. Tyto poznatky nam umoznily ovéfit pohlavné specifickou vazbu téchto geni i u dalSich druht
anolisi a posléze i u jinych leguanti, a zodpovédét tak dlouhotrvajici otdzku, zda se pohlavni
chromosomy vyvinuly u spole¢ného piedka studované skupiny. Tomuto tématu se vénuji prvni tii
kapitoly disertacni prace.

V prvni publikaci jsme se diky znamému genomu ACA zaméfili pravé na druhové bohaty rod
Anolis. VyuZzili jsme znalosti X-vazanych gent druhu Anolis carolinensis — déle v textu jako ACA-X
(Alfoldi et al. 2011) a metodologicky jsme se inspirovali praci Nguyen et al. (2013), ktefi pouzili
metodu kvantitativni real time PCR (qPCR) ktestu pohlavné specifické vazby genii u obalect.
Vyhodou gPCR testu je jeho rychlost a aplikovatelnost i na druhy, u kterych nemame k dispozici
cytogeneticky materidl. Ve srovnani scytogenetickymi pfistupy odpada naro¢na ptiprava
chromosomovych preparati a sond pro in situ hybridizaci. Navic 1ze DNA ziskat neinvazivnimi

metodami (bukalni stér a sliny) nebo dokonce ze sbirkového materialu.
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Obr. 2 Teoreticky zaklad testu homologie pohlavnich chromosoml pomoci qPCR

Samec a samice se nelisi v genové davce autosomalnich gen(, ale v pripadé X specifickych gen
ma samec pouze jednu ddvku oproti samici, ktera ma davky dvé. Pro méfeni a vypocty relativni
genové davky byl pouzit referencni single-copy gen EFla, za ,gen” byly dosazeny hodnoty
konkrétnich testovanych autosomalnich geni a ACA X-vazanych gen0. Pokud za E dosadime 2
(vychozi hodnota efektivity amplifikace genu) a za Cp hodnotu crossing point pfislusného genu
(pocet cykll amplifikace, kdy pfirGstek produktu vstupuje do exponencialni faze), ziskame
normalizovanou hodnotu pro vypocet poméru genové davky mezi pohlavimi.

V samotném testu vazby jsme vychdzeli z predpokladu, ze pokud jsou geny X-vazané a na
Y chromosomu chybi nebo jsou sekvencné pozménéné, samicim by méla byt naméfena dvojnasobna
genova davka oproti samctim (viz schéma testu na Obr. 2). Naopak v ptipad€ autosomalnich genti by
se davka neméla mezi pohlavimi lisit. Po uspé$ném pilotnim testu metodiky u ACA jsme nasledné
provétili vazbu ACA-X genti na pohlavni chromosomy dalsich 17 druhd anolisti, vybranych tak, aby
co nejlépe pokryvaly diverzitu rodu, a tfi druhy z ¢eledi Phrynosomatidae jako outgroup. Vysledky
studie prinesly jednoznacny dikaz homologie pohlavnich chromosomi zkoumanych druht a druhu
A. carolinensis bez zavislosti na tom, zda jsou v jejich karyotypech pfitomny heteromorfni,
homomorfni nebo mnohocetné pohlavni chromosomy. Na vyznam takového zjisténi upozoriiuje i fakt,
ze ve stejné dobé se stejné otdzce vénoval i dalsi tym a vysledky obou kolektivii byly publikovany
soucasn¢ v témze Casopise (Publikace I, Gamble et al. 2014). Jelikoz studované druhy z Celedi
Phrynosomatidae zvolené jako outgroup k anolisim také vykazovaly hodnoty testovanych gent
odpovidajici vazbé na X chromosom, ptfedpoklédali jsme, Zze homologie pohlavnich chromosomi
mize byt rozSifena uvnitf celé skupiny Pleurodonta. V dalsi fazi jsme se tedy zaméfili na
experimentalni ovéteni nasi hypotézy testovanim dalsich Celedi leguanii (Publikace II).

Predstavy o fylogenetickych vztazich uvnitf Supinatych plazl jsou znacné neustalené a v ramci
leguant to plati obzvlast (Pyron et al. 2013, Reeder et al. 2015, Zheng a Wiens 2016). Pfesto
monofylie celé skupiny Pleurodonta zahrnujici 12 aktualné rozliSovanych celedi (Crotaphytidae,
Corytophanidae, Dactyloidae, Hoplocercidae, Iguanidae, Leiocephalidae, Leiosauridae, Liolaemidae,
Opluridae, Phrynosomatidae, Polychrotidae a Tropiduridae) je dobfe podpotena a vSeobecné uznavana
(Uetz a Hosek 2015). Abychom co nejlépe vyhodnotili pfitomnost homologickych pohlavnich
chromosomil, nashromazdili jsme vzorky druhti z dal$ich Sesti Celedi (konkrétné Crotaphytidae,

Corytophanidae, Iguanidae, Leiocephalidae, Opluridae a Tropiduridae), vté dobé jedinych
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dostupnych, a se stejnym schématem experimentu jako v ptedchozi studii provéfili celkem 14 druhd,
vcetné tii druhil z ¢eledi Dactyloidae a Phrynosomatidae, které byly zastoupeny i v piedchozi studii,
slouzicich jako kontroly. Ve srovnani s anolisy, primery navrzené pro ACA-X sekvence byly
vzhledem k vét§i fylogenetické vzdalenosti mezi testovanymi druhy méné specifické, coz se
u nékterych primertt projevilo vjejich celkovém nenasednuti nebo amplifikaci nespecifickych
produktd. Nicméné alespoil dva geny byly tspésné amplifikovany v kazdém druhu. U vSech druhid
jsme ziskali X-specificky relativni pomér genové davky ACA-X gend, a tedy silnou podporu
konzervativnich pohlavnich chromosomt uvniti leguant. Analyza také prokézala, ze agama Pogona
vitticeps (ZZ/ZW), kterou jsme zahrnuli jako outgroup, nema pohlavni chromosomy homologické
s leguany (pfestoze se jedna také o mikrochromosomy), coz bylo pozd€ji potvrzeno pfi sekvenovani
genomu tohoto druhu (Deakin et al. 2016). Jedinou vyjimkou mezi leguany byli bazilisci (Celed
Corytophanidae). VSechny tfi testované druhy prekvapivé vykazovaly relativni pomér genové davky
ACA-X genu rx = 1, tedy hodnotu odpovidajici vazbé genti na autosomy nebo jejich piitomnost
v pseudoautosomalni oblasti pohlavnich chromosomtl. Vzhledem k tomu, Ze i pfes neustalenost nazoru
na fylogenetické vztahy leguanich Celedi baziliSci nikdy nebyli povazovani za linii sesterskou ke v§em
ostatnim legudniim a v nékterych studiich jsou dokonce pokladani za jednu z nejodvozenégjsich celedi
(Pyron et al. 2013), domnivame se, Ze se jednd o odvozeny stav viuci ostatnim leguaniim. Ob¢ varianty
(autosomalni i pseudoautosomalni) tedy predpokladaji presmyk nebo dediferenciaci pohlavnich
chromosomtl, jevu, ktery by u dobfe diferencovanych pohlavnich chromosomi mél nastat pouze
ojedinéle, a ktery byl dosud podrobnéji probadan pouze u octomilek (Vicoso a Bachtrog 2013). Jako
mozné mechanismy dediferenciace a presmyku pohlavnich chromosomti baziliskli (znadzornéno na
Obr. 1) uvazujeme tfi — zvétSeni pseudoautosomalni oblasti obnovenou rekombinaci (nastinéno
v Perrin [2009]), translokaci pohlavi determinujiciho genu na jiny par autosomtl a vznik nového
pohlavi determinujiciho genu (shrnuto v Bachtrog et al. [2014]). Na odhaleni skute¢né priciny je vSak
poteba detailnich analyz pohlavnich rozdili v genomech baziliskli, nalezeni pohlavné specifickych
lokusti a pohlavi urcujiciho genu a posouzeni homologie s ostatnimi leguany.

Zjisténé vysledky nas motivovaly k zdvérecnému testu, totiz abychom zjistili, zda bazilisci jsou
jedinou vyjimkou jinak stabilniho zptisobu uréeni pohlavi mezi leguany. Z toho divodu bylo potieba
ziskat vzorky DNA ze zastupci zbyvajicich Cctyt celedi. Po témér tfech letech sledovani
herpetologickych for, navitév teraristickych burz, domluv s chovateli (i mimo CR) a expedici zoologa
Milana Veselého do Panamy (ziskany vzorky druhu Morunasaurus groi) se nam podafilo
nashromazdit potiebné vzorky a provést zavére¢nou analyzu, ktera je zpracovana ve formé rukopisu
v Publikaci III. Kromé zastupcti dosud netestovanych Ctyt leguanich ¢eledi jsme do analyzy zahrnuli
dalsi rod baziliskt (Corytophanes), ¢imz jsme pokryli vSechny tii rody c¢eledi Corytophanidae,
anckteré dal$i potencidln€ zajimavé druhy. Podafilo se nam ziskat naptiklad vzorky zrodu
Brachylophus, ktery se vyskytuje vyhradné na souostrovi Fidzi a pfilehlych ostrovech v jihozapadnim
Pacifiku (Uetz a HoSek 2015; a reference uvnitt), a Polychrus, ktery ma vyrazné piestavény karyotyp
a disponuje mnohocetnymi pohlavnimi chromosomy (Gorman et al. 1969, Gorman et al 1967,
Bertolotto et al. 2001). Vysledky qPCR testovani byly v souladu s vysledky z pfedchozich
experimentd. Testovany zastupce zrodu Corytophanes podporil odlisnou povahu pohlavnich

chromosomt baziliski, zatimco ostatni druhy vykéazaly opét X-specifickou vazbu ACA-X gent.
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Diky analyze relativni genové davky ACA X-vazanych genli mezi samcem a samici ve skupiné
Pleurodonta jsme ukdzali, ze leguani disponuji znacné konzervativnim zpisobem urceni pohlavi.
Vzhledem k odhadovanému stafi skupiny Pleurodonta (bazalni Stépeni Pleurodonta a Acrodonta
zhruba ptfed 120 miliony let; Townsend et al. 2011), upozornily naSe studie na skutecnost, Ze evolu¢né
star¢ a dobfe diferencované pohlavni chromosomy nejsou znakem pouze endotermnich ptaki a savct,
ale ze takové pohlavni chromosomy lze nalézt i u poikilotermnich plazii. Shodnym metodickym
pristupem se nam v dalSich navazujicich studiich podafilo potvrdit stabilni pohlavni chromosomy
1 v dal$ich liniich Supinatych plazii, jmenovité u jestérek (Rovatsos et al. 2016a), hadd (Rovatsos et al.
2015a; Rovatsos et al., v tisku) a zelv (Rovatsos et al. 2017). Lze tedy usuzovat, Ze evolucni stabilita
pohlavnich chromosomil neni podminéna homoiotermni endotermii Zivoc¢icht, jak se diive uvazovalo
(Grossen et al. 2011, Kikuchi a Hamaguchi 2013). Pfestoze vysledky analyzy ukazuji, Ze jednou
vznikl¢ diferencované pohlavni chromosomy jsou evolu¢né stalé a muze se tak opravdu jednat
o jakousi evoluc¢ni past (Pokorna a Kratochvil 2009), 1ze na prikladu baziliski demonstrovat, ze ve
vyjimecnych ptipadech mtze dojit k jejich pfesmyku nebo dediferenciaci. Ackoliv se v rAmci amniot
jedna o jev vzacny, u Supinatych plazii jsme na né¢j narazili v nasem tymu jiz dvakrat (krom¢ baziliski
jesté v gekonim rod¢€ Paroedura, Koubova et al. 2014). Nejedna se zde vSak o prechod od GSD
k ESD, ale pravdépodobné pouze k jinému typu GSD (Koubova et al. 2014). Jedinym dobie
podlozenym piipadem pohlavni reverze zptisobené vysokou inkubacni teplotou (za vzniku samic se
77 pohlavnimi chromosomy), a tim tedy piechod k ESD, je agama Pogona vitticeps (Holleley et al.
2015). Prestoze W chromosom tohoto druhu obsahuje zna¢nou akumulaci heterochromatinu (Ezaz
et al. 2005), fyzické mapovani na chromosomech (sekvence ze sam¢iho genomu) zatim neodhalilo
geny, které by byly Z unikatni (Deakin et al. 2016). Jelikoz se ukazuje, ze béhem casnych stadii
diferenciace neparovych pohlavnich chromosomt patrn€é dochazi nejdfive k epigenetickym
modifikacim, které utlumi jejich genovou expresi, a k pseudogenizaci dochazi teprve az pozdéji
u transkripéné neaktivnich genti (Zhou a Bachtrog 2012), pohlavni chromosom W P. vitticeps by mohl
byt mnohem méné degenerovany, nez se diive uvazovalo. Vysvétlovalo by to také, pro¢ reverze
pohlavi u tohoto konkrétniho druhu neni spojena s nizsi fitness (Holleley et al. 2015). Navic jsou
vramci ¢eledi agamovitych znamy linie, u kterych je pohlavi v senzitivni periodé¢ embryogeneze
determinovano teplotou, tudiz citlivost na vysoké teploty je zfejmé charakteristickd pro celou celed’
Agamidae (Ezaz et al. 2009). Tyto ¢aste¢né spekulativni interpretace je vSak potieba experimentalné
proveftit.

V ramci leguand prispél nejnoveéjsi cytogeneticky/cytogenomicky vyzkum zejména v oblasti
pochopeni evoluce tzv. neopohlavnich chromosomi. Celochromosomové sondy pfipravené
z rozsortovanych chromosomu druhu A. carolinensis ukazaly, ze dvé odvozené linie anolist se lisi
v evoluci neopohlavnich chromosomtl, totiz Ze ancestralni XY chromosomy flzovaly s odlisSnymi
autosomy. Zajimavy je i samotny fakt, ze nesfizovaly pouze s jednim ale se dvéma pary autosomul
(Giovannotti et al. 2017). Navic nasledné osekvenovani ACA rozsortovanych chromosomt ukazalo,
ze v piipadé A. sagrei se flze GCastnily dokonce tii pary autosomi (Kichigin et al. 2016), a Ze jedna
tato fuze tedy nebyla zachycena malovacimi sondami. Jelikoz fuze pohlavnich chromosomut
s autosomy je u leguant pomérn¢ Casta (viz distribuce mnohocetnych pohlavnich chromosomi ve
fylogenetickém kontextu, Pfiloha 1), zajimalo nas, zda by se dal tento vyskyt vysvétlit néjakym

obecnéjsim mechanismem. Tomuto se vénuje Publikace IV.
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V ramci Supinatych plazii se s mnohocetnymi pohlavnimi chromosomy setkdvame pomérné
¢asto a jenom v naSem tymu jsme tento odvozeny systém popsali ve tiech Celedich (Pokorna et al.
2010; Rovatsos et al. 2015b, 2016b). Pti detailngjSim pohledu je ale patrna nerovnovaha v distribuci
tohoto typu pohlavnich chromosomli mezi druhy se sam¢i a samic¢i heterogamii. A to sice, ze systémy
mnohocetnych pohlavnich chromosomil se vyskytuji mnohem castéji u XX/XY nez u ZZ/ZW. Tento
jev je jesté daleko patrnéjsi, vezmeme-li vuvahu také savce s mnohokrat nezdvisle vzniklymi
mnohocetnymi pohlavnimi chromosomy (Yoshida a Kitano [2012]) a ptaky, u kterych dosud nebyl
zaznamenan jediny jejich vyskyt (Pala et al. 2012). Silny efekt typu heterogamie naznacuje, Ze by se
mohlo jednat o rozdilné zapojeni pohlavnich chromosomtl v sami¢i meidéze. Oproti sam¢i meidze, kde
vSechny produkty déleni ve formé spermii maji stejnou Sanci na splynuti s vajickem, v samic¢i meidze
ma pouze jeden produkt déleni ze Ctyf (vznika vajicko a tfi polova téliska) Sanci uplatnit svou
genetickou informaci v dalsi generaci. Za téchto podminek pak mtZze dochazet k tzv. sami¢imu
meiotickému tahu, ve kterém mohou soupefit jednotlivé alely genu nebo i celé chromosomy
o segregaci do vajicka. Zatimco v systému XX/XY b&hem samici meidzy segreguji krome autosomi
pouze X chromosomy (Y chromosom neni pfitomen), v systému ZZ/ZW meioticky tah ovliviuje
segregaci Za W chromosomi. Pokud by proto meioticky tah samic upiednostiioval akrocentrické
nebo metacentrické chromosomy (tzn. délici vieténko by bylo polarizované na vétsi nebo mensi pocet
centromer; de Villena a Sapienza 2001, Chmatal et al. 2014), a tim i pfestavbu jednoho z pohlavnich
chromosomtl, tak v piipadé systému XX/XY by se kromé vzniku neopohlavnich chromosomi nic
nezménilo a samic¢i meioticky tah by neovlivnil pomér pohlavi potomkid. V systému ZZ/ZW by
zvyhodnéni jednoho z pohlavnich chromosomii (neo-Z nebo neo-W) vedlo k vychylenému poméru
pohlavi. Nase hypotéza je proto zaloZzena na predpokladu, Ze proti preferenci takto ptestavéného
Z nebo W chromosomu béhem meiotické segregace bude pracovat selekce.

Kromé puisobeni sami¢iho meiotického tahu by mohl byt vyrazny rozdil v ¢etnosti vyskytu
mnohocetnych pohlavnich chromosomti mezi ptiky a savci vysvétlen celkové vyssi rychlosti
piestaveb karyotypu savcu (Nakatani et al. 2007), jelikoz ptaci maji mnohem konzervativnéjsi
uspoiadani genomu (Ellegren 2010). Nicmén¢ stabilita v uspofadani genomu byla dolozena pro
vSechna Sauropsida (plazi a ptaci; napiiklad Kawai et al. [2009], Pokorna et al. [2011, 2012] a Kasai
etal. [2012]), a pokud se porovna vyskyt mnohocetnych pohlavnich chromosomil pouze uvnitf
sauropsidu, tak i zde byla nalezena vys$si ¢etnost vyskytu u skupin se sam¢i heterogamii.

V Publikaci IV jsme proto otestovali, zda frekvence vzniku mnohocetnych pohlavnich
chromosomtu koreluje s typem heterogamie. Abychom v analyze oSetfili uritou nevyvazenost v po¢tu
znamych karyotypt a také vliv druhové pocetnosti v jednotlivych liniich, pouzili jsme misto poctu
druhti disponujicich mnohocetnymi pohlavnimi chromosomy pocet nezavislych vzniki mnohocetnych
pohlavnich chromosomi odvozeny z fylogenetickych vztahd. Statistickd analyza pak prokéazala, ze
mnohocetné neopohlavni chromosomy se opravdu vyskytuji s vétsi pravdépodobnosti ve skupinach
amniot se samCi heterogamii. Predpoklddame tedy, Ze aby v disledku piisobeni meiotického tahu
nedochazelo pfi vzniku mnohocetnych pohlavnich chromosomi u samici heterogamie k vychylenému
pomeéru pohlavi, selekce potlacuje fixaci takto vzniklych neopohlavnich chromosomi. Proto pro nas
bylo velmi piekvapivé, kdyz jsme o rok pozdé&ji pti vySetiovani karyotypti chameleonti odhalili systém
mnohocetnych pohlavnich chromosomt Z,7,72,7,/7Z,Z,W u druhu Furcifer pardalis (Rovatsos et al.
2015b). Mozné vysvétleni podavaji Guerrero a Kirckpatrick (2014), ktefi poukazuji na silny efekt
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lokalni adaptace podporujici fixaci fuzi. Podobné byl dokumentovan adaptivni vyznam flize mezi
Z chromosomem a autosomem, ktera ptispé€la ke speciaci u obalecti (Nguyen et al. 2013).

Prace také ukazala, Ze leguanim v porovnani s ostatnimi liniemi amniotickych obratlovcl
pomérné Casto fuzuji pohlavnimi chromosomy s autosomy za vzniku mnohocetnych pohlavnich
chromosomil. Odhadnuty pocet jedenact (v soucasné chvili dvanact, viz Ptiloha 1) nezavislych vznikt
odvozenych systémil pohlavnich chromosomt vSak miize byt stale podhodnocen, nebot u velkého
mnozstvi druhll dosud chybi relevantni cytogeneticky popis. Jednim z ptipadii nedostacujici znalosti
cytogenetickych charakteristik byla také celed’ Opluridae, které se vénuje nasledujici ¢ast diserta¢ni
prace (Publikace V).

Béhem feSeni projektu se ndm podafilo nashromézdit unikatni kolekci madagaskarskych
leguanti z ¢eledi Opluridae. Pro tuto celed’ byl pomérné dlouhou dobu ustalen pocet druhti (sedm)
ajednalo se konkrétné o tyto druhy: Chalarodon madagascariensis, Oplurus cuvieri, O. cyclurus,
O. fierinensis, O. grandidieri, O. quadrimaculatus a O. saxicola. V roce 2015 byl popsan jesté druh
Chalarodon steinkampi (Miralles et al. 2015). VSechny uvedené druhy se vyskytuji endemicky na
Madagaskaru a dosud neni Gpln¢ jasné, jakym zptisobem se tam dostali (Noonan a Chippindale 2006,
Okajima a Kumazawa 2009, Noonan a Sites 2010). Z literarnich udajii byl znam pouze karyotyp
jediné samice jednoho druhu (Gorman et al. 1967) a pomérn¢ kvalitni popis makrochromosomu
ostatnich druhi (Blanc a Blanc 1977, Blanc et al. 1983). Nicméné zapis diploidniho poctu
chromosoml nebyl pfilozen a Blanc a Blanc (1977) ve své praci pouze poznamenali, ze pocet
mikrochromosomtl je variabilni. Chybéla i zminka o pohlavnich chromosomech. Hlavnim diivodem
naseho studia leguant z této celedi byl fakt, Ze se jedna o linii zcela izolovanou od ostatnich zastupci
leguant, a to jiz pomérné zna¢nou dobu (vice nez 50 miliond let; Townsend et al. 2011, Pyron et al.
2013), tudiz by se dal predpokladat potencial nejen pro fixaci piestaveb, ale i dalsi zmény
v usporadani genomu. Dal$im aspektem, kterému jsme se chtéli vénovat, bylo prozkoumani
pohlavnich chromosomi — zda je mozné nalézt rozdil mezi sam¢im a sami¢im karyotypem a pomoci
metody qPCR ovéfit homologii pohlavnich chromosomi s novosvétskymi leguany. Se snahou co
nejlépe porozumét organizaci genomu uvnitf studované skupiny jsme chromozomy obou pohlavi
vSech zminénych druhl s vyjimkou druhti O. saxicola a C. steinkampi provéfili molekularné,
molekularné cytogeneticky i cytogeneticky.

Zjistili jsme, ze podobné jako ostatni leguani i tato Celed’ je velmi konzervativni v karyotypu
s typickym 2n = 36 (12 makro- a 24 mikrochromosomt). U samcl jsme vSak naSli miniaturni
chromosom Y — nejmensi chromosom v karyotypu. V porovnani s autosomy tento postradal napadnou
akumulaci heterochromatinu v centromete a spiSe euchromatické povaze nasvédCoval i prevazné GC
bohaty chromatin. Vzhledem k vyrazn€¢ odlisné morfologii Y chromosomu jsme ptredpokladali, ze
pohlavni chromosomy jsou dobie diferencované a tedy, ze bychom se mohli pokusit o vizualizaci
pohlavn¢ specifického chromatinu pomoci metody CGH (z angl. Comparative Genomic
Hybridization). Predpokladali jsme, Ze by se nam tak mohlo podafit detekovat i X chromosom
podobné, jako se nam to podatilo s chromosomem Z u madagaskarského gekona Paroedura lohatsara
(Koubova et al. 2014). Nicméne¢ CGH ukéazala pohlavné specificky obsah pouze na Y chromosomu
a pouze u druhu O. cuvieri, zatimco u druhu O. fierinensis byl vysledek dosti spekulativni a v zasad¢
negativni. Bé¢hem diferenciace pohlavnich chromosomii nékdy dochazi ke znacné akumulaci

repetitivnich sekvenci na neparovém pohlavnim chromosomu, jak bylo prokazano i u nékterych
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Supinatych plazii (O‘Meally et al. 2010; Pokorna et al. 2011b; Ezaz a Deakin 2014; Gamble et al.
2014; Rovatsos et al. 2015¢, 2016b; Matsubara et al. 2006, 2013, 2014, 2016). Hybridizovali jsme
proto chromosomy s riznymi sondami nesoucimi celé spektrum repetitivnich motivl. V tomto typu
experimentu dochézi k amplifikaci signalu, a jednd se tedy o citlivéjsi test. V souladu s predchozimi
vysledky, FISH odhalila akumulaci repetic na Y chromosomu opét pouze u druhu O. cuvieri.
Soucasné porovnani poctu kopii ACA X-vazanych gend ukdzalo, ze se madagaskarsti leguani od
ostatnich novosvétskych leguanti nelisi a jejich pohlavni chromosomy pochazeji od spoleéného piedka
vSech leguand. VSechny tyto vysledky nds ptivedly k zavéru, Ze pohlavni chromosomy u opluridi jsou
znacn¢ diferencované, nicméné u Y chromosomu patrné nedochazi k akumulaci repetic (spise
k ubytku chromatinu vedoucimu k celkovému zmensSeni), které by bylo potieba heterochromatinizovat
a z toho divodu také pravdépodobné CGH neni dostatecné citliva k odhaleni rozdilu v genomu mezi
pohlavimi. V souc€asnosti se ukazuje, ze leguani X chromosom druhti s homomorfnimi pohlavnimi
chromosomy lze vizualizovat jen pomoci specifickych sond (Gamble et al. 2014, Giovannotti et al.
2017), nebo je mozné odhalit drobné rozdily v morfologii X a Y chromosomil studiem
synaptonemalnich komplext (Lisachov et al. 2017).

Kromé¢ celedi Opluridae byla pozorovéna tendence k vyrazné degeneraci az miniaturizaci
Y chromosomu i v nékterych dalSich liniich leguant (napt. v rodech Enyalius [Bertolotto et al. 2002]
a Uta [Pennock et al. 1968], nebo u nékterych druhti rodu Tropidurus [Kasahara et al. 1996]).
V zadném z uvedenych prikladi vSak zatim nebyl doloZen ptipad celkové eliminace Y chromosomu
a vzniku odvozeného systému X0 (kromé prace Peccinini et al. [1971] o rod€é Polychrus, kde tak byl
myln€ oznaCen systém mnohocetnych pohlavnich chromosomt X;X,Y). Moznym vysvétlenim
udrzeni pohlavné determinacniho systému s miniaturnim silné degenerovanym Y chromosomem je
teoreticky predpoklad, Ze tento chromosom obsahuje jen maly pocet funkénich genti. Predpoklada se
tak mnohem mensi prostor pro vznik vyhodnych anebo skodlivych mutaci, které by mohly segregovat
v populaci a vzdjemné interagovat. Jelikoz Cetnost interakci mezi segregujicimi mutacemi piimo
ovliviiuje rychlost degenerace Y chromosomu, u Y chromosomu s malym mnozstvim funkénich gent
se degenerativni proces vyznamné zpomali (Bachtrog 2008). Z toho diivodu patrné neni potfeba mit
obavy o osud lidského Y chromosomu nebo na n¢j vazanych genti (s experimentalni podporou Hughes
et al. [2012, 2015]), jako se domnivala Jennifer Graves (Aitken a Graves 2002, Graves 2008).

S mirou diferenciace pohlavnich chromosomti se poji i uréita potieba heterogametického
pohlavi vyrovnat davku mezi X a Y chromosomy a i mezi pohlavnimi chromosomy a autosomy
(kompenzace genové davky). V souvislosti spomérné¢ malou prozkoumanosti pohlavnich
chromosomt se u Supinatych plazii o tomto jevu prakticky nic nevédélo, az recentné byla doloZena
kompenzace genové davky na lokalni trovni, podobné jako u ptakt (Itoh et al. 2007), u chiestyska
zakrslého (Sistrurus miliarius; Vicoso et al. 2013). Nutno podotknout, Ze ackoliv u ptakt i hadl jsou
heterogametickym pohlavim samice (ZW), a tedy by se mohlo zdat, Ze mechanismus balancujici
davku genil je zavisly na typu heterogamie (Mank et al. 2013), patrn€ tomu tak neni, nebot’ nové
studie (Walters a Hardcastle 2011, Smith et al. 2014, Gu et al. 2017) ukazaly, Ze i n€kteti motyli (ZW)
disponuji kompletni kompenzaci genové davky. Podobné na zaklad¢ porovnani transkriptomid dvou
samctl a dvou samic bylo zjisténo, ze i u anolise je davka pohlavné vazanych genti kompenzovana,
a ze se tak d¢je zvySenim exprese X-vazanych genit u samct (Rupp et al. 2017). Je zajimavé, Ze ne
vSechny vazebné skupiny X chromosomu vykazuji stejny mechanismus, u nékterych totiz k uplné
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kompenzaci nedochézi. U téchto by se mohlo jednat o podobny jev jako u kura doméaciho, kde jsou
kompenzovany pouze geny citlivé na davku (Zimmer et al. 2016) a déje se tak pouze na lokalni tirovni
»gen po genu”“ (Mank a Ellegren 2009). Jiz funkéni kompenzace genové davky patrné
umoziuje rychlejsi degeneraci mladych neo-Y chromosomtl, nebot’ se uz jen rozsiii na nove ptridanou
¢ast neo-Y (shrnuto v Bachtrog 2013), coz vysvétluje i detekovany heterochromatin na neopohlavnich
chromosomech leguanti, zatimco u vétSiny druhidl s ancestralnim Y chromosomem je neodhalitelny
(Altmanova 2013; viz také Y chromosom opluridit).

Jiz dfive jsme se pokusili na chromosomy druhu O. cuvieri aplikovat sondu detekujici 5-
metylcytosin s cilem vizualizovat siln¢ metylované casti genomu, a piedevsim odhalit piipadnou
inaktivaci X chromosomu u samic (se stejnym protokolem pouzitym v praci Rens et al. 2010). Jak je
patrné na Obr. 3e, zadny z mikrochromosomtli nevykazoval zvySenou miru metylace, ktera by
naznacovala inaktivaci jednoho z X chromosomi, coz je v souladu s pozdé¢ji publikovanymi vysledky
studia kompenzace genové davky u anolise (Rupp et al. 2017). Zajimavym zjisténim vsak bylo, ze se
sonda vézala do stejnych oblasti, ve kterych byly nalezeny intersticialni telomerické sekvence (ITS;
viz Obr. 3¢). Ackoliv mechanismi vzniku ITS je diskutovano podstatné vice (Bolzan a Bianchi 2006,
Lin a Yan 2008, Ruiz-Herrera et al. 2008), jsou ¢asto povazovany za pozustatky pravych telomer po
fazich chromosomu (Slijepcevic 1998, 2016) nebo také aktivity mobilnich elementli (Ruiz-Herrera
et al. 2008). Pouzitim sondy nesouci konzervativni telomerickou sekvenci se nam podafilo odhalit
mimotadnou variabilitu a mnozstvi ITS (zejména u druhu Chalarodon madagascariensis) s témer
druhoveé specifickym vzorem v ramci celé celedi Opluridae. Vzhledem k velmi konzervativnimu
zakladnimu usporadani genomu se vSak nedomnivame, ze by ITS v tomto piipadé dokladaly
pritomnost piestaveb mezi chromosomy. Navic tyto ITS také Casto kolokalizuji s heterochromatinem
(odtud oznaceni het-ITS, Ruiz-Herrera et al. 2008) a jak je patrné z Obr. 3, u opluridd jsme tuto
kolokalizaci nepozorovali. Na zakladé objeveného variabilniho vzoru a mnozstvi ITS nas zajimalo,
zda jsou ITS relativné bézné v karyotypu Supinatych plazli, anebo zda se jedna o unikatni jev v Celedi

Opluridae. Timto se zabyva nasledujici ¢ast diserta¢ni prace (Publikace VI).
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Obr. 3 Vizualizace organizace
genomu u druhu Oplurus cuvieri.

(A-E) samice; (F) samec, hvézdicka
oznacuju Y chromosom. Pouzité
metody: (B) C-pruhovani, (D)
barveni chromomycinem A3,
(C,E,F) FISH srlznymi sondami.
(C) Polymorfismus ITS pozorovany
usamice na paru 3, samec
homozygotni se signaly na obou
chromosomech. (D) AT-bohaté
centromery vSech chromosoml
a GC-bohaté oblasti  sekundarni
konstrikce nesouci geny
organizatoru jadérka na paru 8.
(C+E) Kolokalizace signald ITS a 5-
metylcytosinu. (F) Akumulace
repetitivnich motivih na paru 1
shodna se sesterskym druhem
O. cyclurus, ostatni druhy z celedi
bez akumulace.




V porovnéni s rybami, Zabami a ptaky, pro Supinaté plazy dosud chybéla prace studujici vyskyt
ITS v karyotypu na vétsi fylogenetické Skale, kterd by alespon Castecné propojila dosavadni znalosti
Casto omezené na piipadové studie (Nanda et al. 2002, Schmid et al. 2010, Ocalewicz 2013, Schmid
a Steinlein 2016), a dosud jedind toho druhu byla pilotni prafezova studie pfes vSechny hlavni linie
obratlovcd (Meyne et al. 1990). Nasim cilem proto bylo zrevidovat vyskyt ITS u Supinatych plazi,
dataset doplnit o nova experimentalni zjisténi a distribuci a mnozstvi ITS diskutovat v evolu¢ni
perspektivé. Vzhledem ke zna¢né konzervativnimu zakladnimu uspotfadani genomu Supinatych plazii
(karyotypu) by mél byt vyskyt ITS v této skupin€ pomérné vzacny. V praci zahrnuté v Publikaci VI
jsme nashromazdili dostupna data pro celkem 38 druhii z 15 Celedi. Dale jsme metodou FISH se
sondou nesouci telomerickou sekvenci prozkoumali celkem 30 druhd, které nebyly dfive testovany,
a které zastupujici celkem 17 celedi. VSechna ziskand data jsme zasadili do fylogenetickych vztahii
skupiny. Pomérné ptekvapivym vysledkem bylo zjisténi, Ze zhruba polovina vSech zahrnutych druht
ma ITS a tedy, Ze se patrné jedna o jev mnohem castéjsi, nez jsme predpokladali. Fylogeneticka
distribuce ITS v ramci Supinatych plazii nevykazuje zadny vzor, lze jen konstatovat Castéjsi vyskyt
v Celedich Teiidae, Gymnophthalmidae a infrafadu Iguania, coz miize byt castecné zplsobeno rozdily
v poctech a vybéru zkoumanych druhti. Mechanismy vzniku ITS u Supinatych plazi nebyly dosud
detailné studovany. Nicméng, vzhledem ktomu, Ze metodologicky rizné pfistupy opakované
prokazaly u plazii mnohem castéjsi vyskyt prestaveb uvnitf chromosomi nez mezi chromosomy
(Alfoldi et al. 2011; Pokorna et al. 2011a, 2012; Skinner et al. 2012; Srikulnath et al. 2009a, 2013;
Lithgow et al. 2014; Rovatsos et al. 2014; Johnson Pokorna et al. 2015), domnivame se, ze jednim
z hlavnich mechanismti vzniku ITS by mohly byt pravé kryptické prestavby uvnitt chromosomtl, jako
jsou inverze nebo také obecné dynamicka povaha ITS — soucast satelitni DNA ¢i transponovatelnych
elementti (Rovatsos etal. 2011, Ruiz-Herrera et al. 2008). Nase domnénka je podpoiena rozdilnym
vzorem ITS u blizce pfibuznych druht s prakticky totoznym karyotypem v leguani ¢eledi Opluridae
(Publikace V) nebo u agam rodu Leiolepis (Srikulnath et al. 2009b, 2011). Variabilni vzor ITS byl
recentné nalezen také u hadi (Viana et al. 2016, Rovatsos et al. 2015d). U Supinatych plazti mtze byt
zvySena amplifikace ITS zpiisobena i skutecnosti, ze v somatickych buiikach si telomerdza ponechava
aktivitu i v dospélosti jedince. Bylo pozorovano, Ze nedochazi ke zkracovani telomer (k tzv.
,bunéénému starnuti®), ale ze délka telomer mtize byt az nékolikanasobna v dospélosti oproti délce
v ¢ase vylihnuti (Ujvari a Madsen 2009).

S evoluci determinace pohlavi a pohlavnich chromosomii by mohla souviset také evoluce
karyotypu (z plazi predpokladano napiiklad u zelv; Valenzuela a Adams 2011, Montiel et al. 2016).
Leguani byli a stale jsou, jednou z cytogeneticky nejvice zkoumanych skupin Supinatych plazd
(odhadnuto na zaklad¢ dat o poctu studovanych druhti napfi¢ Supinatymi plazy naptiklad v Bull [1980]
nebo Olmo a Signorino [2005]). Nejvice pozornosti si ziskali ve dvou obdobich —v 70. a 80. letech 20.
stoleti, které pfinesly vétSinu dosud znamych zakladnich popist karyotypd (Gorman 1973; Aiassa
et al. 2005; Sites et al. 1992; Hall 1973, 2009; Olmo a Signorino 2005); a v soucasnosti, kdy se
velkému zajmu té§i zejména v oblasti genomiky (Afoldi et al. 2011, Eckelbar et al. 2013, Kichigin
et al. 2016, Constantini et al. 2016, Rupp et al. 2017) a odvozengjsich metod molekuldrni cytogenetiky
(Gamble et al. 2014, Giovannotti et al. 2017). Genom leguanti je v ramci plazi spiSe mensi (ptiblizné
2 pg; Afoldi et al. 2011, Canapa et al. 2015) a je organizovan do dvou frakci, makrochromosomu
a mikrochromosomd, coz je povazovano za spoleény znak vSech plazi (Organ et al. 2008, Olmo
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2008). Z tohoto schématu (na Sirsi fylogenetické skale) ¢astecné vybocuji pouze krokodyli, u nichz je
hranice mezi makro- a mikrochromosomy méné zietelna (Organ et al. 2008). Dosud je zndm karyotyp
pro vice nez 350 druhi leguanti (shrnuto v Olmo a Signorino [2005]). Diploidni pocet chromosomii se
pohybuje od 2n = 19/20 (Polychrus acutirostris, samec/samice; Bertolotto et al. 2001) az do 2n = 48
(Anolis monticola; Webster et al. 1972) a ve skupin¢ nejrozsifenéj$i diploidni pocet cita 36
chromosomt (Obr. 4). ZvlaStnim pfipadem je recentné popsany vibec prvni partenogeneticky druh
leguana Liolaemus parthenos s 2n = 49, ktery je triploidni a jeho karyotyp patrné vznikl spojenim
dvou chromosomovych sadek maternalniho pfedka z druhového komplexu L. darwinii a jedné sadky
chromosomtl zatim neznamého paternalniho druhu (Abdala et al. 2016). Pro lepsi vhled do evoluce
leguaniho karyotypu jsme provedli analyzu ancestralniho stavu diploidniho poctu chromosomi
metodou maximalni parsimonie (Pfiloha 1). Dataset jsme pfevzali z prace Altmanova (2013) a doplnili
jej o noveé dostupna data. Fylogenetické vztahy jsme piejali ze soucasné prace Zheng a Wiens (2016).
Nase analyza ancestralniho stavu ukazala, Ze leguani jsou v karyotypu pomérné konzervativni. Krome
Celedi Phrynosomatidae (ancestralné 2n = 34) a Polychrotidae (znacné odvozené karyotypy
s 2n =20 — 30, ancestralni stav neroziesSen) nalezneme karyotyp s 2n = 36 na bazi vSech Celedi. Také
u bazalnich druh chameleond a agam (linie Acrodonta sesterskd k legudniim) pozorujeme shodné
2n = 36 a zna¢nou konzervativnost karyotypu nachdzime i u vétSiny ostatnich plazti; vybocuji pouze
nekteré Celedi Zelv s vyrazné vyssim diploidnim poctem (Organ et al. 2008). Nicméné i v téchto

pripadech jsou na nizSich taxonomickych trovnich v karyotypu pomérné stabilni (Olmo a Signorino

2005).
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Obr. 4 Distribuce diploidnich poc¢tli chromosomu (2n) u leguanti.
Pocet 2n = 36 predstavuje nejrozsitenéjsi a patrné ancestrdlni karyotyp zahrnujici
12 dvouramennych makrochromosomi a 24 mikrochromosomi (vpravo). Hvézdicka oznacuje
triploidni partenogeneticky druh Liolaemus partenos. Publikace v pfipravé, data prejata z prace
Altmanova (2013) a doplnéna o nové dostupné zaznamy (Publikace V, Abdala et al. 2016,
Giovannotti et al. 2017, Grosso et al. 2017, de Matos et al. 2016).
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Dale u leguanii pozorujeme, ze zvySena variabilita v diploidnim poctu a tedy zvySené tempo
chromosomovych pfestaveb se soustfed’uje pfedev§im do druhové bohatych rodt Anolis (2n =26 —
48), Liolaemus (2n = 28 — 44; bez zahrnutého polymorfismu ve formé triploidniho jedince jinak
diploidniho druhu Liolaemus chiliensis a jiz diskutovaného druhu L. partenos) a Sceloporus (2n =22 —
46). Nekteré¢ druhy ztéchto rodi disponuji znaénym vnitrodruhovym polymorfismem, casto
oznacovanym jako ,,chromosomové rasy* ¢i ,.karyomorfy* (Blake 1986; Hall 1973, 2009; Lamborot et
al. 2012; de Matos et al. 2017; a reference uvnitf). Chromosomy legudnd jsou zpravidla
metacentrického typu a dosavadni prace v rod€ Sceloporus a Anolis ukazuji, Ze hlavnimi mechanismy
evoluce leguaniho karyotypu jsou centrické flize a mén¢ Casto také centrické rozpady (Leaché a Sites
2009, Hall 2009, Castiglia et al. 2013). Zna¢n€ odvozené karyotypy se vSak 1isi i celkovym poctem
ramének, coz nazanacuje i pfitomnost jinych typi pfestaveb jako jsou tandemové fuze ¢i pericentrické
inverze (ptikladem je velmi netypicky karyotyp u druhu Polychrus peruvianus v Publikaci III). Podle
fylogenetické analyzy diploidniho poc¢tu chromosomt (Ptiloha 1) a na zaklad€ vztahu mezi diploidnim
poctem a poctem cytogeneticky studovanych druhd, které danym 2n disponuji (na Obr. 4), je ziejmé,
7ze be&hem diverzifikace leguanii dochazelo spiSe ke snizovani celkového poc¢tu chromosomu
s napadnou vyjimkou v nejodvozen€j$i linii kontinentdlnich druhiéi anolisi. Spolecny piedek
zminénych anolistl, vzhledem ke sdilenému po¢tu mikrochromosomu s nejptibuzngjsimi druhy, patrné
prodélal §tépeni péti pari makrochromosomi (Castiglia et al. 2013).

Korelace mezi variabilitou v karyotypu a druhovou diverzitou je patrna u mnoha skupin
obratlovci, a tak vliv chromosomovych piestaveb na speciaci je stidle predmétem dlouhodobych
diskuzi a mnoha studii. Nektefi autofi poukazuji na piestavby chromosomt jako na piimy
mechanismus speciace skrze reprodukéni izolaci zptisobenou snizenou fitness hybridi (napi. White
1973, King 1993). Podle soucasnych ptedstav o vlivu zakladniho uspofadani genomu na adaptaci
a speciaci mohou mit prestavby chromosomii dva zasadni efekty — potlaceni rekombinace
a pfeusporadani genovych vazeb. Omezeni rekombinace u heterozygotti, pravdépodobné v disledku
nedokonalého parovani chromosomi v prvni fazi meiotického déleni (Dumas a Britton-Davidian
2002), umozni geniim z oblasti chromosomové piestavby zacit vice diverzifikovat diky akumulaci
rozdill na Grovni vlastni sekvence DNA. Ve druhém ptipadé chromosomova prestavba piimo
a zasadnim zplsobem pfetvaii genové vazby v misté¢ zlomu/fuze, ¢imz je ovlivnéna exprese
postizenych genti nebo celych genovych klastrii. Oba zminéné mechanismy spojuje hypotéza lokalni
adaptace, ktera tika, ze fuze se rychle zafixuje, pokud dojde k vazbé lokaln¢ adaptovanych genti
(Guerrero a Kirckpatrick 2014), coz by mohlo vysvétlit snizovani poctu chromosomtl ve zna¢né
diverzifikovanych rodech Anolis, Liolaemus a Sceloporus. Vzniklé lokaln¢ adaptivni vyhody jsou
natolik preferované selekci, ze pak ke speciaci muze dochazet i v prostiedi genového toku,
tj. v sympatrii (shrnuto v Gavrilets 2014). Alternativnim vysvétlenim k hypotéze lokalni adaptace je
sami¢i meioticky tah (podrobngji zminény v Publikaci 1V), ktery ale neobjasni vznik nékterych
akrocentrickych chromosomii a musel by tedy byt nasledovan jeSté pericentrickymi inverzemi.
Qumsiyeh (1994) navrhl, ze samotny pocet a morfologie chromosomil ma vliv na miru rekombinace,
coz bylo pozdgji podpotfeno (naptiklad v Dumas a Britton-Davidian [2002]) a zcela recentn¢
potvrzeno i imunologickym zna¢enim crossing-overt u poustnich agam (spolu s chameleony sesterska
skupina k legudntim) s vysokym 2n pouze akrocentrickych chromosomii (Artem Lisachov,
nepublikovano). Kromé toho Qumsiyeh (1994) také spekuluje, ze v souvislosti s mirou rekombinace
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mize byt urcita forma karyotypu vyhodnéjsi ve stabilnich podminkach, zatimco jind umozni rychlejsi
adaptaci na extrémni a ménici se prostfedi. Coz nas opét vraci zpét k vyssi variabilité v karyotypu
v rodech, které patrné€ prodélaly adaptivni radiaci.

Disertaéni prace a publikace v ni zahrnuté piinasi nové teoretické i experimentdlni poznatky
o evoluci pohlavnich chromosomu a karyotypu leguand. Piinosny vhled do celé problematiky je zde
umoznén propojenim fylogeneticky tzce zaméfenych studii, zkoumajicich detailné situaci
z nejriznéjSich thld pohledu s pouzitim rozmanitych experimentalnich metod, a praci studujicich
konkrétni vlastnost pohlavnich chromosomti nebo zakladni uspofddani genomu na Siroké

fylogenetické skale.
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ZAVER

Leguani jsou v karyotypu pomérné konzervativni, coz je pravdépodobné synapomorfii vSech
Supinatych plazi, a tyto cytogenetické charakteristiky sdileji i v liniich prostorové izolovanych velkou
geografickou vzdalenosti (Uvod, Publikace V). Ancestralni karyotyp s2n = 36 je v linii $iroce
rozsifeny a je sdilen se sesterskou skupinou Acrodonta. ZvySené tempo chromosomovych piestaveb
bylo pozorovano v rodé Polychrus a u dalsich rodéi koreluje s jejich druhovou bohatosti (Uved,
Publikace III). V ramci leguant byla dosud detekovéna pouze samci heterogamie, coz lze povazovat
za jejich apomorfii vzhledem k infratadu Iguania, kam nalezi. Znacna cast druhii vSak disponuje
homomorfnimi pohlavnimi chromosomy, jejichz odhaleni zfejmé komplikuje euchromatickd povaha
chromosomu Y (Uved, Publikace V). Ve skupiné byl zaznamenan piekvapivé &asty nezavisly vznik
mnohocetnych pohlavnich chromosomti X;X;X,X»/X;X,Y, ktery je Castecné spjat s vy$si mirou
chromosomovych piestaveb v karyotypu (Uvod). Statistickd analyza distribuce mnoho&etnych
pohlavnich chromosomti u amniotickych obratloved ukazala, Ze evoluce téchto pohlavnich
chromosomil je vyznamné ovlivnéna typem heterogamie s mnohem castéj$im vznikem v systému
XX/XY, nebot’ selekce na vyvazeny pomér pohlavi ziejme potlacuje fixaci mnohocetnych pohlavnich
chromosomt v systému ZZ/ZW, které by jinak upfednostnil samic¢i meioticky tah (Publikace 1V).
Molekularnimi pfistupy se podafilo predlozit pfimy dikaz existence homologickych pohlavnich
chromosomll v ramci Supinatych plazii, konkrétné vrodé Anolis (Publikace I). Nasledné¢ bylo
prokazano, ze tyto pohlavni chromosomy vznikly jiz u spole¢ného predka vSech leguani a jejich stafi
lze odhadnout na 120 miliond let. Timto byla vyvracena vSeobecné tradovana hypotéza, ze stabilni
pohlavni chromosomy jsou apomorfii teplokrevnych obratlovci (Publikace II a III). Soucasné bylo
demonstrovano, ze bazilisci tuto homologii nesdili a tedy, ze i znacné diferencované pohlavni
chromosomy s vyvinutou kompenzaci genové davky mohou vzacné projit ,,turn-overem pohlavnich
chromosomi®. AvSak mechanismus tohoto jevu spolu s pohlavnimi chromosomy baziliskd a jejich
genetickym obsahem zlstavaji zatim neznamymi (Publikace II a III).

Prestoze aktualni studie zabyvajici se homologii pohlavnich chromosomii leguand a nékolika
vySe zminénych skupin plazii zna¢né upravily pohled, jak vnimat stabilitu determinace pohlavi
u Supinatych plaz(i, dosavadni detailni znalosti v ramci celkové diverzity jsou stale velmi malé
a o nekterych liniich neni znamo prakticky nic. Samotné cytogenetické piistupy mohou byt
v nékterych piipadech, jako napiiklad u slabé diferencovanych pohlavnich chromosomt, pfili§ hrubé.
Byla, a stale tak je patrna, evidentni nutnost propojit nékolik pfistupti, abychom ziskali hlubsi vhled do
feSené problematiky. Pro odhaleni pohlavnich chromosomt a Casti jejich genového obsahu se ukazuje
jako velmi vhodna kombinace cytogenetickych metod vizualizujicich diferencované pohlavni
chromosomy a mnasledna SNP (single nucleotide polymorphism) analyza transkriptomu
heterogametického pohlavi. Takto se podatil odkryt castecny genovy obsah Z chromosomu jestérky
Takydromus sexlineatus a odhalit, ze jestér¢i pohlavni chromosomy obsahuji stejné geny
jako pohlavni chromosomy savcli vcetné Cloveéka (Rovatsos et al. 2016). Na zaklad¢ analogické
analyzy u chameleont jiz naptiklad vime, Ze pohlavni chromosomy v infrafddu Iguania (leguani,
chameleoni a agamy) vznikly nezavisle, coz opét potvrzuje platnost obecné hypotézy ancestralniho
ESD a odvozeného GSD (nepublikovano). Dalsim perspektivnim pfistupem se jevi metoda RAD
(Restriction Associated DNA) sekvenovani (Gamble a Zarkower 2014, Gamble 2016), ktera umoznila

odhalit typ heterogamie u celého spektra gekonich druhii a odhadnout az 25 prechodti mezi pohlavné

137



determinacnimi systémy gekonti (Gamble et al. 2015). Zcela recentné byl touto metodou potvrzen
vyskyt pohlavnich chromosomi typu XX/XY krajty a hroznyse (Gamble et al. 2017). Vyhodou tohoto
pristupu je fakt, Ze jej 1ze pouzit ,,naslepo* bez znalosti mechanismu urceni pohlavi. Na druhou stranu
oproti SNP analyze transkriptomu je potfeba RAD-sekvenovat vice jedinci stejného pohlavi
a ziskanou informaci jsou sice pohlavn¢ specifické markery heterogametického pohlavi, avsak s velmi
malou Sanci ziskat sekvence genti (Gamble a Zarkower 2014).

Ptibyvajici znalosti o pohlavnich chromosomech a jejich genetickém obsahu, pak diky moznosti
aplikovat nejriiznéjsi pokrocilé¢ analyzy (Deakin et al. 2016, Rupp et al. 2017, Vicoso et al. 2013)
umoznuji jiz komplexnéjsi evoluéni vhled do celé problematiky. Ukazuje se napiiklad, ze zatimco
v nekterych liniich se pohlavni chromosomy vyvinuly zrGznych autosomd, v jinych piipadech
pozorujeme nezavisly vybér stejného paru autosomti pro funkci pohlavnich chromosomt (shrnuto
v Ezaz et al. [2017]). Ptikladem nezévislé ko-opce pohlavnich chromosomi jsou naptiklad leguani
(XY) a zelvy ¢eledi Trionychidae (ZW; Kawagoshi et al. 2009); jestérky (ZW; Rovatsos et al. 2016¢)
a zivorodi savci (XY). Zajimavé je, Ze piestoze pohlavni chromosomy vznikly ze stejného paru
autosomu, li§i se vtypu heterogamie. Studium skupin s nezavisle ko-optovanymi pohlavnimi
chromosomy tak umozni studovat evoluci stejného genetického materidlu v riznych podminkéach
evoluc¢nich procest.

Vyzkum pohlavnich chromosomti plazii poskytuje kromé zasadnich informaci pro celkové
porozumeéni evoluci pohlavnich chromosomti a determinaci pohlavi uz i konkrétni praktické vystupy.
Jednim znich je napfiklad molekularni identifikace pohlavi u druhii s velmi malym pohlavnim
dimorfismem, pifipadné u mlad’at. Toto bylo aplikovatelné donedavna pouze u savci a ptaki
(naptiklad Fridolfsson a Ellegren 1999, Fernando a Melnick 2001). V soucasnosti je mozné urcit
pohlavi z malého vzorku tkané krom¢ leguanti také pro dalsich zhruba 3000 druhti plazi a tedy celkem
zhruba polovinu diverzity této skupiny (nepocitaje ptaci linii; Rovatsos a Kratochvil, v tisku). Kromeé
chovatelskych ambici je znalost pohlavi jedince nebo poméru pohlavi v populacich zcela zasadni
napiiklad pro ochranaiské Ucely in situ nebo v managementu zoologickych zahrad (Rovatsos et al.
2015e).

Disertacni prace a publikace v ni zafazené ptinaseji dulezité poznatky o evoluci pohlavnich
chromosomtl a karyotypl leguanti. Piestoze je prace omezena na jediny, byt Siroky taxon, zjisténé
vysledky umoziuji ovétit obecné platnosti hypotéz o evoluci pohlavnich chromosomt a zakladniho
usporadani genomu stanovenych studiem jinych (sav¢ich a ptacich) modelovych organismi. Ziskané
znalosti také oteviraji fadu dalSich otazek spojenych se studovanymi tématy. Naptiklad jaky je funkéni
rozsah leguaniho Y chromosomu? Jak velka je pseudoautosomalni oblast? Obsahuje Y-specificka ¢ést
chromosomu pouze pohlavi urCujici gen nebo i dalsi funkéni geny a jsou patrné mechanismy, které
tyto geny chrani ptfed degeneraci? Lze pozorovat jednotliva strata na pohlavnich chromosomech
podobné jako u piibuznych ptaki? Pokud ano, jak se 1isi stratum/strata ancestralnich pohlavnich
chromosomt a neopohlavnich chromosomi? Ktery gen je faktorem rozhodujicim o pohlavi a zastava
tento gen stejnou funkci i u jinych zivocichui? Jaky je osud stejného genetického materialu u leguaniho
(XX/XY) a zelviho (ZZ/ZW) systému pohlavnich chromosomu v rozdilném typu heterogamie? Co se
stalo s pohlavnimi chromosomy baziliskii? A je znama tato situace i u jinych organismi? Fuzuji

nekteré chromosomy Castéji nez jiné? Co se délo s karyotypem v rodé Polychrus? Jsme schopni oveéfit
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platnost hypotézy lokalni adaptace a nalézt konkrétni geny, které tahly chromosomovou speciaci?
S kazdym krokem poznani ndm paradoxné vyvstavaji dalsi a dalsi otazky, které je potieba zodpovédet.

Soucasna doba nam nabizi dech berouci moznosti ¢teni a softwarové analyzy jednotlivych gent
i celych genomt z nejriznéjsich vzorkd a v tomto svétle ptinos a atraktivita cytogenetickych pfistupt
bledne. Proto jednim z dil¢ich cilt pfedkladané disertacni prace bylo také ukazat, ze u znacné Casti
biodiverzity nevime o genomu a pohlavnich chromosomech prakticky viibec nic a v takovém piipadé
i zakladni cytogenetika stale hraje nezastupitelnou roli. Moderni cytogenetické metody, jako je
sortovani chromosomu ¢i jejich mikrodisekce a vizualizace in situ fyzickym mapovanim konkrétnich
sekvenci ¢i malovacimi sondami, tak do jisté miry zptesiiuji zakladni cytogenetické analyzy, z jejichz
poznatkti a vysledkdl vychazi, a vytvaii esencialni propojeni mikroskopického svéta chromosomi
a sekvenci nukleovych kyselin.
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