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Abstrakt

Rod Paroedura tvoii 17 dosud popsanych druhi endemickych na Madagaskaru
a Komorskych ostrovech, kde prodélali vyraznou adaptivni radiaci. Rod je
monofyleticky a existuje pro n€j dobte podpotena hypotéza o fylogenetickych vztazich.
Jednotlivé druhy se podstatné 1isi velikosti i tvarem téla a typem habitatu, nékteré druhy
se vyskytuji sympatricky. Rod Paroedura patii do cytogeneticky malo prozkoumané
Celedi Gekkonidae, kterd vykazuje vysokou variabilitu ve zpusobech ur¢ovani pohlavi
ana rozdil od bazalnich linii gekond znac¢nou variabilitu v poctu a morfologii
chromozomu. Dosud byly publikovany karyotypy pouze dvou druht rodu (P. picta,
P.sp.). Cilem mé diplomové prace bylo popsat Kkaryotypy obou pohlavi vSech
dostupnych zéstupct rodu pomoci klasickych i molekularné cytogenetickych metod,
provést fylogenetickou analyzu karyotypové evoluce a chromozomalnich piestaveb
v ramci rodu za uc¢elem posouzeni vyznamu téchto piestaveb béhem adaptivni radiace,
a snaha detekovat pohlavni chromozomy.

Podatilo se mi ziskat karyotypy obou pohlavi u deviti druhti, zastupujicich
vétsinu hlavnich fylogenetickych linii rodu. Na zakladé¢ vysledki muzeme rozdélit
druhy do tfi skupin podle diploidniho poctu chromozomut a vzajemné podobnosti v
morfologii makrochromozomu. U $esti druhd (P. masobe, P. karstophila, P. oviceps, P.
stumpffi, P. lohatsara, P. picta) jsem pozorovala diploidni poéet 2n=36 s nejvétsim
parem makrochromozomi akrocentrickym ¢i subtelocentrickym, tfetim parem
submetacentrickym a vSemi ostatnimi chromozomy akrocentrickymi. Dva druhy
(P. bastardi, P. ibityensis) maji karyotyp 2n=34 s prvnim i tfetim parem
submetacentrickym a vSemi ostatnimi akrocentrickymi. P. gracilis se s karyotypem
2n=38 a vSemi chromozomy akrocentrickymi zcela li§i. Pouzitim metody FISH
s telomerickou sondou jsem ziskala u vétSiny druhd signaly pouze v telomerickych
oblastech. Intersticialni telomerické signaly byly detekovany u P. stumpffi a P. bastardi.
C-pruhovanim v kombinaci s barvenim DAPI jsem odhalila homomorfni pohlavni
chromozomy typu ZZ/ZW s vyrazn¢ heterochromatinizovanym W u péti druhl. Zavéry

fylogenetické analyzy ziskanych dat prezentuji v diskuzi.
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Abstract

Paroedura genus includes 17 described species endemic to Madagascar and the
Comoros Islands, where they went through a significant adaptive radiation. The genus
Paroedura is monophyletic and well supported hypothesis on phylogenetic relationships
among its species was published. Species vary considerably in body size and
morphology and in preferences for habitat, some species live in sympatry. The genus
Paroedura belongs to cytogenetically poorly studied family Gekkonidae which exhibits
high variability in modes of sex determination and in comparison with basal gecko
lineages, also considerable variability in the chromosome number and morphology.
Karyotypes of only two species of the genus (P. picta, P. sp.) have been published. The
aim of my thesis was to describe karyotypes of both sexes in all available species of the
genus using conventional and molecular cytogenetic methods, to perform the
phylogenetic analysis of karyotype evolution and chromosomal rearrangements in the
genus, to assess the role of these rearrangements in the speciation of the genus and to
detect sex chromosomes.

| acquired karyotypes of both sexes in nine species representing the most of
major phylogenetic lineages of the genus. According to the results, species can be
divided into three groups according to diploid chromosome number and similarity of
macrochromosome morphology. In six species (P. masobe, P. karstophila, P.
oviceps, P. stumpffi, P. lohatsara, P. picta) | observed diploid chromosome number
2n=36 with the largest pair of macrochromosomes acrocentric or subtelocentric, the
third pair submetacentric and all other chromosomes acrocentric. Two species
(P. bastardi, P. ibityensis) have karyotype of 2n=34 with the first and the third pair
submetacentric and all other acrocentric. P. gracilis completely differs with the
karyotype 2n=38 and all macrochromosomes acrocentric. Using the FISH with the
telomeric probe | mostly obtained the signal only in the telomeric regions. The
intersticial telomeric signals were detected in P. stumpffi and P. bastardi. C-banding in
combination with DAPI staining uncovered homomorphic ZZ/ZW sex chromosomes
with heterochromatinized W chromosome in five species. The results of phylogenetic

analysis of the data are presented in the discussion.
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1. UVOD

1.1 Cytogenetika skupiny Gekkota

U Supinatych plazi obecné pozorujeme velmi nerovnomérné tempo v diverzifikaci
karyotypii. Nékteré skupiny jsou v poctu a morfologii chromozomi velmi konzervativni
(z hadi Boidae, z jeStéri Varanidae, Iguanidae S. S.), zatimco jiné vykazuji znacnou
variabilitu (z jestérd nejvice Scincomorpha) (Olmo 2005, Olmo & Signorino 2011). Podle
nejnovejSich studii (Ferguson-Smith & Trifonov 2007, Shedlock et al. 2007, Olmo 2008,
Janes et al. 2010, Pokorna et al. 2011, Pokorna et al. 2012) se ale da predpokladat, Zze obecné
je u plazti tempo karyotypové evoluce oproti saveim zna¢né pomalé. Gekoni se vSak na prvni
pohled trochu vymykaji a v porovnani s ostatnimi skupinami Supinatych plazli vykazuji
variabilitu v poc¢tu a morfologii chromozomii i ve zpusobech urCovani pohlavi a stupni
diferenciace pohlavnich chromozomu (Pokorna & Kratochvil 2009, Gamble 2010).

Ptedkladand diplomovéa prace navazuje na mou praci bakalarskou, ve které jsem
provedla fylogenetickou analyzu cytogenetickych dat 162 druhtt gekonu ziskanych
z chromozomové databaze Chromorep (Olmo & Signorino 2011) a z primarnich publikaci.
Vstupnimi daty byly diploidni poéty chromozomi a typ pohlavnich chromozomt druht
umisténych napii¢ celym infraftadem Gekkota. Data jsem vynesla na kladogram konstruovany
na zakladé aktualni fylogenetické hypotézy skupiny, zaloZzené na molekularnich datech
(Gamble et al. 2011), dopInéné o parcialni kladogramy uzsich fylogenetickych linii (Carranza
et al. 2002, Jonniaux & Kumazawa 2007, Oliver et al. 2010, Nielsen et al. 2011, Oliver
& Bauer 2011, Heinicke et al. 2012, Oliver et al. 2012) (Obr. 1 v piiloze). Ugelem bylo
rekonstruovat ancestralni stav po¢tu chromozomi pro skupinu Gekkota metodou maximalni
parsimonie, prozkoumat trendy karyotypové evoluce ve skupiné a zmapovat vyskyt

pohlavnich chromozomii.

1.1.1 Diploidni poc¢ty a morfologie chromozomu

Popsana analyza ancestralni stav poctu chromozomu pro skupinu Gekkota bohuzel
neroziesila, a to z divodu nedostateéného stavu poznani o vnitinich fylogenetickych vztazich
nekterych uzsich linii, které jsem v kladogramu musela ponechat jako neroziesené. Podle
vysledkt analyzy tak mohl byt pivodni diploidni pocet 2n=34 i 2n=38. A tak muzeme jen
¢astecné podpotit nazory starSich autort, ze ancestralni karyotyp gekonu je 2n=38 se vsemi

chromozomy akrocentrickymi (Gorman 1973, King 1977a, 1990). Vysledky nam ovSem



umoznily bliz§i vhled do karyotypové evoluce skupiny Gekkota, jelikoz rozdélily
fylogeneticky strom na dvé¢ snadno rozlisitelné ¢asti (Obr. 1 v ptiloze).

Bazaln¢jsi linie s ¢eledémi Diplodactylidae, Carphodactylidae a Pygopodidae maji
pocet chromozomi viceméné konzervativni, velka vétSina druhit ma 2n=38. Nejvariabilnéjsi v
poctu chromozomu v této linii je rod Diplodactylus, u kterého nachazime pocty od 28 do 38
chromozomti, v morfologii je tento rod naopak relativn¢ uniformni. Karyotypy variabilni
v morfologii najdeme u rodu Rhacodactylus, kde karyotyp druhu R. ciliatus se vsemi
chromozomy akrocentrickymi je pfikladem puvodnéjsiho karyotypu, zatimco karyotyp
R. auriculatus s takika vSemi chromozomy dvouramennymi je odvozeny prostifednictvim
mnoha pericentrickych inverzi (King 1987). Pericentrické inverze jsou prestavby naprosto
dominujici v celé této linii.

V druhé c¢asti, vzdalenéjSi od kofene stromu, s celedémi Eublepharidae,
Sphaerodactylidae, Phyllodactylidaec a Gekkonidae, je karyotyp velmi proménlivy. V téchto
liniich tedy dochazelo k mnohem ¢astéjSim chromozomovym ptestavbam zahrnujicim rtizné
typy inverzi a chromozomovych S§tépeni, dominovali ovSem patrné Robertsonské fize. Ve
srovnani s ostatnimi ¢eledémi v této linii je celed Eublepharidae karyotypové
nejkonzervativnéjsi. Prestavby jsou evolu¢né velmi staré a konzervativné distribuované ve
dvou liniich — v linii zahrnujici rody Coleonyx a Aeluroscalabotes a japonské linii rodu
Goniurosaurus. I v ramci celedi Eublepharidac se setkame s rtiznou mirou diferenciace
karyotypu. Napt. G. splendens ma velmi odvozeny karyotyp s ptfevahou metacentrickych
a submetacentrickych chromozomi na ukor akrocentrickych. Vysoce specializovany karyotyp
tohoto druhu je odvozeny od ancestralniho karyotypu ptibuzného druhu G. lichtenfelderi, se
vSemi chromozomy akrocentrickymi vlivem Robertsonskych fuzi (Pokorna et al. 2010).
Karyotypy druhti v ¢eledich Sphaerodactylidae, Phyllodactylidae a Gekkonidae jsou nejvice
proménlivé z celé skupiny Gekkota. V celedi Sphaerodactylidae se setkdme s druhem
Gonatodes taniae, ktery ma karyotyp o nejniz§im dokumentovaném poctu chromozomu ze
vSech plazu - 2n=16 (Schmid et al. 1994). V kontrastu k ostatnim pfislusnikiim stejného rodu
ma vyhradné¢ meta- a submetacentrické chromozomy, které maji ptivod v mnohacetnych
centrickych fazich. V ramci Celedi Sphaerodactylidae je diky tomu dokumentovan nejvetsi
rozptyl v diploidnim poctu chromozomi ze vsech celedi Gekkota — od 2n=16 k 2n=42
chromozomum druhu Euleptes europaea (Gornung et al. 2013). Druhy s doposud nejvyssim
dokumentovanym diploidnim poctem mezi vSemi gekony najdeme v celedi Gekkonidae -
Hemidactylus platyurus a H. bowringii maji 2n=46 (Ota et al. 1987, Nakamura 1932). Tento
diploidni pocet pred¢i uz jen polyploidni partenogenetické druhy H. stejnegeri (3n=56),



H. vietnamensis (3n=60), H. binoei (3n=63), L. lugubris (3n=66) a H. garnotii (3n=70) (Ota
et al. 1989, Darevsky et al. 1984, Moritz 1984a, Moritz & King 1985, Kluge & Eckardt
1969). Rod Hemidactylus bezesporu patii k rodtim s vitbec nejvétsi karyotypovou variabilitou
z celé skupiny Gekkota, podobné jako rod Gehyra (King 1979, 1982a, 1982b, 1984, Moritz
1984b), taktéz z ¢eledi Gekkonidae.

Obecné¢ je ve skupiné Gekkota patrny smér evoluce od akrocentrickych
k metacentrickym chromozomim. OvSem obecny jednozna¢ny trend ve zméné diploidniho

poctu chromozomil a mite piestaveb nelze vysledovat (Koubova 2011).

1.1.2 Zpisoby urcovani pohlavi a pohlavni chromozomy

Gekoni jsou charakteristi¢ti velkou evolu¢ni plasticitou ve zpusobech urcovani
pohlavi. V ramci skupiny Gekkota rozliSujeme dva hlavni zpisoby urceni pohlavi: Teplotné
uréené pohlavi (temperature-dependent sex determination, TSD) a genotypové uréené pohlavi
(genotypic sex determination, GSD).

U TSD determinuje pohlavi primarné¢ vnéjsi faktor - teplota, ve které dochazi k vyvoji
embryi. Pro tento zptsob uréeni pohlavi je typicky ruzny vysledny pomér pohlavi u sniisek
inkubovanych za rtiznych teplot a absence pohlavnich chromozomti. TSD se tradi¢né rozliSuje
na tfi typy: I.A, 1.B a Il. (Valenzuela 2004, Pokorna & Kratochvil 2009). U typu I.A je pomér
pohlavi vychyleny ve prospéch samct za nizSich a ve prospéch samic za vyssich teplot,
zatimco u typu LB je tomu pravé naopak. U TSD typu II. se rodi vice samic pii inkubaci
snisky jak za vysokych, tak nizkych teplot a pii stfednich teplotach dominuji samci. Toto
rozdéleni je pfedevsim teoretické, protoze jednoznacné klasifikovat druhy do téchto skupin je
v praxi zna¢n€ komplikované a protoze vysledky studii zabyvajicich se touto problematikou
pfimo zavisi na rozsahu provadénych experimentt.

Systém teplotné uréeného pohlavi (TSD) byl u gekoni dobfe dokumentovan pouze
u druhtt Eublepharis macularius a Hemitheconyx caudicinctus (Eublepharidae), u obou je
pritomné TSD typu Il. (Viets et al. 1990, 1993). U druhu E. macularius bylo experimentalné
prokazano, ze inkubacni teplota neovliviiuje jen pomér pohlavi mladat, ale také jejich
fenotyp, rychlost ristu, hladiny hormont v krvi a reprodukéni chovani v dospélosti (Coomber
et al. 1997, Crews 1998). Ackoli data nejsou natolik ovéfena, nevyrovnany pomér pohlavi
Zriznych teplot nasvédCuje pfitomnosti teplotniho uréeni pohlavi 1 v ramci rodd
Rhacodactylus (Diplodactylidae), Phelsuma (Gekkonidae), Tarentola (Gekkonidae)
a Goniurosaurus (Eublepharidae) (Gamble 2010).



Druhy s genotypové ur¢enym pohlavim (GSD) maji vyvinuté pohlavni chromozomy.
U plazu se vyskytuji dva hlavni systémy pohlavnich chromozomi: sav¢i typ (typ Drosophila)
- XX/XY charakteristicky sam¢i heterogamii a ptaci typ (typ Abraxas) - ZZ/ZW se samici
heterogamii (Pokornd & Kratochvil 2009, Gamble 2010). O pohlavi jedinci rozhoduji
genetické faktory pii oplozeni.

Pohlavni chromozomy typu ZZ/ZW a XX/XY u obratlovcid vznikly v evoluci
pravdépodobné nezavisle z riznych pari autozomii diferenciaci genu pro determinaci pohlavi
(Ohno 1967, Matsuda et al. 2007, Pokorna & Kratochvil 2009). Na stejném chromozomu jako
jsou lokalizovany geny determinujici pohlavi, se postupné¢ akumuluji alely s pohlavné
antagonistickymi mutacemi, tj. mutacemi zvyhodiujicimi jedno pohlavi, ale znevyhodiujici
druhé (Rice 1984). Proto dochazi v evoluci pohlavnich chromozomti k zamezeni rekombinace
mezi chromozomem nesoucim gen determinujici pohlavi s jeho homologickym protéjSkem.
Nedostate¢na rekombinace nasledné vede k akumulaci repetiticnich sekvenci nebo k delecim
¢i jinym mutacim na neparovém chromozomu a jeho postupné degeneraci, jejimz vysledkem
je heteromorfie mezi X a Y nebo Z a W (Vicoso et al. 2013). U savci je hlavnim genem
urcujicim pohlavi Sry pfitomny na chromozomu Y spoustéjici maskulinizaci gonady. U ptakt
je hlavnim genem urcujici pohlavi patrné Dmtrl pfitomny na chromozomu Z a chybé&jici na
W. U jinych plazt geny determinujici pohlavi dosud nebyly identifikovany.

Pohlavni chromozomy mohou byt homomorfni — morfologicky nerozlisitelné nebo
heteromorfni — rozdilné ve tvaru ¢i velikosti. Pohlavni chromozomy homomorfniho typu se
teoreticky mohou liSit pouze pfitomnosti jednoho pohlavi determinujiciho genu (Matsuda
etal. 2007), a proto je jejich odhaleni casto velice komplikované a vyZzaduje pouziti
pokrocilejSich molekularné cytogenetickych metod. Pohlavni chromozomy s nizkou trovni
diferenciace jsou obecné¢ povazovany za rané evoluéni stadium vzniku pohlavnich
chromozomu (Vicoso et al. 2013), zatimco heteromorfni pohlavni chromozomy jsou vysoce
specializované a uplatiiuji se u nich specifické adaptace s tim spojené, jako napt. kompenzace
genove davky nebo inaktivace béhem meiozy (Vicoso & Bachtrog 2013).

Teplotné uréené pohlavi a genotypové ur¢ené pohlavi nejsou podle nékterych autorii
dva oddélené mody, ale spise tvoii extrémni stavy urcitého kontinua (Sarre et al. 2004), coz
podporuje vyskyt pohlavnich chromozomt u nékterych druh s prokdzanym TSD nebo
existence pohlavnich revertantd, u kterych typ gonad neodpovidd genetické vybave jedince.
Pohlavni chromozomy u druht s teplotnim uréenim pohlavi byly objeveny napiiklad u scinka
Bassiana duperreyi (Shine et al. 2002). U tohoto druhu a u agamy Pogona vitticeps byl
dokumentovan rovnéz vyskyt pohlavnich revertantti (Radder et al. 2008, Quinn et al. 2007).



Distribuce pohlavné determinacnich mechanismu ve fylogenezi neni nijak segregovana, je
tedy jasné, Ze v evoluci doslo hned nékolikrat k pfechodim mezi nimi. Pfechody od TSD ke
GSD v ramci linie jsou dokumentovany pomérné hojné (Agamidae, Chamaeleonidae,
Eublepharidae), zatimco piechod opaénym smérem nebyl zatim v zadné skupiné jednoznacné
podpofeny a heteromorfni pohlavni chromozomy mohou byt tedy diky vysoké mife
specializace chapany jako kone¢né evoluéni stadium a tedy jako jakasi evolucni past (Pokorna
& Kratochvil 2009). V soucasnosti nicmén¢ vime, ze i preména pohlavnich chromozomu zpét
na autozomy je mozna. Tento jev byl popsan u rodu Drosophila (Vicoso & Bachtrog 2013).
Tato studie doklada, ze dediferenciace z heteromorfniho pohlavniho chromozomu zpét na
autozom je mozna, ale je zaroven spjata s jevy, které negativné ovliviiuji zdatnost jednoho
pohlavi (v tomto piipadé samce). Tato omezeni pravdépodobné pulsobi proti tomu, aby
k dediferenciaci pohlavnich chromozomu v evoluci dochazelo casto (Vicoso & Bachtrog
2013).

V ramci své bakalarské prace jsem shromazdila vSechna publikovanad data
0 pohlavnich chromozomech ve skupiné Gekkota. U gekonii se Castéji vyskytuje ZZ/ZW
systém pohlavnich chromozomu (Obr. 2). Tento systém byl popsan u druht: Christinus
marmoratus  (Gekkonidae), Gekko hokouensis (Gekkonidae), Heteronotia binoei
(Gekkonidae), Gehyra australis (Gekkonidae), Gehyra purpurascens (Gekkonidae) a Gehyra
nana (Gekkonidae). Své =zastoupeni ve skupiné Gekkota ma ale i1 typ XX/XY
S heterozygotnimi samci. Tento typ byl popsan u druhti: Delma inornata (Pygopodidae),
Gekko gecko (Gekkonidae) a Gekko japonicus (Gekkonidae). U gekonli se mizeme také
setkat s typem X;X,Y neopohlavnich chromozomu - druhy Lialis burtonis (Pygopodidae)
a Coleonyx elegans (Eublepharidae) (shrnuto v Koubova 2011).
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Obr. 2: Pohlavni chromozomy skupiny Gekkota; CMA- Christinus marmoratus (King & Rofe 1976),
GHO- Gekko hokouensis (Kawai et al. 2009), GAU— Gehyra australis (King 1977b), GPU- Gehyra
purpurascens (Moritz 1984), GNA—- Gehyra nana (Moritz 1986), HBI- Heteronotia binoei (Moritz
1984a), LBU- Lialis burtonis (Gorman & Gress 1970), DIN- Delma inornata (King 1990), CEL-
Coleonyx elegans (Pokornd et al. 2010), GJA— Gekko japonicus (Yoshida & Itoh 1974), GGE- Gekko
gecko (Solleder & Schmid 1984); indexy u Z a W znadi jednotlivé chromozomové varianty, €islice nad
chromozomy udavaji pofadi paru v karyotypu daného druhu, pokud neni uvedeno, jedna se o posledni
chromozomovy par/trivalent (modifikovano z Ezaz et al. 2010)

Pohlavni chromozomy jednotlivych druhti gekoni se mezi sebou lisi morfologii,
velikosti, pofadim v karyotypu, vnitfni strukturou i urovni diferenciace. Morfologicky

vy e

nejpodobnéjsi jsou si pohlavni chromozomy druhd Christinus marmoratus, Gekko hokouensis
a Gehyra australis, ale zatimco u druhu C. marmoratus vznikl odvozeny tvar chromozomu W
proostiednictvim pericentrickych inverzi (King & Rofe 1976, King & King 1977), rozdilné
usporadani nékterych genli na Z oproti W chromozomu u G. hokouensis vysvétluji serie

paracentrickych inverzi (Kawai et al. 2009). U G. australis zase metoda C- pruhovani odhalila



heterochromatinizaci celého pfidaného ramene chromozomu W coz nasvédCuje vznik
heteromorfie replikaci chromatinu (King 1977b).

V souvislosti s pohlavnimi chromozomy G. hokouensis je nutné zminit, Ze u tohoto
druhu byla dokumentovana homologie nékterych geni vazanych na Z a W s geny na Z
chromozomu kura domaciho (Gallus gallus) (Kawai et al. 2009), ktera je nékterymi autory
interpretovana jako vznik ZZ/ZW systému pohlavnich chromozomi tohoto druhu a ptaka ze
stejného paru chromozomu jejich spoleéného piedka (Graves 2009). Nicméné homologie
Z kura doméaciho s autozomy nékterych druhii hadd, zelv a ostatnich skupin jestért véetné
ostatnich zkoumanych gekont doklada, ze se jedna o homoplazii (Pokorna et al. 2011).

U G. nana byla u samic detekovana heteromorfie pouze v pozici aktivniho organizatoru
jadérka, coz pravdépodobné piedstavuje teprve pocateéni stav v diferenciaci ZZ/ZW systému
heteromorfnich pohlavnich chromozomi (Moritz 1986). Nizkou uroven diferenciace vykazuji
i pohlavni chromozomy druhu H. binoei, které se mezi sebou také nelisi morfologii, ale pouze
vnitini strukturou chromatinu odhalenou pomoci C- pruhovani (Moritz 1984a).

Gehyra purpurascens vykazuje vysokou miru vnitrochromozomovych piestaveb
u pohlavnich chromozomi (Moritz 1984b). U druhu bylo identifikovano 6 morf pohlavniho
chromozomu W, které se mezi sebou lisi hlavné diky paracentrickym a pericentrickym inverzim
(Moritz 1984b) a detailni analyza pomoci N-, C- a G- pruhovani indikuje alespon dvé nezavisla
odvozeni heteromorfniho W z homomorfnich elementti (Moritz 1990). U jednoho samce byla
objevena i heterozygotnost na chromozomu Z, ktery na rozdil od drtivé vétSiny homozygotnich
samcu s obéma akrocentrickymi Z chromozomy vlastnil jeden Z chromozom metacentricky. Tato
varianta chromozomu Z vznikla z ptivodniho akrocentrického Z chromozomu pericentrickou
inverzi (Moritz 1984b).

Gekko gecko ma pohlavni chromozom X submetacentricky, zatimco Y metacentricky,
ale oba chromozomy sdileji velmi podobny vzor C-pruhovani a pii sam¢éi meioze se k sobé
chovaji jako homologické autozomy, z ¢ehoZ autofi usuzuji, Ze se nachazi teprve v raném
stadiu evoluce (Solleder & Schmid 1984).

Heteromorfni pohlavni chromozomy druhu Gekko japonicus se od pfibuzného druhu
G. gecko velmi lisi. X chromozom je telocentricky a nejmensi z celého karyotypu, zatimco Y
je veétsi akrocentrik (Yoshida & Itoh 1974). Pozoruhodny je fakt, ze pozdéjsi inkubacni
experimenty naopak poukazuji na teplotni ur€eni pohlavi u tohoto druhu (Tokunaga 1985).
Vysvétlenim mtize byt fakt, Ze zkoumani gekoni jsou ve skutecnosti odlisné kryptické druhy,

¢emuz nahrava i fakt, ze Chen (1986) objevil u G. japonicus karyotyp velmi odlisny od toho



prezentovaného Yoshidou a Itohem (1974) bez jakékoli evidence heteromorfnich pohlavnich
chromozomt.

Druhy Coleonyx elegans a Lialis burtonis sdileji X;XoY systém pohlavnich
chromozomt. Oba druhy maji pohlavni chromozom Y metacentricky a Xj, X, akrocentrické,
ale druhy se 1isi mezi sebou diploidnim poctem chromozomu (C. elegans: samci 2n=31,
samice 2n=32; L. burtonis: samci 2n=33, samice 2n=34). Metacentricky chromozom Y druhu
Coleonyx elegans nejspi$ vznikl centrickou fuzi dvou akrocentrikii doprovazenou ztratou
ptilehlych telomerickych sekvenci (Pokorna et al. 2010). Pohlavni chromozomy tohoto druhu
ale nejspi$ nebudou homologické s pohlavnimi chromozomy Lialis burtonis, jelikoz se mezi
nimi na fylogenetickém stromé vétvi fada druhii s teplotné uréenym pohlavim. Pohlavni
chromozomy Lialis burtonis by mohly byt eventudlné homologické pohlavnim
chromozomtm druhu Delma inornata, z nichz X je akrocentrik zatimco Y vétsi submetacentrik.
Pohlavni chromozom X, u Lialis by mohl byt homologicky s X-chromozomem Delma. Y
chromozom D. inornata by mohl byt derivovany zchromozomu X adici chromozomového
ramene (King 1990).

Heteromorfie byla prokazana i v Kkaryotypech druhti Phyllodactylus lanei
(Phyllodactylidae), Dixonius siamensis (Gekkonidae), Gonatodes ceciliae
(Sphaerodactylidae), Lygodactylus picturatus  (Gekkonidae), Euleptes europaea
(Sphaerodactylidae), Cyrtodactylus pubisculus (Gekkonidae), Lepidodactylus lugubris
(Gekkonidae), ale zatim nebyla spolehlivé prokazana jeji vazba na pohlavi bud’ v disledku
nedostatecného mnozstvi prozkoumanych jedinci, nebo partenogenetického zptisobu
reprodukce (Koubova 2011). U né¢kterych dalSich druhd vyrovnané poméry pohlavi pfi
inkubaénich experimentech nasvédcuji pfitomnost GSD (napt. Coleonyx variegatus,
Goniurosaurus luii, Goniurosaurus lichtenfelderi, Paroedura picta; Gamble 2010 podle
Seufer et al. 2005), ale heteromorfni pohlavni chromozomy v jejich karyotypu nebyly
objeveny. U jinych druhti inkubacni experimenty také naznacuji GSD, ale jejich karyotypy
vibec nezname.

Po vyneseni dat o pohlavnich chromozomech na fylogeneticky strom skupiny Gekkota
(Obr. 1 v ptiloze) nebylo mozné jednoznaéné vyvozovat zavery 0 jejich pfipadné homologii
mezi jednotlivymi druhy ani jednoznaé¢né ur€it nezavisly vznik. Ale protoze v ramci Gekkota
neni znam jediny rod, kde by vSechny druhy vlastnily heteromorfni pohlavni chromozomy
(Moritz 1990), pohlavni chromozomy pravdépodobnéji vznikly ve skupiné nékolikrat
nezavisle anejspi§ v relativné neddvné evolucni historii, moZna z ancestralniho teplotné

urcené¢ho pohlavi (Koubova 2011).



1.1.3 Intersticialni telomerické sekvence

Telomery jsou specializované nukleoproteinové struktury kryjici konce chromatid.
Jejich hlavni funkci je zajiStovani stability a integrity chromozomu. U obratlovci se DNA
telomer sklada z (TTAGGG)n repetic. Telomerické sekvence jsou bud’ lokalizovany na
koncovych ¢astech chromozomu (pravé telomery) nebo ve vnitini ¢asti chromozomu - tzv.
intersticialni telomerické sekvence (ITS). Tyto ITS je mozné detekovat pomoci metody FISH
s telomerickou sondou, ktera se na n¢ vaze stejné tak jako na pravé telomery.

Intersticidlni telomerické signaly jsou povazovany za pozustatky chromozomovych
ptestaveb, které se odehraly v karyotypové evoluci kdysi v minulosti (Ventura et al. 2006,
Ruiz-Herrera et al. 2008). Nejc¢astéji dokumentovanymi piestavbami zodpovédnymi za piesun
telomerickych repetic do vnitinich ¢asti chromozomil jsou Robertsonské fuze, pii kterych
dochazi k presunu telomerickych repetic do pericentromerickych oblasti sfizovanych
chromozomu, nebo tandemové faze, kdy se ITS nachazi uvnitf ramen nové vzniklych
chromozomt.

ITS v centromerach byly pozorovany pfedev§sim u chromozomi mnoha savci, ale
i U ostatnich tfid obratlovci (Ruiz-Herrera et al. 2008) a tedy i nékterych plazi (napf.
utejovéiki rodu Leposoma; Pellegrino et al. 1999). Vramci gekond byly ITS
v pericentromerickych oblastech poprvé dokumentovany u druhu Gonatodes taniae
diploidnim poctem (2n=16) mezi vSemi plazy (Schmid et al. 1994). Rozsahlé intersticialni
telomerické bloky V centromerach jsou typické pro vSechny chromozomy tohoto gekona. Je
pravdépodobné, Ze vysoce odvozeny karyotyp tohoto druhu s vyhradné metacentrickymi ¢i
submetacentrickymi chromozomy byl odvozen od karyotypu spoleéného piedka s ptibuznym
druhem G. vittatus (2n=32, se vSemi chromozomy akrocentrickymi) prostiednictvim
mnohacetnych centrickych fzi. Telomerické repetice v centromerach u G. taniae dokonce
vykazuji nasobné silnéjsi signdl nez v samotnych telomerach, s velkou pravdépodobnosti
zaroven sehrala svou roli amplifikace kratkych telomerickych repetic, které tvoii pfirozenou
soucast repetitivni DNA v heterochromatinizovanych pericentromerickych oblastech (Schmid
et al. 1994). ITS byly pozorovany i v karyotypu gekona Gymnodactylus amarali
(Phyllodactylidae), ktery vykazuje vnitrodruhovou variabilitu - byly pozorovany tii rozdilné
cytotypy (A: 2n=40, B: 2n= 38 a C: 2n=39). Cytotyp C se od cytotypu A lisi pouze
heterozygotnosti pro Robertsonskou fizi reprezentovanou velkym metacentrickym
chromozomem, ktery tvoii trivalent se dvéma stfednimi akrocentricky 3. a 4. paru cytotypu A.

U cytotypu B doSlo ke dvéma centrickym fuzim a akrocentrici 3. a 4. paru cytotypu A zde



tvofi jediny submetacentricky par. Tyto piestavby doklada vzorec C-pruhli na sfuzovanych
chromozomech, které maji také ITS v pericentromerickych oblastech (Pellegrino et al. 2009).
Nejnovejsi prace dokumentujici ITS u gekont je cytogeneticka studie druhu Euleptes
europaea (Sphaerodactylidae), v jehoz karyotypu byly detekovany intersticialni telomerické
signaly u prvniho a druhého subtelocentrického paru a u nékterych part s velmi kratkymi p-
raménky (pary 8 a 13). Tento druh se naopak vyznacuje nejvyssim diploidnim poctem
chromozomti v rdmci celé celedi Sphaerodactylidae a jednim z nejvysSich v ramci celé
skupiny Gekkota (vyjma polyploidnich druhti) — 2n=42 (Gornung et al. 2013). ITS
Vv pericentromerickych oblastech subtelocentrickych chromozomt tedy nebudou poztistatkem
centrickych fuzi, ale bud’ jinych pfestaveb, nebo spise vysledkem amplifikace repetic, které
tvoii pfirozenou soucdst heterochromatinu, ¢emuz nasvédCuje 1 zjevnad amplifikace

telomerickych signalli u telocentrickych chromozomi tohoto druhu.

1.1.4 Chromozomové piestavby a speciace

Olmo (2005) prokazal exponencialni zavislost po¢tu druhti v jednotlivych skupinach
plazli na mife chromozomovych piestaveb u nich dokumentovanych.

U nékterych hlodavel byla nalezena piima souvislost mezi diploidnim poctem
chromozomi a haplotypovou diverzitou. Cim vy$§i 2n, tim vy$§i mira meiotické rekombinace
a nasledn¢ vyssi haplotypova diverzita — tento trend byl popsan u slepcti rodu Spalax. Pravé
riznorodost haplotypli mulze znamenat véEtsi adaptabilitu populace na neptedvidatelné
ekologické udalosti v ¢ase a prostoru. Tuto hypotézu podporuje nenahodna distribuce
haplotypti v ramci rodu v prostiedich s riznymi ekologickymi podminkami (Nevo et al.
1994).

Je znamo, ze chromozomové ptestavby mohou mit vliv na speciaci, popt. dokonce
adaptivni radiaci prostfednictvim reprodukénich bariér (King 1995, Riesenberg 2001, Navarro
& Barton 2003, Brown & O’Neill 2010). Velka chromozomova variabilita ale nemusi hned
nutné znamenat reprodukéni izolaci a naslednou speciaci. Napiiklad u druhu Sceloporus
grammicus s vysokou chromozomovou variabilitou pozorujeme pfipady vyvazeného
polymorfismu, kdy meidézou vznikaji gamety s vyrovnanou chromozomovou vybavou
ak zadnym speciacim tedy nedochazi (Sites 1983, Porter & Sites 1986). Proto hraje
pravdépodobné velkou roli v evoluci plazich chromozoml rovnéZz mira fixace
chromozomovych prestaveb z heterozygoniho na homozygotni stav (Olmo 2005). Ta je

ovlivnéna mirou rekombinace mezi chromozomy. Miru rekombinace mezi chromozomy na
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urovni jedince mohou ovliviiovat faktory jako napft. teplota, pohlavi, nebo morfologie
samotnych chromozomd.

Za faktory ovliviiyjici fixaci uréitého karyotypu v populaci a jeho nésledné Sifeni jsou
tradi¢né povazovany stupen sociality (Wilson et al. 1975, Bush et al. 1977, Olmo 2005 podle
Larson et al. 1984), mira vagility (Bickham & Baker 1979) a geograficka izolace (King
1995). U plazi na rozdil od savcu studie pfiliS nepodporuji vliv faktorti jako socialita
a vagilita na fixaci chromozomovych variant. Stupné sociality plazd jsou s témi sav¢imi
neporovnatelné a to i u teritorialnich druhit (Olmo 2005). Nékteré vyzkumy ukazuji, ze vyssi
pravdépodobnost fixace pfestaveb v karyotypu a diky tomu vétsi karyotypovou variabilitu
maji méné¢ pohyblivé druhy (Bickham & Baker 1979). Nicméné pokud porovname miru
chromozomovych pfestaveb skupiny Iguanidae, kdeje vétSina druhti teritoridlnich,
a Scincomorpha, kde naopak pifevazuji druhy s aktivnim foragingem, vykazuji vyssi
chromozomovou variabilitu Scincomorpha, navic obé skupiny zahrnuji druhy jak s vysokou,
tak nizkou chromozomovou variabilitou nezavisle na mife jejich vagility. U plaza tedy bude
hrat rozhodujici roli pro fixaci chromozomovych mutaci spiSe geografickd izolace (Olmo
2005), tuto hypotézu podporuji i data o gekonech.

U gekontl se setkdvame s rozsahlou chromozomovou variabilitou napiiklad u druht
Christinus marmoratus (King & Rofe 1976), Heteronotia binoei (Moritz 1983, 1984a, 1990),
Tarentola mauritanica (Odierna et al. 1994), Diplodactyus tesselatus (Oliver et al. 2007),
nebo v ramci Gehyra variegata- punctata komplexu (King 1984). U rodu Gehyra bychom
mohli pfedpokladat, ze jeho karyotypova variabilita, ktera vedla az k popsani novych druhti
v ramci komplexu, je disledkem praveé ostrovniho charakteru rozsifeni tohoto rodu a efektu
zakladatele. Ovsem rod Phelsuma je rozsifen na Madagaskaru a pfilehlych ostrovech a je
naopak velmi konzervativni v karyotypu. Ackoli detaily pivodta jednotlivych reprodukéné
izolovanych chromozomovych ras vySe uvedenych druhti je$t€¢ nejsou podrobné
prostudovany, podle jejich aktudlniho geografického rozSifeni s minimem nebo absenci
hybridnich zon se zda, Ze vznikly spiSe alopatrickou ¢i parapatrickou speciaci.

I kdyZ v ramci Gekkota obecny trend ve zméné€ diploidniho poctu chromozomi a mife
pfestaveb nelze vysledovat, mizeme fici, Zze ¢im evolu¢né¢ mladsi linie, tim vétSi mira

ptestaveb se uplatiuje.
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1.2 Rod Paroedura

Jako téméf kazda ostrovni fauna, i ta madagaskarskd je unikatni stupném svého
endemismu. Mnohé skupiny Zivoéichii na Madagaskaru prodé€laly adaptivni radiaci (z plaza
napf. leguani ¢eledi Opluridae nebo gekoni rodu Phelsuma; Austin et al. 2003, Okajima et al.
2009). I drtiva vétsina druht gekond rodu Paroedura (Gekkonidae) je endemickych na
Madagaskaru, kde piedstavuji druhové nejbohatsi rod noénich gekont. Pouze dva druhy
P. sanctijohannis GUNTHER, 1879 a P. stellata HAWLITSCHEK & GLAW, 2012 se
vymykaji svou endemicnosti na prilehlych Komorskych ostrovech (Hawlitschek & Glaw
2012).

Rod Paroedura byl popsan Giinterem (1879), ale vétSina druhd rodu byla dlouho
fazena do rodu Phyllodactylus. K vy¢lenéni rodu Paroedura na zakladé morfologickych
a anatomickych rozdilt doslo az pozdé&ji (Dixon & Kroll 1974). V soucasné dobé tvoii rod 17
popsanych druhd, ale nové druhy jsou stale objevovany a nékteré ¢ekaji na popsani. Rod je
monofyleticky a existuje pro n¢j dobie podpofend hypotéza o fylogenetickych vztazich
zalozena na datech z osmi mitochondrialnich a dvou jadernych lokusa (Jackman et al. 2008).
Sesterskym rodem je taktéZz madagaskarsky rod Ebenavia (Obr. 3). Je tedy jisté, ze
diverzifikace rodu Paroedura probihala pifimo na Madagaskaru.

Jednotlivé druhy se lisi v celkové velikosti téla (nejmensi P. androyensis méti kolem
6 cm, nejveétsi zastupci rodu jako P. picta pak az 17 cm) i v mife pohlavniho dimorfismu
(Starostova et al. 2010). Variabilni jsou i jejich aredly rozsiteni, které jsou pomérné dobie
zmapovany (Schonecker 2008). Nekteré druhy obyvaji suchou trnitou bu$ (sympatrické
sesterské druhy P. androyensis a P. picta), jiné vlhké tropické lesy (P. masobe, P. gracilis) ¢i
skalnaté oblasti a jeskyné (P. oviceps, P. karstophila). Mal¢ mapky na obrazku (Obr. 3)

ilustruji, Ze jednotlivé fylogenetické linie rodu Paroedura ziji v riiznych ¢astech ostrova.
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Obr. 3: Fylogeneze rodu Paroedura (Jackmann et al. 2008)

Rod Paroedura patii do ¢eledi Gekkonidae, ktera vykazuje velkou karyotypovou
variabilitu a pfesto je cytogeneticky malo prozkoumana. V ramci rodu byly dosud
publikovany karyotypy pouze dvou druhd — P. picta a P. sp. (Main et al. 2012). Gekon
Paroedura picta je modelovych laboratornim druhem pro vyzkum ontogenetického vyvinu
plazi (Noro et al. 2009, Sato et al. 2010), fyziologie ristu a rozmnozovani, a fenotypové
plasticity reprodukénich strategii diky snadnému chovu v zajeti a pro plaza vyjimecné
rychlému rozmnozovani a dospivani (Blumberg et al. 2002, Kratochvil et al. 2006, 2008,
Kubicka & Kratochvil 2009, Kubicka et al. 2012, Starostova et al. 2010, 2012). Ptesto byl
karyotyp i tohoto druhu dlouhou dobu neznamy. Dnes je jiz popsano, ze ma karyotyp
s diploidnim poctem 2n=36, s jednim parem submetacentrickych a vSemi ostatnimi
chromozomy akrocentrickymi (Main et al. 2012). U druhu P. picta jiz také bezpecné vime, ze
ma pohlavi ur€eno genotypové, vzhledem k lihnuti vyrovnaného poméru pohlavi u sntsek

inkubovanych za rozdilnych teplot (Blumberg et al. 2002 Kratochvil et al. 2006, 2008).
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V jeho karyotypu by tedy mély byt pfitomné pohlavni chromozomy (Pokorna & Kratochvil
2009). Main et al. (2012) ovsem ve své studii pomoci DAPI a CA3 barveni pohlavni
chromozomy u P. picta neobjevili, coz naznacuje, ze by pohlavni chromozomy u tohoto
druhu mohly byt homomorfni a neheterochromatinizované. U ostatnich druhi je zptsob
sexualni determinace dosud oteviena otazka. Zakladni cytogenetické vysSetfeni druhti tohoto

rodu bude piinosné zejména s ohledem na jeho adaptivni radiaci na ostrové Madagaskar.
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2. CILE PRACE

Cilem mé prace bylo popsat karyotypy obou pohlavi dostupnych druhti rodu
Paroedura aprozkoumat je pomoci molekularné cytogenetickych metod a nasledné
analyzovat dynamiku karyotypové evoluce kombinaci cytogenetickych dat s fylogenetickymi
vztahy ve skupiné. Nedilnou soucasti prace byla i snaha detekovat pohlavni chromozomy.

Do analyzy jsem zahrnula zastupce obou pohlavi druhti Paroedura picta, Paroedura
masobe, Paroedura gracilis, Paroedura oviceps, Paroedura stumpffi, Paroedura lohatsara,
Paroedura karstophila, Paroedura bastardi a Paroedura ibityensis, které zastupuji vétsSinu

hlavnich fylogenetickych vétvi.
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3. MATERIAL A METODIKA

K analyze bylo pouzito 35 jedinct deviti druht rodu Paroedura, jmenovité:
Paroedura picta (PETERS, 1854); Paroedura masobe NUSSBAUM & RAXWORTHY,
1994; Paroedura gracilis (BOULENGER, 1896); Paroedura oviceps (BOETTGER, 1881);
Paroedura stumpffi (BOETTGER, 1879); Paroedura lohatsara GLAW, VENCES
& SCHMIDT, 2001; Paroedura karstophila NUSSBAUM & RAXWORTHY, 1994;
Paroedura bastardi (MOCQUARD, 1900) a Paroedura ibityensis ROSLER & KRUGER,
1998. Vsechna zvitata pochazi z akreditovaného chovu na Ptirodovédecké fakulté UK v Praze
(¢islo akreditace 24773/2008-10001), kde byla chovana v podminkach standardnich pro chov
plazt a ptizpiisobenych potfebam jednotlivych druhti. Vétsina jedinci piebyvala v konstantni
teploté 27 °C, jedinci chladnomilnych druht (P. masobe, P. gracilis, P. oviceps) v teploté 22
°C, u vSech byla zajisténa potiebna relativni vlhkost vzduchu 50-60 %. Zvifata byla umisténa
Vv terariich S vhodnym substratem, jejichz velikost odpovidala aktualni velikosti jedinct
a jejich poctu v daném terariu. Zvitrata méla k dispozici dostatecné mnozstvi vhodnych tkryti
a byla pravidelné krmena ptiméfenym mnozstvim cvrckt odpovidajici velikosti pro daného
jedince. Prostfednictvim krmeni a vody byl vSem zvifatim zaji§tovan vyvazeny piisun

potfebnych vitaminti a minerali.

3.1 Ptiprava chromozomovych preparati

U plazi neni pro studie tohoto typu ustalena jednozna¢na metodika. Metafaze je
mozné ziskat Kultivaci dosud nespecializovanych bunék vazivové tkané, fibroblastt, pfimou
preparaci tkani (tenké stfevo, gonady, kostni dfen), nebo kultivaci krevnich leukocytu.
U plazii jsou fibroblasty obvykle ziskavany z embryi v raném stadiu vyvoje ¢i z tkan€ nové
vytvafeného ocasniho regeneratu. S ohledem na zkuSenosti ¢lenti naSeho tymu jsme se
rozhodli primarné zvolit metodu kultivace leukocytd, kterd je ve srovnani s ostatnimi
jmenovanymi metodami vynosné&jsi a méné komplikovand. Dal§imi vyhodami je nizsi
invazivnost, opakovatelnost v krat§im case u téhoZ jedince a oproti kultivaci fibroblastl

z embrya neztracime informaci o pohlavi jedince.

3.1.1 Kultivace leukocytt
Tuto metodu jsem pouzivala K ziskani chromozomovych preparatii ze studovanych

druhd. Jednotlivym jedinctiim jsem odebirala zhruba 50-200 ul plné krve, pfi¢emz mnozstvi

odebrané¢ krve zaviselo na velikosti jedince.
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Podstatou metody je kultivace krve v mediu, jehoz klicovou slozkou je
fytohemaglutinin - rostlinny lektin podporujici mitotické déleni. Nedilnou soucasti media je
I sérum zajist'ujici samostatné déleni bunék mimo ptvodni tkan (fetalni teleci sérum) a dalsi
podpurné chemikalie zajistujicich vyzivu bunék (L-glutamin, lipopolysacharid) a sniZzeni
rizika kontaminace bakteriemi (penicilin/streptomycin). Proces kultivace je ukoncen aplikaci
mitostatika (kolcemid), které bunky zastavi v metafazi mitotického déleni. Pti sklizeni buiky
prochazi nejprve hypotonizaci (KCl), pfi které nasaji vodu a tim zvétsi svlij objem, cilem je
dostat chromozomy dal od sebe a zajistit tak optimalni rozlozeni metafaznich chromozoma.
Nasleduje usmrceni bunék fixaci (metanol-octova fixaz), ktera je rovnéz odvodni a zachyti

jejich strukturu.

Podrobny popis postupu je nasledujici:

Krev byla odebrana do sterilni heparinizované injek¢ni stiikacky a ve sterilnim
laminarnim boxu po kapkach pienesena do zkumavek rozplnénych po 3-7 ml kompletnim
kultivacnim médiem (mnozstvi media bylo umérné mnozstvi odebrané krve). Kompletni
kultivaéni médium pro kultivaci leukocytt se sklada z 84,9 % komeréné doddvaného média
D-MEM (Sigma-Aldrich; D5546), z 9,4 % roztoku fetalniho bovinniho séra (Biochrom;
S 0115) s pfidanim 1 % antibiotické-antimykotické smési penicilin/streptomycin (Gibco;
15140-122), 1 % roztoku L-glutaminu (Sigma-Aldrich; G7513), 2,8 % fytohemaglutininu HA
15 (Gibco; 10576-015) a 1 % lipopolysacharidu (Sigma-Aldrich; L4005). Zkumavky s krvi
v mediu byly jemné vruce promichdny a nasledné¢ umistény v kultivanim stojanu
zajistujicim sklon 45° do inkubatoru nastaveného na 30 °C, kde byly inkubovany po dobu
sedmi dnt. Po uplynuti této doby bylo do kazdé zkumavky aplikovano 35 pl kolcemidu
(Roche; 10295892 001) a po lehkém promichani, byly zkumavky ponechany pisobeni
kolcemidu v inkubatoru dalsi 3,5 hodiny. Po centrifugaci (10 minut/1200 otacek) bylo
pfimeéfené mnozstvi supernatantu odsato sterilni Pasteurovou pipetou a sediment byl
resuspendovan v 5 ml hypotonického roztoku 0,075M KCI. Hypotonizace probihala 30 minut
pti 37 °C, nasledné¢ bylo do kazdé zkumavky v ramci prefixace zavedeno nékolik kapek
fixdZzni smési ve sloZeni metanol-kyselina octova 3:1 a suspenze byly centrifugovany.
Nakonec vsechny suspenze prosly tiemi po sobé jdoucimi fixacemi pii 4 °C a nasledovalo

kapéni suspenzi na podlozni sklo.
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3.2 Vizualizace chromozomu

3.2.1 Barveni chromozomu

Pii laboratorni praci jsem barvila chromozomy bud’ barvivem Giemsa Romanowski
(Dr. Kulich Pharm s.r.0.; SPC-0111-01) nebo barvici smési obsahujici DAPI (Vector
Laboratories; H-1200).

Principem barveni chromozomi Giemsou je schopnost tohoto barviva véazat se na
fosfatovou skupinu DNA, a tim vizualizovat chromozomy v metafazi buné¢ného déleni. Pred
barvenim je tfeba nechat nakapané preparaty zcela uschnout. Barveni se provadi 10 minut
v 3% roztoku Giemsy v Sorensenové pufru (4,5 g KH,PO, + 4,7 g Na;HPO, / 1000 mi
destilované vody, pH = 6,8). Poté jsou preparaty dikladn¢ oplachnuty destilovanou vodou.
Vysledkem je rovnomémé probarveni celych chromozomi, diky kterému milzeme
chromozomy snadno spocitat, klasifikovat a odhalit zakladni strukturni odchylky (napft.
zlomy).

Principem barveni chromozomi DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol) je schopnost
tohoto fluorescenéni barviva specificky se vazat na AT baze vlakna DNA a tuto vazbu
vizualizovat vyzafenim fluorescencniho signalu. My jsme pouzivali produkt Vectashield®
(Vector Laboratories; H-1200) - barvici smés obsahujici DAPI zalozenou na bazi glycerolu,
ktery zajistuje viskozitu tekutiny, ¢imz je zpomaleno postupné odpatovani barviva. Barveni
provadime tak, Ze na suché preparidty naneseme pomoci kapatka smés DAPI a opatrné
prekryjeme krycim sklem tak, abychom se vyhnuli bublinam. Nasledné preparat zabalime do
buni¢iny a opatrn¢ vytla¢ime piebytek barvici smési. Pro dlouhodobé skladovani zalakujeme
okraje kryciho skla. Preparaty barvené timto zplGsobem uchovavdme ve tmé. Doporucend

teplota pro skladovani je 4°C.

3.2.2 C-pruhovani
Patii mezi diferen¢ni barvici techniky, jelikoz diferencuje chromozomy na zakladé

tzv. pruhtt s rGznou intenzitou zbarveni. Metoda slouzi k vizualizaci konstitutivniho
heterochromatinu, jehoz vyskyt je typicky pro oblasti centromer a telomer, ale muze se
nachazet i uvnitf ramen chromozomi, coZz mize znalit pfitomnost aberaci, postihujicich
centromerické oblasti, ¢i jiné heterochromatinové regiony. Heterochromatinizace je rovnéz
typickym znakem pro diferencované neparové pohlavni chromozomy. Diive byla metoda C-
pruhovéani pouZivdna pii testech paternity, jelikoZ rozsah heterochromatinovych oblasti na
jednotlivych chromozomech je dédi¢ny, zna¢né variabilni a pro kazdého jedince do jisté miry

specificky (Craig-Holmes & Shaw, 1971). V soucasnosti je vyuzivana k identifikaci
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homologickych chromozomt, spravnému sestaveni chromozomovych parti a srovnavani
karyotypll mezi jednotlivymi druhy.

Pii C-pruhovani je nejprve rozvolnéna struktura chromatinu vlivem Kkyseliny
chlorovodikové (HCI). Nasleduje denaturace DNA kratkodobym pusobenim nasyceného
roztoku hydroxidu barnatého a nakonec renaturace v pufru (SSC). Podstatou metody je
efektivnéj§i denaturace heterochromatinovych usekti — tyto oblasti jsou méné¢ poskozené

a maji tak sytéjsi zbarveni ve srovnani s euchromatinovymi.

Podrobny popis postupu je nasledujici:

Skla s nakapanymi suspenzemi nejprve pfipravime na C-pruhovani procesem zvanym
aging, kdy nechame skla odstat na plotynce vyhtaté na 65 °C po dobu jedné hodiny. Tento
krok zajisti lep$i pfilnavost chromozomového materidlu ke sklu pii dal§i manipulaci. Poté
nechame skla par minut vychladnout pfi pokojové teploté a nasledné je vystavime pusobeni
0,2N HCI po dobu 20 minut. Potom preparaty oplachneme destilovanou vodou a ponotime do
denatura¢niho roztoku hydroxidu barnatého (5,3g Ba(OH), / 100 ml destilované vody)
vytemperovaného na 45 °C — experimentalné jsme Si optimalni dobu puasobeni stanovili na
5 minut. Po tuto dobu zajistujeme neustalé nasyceni roztoku probublavanim pipetou. Poté
skla oplachneme v 0,2 N HCI, oplachneme destilovanou vodou a ponoifime do renaturacniho
pufru 2x SSC (17,53 g NaCl + 8,82 g citronanu sodného / 500 ml destilované vody)
vytemperovaného na 65 °C. Doporuc¢ovana doba inkubace chromozomi v 2x SSC pro plazy
je jedna hodina. Po oplachnuti skel destilovanou vodou a jejich zaschnuti muzeme postoupit
k barveni. Barveni skel pomoci DAPI (Vector Laboratories; H-1200) poskytovalo opakované
vyraznéj$i intenzitu zbarveni heterochromatinu, piestoze se v jeho pozici shodovalo
S barvenim Giemsou.

Metoda C- pruhovani byla aplikovana na vSechny studované druhy rodu Paroedura
s cilem ziskat specificky vzor na chromozomech, jehoz by bylo vyuZzito pii sestavovani

karyotypu, a piipadné odhalit pohlavni chromozomy.
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3.3 Telomericka FISH

Principem hybridizace in situ je komplementarni spojeni dvou vlaken nukleovych
kyselin rizného ptivodu — vySetfované DNA a sondy. Sonda je kratky tisek DNA nebo RNA
umoziujici lokalizaci pfislusné komplementarni sekvence na cilové DNA. V nasem piipadé
pouzivame fluorescenéné znacenou pantelomerickou sondu komplementarni k telomerické
sekvenci (TTAGGG)n, ktera je pro obratlovce konzervativni (Moyzis et al. 1988).

Hybridizaci provadime tak, ze vySetfovanou DNA 1 sondu denaturujeme pusobenim
vysoké teploty. Po oddéleni fetézcli smés ochladime, ¢imz navodime reasocia¢ni podminky.
Pokud je sonda v dostatecné vysoké koncentraci, vaze se ke komplementarnim sekvencim ve
vySetiované DNA dfive nez pivodni fetézec. Piitomnost hledané sekvence ndm pak potvrdi
sondou vyzafeny fluorescencni signal, ktery je viditelny v jiné ¢asti spektra nez chromozomy

¢i jadra obarvena jinym fluorochromem.

Podrobny popis postupu je nésledujici:

Metod¢ opét predchazi aging, kdy sucha skla s nakapanymi suspenzemi bud’ nechame
pies noc v 37 °C, nebo je tésné pied FISH odvodnime vzestupnou fadou etanolt (postupné
70%, 85% a 100% etanolem, vzdy po 2 minutach) a sucha skla pak umistime na hodinu na
topnou plotynku vytemperovanou na 65 °C. Po vychladnuti skla umistime na 5 minut do 2x
SSC a poté na kazdé sklo napipetujeme 100 pl roztoku RNAsy (Sigma Aldrich; R-6513)
fedéné 2x SSC o0 vysledné koncentraci 100 pg/ml a ptikryjeme parafilmem o rozmérech
podlozniho skla. Takto skla inkubujeme 1 hodinu pti 37 °C. Tento krok slouzi k odstranéni
RNA molekul a tak snizeni nespecifického pozadi u vyslednych preparatd. V dal$im kroku
odstranime parafilm a skla oplachneme dvakrat po sobé 5 minut v 2x SSC. Nasledné
ptipravime 0,3% roztok pepsinu smichanim 1 ml 10 mM HCI s 30 ul pepsinu (Sigma-Aldrich;
P-6887; koncentrace zasobniho roztoku je 0,1 g/ml) a promichame. Na kazdé sklo pak
napipetujeme 100 ul tohoto roztoku, piekryjeme parafilmem, vlozime do vlhké komurky
a nechame pusobit 10 minut v 37 °C. Poté omyjeme skla tiikrat po sob&é 5 minut v PBS pufru
(PBS: 5 g NaCl + 1,125 g KCI + 1,125 g KH2POs + 0,72 g Na,;PO4 v 500 ml destilované
vody). Nasleduje inkubace 10 minut v 1% roztoku formaldehydu, ktery pfipravime tak, Ze
smichame 2,7 ml 37% formaldehydu (Sigma Aldrich; 40052-A38) s250 ul 1 M MgCl,
a smés doplnime PBS pufrem o pH=7,4 do 100 ml. Po inkubaci vlozime skla na 5 minut do
PBS a pak postupné do 70%, 85% a nakonec 100% etanolu vzdy na 5 minut. Kdyz jsou skla
sucha, nasleduje denaturace 3 minuty v 70% formamidu pii 75 °C (Sigma-Aldrich; 47671-F;
70 ml formamidu se natedi 10 ml pufru 20x SSC a 20 ml destilované vody). lhned po
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denaturaci jsou skla umisténa do 2x SSC na 1 minutu a pak nasleduje opét etanolova série, na
jejimz konci nechame skla uschnout.

Telomericka sonda byla pfedem pfipravena podle standardniho protokolu v PCR
reakci. Jako primery slouzily sekvence Telo 1 (TTAGGG)s a Telo 2 (CCCTAA)s (Macrogen,
Korea). K45 ul PCR produktu bylo pfidano 5 ul kvasinkové RNA (Applied Biosystems;
AM7120G), 5 ul roztoku DNA z lososich spermii (Fluka; 31149-10G-F), 2 ul 5 M NaCl
a 100 pl 100% etanolu vymrazeného na -20 °C. K oznacéeni sondy byl pouzit dUTP-biotin
(Roche; 11093070910). Sondu smisime s hybridizaénim pufrem, ktery slouzi ke sniZeni
teploty nutné k jeji denaturaci. V mém piipadé ma hybridiza¢ni pufr slozeni 5 ml formamidu,
1 ml 20x SSC, 1 ml Na,PO4 a 3 ml destilované vody. Hotova sonda je uchovavana v -20 °C
a tésn¢ pred pouzitim je nutné ji promichat.

Pii samotné hybridizaci sondu nejprve denaturujeme 6 minut ve vodni lazni
vytemperované na 75 °C a poté ihned umistime do ledové tfisté, aby nedoSlo k zpétné
renaturaci. Poté 10 ul sondy nakapeme na kazdé sklo, ptekryjeme krycim sklem a umistime
do vlhké komirky vyplnéné 50-70% formamidem v 2x SSC. Hybridizace pak probiha ptes
noc pfi 37 °C ve vlhké komiirce ve tmé.

Po hybridizaci preparaty kratce inkubujeme v 2x SSC, abychom snadno odstranili
kryci skla. Nasleduji téi oplachy po 5 minutach v 50% formamidu v 2x SSC ve vodni lazni
vytemperované na 42 °C. Tento krok slouzi k odstranéni nespecifickych signali, které vznikly
navazanim sondy na sekvence, k nimz jsou jen minimalné komplementarni. Skla pak jesté
dvakrat oplachneme po 5 minutach v 2x SCC. Je dulezité drzet skla v neustalé vlhkosti.
Nasleduje detekce a amplifikace signalu pomoci avidin-FITC (Vector Laboratories; A-2001)
a antiavidin-biotinu (Vector Laboratories; BA-0300), pii které je nutné vSechny kroky
provadeét v Seru.

Nakonec skla obarvime smési DAPI (Vector Laboratories; H-1200). Hotové preparaty
prohlizime pod mikroskopem s piislusnymi filtry pro oba pouzité fluorochromy.

Metoda hybridizace telomerickou sondou byla pouzita na v§echny druhy.

3.4 Zpracovani obrazového materialu

Ziskana skla byla prohlizena mikroskopem Provis AX 70 Olympus, na némz byly
zaroven prostiednictvim kamer pofizovany snimky ziskanych metafazi. V programu Micro
Image byl zjistovan celkovy pocet chromozomd, a zda je pozorovana metafaze kompletni.

Vybrané kvalitni metafaze byly nasledné zpracovavany programem lkaros (Metasystems),
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kde dosSlo k sestaveni vysledného karyotypu. Konec¢nd grafickd Uprava byla provedena

v programu GIMP 2.8.

3.5 Klasifikace chromozomu

Podle Levanovy Kklasifikace byly rozdéleny chromozomy na zaklad¢ hodnot tzv.
centromerického indexu, neboli matematického vyjadieni poméru delsiho a kratSiho ramene,
na jednotlivé typy: metacentrické (m), submetacentrické (sm), subtelocentrické (st)
a akrocentrické (a) (Levan et al. 1964). Kratsi chromozomové rameno je oznacovano jako g,

delsi jako p rameno.
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4. VYSLEDKY

Tab.1: Prehled studovanych druhti; poéty pouzitych jedinci a hodnocenych metafazi

Pocet Pocet
Druh Pocet samcti | hodnocenych |Pocet samic |hodnocenych

metafazi metafazi
Paroedura masobe 2 33 1 25
Paroedura gracilis 1 25 1 23
Paroedura karstophila 2 35 1 18
Paroedura oviceps 1 28 1 49
Paroedura stumpffi 3 78 2 64
Paroedura lohatsara 3 56 3 83
Paroedura picta 3 69 2 41
Paroedura bastardi 3 39 1 49
Paroedura ibityensis 2 41 3 31

4.1 Paroedura masobe

Karyotyp Paroedura masobe se sklada z 2n=36 chromozomi postupné klesajicich ve
velikosti. Prvni a dvandcty chromozomovy par je subtelocentricky a treti par
submetacentricky. U malych chromozomovych part si nemohu byt morfologii zcela jista, ale
po zhodnoceni vSech ziskanych metafazi se zda, ze 1 jeden maly par by mohl byt subtelo- az
submetacentricky, coZ je zde vidét 1épe na karyotypu samice (15. par na Obr. 4). VSechny
ostatni chromozomy jsou akrocentrické. Karyotyp druhu se mezi pohlavimi pii bézném

barveni nijak nelisi.
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Obr. 4: Metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici karyotyp (c) samce P. masobe. Metafaze

barvena Giemsou (b) a odpovidajici karyotyp (d) samice P. masobe
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Pouzitim metody C-pruhovani jsem u P. masobe odhalila akumulaci konstitutivniho
heterochromatinu v centromerach u ¢ty akrocentrickych a jednoho submetacentrického paru
(Obr. 5). Samice se od samce lisi nizkou akumulaci heterochromatinu u ¢tvrtého paru

a jednim vyrazné heterochromatinizovanym chromozomem 10. paru (Obr. 5, d).
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Obr. 5: C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (a) a odpovidajici invertovany karyotyp
(c) samce P. masobe, C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (b) a odpovidajici
invertovany karyotyp (d) samice P. masobe s dalSimi pfiklady podob 10. paru z ostatnich metafazi (e)

25



Po hybridizaci s telomerickou sondou jsem u P. masobe ziskala signaly pouze

Vv telomerickych oblastech (Obr. 6).

b

Obr. 6: FISH s telomerickou sondou aplikovana na metafazi samce (a) a samice (b) P. masobe

Spm

4.2. Paroedura gracilis

Druh Paroedura gracilis se 1isi od vSech zkoumanych druhd. Ma nejvyssi pocet
chromozomt v karyotypu (2n=38), jejichz morfologie je ve srovndni s ostatnimi druhy
nejjednodussi - viechny jsou akrocentrické (Obr. 7). Zadné rozdily mezi pohlavimi nebyly

vypozorovany.
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Obr. 7: Metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici karyotyp (c) samce P. gracilis. Metafaze

barvena Giemsou (b) a odpovidajici karyotyp (d) samice P. gracilis
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Po provedeni C-pruhovani jsem u obou pohlavi druhu P. gracilis u naprosté vétSiny
chromozomovych part pozorovala jen velmi nizkou akumulaci konstitutivniho
heterochromatinu v centromerach (Obr. 8). Vyjimkou je vyrazné heterochromatinizovany 17.

par pozorovany u vSech metafazi samice (Obr. 8, d)
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Obr. 8: C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (a) a odpovidajici invertovany karyotyp
(c) samce P. gracilis, C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (b) a odpovidajici

invertovany karyotyp (d) samice P. gracilis
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Po aplikaci metody FISH s telomerickou sondou na suspenze P. gracilis jsem detekovala

signaly vyhradné v telomerickych oblastech (Obr. 9).

b

Obr. 9: FISH s telomerickou sondou aplikovana na metafazi samce (a) a samice (b) P. gracilis

Sum

4.3 Paroedura karstophila

Druh Paroedura karstophila ma karyotyp s 2n=36 chromozomy. Nejvétsi par je
subtelocentricky, tieti nejvetsi submetacentricky a nejmensi subtelo- az submetacentricky.
Vsechny ostatni chromozomy jsou akrocentrické. Morfologie chromozomil je u obou pohlavi

stejna (Obr. 10).
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Obr. 10: Metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici karyotyp (c) samce P. karstophila. Metafaze
barvena Giemsou (b) a odpovidajici karyotyp (d) samice P. karstophila
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Prosttednictvim metody C-pruhovani jsem vizualizovala u obou pohlavi druhu P. karstophila
konstitutivni heterochromatin v oblasti centromer u vSech chromozomovych part. Tieti
submetacentricky par ma navic konstitutivni heterochromatin kumulovany na koncich

p ramének (Obr. 11). U samic byl vzdy objeven v 10. paru jeden heterochromatinizovany
chromozom (Obr. 11, d).

AL "g . .
58 QA &0 R e A0
&2 nt 2a fe ae e

c
i AR KR Aan oo oa
3
nn At na Ll n» S

10
d an - » -~ - ~ o .-
-18
aim N
e =

Obr. 11: C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (a) a odpovidajici invertovany karyotyp
(c) samce P. karstophila, C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (b) a odpovidajici
invertovany karyotyp (d) samice P. karstophila s dalSimi pfiklady podob 10. paru z ostatnich metafazi

(e)
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Metodou hybridizace s telomerickou sondou jsem u obou pohlavi P. karstophila odhalila

signaly pouze v telomerickych oblastech (Obr. 12).

b

Spm

Obr. 12: FISH s telomerickou sondou aplikovana na metafazi samce (a) a samice (b) P. karstophila

4.4 Paroedura oviceps

P. oviceps ma vSechny chromozomy akrocentrické az na tieti submetacentricky par.
Diploidni pocet chromozomd je i u tohoto druhu 2n=36 (Obr. 13). Ob¢ pohlavi maji karyotyp
shodny.

32



?
>
- 2 . = <
v PR s - )
' ., : ‘ “‘ é -° ¢
,l -’ . - *a °
" 0' ~ y ‘
* e ' " € S .« o ’
R AN D> |\ =
" Yl
4
a b
I W ¥ s m an
1- 3
Al Ra AR an on an
AR L an - - - ne
-18
C
M B0 8 ne oo e
- 3
AR M AA B0 BA 0a
NAA AN - -~ -e as
-18
d TSum

Obr. 13: Metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici karyotyp (c) samce P. oviceps. Metafaze

barvena Giemsou (b) a odpovidajici karyotyp (d) samice P. oviceps
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C-pruhovani u samce P. oviceps odhalilo jen velmi nizkou kumulaci konstitutivniho
heterochromatinu v oblasti centromer u vSech chromozomovych part (Obr. 14). U vsech

samic byl objeven jeden vyrazné heterochromatinizovany chromozom 9. paru (Obr. 14, d).
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Obr. 14: C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (a) a odpovidajici invertovany karyotyp
(c) samce P. oviceps, C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (b) a odpovidajici
invertovany karyotyp (d) samice P. oviceps s dalSimi pfiklady podob 9. paru z ostatnich metafazi (e)
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U samce P. oviceps jsem po hybridizaci s telomerickou sondou detekovala signaly vyhradné
Vv telomerickych oblastech (Obr. 15, a). U samice se sonda vazala casto nespecificky a diky

velkému mnozstvi backgroundu nejsem schopna vyloucit pfitomnost intersticialnich signald.

Obr. 15: FISH s telomerickou sondou aplikovana na metafazi samce (a) a samice (b) P. oviceps

4.5 Paroedura stumpffi
Ob¢ pohlavi P. stumpffi maji 2n=36 chromozomi (Obr. 16). Tteti par je jisté
submetacentricky. Pary 15, 17 a 18 mohou byt subtelo- aZ metacentrické. VSechny zbylé pary

jsou bud’ akrocentrické nebo subtelocentrické.
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Obr. 16: Metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici karyotyp (c) samce P. stumpffi. Metafaze
barvena Giemsou (b) a odpovidajici karyotyp (d) samice P. stumpffi
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Metoda C-pruhovani odhalila u obou pohlavi druhu P. stumpffi konstitutivni heterochromatin
v oblasti centromer u vSech chromozomovych parit (Obr. 17). Samice se od samce lisi
vyraznou kumulaci konstitutivniho heterochromatinu na jednom chromozomu 10. paru (Obr.
17, d). U samce jsem u vétSiny metafazi odhalila kumulaci heterochromatinu na obou

chromozomech 10. paru.
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Obr. 17: C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (a) a odpovidajici invertovany karyotyp
(c) samce P. stumpffi, C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (b) a odpovidajici
invertovany karyotyp (d) samice P. stumpffi s dal$imi p¥iklady podob 10. paru Z ostatnich metafazi (e)
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Po hybridizaci s telomerickou sondou jsem u vSech part detekovala signaly v telomerickych
oblastech. U nejvétsiho subtelocentrického paru jsem navic objevila intersticialni telomerické

signaly (ITS) v centromeie (Obr. 18).

Obr. 18: FISH s telomerickou sondou aplikovana na metafazi samce (a) a samice (b) P. stumpffi, ITS
oznaceny Sipkami

4.6 Paroedura lohatsara

Druh Paroedura lohatsara ma pravdépodobné stejny karyotyp jako P. stumpffi.
Podatilo se mi ziskat velmi kvalitni karyotyp samce, na jehoz zakladé usuzuji, ze pary 15 a 17
jsou submetacentrické a posledni par subtelocentricky. Tteti par je stejn¢ jako u P. stumpffi
submetacentricky (Obr. 19). Ostatni pary jsou bud’ akrocentrické nebo subtelocentrické.

Celkovy pocet chromozomu je 2n=36. Karyotypy se mezi pohlavimi nijak nelisi.
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Obr. 19: Metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici karyotyp (c) samce P. lohatsara. Metafaze
barvena Giemsou (b) a odpovidajici karyotyp (d) samice P. lohatsara
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C-pruhovani odhalilo u obou pohlavi druhu P. lohatsara pfitomnost Kkonstitutivni
heterochromatinu v oblasti centromer u sedmi akrocentrickych a jednoho submetacentrického
paru (Obr. 20). Samice ma navic jeden vyrazné heterochromatinizovany chromozom 10. paru

(Obr. 20, d).
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Obr. 20: C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (a) a odpovidajici invertovany karyotyp
(c) samce P. lohatsara, C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (b) a odpovidajici
invertovany karyotyp (d) samice P. lohatsara s dalSimi pfiklady podob 10. paru z ostatnich metafazi

(e)
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U druhu P. lohatsara odhalila FISH s telomerickou sondou signaly pouze v telomerickych
oblastech (Obr. 21).

b
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Obr. 21: FISH s telomerickou sondou aplikovana na metafazi samce (a) a samice (b) P. lohatsara

4.7 Paroedura picta

Karyotyp modelového druhu P. picta byl popsan u obou pohlavi jako 2n=36, s tfetim
parem submetacentrickym a vSemi ostatnimi chromozomy akrocentrickymi (Main et al. 2012;
Obr. 22). Karyotypy P. oviceps a P. picta by se tedy mély shodovat. Ja jsem na nékterych
hodnocenych metafazich druhu P. picta pozorovala alespon jeden maly chromozomovy par
submetacentricky, ovSem jejich podil nebyl dostatecny na to, abychom mohla tvrzeni

0 akrocentrickych chromozomech s jistotou odporovat.
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Obr. 22: Metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici karyotyp (c) samce P. picta. Metafaze barvena

Giemsou (b) a odpovidajici karyotyp (d) samice P. picta

42




Pomoci metody C-pruhovani jsem u druhu P. picta vizualizovala vyrazné akumulace
konstitutivniho  heterochromatinu v oblasti centromer u sedmi akrocentrickych
chromozomovych part u obou pohlavi (Obr. 23). U samce jsem oproti samici navic
pozorovala vyrazné heterochromatinové bloky v centromerach u 9. a 17. paru (Obr. 23, c).
Jeden chromozom z 11. paru byl u obou pohlavi vzdy vice heterochromatinizovany nez

druhy.
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Obr. 23: C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (a) a odpovidajici invertovany karyotyp
(c) samce P. picta, C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (b) a odpovidajici invertovany
karyotyp (d) samice P. picta
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Hybridizaci s telomerickou sondou jsem u obou pohlavi P. picta ziskala signaly jen
Vv telomerickych oblastech (Obr. 24).
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Obr. 24: FISH s telomerickou sondou aplikovana na metafazi samce (a) a samice (b) P. picta

4.8 Paroedura bastardi
Obe¢ pohlavi druhu P. bastardi maji 2n=34 chromozomu v karyotypu. Prvni a tieti par
jsou submetacentrické, 15. par submeta- nebo subtelocentricky a vSechny ostatni

chromozomy akrocentrické (Obr. 25).
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Obr. 25: Metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici karyotyp (c) samce P. bastardi. Metafaze

barvena Giemsou (b) a odpovidajici karyotyp (d) samice P. bastardi
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Pomoci metody C-pruhovani jsem u obou pohlavi druhu P. bastardi odhalila akumulaci

konstitutivniho heterochromatinu pouze v centromerach u vsech parti chromozoma (Obr. 26).
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Obr. 26: C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (a) a odpovidajici invertovany karyotyp
(c) samce P. bastardi, C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (b) a odpovidajici
invertovany karyotyp (d) samice P. bastardi
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Hybridizace s telomerickou sondou u druhu P. bastardi pomohla odhalit intersticialni
telomerické signaly u obou submetacentrickych part (Obr. 27). Signaly v telomerickych
oblastech jsou u druhu zajimavé tim, Ze netvoii jasn¢ ohranicené body jako u ostatnich druhd,

ale jsou na koncovych ¢astech chromozomu ¢asto rozptyleny.

Obr. 27: FISH s telomerickou sondou aplikovana na metafazi samce (a) a samice (b) P. bastardi; ITS
zvyraznény Sipkami

4.9 Paroedura ibityensis

Druh Paroedura ibityensis ma stejn¢ jako P. bastardi karyotyp s diploidnim poétem
2n=34. Prvni a tieti par jsou rovnéz submetacentrické, ale 15. par je bud’ akrocentricky nebo
subtelocentricky (Obr. 28). VSechny ostatni pary jsou akrocentrické. Samec i samice maji

karyotyp shodny.
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Obr. 28: Metafaze barvena Giemsou (a) a odpovidajici karyotyp (c) samce P. ibityensis. Metafaze

barvena Giemsou (b) a odpovidajici karyotyp (d) samice P. ibityensis
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Metoda C-pruhovani u druhu P. ibityensis vizualizovala akumulaci konstitutivniho
heterochromatinu v centromerach u vSech parit chromozomu (Obr. 29). Vzor pruhovani byl

U obou pohlavi stejny.
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Obr. 29: C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (a) a odpovidajici invertovany karyotyp
(c) samce P. ibityensis, C-pruhovani v metafazi barvené pomoci smési DAPI (b) a odpovidajici
invertovany karyotyp (d) samice P. ibityensis
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U samce i samice P. ibityensis se mi metodou hybridizace telomerickou sondou podafilo

detekovat signaly pouze v telomerickych oblastech (Obr. 30).
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Obr. 30: FISH s telomerickou sondou aplikovana na metafazi samce (a) a samice (b) P. ibityensis
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5. DISKUZE

Fylogenetickd analyza ziskanych dat o gekonech rodu Paroedura

Vytvortila jsem fylogenetickou analyzu za ucelem urceni ancestralniho diploidniho
poc¢tu chromozomd pro rod Paroedura metodou maximalni parsimonie. Vysledky
jednoznac¢né potvrdily, ze nejcastéjsi stav - 2n=36, zastoupeny u Sesti druhd, je i s nejvetsi
pravdépodobnosti pro rod Paroedura ancestralni (Obr. 31). Pfi tomto scénaii by doslo
v evoluci pouze ke dvéma zménam a to u druhu P. gracilis, kde se vyskytuje o jeden
chromozomovy par vice, a u predka linie zahrnujici druhy P. bastardi, P. ibityensis a P. sp.,
kde naopak doslo k redukei jednoho chromozomového péaru.

Pokud vyneseme na kladogram morfologii chromozomt, analyza vyjde sporné.
S jistou pravdépodobnosti by mohl byt ancestralni karyotyp P. masobe, ale i karyotyp, ktery
sdileji druhy P. oviceps a P. picta. Tato ¢ast analyzy je ale spiSe orientacni, jelikoz morfologii
nékterych chromozomovych pard, pfedevsim mikrochromozomt, nelze piesné klasifikovat.
Utelem bylo graficky znazornit karyotypy druhi, které jsou si nejpodobnéjsi (P. oviceps
s P. picta, P. lohatsara s P. stumpffi, P. bastardi s P. ibityensis) a mohou byt shodné,
a vizualizovat ve fylogenezi ptipadné prestavby ke kterym mohlo dojit.

Pokud uvazujeme, ze plvodni karyotyp pro rod je karyotyp 2n=36 s jednim
metacentrickym parem, doslo u druhu P. masobe pravdépodobné k pericentrickymi inverzim
u prvniho a dvanactého paru.

Karyotyp druhu Paroedura gracilis odpovida karyotypu v soucasné dobé mnohymi
autory povazovanému za ancestralni pro celou skupinu Gekkota (Gorman 1973, King 1977a,
1990), nicméné v kontextu mnou studovanych druhii je zcela ojedinély — a to jak diploidnim
poctem, tak morfologii chromozomt, dokonce i vnitini strukturou chromatinu. Jelikoz druh
nelezi na bazi fylogenetického stromu pro rod Paroedura, je pravdépodobnéjsi, ze je
odvozeny od karyotypu spole¢ného piedka P. oviceps. a P. picta. Karyotyp P. gracilis mohl
vzniknout chromozomovym rozpadem homologu 3. submetacentrického paru karyotypu
P. oviceps.

Druh P. karstophila se 1i8i od P. oviceps prvnim subtelocentrickym a 18.
submetacentrickym aZ subtelocentrickym parem, ty mohly vzniknout diky pericentrickym
inverzim.

Druhy P. lohatsara a P. stumpffi s velmi podobnou morfologii chromozomu nalezi do

jedné linie, je tedy pravdépodobné ze uz u jejich spolecného predka doslo k mnohacetnym
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pericentrickym inverzim, diky nimz doslo ke zméné morfologie vétSiny chromozomu véetné
15., 17. a 18. paru. Pericentricka inverze by mohla teoreticky odivodnit i pfitomnost
intersticialnich telomerickych sekvenci u prvniho subtelocentrického paru u P. stumpffi, ale
jelikoz se nam nepodafilo detekovat ITS u P. lohatsara, bude se spiSe jednat o amplifikaci
telomerickych repetic, tvoticich pfirozenou soucast heterochromatinu.

Pro nejodvozengjsi linii s druhy P. bastardi, P. ibityensis a P. sp. jsou spole¢nym
znakem dva pary submetacentrickych chromozomu. Jeden submetacentricky par navic oproti
karyotypu 2n=36 pravdépodobné vznikl Robertsonskou fuzi dvou stiednich akrocentrickych
pari  tohoto karyotypu. Pfitomnost intersticidlnich telomerickych signala (ITS)
V centromerach u obou submetacentrickych par P. bastardi podporuje jejich ovlivnéni
chromozomovymi piestavbami v minulosti, ov§em u druhu P. ibityensis se nam zadné ITS
detekovat nepodatilo, coz miize mit hned né€kolik vysvétleni. U P. ibityensis mohlo v priibéhu
evoluce dojit k degeneraci telomerickych repetic diky strukturnim chromozomovym aberacim
¢i bodovym mutacim, nebo naopak doslo k amplifikaci telomerickych repetic v centromerach
u P. bastardi podobné¢ jako u G. taniae (Schmid et al. 1994), ¢emuz by nasvéd¢oval
i atypicky vzor telomerickych signali v samotnych telomerach. Vysvétlenim muze byt
i rozdilny osud telomerickych sekvenci piedchazejicich samotné fuzi. Jelikoz telomerické
sekvence zajist'uji stabilitu chromozomt, aby doslo k Robertsonské fuzi je potteba je pfedem
bud’ eliminovat nebo deaktivovat (Slijepcevic 1998). V tomto ptipadé by teoreticky vysledky
nasvédcovali tomu, ze u druhu P. bastardi doslo nejprve k inaktivaci telomer, a diky
tomu mohly zlstat u sfizovanych chromozomu zachovany, naopak u P. ibityensis samotné
fuzi predchazely chromozomové zlomy, které vedly k eliminaci telomer a tim padem nejsou
Vv centromerach sfizovanych chromozomu ptitomny. Jelikoz ale vime, ze oba druhy maji
velmi podobny karyotyp, je toto vysvétleni nejméné pravdépodobné. Poslednim
a nejjednodussim vysvétlenim muiize byt nedostate¢ny rozsah telomerickych repetic k detekci

pomoci pouzité telomerické sondy u P. ibityensis ve srovnani s ptibuznym druhem.
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Obr. 31 Fylogeneticka analyza ziskanych a publikovanych cytogenetickych dat rodu Paroedura;
Pod nazvem kazdého druhu je uveden kratky popis morfologie chromozom v jeho karyotypu — Cislice
znazorfuji poradi konkrétniho paru v karyotypu daného druhu a pisemné zkratky morfologicky typ
chromozomu (a- akrocentricky, st- subtelocentricky, sm- submetacentricky, m-metacentricky), zapis
dvou zkratek s pomlckou (napf. sm-st) znamena rozmezi morf. typl v ramci nichz nebylo mozné
chromozomy pfesné klasifikovat.

Strom ve stupnich $edi je analyzou ancestralniho diploidniho poétu chromozomd pro rod Paroedura
metodou maximalni parsimonie. Barevny strom je analyzou ancestralniho karyotypu pro rod se
zahrnutim morfologie chromozomu, taktéz metodou maximalni parsimonie, analyza je zalozena na
fylogenetické hypotéze Jackman et al. 2008
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Celkové muzeme prohlasit, ze karyotyp je v ramci rodu pomérné stabilni v poctu
a zékladni morfologii, jelikoz v evoluci doslo jen ke dvéma mezichromozovym piestavbam —
jedné centrické fuzi a jednomu rozpadu. Oproti tomu rozdily v morfologii malych
chromozomu a nékdy i makrochromozomi a jista variabilita v C-pruhovani mezi druhy znaci,
ze k vnitrochromozomovym piestavbam dochazelo pomérné Casto.

K bliz§imu porozuméni puvodu karyotypu P. gracilis by napomohlo v budoucnu
pouziti dal§ich molekularné cytogenetickych ¢i genetickych metod pro piesnou detekci
chromozomovych piestaveb.

Jak jsem piedeslala v tvodu, ancestralni karyotyp pro skupinu Gekkota neni zcela
uzaviena otdzka diky nedostatenym znalostem ve fylogenetickych vztazich nékterych
vnitfnich linii gekond. Za ancestralni je tradicné povazovan karyotyp 2n=38 se vSemi
chromozomy akrocentrickymi (Gorman 1973, King 1977a, 1990), ale ma bakalarska prace se
zahrnutim jak nejnovéjsich poznatkt z cytogenetiky gekont, tak jejich fylogeneze ukazuje, ze
ancestralni poc¢et chromozomi pro skupinu Gekkota mohl byt rovnéz 2n=36 (Koubova 2011).
Ancestralni karyotyp pro rod Paroedura 2n=36 opét dokazuje, ze priklanét se pouze k jedné
z variant by bylo v soucasnosti pted¢asné a je tieba dalSich studii k zaujmuti jednoznaéného
stanoviska. Rod Paroedura patii do afro-madagaskarské linie gekonti (Gamble et al. 2011).
Z této linie sdileji stejny diploidni pocet (2n=36) druhy rodia Phelsuma, Homopholis
a Chondrodactylus (Aprea et al. 1996, De Smet 1981). Kvili nejasnostem ve fylogenetickych
vztazich ale nevime, jaky karyotyp je ancestralni pro ¢eled’ Gekkonidae, ani jaky piivod ma
ancestralni karyotyp 2n=36 rodu Paroedura. Prevazujici diploidni pocty chromozomu
u druhti v Celedi Gekkonidae spise nasvédcuji odvozenosti 2n=36 stavu od jiného vyssiho
diploidniho poctu.

Zda se, ze chromozomové piestavby nehraly ve speciaci v ramci rodu Paroedura
klicovou roli. Naptiklad druh P. bastardi ma velmi podobny karyotyp jako P. ibityensis,
ackoli linie s P. ibityensis je od linie s P. bastardi fylogeneticky odvozena. Oba druhy se se
mezi sebou vyrazné 1isi ve velikosti — P. bastardi je robustni druh stfedni velikosti (15 cm),
zatimco P. ibityensis je ze zahrnutych druh nejmensi (do 10 cm). Druhy se soucasné
vyskytuji v centralni oblasti Madagaskaru, a proto pravdépodobné vznikly sympatrickou
speciaci. Druh P. picta zase sdili stejny karyotyp jako P. oviceps, ackoli se vyrazné lisi
velikosti (P. oviceps - 1lcm, P. picta — nejvétsi, 18cm), stavbou téla a geografickou
I fylogenetickou distribuci. Naopak chromozomové prestavby mohly hrat uréitou roli ve

speciaci linie vedouci k druhim P. stumpffi a P. lohatsara, jelikoz sdileji velmi podobné
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karyotypy a zaroven jsou velikostn¢ srovnatelné a obyvaji stejné biotopy v severozapadni
¢asti Madagaskaru.

Pouhé porovnani diploidnich pocti a morfologie chromozoml mezi druhy ale nemusi
spolehlivé vypovidat o mife vlivu chromozomovych pfestaveb na speciaci. Napiiklad u ptakt
jsme svédky obrovské druhové diverzity a piitom velké konzervativnosti karyotypt. Ptaci
druhy maji téméf neménné diploidni poéty chromozomi a v karyotypové evoluci u nich doslo
k minimu mezichromozomovych piestaveb. AZ porovnanim celych genomut ptadich druht
bylo odhaleno pickvapivé mnoho piestaveb vnitrochromozomovych (Skinner & Griffin
2012), které urcitou roli ve speciacich stale hrat mohou.

U druhti P. masobe, P. karstophila, P. oviceps, P. lohatsara a P. stumpffi byly
detekovany pohlavni chromozomy. Jako vétSina gekonti, u kterych byly objeveny pohlavni
chromozomy, maji i tyto druhy rodu Paroedura pohlavni chromozomy typu ZZ/ZW. Pohlavni
chromozomy v§ech druht jsou homomorfni - W i Z jsou akrocentrické a li$i se pouze vnitini
strukturou chromatinu, coz bylo téz dokumentovano napt. u druhu Heteronotia binoei (Moritz
1984a). Na rozdil od variability v ramci druhu H. binoei ale maji Z i W pohlavni chromozomy
zastupcu rodu Paroedura velmi podobny vzor C-pruhti uvnitt druht i v ramci celého rodu.
Z a W chromozomy jednotlivych druht jsou i podobné velké — 10. par karyotypu P. masobe,
P. karstophila, P. lohatsara a P. stumpffi. Jedinou vyjimkou je P. oviceps, kde pohlavni
chromozomy ptedstavuji 9. chromozomovy par. Tato odchylka bude pravdépodobné
zpusobena rozsahlou heterochromatinizaci hlavné v pericentromerické oblasti. Morfologicka
konzervativnost pohlavnich chromozomut napfi¢ druhy muze indikovat jejich vzajemnou
homologii, tu bude poticba Vvbudoucnu otestovat pokrocilejSimi  molekularné
cytogenetickymi metodami. Proti hypotéze, ze jsou ZZ/ZW pary mezi druhy homologické,
stoji fakt, ze druh Paroedura gracilis, fylogeneticky lezici mezi P. masobe a ostatnimi druhy,
u kterych byly pohlavni chromozomy detekované, nebyl tento znak pozorovan. Samice
P. gracilis ma heterochromatinizované oba chromozomy 17. paru. Jelikoz byla prostudovana
jen jedna samice, nemuzeme ale vyloucit, Ze se jedna pouze o individualni variabilitu
v heterochromatinizaci. K odhaleni pohlavnich chromozomu by bylo nezbytné studovat dalsi
jedince tohoto druhu. U P. gracilis mohlo dojit k rozsahlym chromozomovym ptestavbam,
jejichz vysledkem je jind podoba pohlavnich chromozomii homologickych s pohlavnimi
chromozomy ostatnich druhi, ptipadné doslo k Gplnému vymizeni pohlavnich chromozomi
uptedka P. gracilis. Jednou z moznosti také je, ze pohlavni chromozomy druht P.

karstophila, P. oviceps a P. lohatsara, P. stumpffi vznikly nezavisle.
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Pohlavni chromozomy se opakované nepodafilo detekovat u P. picta, ackoli tento druh
vykazuje vyrovnané poméry pohlavi u snisek inkubovanych za riiznych teplot (Blumberg et
al. 2002, Kratochvil et al. 2006, 2008). Pohlavni chromozomy nebyly detekovany ani u
P. bastardi a P. ibityensis. Uvedené tii druhy spole¢né tvoii monofylum, coz znamena, ze jiz
u pfedka této linie mohlo dojit k dediferenciaci ¢i aspon dechromatinizaci pohlavnich
chromozom, poptipad¢ k zméné zplisobu urceni pohlavi. Absenci pohlavnich chromozomii
utéchto druhti bude nutné jest¢ v budoucnu provefit pokrocilej§imi molekularné

cytogenetickymi metodami.

Studie Aprea et al. (2013)
Po skonceni vSech laboratornich analyz, pfi finalnim dokoncovani textové podoby mé

diplomové prace, byl publikovan ¢lanek zabyvajici se pravé chromozomovymi piestavbami
v ramci rodu Paroedura. Nasledujici text tak bude vénovan srovnani mych vysledki s touto
praci.

Aprea et al. (2013) ziskali karyotypy 11 druhii rodu Paroedura (P. masobe,
P. oviceps, P. gracilis, P. stumpffi, P. lohatsara, P. vazimba, P. androyensis, P. picta,
P. bastardi, P. ibityensis a P. sp. z lokality Montagne des Francais) a dvou blizce piibuznych
druhd Uroplatus phantasticus (sestersky k rodu Parodura podle Raxworthy et al. 2008)
a Ebenavia inunguis (sesterska k rodu Parodura podle Jackman et al. 2008).

S autory se shoduji u vSech druhi v diploidnim poc¢tu chromozomi, zatimco
morfologii chromozomi hodnotime mirné odlisn¢ — v§echny chromozomy, které ja klasifikuji
jako akrocentrické, klasifikuji jako telocentrické, a chromozomy, které jsem urcila jako
submetacentrické, fadi mezi metacentrické. Aprea et al. (2013) navic posuzuji prvni par
v karyotypu P. masobe jako submetacentricky a ostatni v§echny telocentrické, u P. lohatsara
a P. stumpffi zase kromé tietiho paru posuzuji vSechny pary bez vyjimky jako telocentrické.
U druhu P. ibityensis a P. bastardi fadi autofi dvourammé chromozomy mezi pary na étvrté
misto, zatimco u P. oviceps naopak na druhé. Studie italského tymu oproti mé praci zahrnuje
i druhy P. vazimba NUSSBAUM & RAXWORTHY, 2000, P. androyensis (GRANDIDIER,
1867) a P. sp (lokalita Montagne des Francais), které vlastni karyotyp v ramci rodu Parodura
nejcastej$i — 2n=36, se vSemi pary jednoramennymi az na tfeti chromozomovy par. U blizce
ptibuznych druht k rodu Paroedura - U. phantasticus (BOULENGER, 1888) a E. inunguis
BOETTGER, 1878, rovnéz z Madagaskaru, popsali karyotyp také 2n=36, ale se vSemi
chromozomy telocentrickymi. Studie Aprea et al. (2013) je naopak chudsi o karyotyp druhu
P. karstophila.
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Velmi zajimavé je odhaleni variability mezi populacemi P. gracilis. U jedincti obou
pohlavi z lokalit na severu ostrova byl popsan karyotyp 2n=38 se vSemi chromozomy
telocentrickymi, populace na severovychod¢ vykazovala karyotyp 2n=36 s tietim parem
metacentrickym a ostatnimi telocentrickymi, a z populaci ve stfedni ¢asti ostrova se podatilo
ziskat pouze karyotypy samic, které mély 2n=31 spary 1-4 metacetrickymi, 5-14
telocentrickymi a dva chromozomy z trivalentu byli stfedni telocentrici zatimco treti velky
metacentrik. Autofi nijak nekomentuji, ze by tento karyotyp mohl znamenat pfitomnost
Z1Z5W systému pohlavnich chromozomu.

Aprea et al. (2013) pouzili krom¢ klasického barveni Giemsovym barvivem metodu
barveni chromozomt dusi¢nanem stiibrnym a odhalili tak u zkoumanych druhd pozice
organizatori jadérka (nucleolar orginiser region — NOR). VSechny druhy rodu Paroedura
maji NOR na poslednim nejmens$im chromozomovém paru, zatimco u druhu E. inunguis se
NOR vyskytuje v peritelomerické oblasti prvniho chromozomového paru a u U. phantasticus
v apikalni oblasti tfetitho chromozomovém paru. Podle nejnovétSich studii se zda, ze
chromozomova divergence u rodu Uroplatus se odehrala bez zmény diploidniho po¢tu nebo
morfologie, zatimco k pfesunu NOR doslo nékolikrat, stejny trend pozorujeme i v rdmci rodu
Phelsuma (Aprea et al. 1996, Aprea 2013 podle Aprea 2006 nepublikovano). V kontrastu
s tim v ramci rodu Parodeura ke zméné mnozstvi nebo umisténi NORU nedoslo, zatimco ke
zméné v poctu a morfologii chromozomu doslo hned nékolikrat.

Soucasti studie bylo rovnéz porovnani sekvenci dvou mitochondridlnich a jednoho
jaderného genu mezi odchycenymi jedinci jednotlivych druhi za Ucelem odhadnuti
nukleotidové variability v téchto genech a genetické vzdalenosti mezi druhy. Vysoka
nukleotidova diverzita v téchto genech byla pozorovana mezi populacemi druht P. bastardi
a P. gracilis, naopak nizka u P. stumpffi. V priméru jsou si nejméné geneticky vzdalené
druhy P. stumpffi a P. lohatsara, nejvice naopak P. gracilis a P. vazimba. Autofi na zavér
pouzili tato ziskand data k rekonstrukci fylogenetickych vztahti mezi druhy pomoci

Bayesianského ptistupu (Obr. 32).
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Obr. 32: Rekonstrukce fylogenetickych vztahi Bayesianskou metodou, zalozena na
mitochondrialnich i jadernych sekvencich a vysledky cytogenetickych analyz rodu Paroedura;
Nad/pod jednotlivymi vétvemi jsou uvedeny hodnoty pravdépodobnosti pro jednotlivé nody; barvy
jednotlivych lini reprezentuji distribuci druhll na Madagaskaru: tmavé modra=vychod a severovychod,
zelena=sever a severozapad, Cervena=stfed a jihozapad; na zobrazenych karyogramech kazdého
druhu jsou barevnou vyplni ziazornény prfestavby (pokud k néjakym doslo); za karyogramy je
uvedena hodnota diploidniho poctu (2n) a po€et chromozomovych ramen v karyotypu (A.n.). Obrazek
prevzat z Aprea et al. (2013).

Analyza autori nedokazala objasnit fylogenetické vztahy mezi rody Uroplatus,
Ebenavia a Paroedura, ale monofylum rodu Paroedura siln¢ podporuje. Piekvapivym
objevem je oznaceni druhd P. gracilis a P. bastardi za parafyletické seskupeni nékolika
pfibuznych druhti a to proto, ze jejich urcité populace maji vyznamné geneticky blize
K prislusnikiim ostatnich druhti nez k jedinciim z jinych populaci vlastniho druhu.

Italsti kolegové neaplikovali metodu C-pruhovani, fluorescencni in situ hybridizace
nebo jinych pokrocilejsich molekularné cytogenetickych metod a tudiz nedetekovali zadné

pohlavni chromozomy.
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6. ZAVER

Vysledky mé prace a vysledky nejnovéjsi publikované studie o druzich rodu
Paroedura (Aprea et al. 2013) dokladaji, Zze se jedna o cytogeneticky velmi zajimavy rod
vyzadujici dalsi zkoumani.

Ukazalo se, ze ancestralnim karyotypem celé skupiny je diploidni po¢et chromozomu
2n=36. Uvniti rodu pak doSlo k n¢kolika mezichromozomovym piestavbam. Nicméné
zékladni pocet a morfologie chromozomil je v této skupiné¢ pomérn¢ konzervativni. Piesto
vsak rozdily v morfologii chromozomti na uzsi Skale (akrocentrické ¢i submetacentrické
mikrochromozomy) nasvédcuji, Ze k vnitrochromozomovycm pfestavbam v ramci rodu
dochazelo pomémeé Casto. Odhaleni pohlavnich chromozomu u péti druhii navic piinasi nové
informace o pohlavné determinac¢nich mechanismech pro dal$i skupinu Supinatych plazi
a veéfim, ze tyto informace pfiisp&ji k porovnani s ostatnimi liniemi a K diskuzi o evoluci
pohlavnich chromozomi u plazt.

Molekularni a chromozomovd data nasvédCuji tomu, Ze k chromozomovym
pfestavbam (chr. fizim, inverzim i $tépeni) v rdmci rodu doslo nékolikrat nezavisle. Velkym
piinosem K uplnému porozuméni karyotypové evoluce a jejiho vlivu na speciaci rodu by bylo
nyni ziskat karyotypy ostatnich popsanych druhti a porovnat je stémi znamymi;
otestovat homologii pohlavnich chromozomu u druhd, u kterych byly objeveny; definitivné
ur€it zpusob sexualni determinace u ostatnich druhi, a s ohledem na parafyleti¢nost nékolika

druhil navazat s dalSimi taxonomickymi 1 fylogenetickymi studiemi.
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PRILOHA

Obrazek 1: Fylogeneticka analyza dat o dosud znamych diploidnich poétech chromozomi a
pohlavnich chromozomech u druhti v ramci skupiny Gekkota; (modifikovano z Gamble et al.
2011, Carranza et al. 2002, Jonniaux & Kumazawa 2007, Oliver et al. 2010, Nielsen et al. 2011, Oliver
& Bauer 2011, Heinicke et al. 2012, Oliver et al. 2012)
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