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Abstrakt

Hadi tvofi se svymi téméf 3700 popsanymi druhy vice nez tfetinu vSech Supinatych plaza.
Naprosta vétSina hadich druhti patii do skupiny Caenophidia, ktera je nejlépe prozkoumanou skupinou
hadtl co se tyce pohlavnich chromozomu. Naproti tomu pohlavnim chromozomiim dvou ostatnich
skupin hadii — Scolecophidia a Henophidia byla zatim vénovana jen mald pozornost. VSichni dosud
studovani hadi maji genotypové urceni pohlavi. U zéstupcii vSech Celedi Caenophidia byl pozorovan
systém urceni pohlavi se samici heterogamii (ZZ/ZW) a dlouho bylo obecné pfijimano, Ze je tento
systém vSem hadiim spolecny. Toto tvrzeni bylo nedavno vyvraceno, kdyz byl u krajty Python bivittatus
a hroznySe Boa imperator, dvou zéastupcii Henophidia, potvrzen systém urceni pohlavi se samci
heterogamii (XX/XY). Ve skupiné¢ Henophidia kromé XX/XY systému povrzen i ZZ/ZW systém a to u
jediného znamého zastupce této skupiny s heteromorfnimi pohlavnimi chromozomy -
A. sp. cf. dumerili. Pohlavni chromozomy ani systém ur¢eni pohlavi neni zndm u zadého zastupce
skupiny Scolecophidia. Heteromorfni pohlavni chromozomy skupiny Caenophidia umoznily studium
jevu spojenych s postupnou diferenciaci pohlavnich chromozomil. Mezi tyto jevy patii degenerace W
chromozomu, akumulace repetitivni elementti, fenomén rychlého Z chromozomu, kompenzace genové
davky a jiné. Tato prace je shrnutim dosavadnich znalosti o systémech uréeni pohlavi a pohlavnich

chromozomech a jejich evoluci u hadd.

Kli¢ova slova: pohlavni chromozomy, hadi, evoluce, fylogeneze, geny urcujici pohlavi



Abstract

Snakes form with almost 3700 described species more than one third of all squamate reptiles.
The vast majority of snake species belong to the group Caenophidia, which is the best explored group
of snakes for sex chromosomes. In contrast, sex chromosomes of the two other groups of snakes —
Scolecophidia and Henophidia have so far been paid little attention. All snakes studied so far possess
genotypic sex determination. Representatives of all Caenophidian families were observed with a female
heterogamety sex determination system (ZZ/ZW) and it was widely accepted that this system was
common to all snakes. This claim was recently refuted when a male heterogamety (XX/XY) was
confirmed in a python (Python bivittatus) and a boa (Boa imperator), two representatives of Henophidia.
In Henophidia, besides the XX/XY system, the ZZ/ZW system was reported in the only known
representative of this group with heteromorphic sex chromosomes - A. sp. cf. dumerili. Sex
chromosomes or sex determination systems are unknown in Scolecophidia. Caenophidian
heteromorphic sex chromosomes have enabled the study of the phenomena associated with the gradual
differentiation of sex chromosomes. These include W chromosome degeneration, the accumulation of
repetitive elements, the fast Z phenomena, gene dosage compensation, and others. This work
summerizes current knowledge about sex determination systems and sex chromosomes and their

evolution in snakes.
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1. Uvod

Pohlavni rozmnozovani se zda byt synapomorfii vSech eukaryotickych organismi, pricemz
pozorovana asexualita n€kterych skupin je spiSe sekundarni (Speijer et al., 2015). U mnoha skupin,
vcetné hadl, se vyskytuje gonochorismus, tedy stav, kdy jeden jedinec nese jen jedno pohlavi.
Mechanismy zodpovidajici za vznik jedincG rtzného pohlavi u gonochoristickych organismt se

nazyvaji systémy urceni pohlavi.
1.1.  Systémy urceni pohlavi

Urceni pohlavi je proces, pfi kterém organismus béhem svého vyvoje zapo¢ne diferenciaci
vedouci k sam¢imu nebo samic¢imu fenotypu. Toho Ize docilit dvéma rozdilnymi mechanismy urceni
pohlavi a sice environmentalnim urcenim pohlavi (ESD — podle anglického environmental sex
determination) nebo genotypovym urenim pohlavi (GSD - podle anglického genotypic sex
determination) (Bull, 1983). Pii ESD zavisi pohlavi jedince na rozlicnych faktorech prostredi, pficemz
mezi jedinci rizného pohlavi nemusi byt sebemensi geneticky rozdil. D4 se tedy chapat jako specialni
pfipad polyfenie — jevu, pii kterém jeden genotyp tvofi za riznych podminek vice diskrétnich fenotypti.
Naproti tomu pii GSD urcuje pohlavi jedince zdédény gen nebo geny na pohlavnich chromozomech.
Mezi jedinci riizného pohlavi je tedy geneticky rozdil patrny uz ve stadiu zygoty. Na GSD se tudiz da
pohlizet jako na fenotypovy polymorfismus, ktery je zajistovan pohlavné specifickym lokusem nebo

vice lokusy (Johnson Pokorna a Kratochvil, 2016).

1.2.  Pohlavni chromozomy a jejich evoluce

Jak uz bylo zminéno, existence GSD jde ruku v ruce s vyskytem pohlavnich chromozomt.
Pohlavni chromozomy vznikly z paru autozomtl, na kterém se objevil gen nebo geny urcujici pohlavi
(Ohno, 1967). Rekombinace byla v misté tohoto pohlavi-urcujiciho lokusu zastavena. Tento fakt
umoznil pohlavné specifickou akumulaci genti nebo jejich alel, které byly prospésné pro jedno pohlavi,
ale Skodlivé pro to druhé. Aby fixace téchto vlastnosti na ur¢ité pohlavi byla uplna, bylo vyhodné rozsitit
oblasti se zamezenou rekombinaci (Rice, 1987b).

Naskytuji se dva mozné mechanismy zamezujici rekombinaci a to postupné omezovani
frekvence rekombinace v hrani¢ni oblasti PAR (pseudoautozomalni oblasti) nebo strukturni
chromozomové prestavby, jako jsou naptiklad inverze, delece nebo translokace (Charlesworth et al.,
2005; Davisson a Akeson, 1993; Dumas a Britton-Davidian, 2002; Ellis et al., 1990). Homologické
oblasti jednoho z paru chromozomii jsou béhem piestavby premistény nebo Uplné odstranény, diky
c¢emuz je rekombinaci v tomto lokusu zabranéno prakticky okamzit€. Nutno zminit, Ze u mnohych linii
(napriklad savci, ptaci, ale i hadi) byla rekombinace mezi pohlavnimi chromozomy zastavena ve vice
ruznych lokusech a v riiznou dobu (Handley et al., 2004; Lahn a Page, 1999; Vicoso et al., 2013; Wright

et al., 2012; Yin et al., 2016). Na takovychto pohlavnich chromozomech je mozné rozlisit takzvana



evolucni strata, ktera se li§i stafim, a tudiz i mirou divergence sekvenci homologickych gentina X a Y
chromozomech v systémech se sam¢i heterogamii (XX samice, XY samec) nebo na Z a W v systémech
se samici heterogamii (ZZ samec, ZW samice). Kazdé stratum by meélo odpovidat jedné udalosti
zamezeni rekombinace.

V tomto stddiu madme neparové pohlavni chromozomy (Y a W), které na urcitych mistech
nerekombinuji. Ty casti, které si stdle zachovavaji schopnost rekombinace b&hem meidzy
v heterogametickém pohlavi, se nazyvaji pseudoautozomalni oblasti (Graves et al., 1998). Jsou to
jedine¢né oblasti pohlavnich chromozomt, které vykazuji nékteré vlastnosti autozomt, ale jsou
nepochybné ovlivnény svou ¢aste¢nou vazbou na pohlavi (Otto ef al., 2011).

Mimo PAR jsou na Y nebo W chromozomu tedy regiony (jeden nebo vice), které nejsou
homogenizovany rekombinaci a jejich sekvence mohou divergovat od svych homologti na X nebo Z.
Tento proces, oznaCovany jako degenerace Y/W chromozomu (Charlesworth a Charlesworth, 2000;
Rice, 1996), je casto provazen ztratou nékterych geni (Skaletsky et al, 2003), akumulaci
heterochromatinu (Zhang et al., 2008), tedy i repetitivnich elementt (Ezaz a Deakin, 2014; O’Meally et
al., 2010), a dokonce Skodlivych mutaci, které se hromadi pfedevs§im genetickym driftem nebo draftem
(Charlesworth a Charlesworth, 2000; Rice, 1996; 1987a). I relativng si blizké taxonomické jednotky se
mohou liSit v mife degenerace pohlavnich chromozomt (Ezaz et al., 2009).

Pohlavni chromozomy vznikly v evoluci nékolikrat nezavisle na sob& (Capel, 2017; Ezaz et al.,
2009; 2006). Pii vzniku pohlavniho chromozomu mohly ziskat ulohu pohlavi determinujiciho genu
v riznych liniich i rGzné geny. Bohuzel funk¢ni evidence existuje jen pro dva geny urcujici pohlavi u
amniot. U zivorodych savcil (placentdlové a va¢natci), az na neékteré vyjimky (Just ef al., 1995), urcuje
pohlavi v systému se sam¢i heterogamii Y-vazany gen SRY (Sinclair et al., 1990). Bylo dokazano, ze
prosta pritomnost tohoto genu spusti vyvoj varlat a nésledné samciho fenotypu u XX mysi (Koopman
et al., 1991). Analogicky i pacienti s Klinefelterovym syndromem (XXY) jsou muzi. Naproti tomu u
ptakl v systému se samici heterogamii urc¢uje pohlavi Z-vazany gen DMRT1 (Shan et al., 2000). Tento
gen funguje na principu genové davky, kdy jsou pro iniciaci samciho fenotypu zapotiebi dvé kopie
tohoto genu. Podobné¢ jako v predchozim piipadé u mysi, bylo toto testovano na zarodcich kurat. Tém
byla zastavena exprese DMRT]I, v dusledku ¢ehoz se pfes svlij ZZ genotyp vyvijely v samice (Smith
et al., 2009). Tyto geny se zdaji byt na zacatku kaskady exprese riznych dalSich geni, ktera v kone¢ném
disledku zah4ji diferenciaci indiferentni zarode¢né gonady bud’to ve vaje¢nik nebo varle. Nicméné bylo
dokazano, Ze uméle indukovana exprese genu Sox 9, ktery je obycejné aktivovan ptimo SRY, muze
spustit vyvoj varlat u savcl i bez SRY samotného (Vidal et al., 2001).

ProtoZe mezi hadimi zastupci miizeme najit i druhy s mnohacetnymi pohlavnimi chromozomy,
nebylo by od véci, vysvétliti jejich vznik a podstatu. Mnohacetné pohlavni chromozomy jsou specialnim
pfipadem neo-pohlavnich chromozomii (Pokorna et al., 2014). Pokud je pohlavni chromozom obohacen
o autozomalni material nebo nové ziska tlohu pohlavniho chromozomu autozom, mluvime o

neo-pohlavnich chromozomech. Ty vznikaji nejcastéji fuzi jiz existujicich pohlavnich chromozomu
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s autozomy (Bachtrog, 2013; Nguyen et al., 2013; Rovatsos et al., 2016). V ptipad¢, kdy se jeden z part
autozomu slouci s jednim z paru pohlavnich chromozomi (Castéji s Y nebo W), vznikne trojice
chromozomil, oznaCovanych jako mnohacetné pohlavni chromozomy. Mimo fuzi a translokaci
autozomalniho materidlu s origindlnimi pohlavnimi chromozomy mohou mnohacetné pohlavni
chromozomy vzniknout také naptiklad rozdélenim alespoii jednoho ptivodniho pohlavniho chromozomu
(Toder et al., 1997). Karyotyp s mnohacetnymi pohlavnimi chromozomy se vyznacuje lichym poctem

chromozomil u heterogametického pohlavi (Pokorna et al., 2014).

1.3.  Hranice a pfechody mezi ESD a GSD

Nejcastéjsim  typem ESD je TSD (zkratka anglického femperature-dependent sex
determination), Cili teplotné¢ urcené pohlavi a bylo poprvé popsano u agamy osadni (Agama
agama)(Charnier, 1966). V pribéhu vyvoje zarodku organismu s TSD existuje urcita termo-senzitivni
perioda nebo faze, coz je ¢asovy usek nebo faze vyvoje, kdy aktualni teplota okoli uréuje nevratny vyvoj
bud’to v samce nebo samici. Zmény teplot mimo tuto periodu/fazi pak uz na pohlavi efekt primarne
nemaji (Bull a Vogt, 1981; Mrosovsky a Pieau, 1991).

Z vySe zminéného by se dalo usoudit, Ze pfi striktné konstantnich teplotach budou druhy s TSD
produkovat jen jedno pohlavi, zatimco u druhti s GSD bude pomér pohlavi 1:1. Toto ovSem ne vzdy
plati, jelikoz jsou ve hie i dal$i okolnosti, které je nutno brat v potaz. Prvni z nich je fakt, Ze hrani¢ni
hodnoty intervalu moznych inkubacnich teplot mohou zvySovat mortalitu jednoho pohlavi a vychylovat
tak sekundarni pomér pohlavi i u systémi s GSD. Tento jev byl pozorovan naptiklad na hadovi Pituophis
melanoleucus z ¢eledi Colubridae. Nizka inkubadni teplota v tomto ptipadé zplsobovala vys$si mortalitu
samcich zarodki, naopak pii vysokych teplotach umiraly ¢astéji sami¢i (Burger a Zappalorti, 1988).
Poméry pohlavi mohou byt u GSD systémt vychylovany naptiklad i cilenou resorpci plodu urcitého
pohlavi, ktera byla pozorovana napiiklad u mysi (Krackow, 1992). Aby toho nebylo malo, u nékterych
zvitat s TSD (napiiklad mnoha druhti Zelv) existuje teplotni hodnota, pii které se lihne potomstvo
vpomeru 1:1 (Mrosovsky a Pieau, 1991; Mrosovsky a Yntema, 1980). Pfi této takzvané pivotal
temperature tedy operuje zatim neurCeny mechanismus, ktery je obycejné potlacen TSD pii jinych
teplotach. Vysvétlenim tohoto jevu budou pravdépodobné genetické rozdily mezi jedinci (Schroeder et
al., 2016), ptipadné jina forma ESD. DalSim faktorem, ktery maze identifikaci TSD od GSD znesnadnit
(Valenzuela et al., 2003) je fakt, ze se oba mechanizmy mohou vyskytovat u stejného druhu. Toto bylo
pozorovano u scinka Bassiana duperreyi. U tohoto druhu se sam¢i heterogamii indukuje nizka teplota
inkubace vznik nejen XY, ale také XX samct (Radder et al., 2008; Shine et al., 2002). U agamy vousaté
(Pogona vitticeps) se samici heterogamii s heteromorfnimi pohlavnimi chromozomy naopak vysoké
teploty inkubace mohou zapfi¢init, ze jsou jedinci se sam¢im genotypem (ZZ) fenotypové samice
(Quinn et al., 2007). Na prikladu agamy vousaté je rovnéz zajimavé, Ze jako prvni a jedina mezi amnioty
byla tato reverze pohlavi pozorovnana i u divoce zijicich populaci (Holleley ez al., 2015). Bylo ovéteno,

ze ZZ samice jsou plodné a kladou vejce, z nichZ se pii obycejnych teplotach lihnou samci (ZZ), pii



vysokych samice (ZZ) (Ehl et al., 2017; Holleley et al., 2015). Toto dokazuje, Ze pifechod od GSD
s heteromorfnimi chromozomy k ESD je mozny, a¢ neobvykly. Ve vét§ing ptipadi by totiz jedinci, kteti
prodélali reverzi pohlavi, méli mit niZsi fitness nez ostatni jedinci stejného pohlavi (fenotypového) a to
v disledku absence pohlavné specifickych genli na pohlavnich chromozomech (Johnson Pokorna a
Kratochvil, 2016). A skute¢né€, minimalné u Supinatych plazt probihaly pfechody mezi systémy urceni
pohlavi téméf vyhradné ve sméru od ESD k GSD (Gamble et al., 2015; Pokorné a Kratochvil, 2009).
ESD se zd4 byt ancestralnim stavem jak pro Supinaté, tak i amniota celkové (Johnson Pokornd a
Kratochvil, 2016). Rizné linie amniot si tedy vyvinuly rizné systémy urCeni pohlavi (Obr. 1),
pficemz nékteré skupiny spoléhaji striktné na GSD, jiné na TSD a v nékterych mizeme nalézt az
prekvapivou variabilitu tfeba i na trovni druht (Pokorna a Kratochvil, 2009). Oblasti zajmu této prace
je skupina, ve které se vyskytuje pouze GSD. TSD nebyla prokazana u zadného zatim studovaného
hadiho druhu a ani budouci objev tohoto mechanismu urceni pohlavi se u hadti z momentalniho pohledu

nezda pravdépodobny (Oguiura et al., 2009; Olmo a Signorino, 2005).
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Obr. 1: Systémy urceni pohlavi u amniot podle (Capel 2017). Upraveno.

1.4. Cile prace

Hlavnim cilem prace je shromazit dostupné informace tykajici se pohlavnich chromozomi a
systéml urceni pohlavi hadi. Prace pojedndva o nékterych jevech, které se podileji na evoluci
pohlavnich chromozomil této skupiny. Mezi takové patii napfiklad degenerace W chromozomu,
kompenzace genové davky, suprese rekombinace mezi pohlavnimi chromozomy, fenomén rychlého
Z chromozomu a jiné.

Dalsim cilem je poukazat na mezery v né€kterych oblastech studia vradmci tématu prace,

popfipad¢€ naznacit, v ¢em by budouci studium této problematiky mohlo byt pfinosné.



2.  Hadi

Hadi se svymi téméi 3700 popsanymi druhy tvoii vice nez téetinu druhové diverzity Supinatych
plazt (Squamata). Do této pocetné skupiny kazdorocné ptibyvaji desitky nové popsanych druhti, diky
¢emuz jejich celkovy pocet v lednu roku, 2018 piesahoval jiz 10700 (Uetz et al., 2018). Obrovska
diverzita Supinatych se odrdzi nejen na jejich morfologii, ale také etologii a ekologii. Vysledkem je
pomérné heterogenni skupina plazi, kterd obsazuje bohatou $kalu riiznych nik a které mtizeme nalézt
na vSech kontinentech s vyjimkou Antarktidy.

Supinati se od své sesterské skupiny Rhynchocephalia, kterd zahrnuje jediny recentni druh —
haterii novozélandskou (Sphenodon punctatus), oddélili zhruba pied 277 miliony let. (Zheng a Wiens,
2016). Spolu s hateriemi tvoti Supinati skupinu Lepidosauria (Uetz et al., 2018).

Fylogeneze Supinatych plazil prosla od zacatku milénia drastickymi zménami poté, co se pro
sestavovani fylogenetickych stromti zacaly pouzivat také molekuldrni metody namisto ¢isté
morfologickych znakl (Losos et al., 2012; Gauthier et al., 2012; Pyron et al., 2013). Na zakladé¢ jiz
nékolika studii v§ak dnes muzeme fici, Ze hadim nejpiibuznéjsi jsou spole¢né skupiny Iguania a
Anguimorpha, které jsou si sesterské a spole¢né s hady tvoii taxonomickou skupinu Toxicofera (Vidal
a Hedges, 2005). Pro lepsi pfedstavu, skupinu Iguania tvoti skupiny Acrodonta, do které patii ¢eledi
chameleonoviti (Chameleonidae) a agamoviti (Agamidae), a Pleurodonta, obsahujici napiiklad ¢eledi
leguanoviti (Iguanidae), anolisoviti (Dactyloidea) a jiné. Do Anguimorpha patii znamé celedi jako
napiiklad varanoviti (Varanidae), slepySoviti (Anguidae) nebo korovcoviti (Helodermatide) (Pyron et
al.,2013).

Hadi se od svych dvou sesterskych skupin oddélili ptiblizn€ pred 185 miliony let, coz odpovida
jurskému obdobi (Zheng a Wiens, 2016). V souladu s timto molekularné stanovenym datem je i nejstarsi
dosud nalezena fosilie ptfisuzovana hadimu zastupci (Eophis underwoodi), jejiz vék byl stanoven na
ptibliznych 167 miliond let (Caldwell ef al., 2015). Ackoliv byla tato a dal$i podobné staré fosilie
primitivnich hadi nalezeny v Evropé a Severni Americe, tehdejsi Laurasii, poc¢atky hadi evoluce se
patrné odehravaly na superkontinentu Gondwana, konkrétné v jeji zdpadni Césti, ktera odpovida dnes$ni
Africe a Jizni Americe (Hsiang et al., 2015; Vidal et al., 2009).

Ancestralni fenotyp hadil je stale ptedmétem diskuzi. Bylo navrzeno nékolik moznych teorii
vysvétlujicich, jak hadi pfisli ke svému specifickému habitu, jako napfiklad flexibilnim celistem,
prodlouZzenému beznohému télu nebo uchu, které nema vnéjsi zvukovod ani bubinek. Jedna z nich
naznacuje, ze hadi ve své rané evoluci pros§li vodnim prostiedim (Caprette et al., 2004; Lee, 2005) a
jejich predci byli podobni dnes vyhynulym vodnim je$térim, mosasaurdm (Lee et al., 1999). Ztratu
koncetin pak vysvétluje pfechodem do vodniho prostfedi podobné, jako pfisli o koncetiny i jini
obratlovci, naptiklad kytovci a sirény. Hadi oproti vodnim savcim vSak patrné pfisli nejdfive o predni
a az pozdéji o zadni koncetiny (Apesteguia a Zaher, 2006; Tchernov ef al., 2000). Dalsi, v posledni dob&

vice popularni teorie, vysvétluje nynéjsi hadi podobu ¢astenym podzemnim Zivotem. Prvni hadi byli



podle této teorie ryjici plazi, jez se zahrabavali pod zem nebo do hrabanky tak, jako tomu ¢ini i naptiklad

recentni zastupci skupiny Scolecophidia (Da Silva et al., 2018; Hsiang et al., 2015; Yi a Norell, 2015).

2.1.  Fylogeneze hadi

I pfes neustalé snahy o rozieseni taxonomickych vztaht se studie poslednich let ¢asto neshoduji
ani na systematice n¢kterych hadich celedi. V tato prace se tedy bude drzet spise vétsich celkd, podle
kterych jsou hadi tradi¢né tiizeni.

2.1.1. ,,Scolecophidia‘“

Scolecophidia (syn. Typhlopoidea) je bohuzel malo studovanou skupinou hadd. Jsou to
povétsinou podzemni druhy zivici se larvami mravenct nebo termitti. Maji redukované o¢i a na prifezu
kruhovité télo uzptisobené zivotu pod zemi. Velikosti jen vyjime¢né piesahuji 30 cm. Patii sem nejmensi
druhy hadd dosahujici maximalni délky okolo 10 centimetrti (Hedges, 2008). Tato skupina zahrnuje 5
Celedi. Nejpocetnéjsi jsou Typhlopidae se svymi 269 druhy a Leptotyphlopidae se 139 druhy, dale sem
patii Anomalepidiae, Gerrhopilidae a Xenotyphlopidae. Dohromady do této skupiny nyni spada 449
druhti (Uetz et al., 2018). V poslednim desetileti bylo opakované dokazano, Zze je tento taxon
parafyleticky (Zheng a Wiens, 2016; Pyron et al., 2013; Streicher a Wiens, 2016). Ve vnitini fylogenezi
této skupiny panuji urcité nejasnosti a neni jest€ zcela rozhodnuto, zda je celed Anomalolepidae
sesterska vsem ostatnim hadiim (Figueroa et al., 2016; Pyron et al., 2013) nebo jen vS§em Alethinophidia

(Streicher a Wiens, 2016; Wiens ef al., 2012; Zheng a Wiens, 2016).
2.1.2. Alethinophidia

Tuto skupinu tvoti vSichni zbyli hadi, kteti nepatii do Scolecophidia. Bylo n¢kolikrat nezavisle
dokazano, zZe je tato skupina monofyletickd (Pyron et al., 2013; Wiens et al., 2012; Streicher a Wiens,
2016; Zheng a Wiens, 2016). Jiz tradi¢né se d¢€li na dvé skupiny — Henophidia a Caenophidia.
»Henophidia*

Je skupina hadt tvofend ptiblizn€ 215 druhy (Uetz et al., 2018). Mnoho molekularnich studii
potvrdilo Henophidia jako parafyleticky taxon (Pyron ef al., 2013; Streicher a Wiens, 2016; Zheng a
Wiens, 2016). Autofi se shoduji, ze dvé Celedi této skupiny — Aniliidae a Tropidophiidae jsou si sesterské
a spolecné sesterské vSem ostatnim Alethinophidia. Po vylouceni téchto dvou celedi tvori podle
Streicher a Wiens (2016) a Zheng a Wiens (2016) zbytek Henophidia monofylum sesterské ke skupiné
Caenophidia, podle Figueroa et al. (2016) a Pyron et al. (2013) stale ne. Kromé vySe zminénych sem
patii Celedi Xenophididae, Bolyeriidae, Calabaridae, Boidae, Anomochilidae spole¢né s
Cylindrophidae, Uropeltidae, Xenopeltidae, Loxocemidae a Pythonidae.

Caenophidia

Majoritni vétSina hadich druhti spada do této monofyletické skupiny, ktera se od ostatnich hada

oddélila pted zhruba 80 miliony let (Zheng a Wiens, 2016). Na jeji bazi se nachazi ¢eled’ Acrochordidae,

ktera jako jedina z ¢eledi Caenophidia nepatii do nadceledi Colubroidea. Postupné se odstépovaly celedi



Xenodermatidae, Pareatidae, Viperidae, Homalopsidae, Lamprophiidae spolecné s jejich vnitini
skupinou Elapidae a korunovou skupinou ztstava Colubridae (Pyron et al., 2013; Streicher a Wiens,
2016; Zheng a Wiens, 2016), ktera se svymi pfiblizné€, 1900 druhy tvoii vice nez polovinu v§ech hadich
druhti (Uetz et al., 2018).
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Obr. 2: Fylogenetické vztahy hadich eledi podle (Zheng a Wiens, 2016). Cernou barvou jsou oznadeny Geledi
skupiny Scolecophidia, hnédou Henophidia a Sedou Caenophidia.

3.  Pohlavni chromozomy Caenophidia

Hadi ze skupiny Caenophidia jsou momentaln€ nejlépe prozkoumanou skupinou hadi, co se
tyCe pohlavnich chromozomt. Nepochybné na tom ma zasluhu jejich obrovska diverzita, ale i fakt, ze
maji zastupci této skupiny heteromorfni pohlavni chromozomy, coz je Cini dobie identifikovatelnymi
(Begak a Becgak, 1969; Matsubara et al., 2006; O’Meally et al., 2010; Rovatsos et al., 2015¢; Vicoso et
al., 2013). Zde zminéné studie také dokladaji systém se samici heterogamii (ZZ/ZW) u vSech dosud
studovanych druhti ze vSech celedi této skupiny. U nékterych zastupci skupiny Elapidae byly dokonce
pozorovany mnohacetné pohlavni chromozomy. Bungar modravy (Bungarus caeruleus) byl prvni druh
obratlovce, u kterého byly objeveny mnohaéetné pohlavni chromozomy v systému se samici
heterogamii, kdy samci méli Z,2,Z,Z, a samice Z,Z,;W pohlavni chromozomy (Obr. 3) (Singh et al.,
1970). Mnohacetné pohlavni chromozomy byly dosud objeveny u 6 zastupct ¢eledi Elapidae a kazdému
pripadu se pfisuzuje jejich nezavisly vznik (Pokorna et al., 2014). Do stejné skupiny patfici vodnar kobii
(Enhydrina schistosa) o par let pozdéji odhalil své mnohacetné pohlavni chromozomy ve slozeni ZZ
pro samce a ZW W, pro samice (Singh, 1972b). Caste¢né i kvili témto v minulosti prob&hlym
chromozomovym pfestavbam maji zastupci Elapidae Casto dosti odvozeny karyotyp (Olmo a Signorino,
2005), od povétsinou konzervativniho karyotypu ostatnich hadich skupin. Ten se sklada z osmi pari
makrochromozomti a deseti partt mikrochromozomu (2n=36: 16+20) a ackoli se chromozomy raznych
skupin Casto lisi v morfologii, tento karotyp je pravdépodobné pro hady sdilenou homologii od

spolecného predka (Oguiura ef al., 2009). Odchylky od n&j by pak mély byt az druhotné. Z extrému



zminme naptiklad uzovku obrovskou (Hydrodynastes gigas), ktera ma v diploidnim karyotypu 16
makrochromozomi a 8 mikrochromozomi, tedy 24 chromozomil dohromady (Becak a Becak, 1969).
Naproti tomu hadi rodu Apostolepis nebo Sordellina mohou mit v karotypu 50 a vice chromozomi
(Oguiura et al., 2009). Pohlavni chromozomy pak v obvyklém piipadé¢ tvoii ¢tvrty nebo paty nejvetsi

par chromozomi v karyotypu.
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Obr. 3: Karyotyp samice bungara modravého s mnohacenymi

pohlavnimi chromozomy (Singh et al., 1970)

3.1.  Gen urcujici pohlavi

Z ivodni kapitoly o pohlavnich chromozomech vypyva, ze gen urcujici pohlavi hadd zatim
nebyl objeven. Nicméné nedavno zprostfedkoval dilezity nahled na mechanismus fungovani genu
urcujiciho pohlavi u hadti objev triploidniho jedince uzovky Elaphe bimaculata (Rovatsos et al., 2018).
Tento spontanné vznikly triploid se pres fadu abnormalit a defektt dozil dospélého véku. Pitva prokazala
ptitomnost jediného nefunkéniho varlete a potvrdila tak samci pohlavi. Spole¢né s jeho pohlavnimi
chromozomy ZZW tato skutenost naznacuje, ze gen urcujici pohlavi Caenophidia funguje na principu
genové davky (jako ptaci DMRTT1) a je na Z chromozomech, spiSe nez aby to byl dominantni gen (jako
savéi SRY) na W. Autofi zaroven nevylucuji méné pravdépodobnou moznost souhry obou typl

mechanismt vzhledem k nefungujicimu varleti a drobnym hemipenisim.

3.2.  Homologie pohlavnich chromozomt

Pro pochopeni evoluce pohlavnich chromozomt je nezbytné prozkoumat jejich potencialni
homologii s pohlavnimi chromozomy nebo autozomy jinych skupin a tim padem urcit, zda jsou zdédény
od spole¢ného predka nebo se vyvinuly nezavisle. V prvni fad¢ by bylo dobré zminit, Ze testovani
zastupci za vSech skupin v ramci Caenophidia maji homologické pohlavni chromozomy (Rovatsos
et al., 2015¢). Toto potvrzuje dlouhodobou stabilitu pohlavnich chromozom® Caenophidia, které byly
patrné piitomny uz u jejich spoleéného predka. Evolu¢né stabilni pohlavni chromozomy v systému se
samici heterogamii a karyotyp slozeny z mikrochromozomil a makrochromozomtl maji, podobné jako
Caenophidia, napiiklad ptaci. Jejich pohlavni chromozomy se v§ak ukazaly byt hadim nehomologické,

kdyZz byla prokazana homologie mezi pohlavnimi chromozomy (respektive chromozomu Z) hada



Elaphe quadrivirgata (Colubridae) s 2. a 27. parem autozomu kura domaciho (Matsubara et al., 2006;
O’Meally et al., 2010). Podobné tomu bylo i v pfipad€¢ hledani homologii s lidskymi chromozomy.
Rizné lokusy hadich pohlavnich chromozmti odpovidaly lokusiim na nejméné ¢tytech riznych lidskych
autozomech (Matsubara et al., 2006). Ptaci a savci jsou si ale s hady evolu¢né relativné vzdaleni a
rozdily v poctu a genovém obsahu jednotlivych chromozomi tedy nejsou az tak piekapivé. Dilezité je
zjisténi, ze si tyto linie vyvinuly pohlavni chromozomy nezévisle. Pti prozkouméani blizsich ptibuznych
hadd se zjistilo, Ze pohlavni chromozomy Caenophidia nejsou homologické ani pohlavnim
chromozomiim jinych Toxicofera, pfesnéji chameleont a varanti, ktefi maji také systém urceni pohlavi
se samic¢i heterogamii (Rovatsos et al., 2015c). V rdmci Toxicofera se ale ukazaly byt hadi pohlavni
chromozomy homologické 6. paru autozomdu jestéra Anolis carolinensis ze skupiny Iguania (Rovatsos
et al., 2015¢c; Vicoso et al., 2013). U A. carolinensis urcuje pohlavi systém se samci heterogamii,
pficemz pohlavni chromozomy se nejspi§ vyvinuly z paru mikrochromozomii (Alf6ldi et al., 2011;
Giovannotti et al., 2017). Na tomto piikladu je krasné pozorovatelny fakt, ze i relativné blizké linie
Supinatych si vyvinuly rizné systémy uréeni pohlavi a pohlavni chromozomy z rtiznych pard autozomu.
Mimo jiné nam tato homologie dava predstavu, jak pfiblizn¢ pohlavni chromozomy hadl na zacatku

své evoluce vypadaly a jaké geny obsahovaly.

3.3. Degenerace W chromozomu

Zastupci Caenophidia maji pohlavni chromozomy, které jsou od sebe bézné odlisitelné podle
rozdilu ve velikosti, pozice centromery nebo rozmisténi heterochromatinu. W chromozom byva castéji
mensi nez Z nebo podobné velky, coz koresponduje s predstavou postupné ztraty genetického materialu
W (Begak a Begak, 1969). Jsou ale i pripady, kdy je W chromozom vyrazné vétsi nez Z, jako tieba
v pfipad¢ hadt rodu Clelia (Colubridae) (Begak a Becak, 1972) a potom samoziejmé v piipadech druhii
s mnohacetnymi pohlavnimi chromozomy, kdy je W obohacen o pivodné autozomalni material.
Naptiklad v pfipadé jiz zminéného bungara (Bungarus caeruleus) predstavuje W 23 % velikosti
haploidniho chromozomalniho setu (Singh et al., 1970). Z a W se od sebe Casto lisi v pozici centromery
(Becak a Becak, 1969; Singh, 1972a), pficemz W byva casto submetacentricky az subtelocentricky
(Augstenova et al., 2017; Matsubara et al., 2006). Kratké raménko W chromozomu je znacné
degenerované u studovanych zastupci Caenophidia a nebyly na ném nalezeny zadné gametologické
geny, tedy homologické geny na pohlavnich chromozomech vzniklé zamezenim vzajemné rekombinace
a naslednym vyvojem pohlavnich chromozomu. Samotny proces degenerace jde také ruku v ruce i se
ztratou gentt z W chromozomu, kterd mize byt u rlznych linii dosti specifickd. Pro pfedstavu, na
Z chromozomu hada Thamnophis elegans (Colubridae) bylo detekovano 723 gent, zatimco na W jen
29. Podobné¢ i v ptipade chiestyska Sistrurus miliarius (Viperidae) to bylo 712 ku 61 ve prospéch
Z chromozomu (Vicoso et al., 2013). Na téchto ¢islech se vSak neodrazi fakt, Ze zastupci Celedi

Viperidae maji oproti Colubridae daleko vice morfologicky diferencované pohlavni chromozomy.



V telomerické oblasti kratkého raménka W a kratkého (napt. Protobothrops flavoviridis) nebo
dlouhého (napt. Elaphe quadrivirgata) raménka Z se nachazi repetitivni sekvence typu BamHI, které
jsou homologické a miize mezi nimi probihat rekombinace (Matsubara et al., 2016a; 2006; O’Meally
et al., 2010). Zaroven se zdaji byt vysoce konzervativni, protoze byly ve stejné oblasti nalezeny i u
zastupcii skupiny Henophidia. Kromé téchto obsahuje W chromozom Caenophidia jesté celou plejadu
dalsich repetitivnich sekvenci v rdmci konstitutivniho heterochromatinu, ktery byl pozorovan u mnoha
druhti a v rdmci vétSiny Celedi této skupiny (Augstenova et al., 2017).

Jako prvni zminime napiiklad Bkm repetice (z anglického banded krait minor satellite). Ty
dostaly své jméno podle bungara prouzkovaného (Elapidae), na jehoz W chromozomu byly poprvé
objeveny (Singh et al., 1980). Tvoii je motivy (GATA), a (GACA), a byly pozorovany u vSech
testovanych Celedi Caenophidia (Augstenova et al., 2017; O’Meally et al., 2010; Rovatsos et al., 2015a)
s vyjimkou zastupce Celedi Acrochordidae, piestoze ma silné heterochromatinizovany W chromozom
(Rovatsos et al., 2017b). Znamena to tedy, ze se Bkm repetice na pohlavnich chromozomech
Caenophidia patrné objevily aZ po oddéleni linie Acrochordidae a potvrzuje sesterskou pozici této celedi
ku vSem ostatnim Caenophidia. Ackoli jsou Bkm repetice mezi obratlovci na neparovych pohlavnich
celkem bézné, studie ukazuji, ze se vyvinuly spise konvergentné, nez aby byly homologické (Matsubara
et al., 2016b; O’Meally et al., 2010; Pokorna et al., 2011).

Dal$im typem repetic, akumulujicich se nejen na W chromozomu, jsou intersticialni telomerické
sekvence (ITS). Telomerické sekvence se obycejné€ vyskytuji na uplnych koncich terminalnich ¢asti
chromozomil, kde tvofi spolu s proteinovym komplexem — shelterinem jakousi ochranou cepicku
(O’Sullivan a Karlseder, 2010). Ta chrani konce chromozomti pied nechténou rekombinaci nebo fuzi,
ale hlavné pred postupnou degradaci béhem replikace. Mechanismus zodpovédny za syntézu nového
chromozomu totiz nedokaze replikovat DNA, ktera je na iplném konci chromozomu (50-200 part bazi),
coz by vedlo pii absenci telomer k nevratné ztraté klicového genetického materialu (Olovnikov, 1973).
Telomery se tedy kazdym délenim zkrati. Tento proces ale neni nevratny. Enzym telomeraza na principu
reverzni transkriptazy syntetizuje na konce chromozomu nové telomery podle RNA templatu, ktery si
nese (Greider a Blackburn, 1985). Telomeraza je v somatickych buiikach po vétSinu ¢asu neaktivni
(Schmitt et al., 1994). Pokud se telomerické repetitivni sekvence, v pfipad¢ obratlovcl slozené z
(TTAGGG), hexameru, vyskytuji mimo terminalni ¢asti chromozomu, jsou povazovany za ITS. A
prestoze se ITS mohou stejné jako na pohlavnich chromozomech vyskytovat i na autozomech (Meyne
et al., 1990; Nanda et al., 2002; Rovatsos et al., 2015b), poskytuji cenny nahled na evoluci pohlavnich
chromozomii, protoze se do svych pozic dostaly pravdépodobné skrz chromozomové piestavby.
Zaroven bylo zjiSténo, Ze oblasti amplifikace ITS jsou vice nestabilni a tudiZz nachylné ke zlomdm,
potencialné vedoucim k dal§im chromozomovym prestavbam (Bolzan a Bianchi, 2006; Lin a Yan,
2008). Pritomnost ITS byla detekovana napiiklad na W chromozomu druhl Elaphe bimaculata
(Colubridae), Homalopsis buccata (Homalopsidae), Pantherophis guttatus (Colubridae), Boaedon sp. 1

(Lamprophiidae) a Xenodermus javanicus (Xenodermatidae). Naproti tomu u druhtt Natrix natrix
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(Colubridae), Boaedon sp. 2 a Acrochordus javanicus (Acrochordidae) ITS na W detekovany nebyly.
Jejich fylogenetické rozmisteéni, stejn€ jako rozdilné mnozstvi mezi pfibuznymi druhy naznacuje
vicenasobny a nezavisly vznik. V piipadé H. buccata a X. javanicus byl zjistén velky rozdil v mnozstvi
ITS mezi pohlavimi ve prospéch samic (Augstenova ef al., 2017)

Matsubara et al. (2016b) zkoumali vyskyt mikrosatelitovych motivii v ramci repetitivnich
sekvenci na pohlavnich chromozomech u riznych zastupcii skupiny Sauropsida. Vybrany druh hada,
pakobra paskovana (Notechis scutatus, Elapidae), vykazoval nejvétsi variabilitu v mikrosatelitovych
motivech, kterych bylo na jeho W chromozomu nalezeno 8: (GATA)n, (GACA)s, (AG)n, (AC)s, (AT)y,
(AAT),, (AATC)n a (ATCC),. Diky tomu, zZe se repetitivni elementy pravdépodobné vyvijeji u riznych
linii nezavisle a mohou se zna¢né lisit jak mirou amplifikace, tak i motivem a to i u blizce ptibuznych
druhti, je W chromozom pomérné variabilni a dosti dynamickou strukturou nejen hadiho karyotypu.
Naproti tomu Z chromozom, jak uz bylo zminéno vySe, je synténni i chromozomiim relativné

vzdalenych druht, a proto celkem konzervativni.

3.4. Kompenzace genové davky

Jak postupuje degenerace neparového pohlavniho chromozomu a heterogametickému pohlavi
zustava jen jedna funk¢ni sada Z-vazanych/X-vazanych gent, vyvstava potieba vyvazit pomér exprese
genil vazanych na parové pohlavni chromozomy vici geniim na autozomech (Ohno, 1967). Toho lze
docilit riznymi mechanismy, souhrnné spadajicimi pod jev zvany kompenzace genové davky
(Charlesworth, 1978). Priklady a pozorovani ale naznacuji, Ze pro mnohé skupiny neni az tak klicové
vyvazit pomér exprese Z/X-vazanych viué¢i autozomum, ale spiSe pomér exprese Z/X-vazanych gent
mezi pohlavimi. Toto pozorujeme naptiklad u Zivorodych savci (XX/XY) nebo motylt (ZZ/ZW)
(Walters a Hardcastle, 2011). Tento jev vSak né€ktefi autoii jako typ kompenzace genové davky
neuznavaji, protoze neodpovida pitivodni definici (Mank et al., 2011). Tato prace bude pod pojmem
kompenzace genové davky chapat i tento jev. S vyjimkou motyli nebyla celo-chromozomova
kompenzace genové davky pozorovana u zadné jiné skupiny se samici heterogamii. Naproti tomu u
systému se samci heterogamii je tento typ kompenzace genové davky hojny a vyvinul se n€kolikrat
nezavisle (Naurin ef al., 2010). Skupiny se casto li§i i samotnym mechanismem, jakym genovou davku
vyrovnavaji (Gupta et al., 2006; Nguyen a Disteche, 2006).

Vicoso et al. (2013) ve své praci dokazali, Zze hadi skupiny Caenophidia jednozna¢né nemaji
celo-chromozomovou kompenzaci genové davky. Pfidavaji se tak k dal$im skupindm se samici
heterogamii, jako naptiklad k ptakiim (Ellegren et al., 2007) nebo krevnickam (Vicoso a Bachtrog,
2011), které si také celo-chromozomovou kompenzaci nevyvinuly. Pro¢ se celo-chromozomova
kompenzace genové davky vyskytuje ¢astéji u systému se samc¢i heterogamii nez u systému se samici
heterogamii, je stale nejasné. Jednim z mnoha potencialnich vysvétleni tohoto jevu muze byt potieba
zachovat rozdil v genové davce genu urcujiciho pohlavi mezi pohlavimi (Ellegren et al., 2007).

Napiiklad DMRT1 u ptakd kompenzovany byt nemize, protoze funguje pravé na principu rozdilné
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genové davky. Mimo gend urcujicich pohlavi je mozné, ze Z chromozom nese geny nebo alely vyhodné
pro samce, jejichz kompenzace by samicim spise Skodila (Wright et al., 2012). Z chromozomy jsou totiz
dve tfetiny svého evolu¢niho ¢asu v samcich, a proto se da predpokladat, ze se na nich budou hromadit
geny a alely vyhodné pro samce. Diivod pro¢ by toto fungovalo ¢astéji u systémi ZZ/ZW pro samce, a
ne u XX/XY systému pro samice, by mohl byt ten, Ze samci jsou obecné vystaveni vyssi selekci
pohlavnim vybérem. Pro samice v systémech ZZ/ZW by tedy bylo vyhodnéjsi si specificky
kompenzovat jen neékteré¢ geny Z chromozomu (Naurin ef al., 2010). Lokalni kompenzace nékterych
genu byla skute¢né experimentalné podpofena u samic ptakt i hadt (Itoh et al., 2010; Vicoso et al.,

2013).

3.5. Gametology WAC a CTNNBI

Gametology jsou homologické geny vzniklé diky zamezeni vzijemné rekombinace a
naslednému vyvoji pohlavnich chromozomt (Garcia-Moreno a Mindell, 2000). Diky jejich podstaté je
mozné, po analyze sekvenci téchto genti u riznych druhli a urceni fylogeneze téchto sekvenci,
zrekonstruovat, kde a kdy se rekombinace na pohlavnich chromozomech zastavila, popiipad¢ kolikrat.
Porovnanim sekvenci je také mozno urcit rychlost, jakou se geny vyvijely, a tudiz ndm davaji cenny
nahled na proces degenerace pohlavnich chromozomu a jejich naslednou evoluci. V minulosti bylo
uzite¢nych vlastnosti gametologli uz nckolikrat vyuZzito pii zkoumani diferenciace pohlavnich
chromozomil naptiklad ptakt a savci (Handley et al., 2004; Lahn a Page, 1999). V piipad¢€ hadt byly
pro studium vybrany dva gametology a to WAC, nachazejici se v telomerické oblasti, a CTNNBI1
z centromerické oblasti pohlavnich chromozomii. (Matsubara et al., 2006). Ackoliv tato ptivodni studie
nenasla na W chromozomu hada Protobothrops flavoviridis (Viperidae) zadny ztéchto dvou
gametologtll, pozdéjsi a podrobnéjsi zkoumani za pouziti pokrocilej$ich metod jejich vyskyt na W tohoto
druhu potvrdilo (Matsubara et al., 2016a). Podobné Vicoso et al. (2013) nenasli CTNNB1 na W
Thamnophis elegans (Colubridae). Tento fakt mize byt vysledkem druhotné a druhove specifické ztraty
tohoto gametologu zW chromozomu v pribéhu degenerace nebo chybou zplsobenou ztizenym
genetickym mapovanim v siln€ heterochromatickych oblastech.

BliZe se problematice hadich gametologl vénovaly dvé préce, a to od kolektivi Laopichienpong
et al. (2017) a Matsubara et al. (2016a), ze kterych bude tato prace vychazet. CTNNBI1 je mezi amnioty
vysoce konzervativni. Homolog na Z hada E. quadrivirgata vykazoval vice nez 99 % podobnost
sekvence s homology ostatnich amniot, homolog na W pak mén¢ — asi 97,7 %. Naopak sekvence WAC
byly oproti CTNNBI1 mezi obratlovci vice variabilni, na W vice nez na Z. Pro homology na Z se tedy
da predpokladat, ze si diky negativni selekci, ktera udrzovala konzervativnost jejich sekvenci, udrzely
svou puvodni funkei, zatimco funkce homologh na W mohou byt mirn€ odlisné od ptivodniho stavu.
Mimo jiné je toto dalsi dikaz stability a konzervativnosti Z chromozomu hadd.

Na zakladé podobnosti sekvenci, nebo jejich ¢asti, byly sestaveny fylogenetické stromy pro

jednotlivé gametology. Na fylogenetickém stromé utvotily gametology na Z u zkoumanych skupin
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Caenophidia (Colubridae, Elapidae, Viperidae) odd€lenou skupinu od sekvenci na W a zaroven od
sekvenci Henophidia. To znamena, Ze k supresi rekombinace mezi homology CTNNB1 a WACnaZ a
W doslo po oddé€leni Caenophidia od ostatnich hadt, ale pied rozdélenim vySe zminénych celedi.
Gametology se poté vyvijely v kazdé linii nezévisle, pficemz ne kazdy musi kopirovat skute¢nou
fylogenezi skupiny Caenophidia nebo fylogenezi svého homologického protéjsku. V budoucnu by bylo
urCité zajimavé, provéfit gametology a jejich fylogenezi u Celedi Xenodermatidae a Acrochordidae,
které se nachazi na samé bazi Caenophidia. Matsubara et al. (2016a) do prace zahrnuli i dva druhy celedi
Acrochordidae, avSak u druhu Acrochordus granulatus jen samce, a tudiz u né&j chybély pro porovnani
sekvence gametologh na W. Gametology CTNNBI na W (od jediné zkoumané samice
Acrochordus arafurae) zaujimaly na fylogenetickém stromé predpokladanou polohu spolu s ostatnimi
sekvencemi Caenophidia. Sekvence CTNNBI1 na Zale na strom¢ vytvorily samostatnou vétev,
oddélenou od ostatnich Z-vazanych sekvenci Caenophidia. LepSi pochopeni této problematiky
nepiineslo ani porovnani WAC gametologii Celedi Acrochordidae. Jejich sekvence na Zi W tvorily
dohromady oddélenou vétev od ostatnich Caenophidia. Moznym vysvétlenim je, Ze se Z-vazané
sekvence ¢eledi Acrochordidae vyvijeji pomaleji nez u zbylych Caenophidia. Je taky mozné, Ze lokus
obsahujici WAC gen si u této Celedi zachoval schopnost rekombinace déle nez u ostatnich skupin
Caenophidia. Toto jsou ale zatim jen spekulace. Kazdopadné nam mohou gametology Acrochordidae
jesté mnoho prozradit a jejich studium by bylo v budoucnu ptinosné.

Bylo také navrzeno, Ze by se uziteénych vlastnosti gametogti dalo vyuzit také pti molekularni
determinaci pohlavi hadt skupiny Caenophidia (Laopichienpong et al., 2017b). Proces by fungoval
univerzalné diky tomu, Ze jsou si sekvence CTNNB1 nebo WAC na Z chromozomu piibuznéjsi mezi
ruznymi druhy nez se sekvencemi stejnych gametologti na W, byt’ u jednoho jedince. Tento princip by
mohl byt v mnohém pfinosem a =zlepSenim oproti momentalnim metodam, zalozenych na
morfologickych znacich, které jsou u mladych a malych jedinct ¢asto Spatné rozpoznatelné a neSikovna
manipulace jim maze snadno ublizit. Tento fakt doposud zpomaloval zachranné programy, nebot’ se
kvtli uréeni pohlavi musi obycejné pockat, az budou zvitata star$i nebo dospéla. Byla navrzena jeste

dalsi metoda pro feSeni tohoto problému, a sice uziti kvantitativniho PCR (Rovatsos ef al., 2017a). Je

N

3.6. RychlyZ

Pocatkem tisicileti byl na octomilkach (Drosophila) popsan, a¢ jiz delsi dobu pozorovan, jev
zrychlené evoluce X chromozomu (Counterman ef al., 2004). Ten se vyznacuje zrychlenym tempem
nesynonymni substituce u gentl na X vzhledem ke genlim vazanym na autozomech. Dva rizné evolu¢ni
mechanismy byly navrzeny jako vysvétleni tohoto problému. Prvnim je pozitivni selekce prospésnych
recesivnich alel. Aby na recesivni alely na autozomech mohla pusobit selekce, musi se vyskytovat

vvvvv

nez napiiklad alela dominantni. Naproti tomu na recesivni alelu na X v heterogametickém pohlavi (tedy
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samci) mize pisobit selekce piimo a tudiz mize byt rychleji fixovana v populaci (Charlesworth et al.,
1987). Druha teorie vysvétluje rychlou evoluci X jako neadaptivni a neutralni proces. Efektivni velikost
populace je pro geny vazané na X jen 3/, 4 efektivni velikosti populace pro geny na autozomech. Na takto
zmenS$enou efektivni populaci bude mit vétsi dopad geneticky drift, kterym se mohou fixovat i mirné
Skodlivé mutace (Mank et al., 2010b). Nutno zminit, Ze na efektivni velikost populace X/Z ma mimo
jiné velky vliv také systém parovani, naptiklad polygynie u ptakt (Corl a Ellegren, 2012; Wright et al.,
2015). Jak uz ted’ bylo naznaceno, zrychlena evoluce parovych pohlavnich chromozomt se netyka jen
X, ale i Z chromozomu. Obyc¢ejné se pro ovéteni efektu rychlého Z pouziva uréeni miry synonymnich
a nesynonymnich substituci u genll na Z a autozomech a nésledné porovnani téchto hodnot s jinym
druhem. Vicoso et al. (2013) provedli porovnani nejen mezi pfibuznymi hady, ale jejich hodnoty navic
porovnavali i s 6. parem autozomut anolise 4. carolinensis. A skute¢né se jim podafilo dokazat, ze
Z chromozom testovanych zastupci Caenophidia (z celedi Colubridae a Viperidae) prodélava
zrychlenou evoluci. Zaroven zjistili, ze efektivni velikost populace je pro Z chromozom jen asi 0,64
efektivni velikosti populace autozomu. Toto ¢islo je, oproti piredpokladanému 0,75, vychylené a
pravdépodobné za to mize polygynni systém parovani, podobné jako u nékterych ptakl. Byla tedy
vyslovena teorie, Zze vzhledem ke zmenSené efektivni populaci, je hlavni pti¢inou rychlého Z skupiny
Caenophidia drift. Stejny scénaf byl navrzen pro zrychlenou evoluci Z ptaki (Mank et al., 2010a; Wright
et al., 2015), ackoli novejsi studie se priklani spiSe k pozitivni selekci (Dean et al., 2015) podobné, jako

tomu je u motylt (Sackton et al., 2014).

3.7. Evolu¢ni strata

S postupnou degeneraci W chromozomu piestaly geny na néj vazané rekombinovat se svymi
homology na Z. Je pravdépodobné, Ze v pritbéhu tohoto procesu byla rekombinace potlacena v nékolika
riznych lokusech a v riznou dobu. Jelikoz se tedy nékteré ¢asti W chromozomu chovaly jako PAR déle
nez jiné, mélo by byt mozné podle miry degenerace od sebe tato evolucni strata odlisit, piicemz kazdé
stratum by mélo odpovidat jedné udalosti zamezeni rekombinace. Evolu¢ni strata byla nalezena na
diferenciovanych pohlavnich chromozomech ostatnich amniot, jmenovité savct a ptakt (Handley et al.,
2004; Lahn a Page, 1999). Pro jejich nalezeni na pohlavnich chromozomech hadt bylo nejdiive potieba
identifikovat co mozné nejvice W-vazanych gent. Ty bylo poté potfeba navézat na jejich homology
(respektive gametology) na Z chromozomu (Yin et al., 2016) nebo na homology 6. paru autozomu
A. carolinensis (Vicoso et al., 2013). Podle toho, kam se tyto W-vazané sekvence na prot¢jsi chromozom
navazaly, jak husté tvofily shluky a jak moc divergentni jsou jejich sekvence, je mozné nejenom urcit
pritomost, ale i lokalizaci a relativni stafi téchto evolucnich strata. Prvni prace, zabyvajici se timto
tématem potvrdila pfitomnost minimalné dvou evolucnich strata na pohlavnich chromozomech zastupcii
z ¢eledi Colubridae a Viperidae (Vicoso et al., 2013). Polohu nejstarSiho strata odhadli na oblast
v rozmezi, 20 az 50 Mbp 6. chromozomu anolise, tedy uprostied chromozomu. Pozna se podle toho, ze

v této oblasti, na rozdil od distalnich ¢asti chromozomu, bylo jen malo gametologickych gend.
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Identifikovana evolucni strata byla zaroven sdilena mezi zastupci obou celedi, coz znamena, ze k supresi
rekombinace v téchto oblastech muselo dojit pfed divergenci Colubridae a Viperidae, tedy pfed vice nez
60 miliony let (Zheng a Wiens, 2016). Dalsi prace, a bohuzel i posledni na toto téma, se zaméfila na
dikladnéjsi prozkoumani evoluénich strata jednoho druhu hada — Deinagkistrodon acutus z Celedi
Viperidae (Yin et al., 2016). Tato studie odhalila ptfitomnost 3 evolucnich strata na pohlavnich
chromozomech zkoumaného zastupce (Obr. 4). To nejstarsi bylo blize specifikovano na oblast 42 az 56
Mbp, tedy relativné v souladu s pfedchozi studii. Podobné staré, druhé nejtarsi se rozprostiralo od 0 po
42Mbp a nejmladsi na pozici 56 az 70 Mbp. Mimo jiné se ukdzalo, Ze pohlavni Z a W chromozomy

D. acutus jsou téméf nerekombinujici.

OMb 10Mb 20Mb 30Mb 40Mb 50Mb 60Mb 70Mb
L 1 1 1 1 1 1 1
1(PAR) 0.5 0
11111 RBIAY \ \ [ | \ | - I A
100% 85% 70%
(. I 11 nm 11 11 (T TH Y — - b
nmnni Y | | | I I DEICRI — - I
I — S0 - I—h— S1 -‘—I—h— S3 -(—I

Obr. 4: Evolucni strata, oznacend S1-S3 podle stafi, hada Deinagkistrodon acutus (Yin et al., 2016). a — read
depth Z chromozomu, b — podobnost sekvenci Z a W chromozomd, ¢ — read depth fragmenti W chromozomu

4.  Pohlavni chromozomy ,,Henophidia*

AC tato parafyletickd skupina neni ani zdaleka tak diverzifikovana jako Caenophidia, studium
pohlavnich chromozomil zastupct skupiny Henophidia zprostiedkovava diilezity nahled na evoluci a
dynamiku pohlavnich chromozomt hadii. Od pocatku zkouméani hadich pohlavnich chromozomi az do
minulého roku bylo obecné ptijimano, ze vSichni hadi bez vyjimky maji systém urceni pohlavi zalozeny
na samici heterogamii a ze jsou pohlavni chromozomy vSech hadii nejspise homologické (Booth ef al.,
2010; Matsubara et al., 2006; Ohno, 1967; Vicoso et al., 2013). Velkou zasluhu na tom mél nepochybné
fakt, Ze vétSina testovanych zastupct této skupiny ma homomorfni pohlavni chromozomy, které jsou od
sebe nerozliSitelné pomoci standartnich cytogenetickych metod (Becak a Begak, 1969). Na tirovni
sekvenci jsou také témer neodliSitelné, z ¢ehoz vyplyva, Ze az na nerekombinujici lokus obsahujici gen
uréujici pohlavi, se vétsSina pohlavniho chromozomu chova jako PAR (Rovatsos et al., 2015¢; Vicoso et
al.,2013).

Samici heterogamie s heteromorfnimi pohlavnimi chromozomy byla v minulosti potvrzena u
jediného zastupce, popsaného jako Acrantophis dumerili (Mengden a Stock, 1980). Od té doby nebyla
pohlavnim chromozomii skupiny Henophidia vénovana pfiliSna pozornost a bralo se jako fakt, ze jeji
zastupci maji stejné jako Caenophidia ZZ/ZW systém urCeni pohlavi. JenomZe do tohoto modelu
nezapadaly vysledky fakultativni partenogeneze nékterych krajt a hroznyst (rodu Boa), které byly

pozorovany v chovech (Booth et al., 2014; 2010). V systému se samic¢i heterogamii by se pfi fakultativni
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partenogenzi mély rodit pouze synové. Nicméné ve vSech zdokumentovanych piipadech se rodily
vyhradné samice.

Dalsim voditkem, které pomohlo pii identifikaci systémt urc¢eni pohlavi u zastupcti Henophidia,
byla dédi¢nost znaku (mutace ve zbarveni) u oblibeného terarijniho chovance — krajty kralovské (Python
regius, Pythonidae). Alela zodpovédna za odlisny fenotyp byla objevena dvakrat nezdvisle a bohuzel i
dvakrat pojmenovana. Mezi chovateli je znama4 jako banana nebo coral glow a je nad ptivodni — wildtype
(WT) netiplné dominantni. Pro néasledujici kiizeni byli pouziti heterozygoti banana a homozygoti WT.
Pfi pafeni samice banana (1. generace) a WT samce nebyly pozorovany zadné odchylky od
mendelistické autozomalni dé¢nosti. Pfi pareni samce banana (2. generace) s WT samici vSak fenotyp
banana v potomstvu neslo 93,4 % samic a jen 6,6 % samcl, dohromady neslo banana fenotyp 50 %
potomstva. Celkovy pomér pohlavi nebyl nijak vychylen a ani zadna specificka mortalita nebyla
pozorovana. Pii nasledném pafeni samce banana (3. generace) s WT samici neslo fenotyp banana
naopak 93,4 % samct a 6,6 % samic. Z téchto vysledkll vyvodili Mallery a Carrillo (2016), ze alela
banana je lokalizovana v PAR na X nebo Y chromozomu. Vzacni samci banana ve treti generaci a
vzacné samice banana ve Ctvrté vznikli diky rekombinaci X a Y chromozomu, ktera se dé&je
s pravdépodobnosti 6,6 %. Tento vysledek je opravdu zajimavy, protoze alela banana tedy musi byt na
pohlanich chromozomech blizko pohlavi uréujiciho lokusu.

Tyto vysledky vedly Gamble et al. (2017) k provéfeni pohlavnich chromozomu hadu Python
bivittatus (Pythonidae) a Boa imperator (Boidae) a bylo skuteéné potvrzeno, Zze maji XX/XY systém
urceni pohlavi. Stejna studie zaroven prokazala, Ze si krajty a hroznysi tento systém urceni pohlavi
vyvinuli nezavisle na sobé¢, kdyz se ukazalo, Ze zatimco krajti pohlavni chromozomy jsou homologické
6. autozomalnimu paru A. carolinensis, hroznysi jsou homologické paru mikrochromozomi stejného
druhu jesStéra. Zajimavé je, Ze prestoze maji krajty a Caenophidia rizné systémy urceni pohlavi, funkci
pohlavnich chromozomti u nich plni stejny par ancestralnich autozomil. Pro vysvétleni tohoto jevu
existuje vicero moznosti. Prvni z nich tik4, ze uz spole¢ny predek krajt a Caenophidia mél pohlavni
chromozomy také homologické 6. paru autozomil 4. carolinensis, a at’ uz mél piivodné ZZ/ZW nebo
XX/XY systém urCeni pohlavi, u krajt nebo Caenophidia doslo v minulosti k pfesmyku mezi témito
dvéma systémy. Pohlavni chromozomy hroznys$t by v tomto ptipad€ byly odvozené. Druha moznost je,
ze se pohlavni chromozomy vyvinuly z tohoto paru autozomi u obou skupin nezavisle — pivodni
autozomalni par mohl mit napiiklad né&jaké predispozice stat se pohlavnimi chromozomy. Pohlavi
chromozomy hroznysi by v tomto pfipadé mohly byt ancestralnim stavem.

Originalni nalez Z a W chromozomu u hrozny$t Acrantophis ze skupiny Sanzininae byl sice
autory Gamble et al. (2017) zpochybnovan, ale nova, zatim nepublikovana data kolektivu Augstenova
et al. (nedatovano) potvrdila pfitomnost heteromorfnich chromozomti Z a W u formaln¢ nepopsaného
druhu hada Acrantophis sp. cf. dumerili, ktery je morfologicky k nerozeznani od 4. dumerili. Ten ma
ale, podobné jako i jini pfibuzni zastupci této skupiny a na rozdil od 4. sp. cf. dumerili, homomorfni

pohlavni chromozomy s blize neuréenym systémem uréeni pohlavi. Pohlavni chromozomy A. sp. cf.
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dumerili jsou tedy mladé a pravdépodobn¢ vznikly pericentrickou inverzi, protoze W je v tomto piipade

subtelocentricky, zatimco Z metacentricky a na tirovni sekvenci se od sebe nelisi.

5. Pohlavni chromozomy ,,Scolecophidia*

Smutnou pravdou je, ze se toho o pohlavnich chromozomech této parafyletické skupiny vi
zalostné malo. Bylo provedeno nékolik karyologickych studii, diky kterym vime jen to, ze Zadny
z testovanych zastupci celedi Typhlopidae a Leptotyplopidae nema heteromorfni pohlavni
chromozomy (Mezzasalma et al., 2016). Za danych okolnosti tedy neni mozné urcit systém urceni
pohlavi u této skupiny.

Do této skupiny patifi jediny zndmy obligatné partenogeneticky druh hada - Indotyphlops
braminus z Celedi Typhlopidae. Tento had, jehoz populace tvoii vyhradné samice, je navic bézné
triploidni s karyotypem 3n = 42 (21 makrochromozomt a 21 mikrochromozomtl) (Mezzasalma et al.,

2016; Otaet al., 1991).

6. Diskuze a Zavér

Tato prace podava aktualni a uceleny nahled na problematiku hadich pohlavnich chromozmi a
nekterych procest, které se podilely na jejich evoluci. Poukazuje také na nerovnomérnou distribuci
pozornosti, kterd byla vénovana tfem hlavnim skupinam hadu.

Pohlavni chromozomy a systém urceni pohlavni jsou nejlépe zdokumentované u skupiny
Caenophidia. Vsichni doposud studovani zastupci ze vSech celedi této skupiny maji systém urceni
pohlavi se samici heterogamii, u celedi Elapidae se vyskytuji i jedinci s mnohacetnymi pohlavnimi
chromozomy. Vét§ina studovanych druhti ma heteromorfni pohlavni chromozomy, které se Casto lisi
stupném degenerace W. Ta se vyznacuje mimo jiné heterochromatinizaci a akumulaci repetitivnich
elementt, kterych byla u této skupiny detekovéna cela fada. Castou slozkou heterochromatinu
pohlavnich chromozomii skupiny Caenophidia jsou pfedevsim Bkm reptice, skladajici se z motivl
(GATA), a (GACA),. Bkm repetice nebyly detekovany, navzdory silné heterochromatinizaci W, u
zastupce Celedi Acrochordidae, coz odpovida jeji sesterské pozici vSem ostatnim Caenophidia. Studium
gametologl této Celedi ptineslo zajimava, vSak zatim tézko interpretovatelna data a jejich dalsi provéfeni
by bylo pfinosné. Homologie pohlavnich chromozomi skupiny Caenophidia byla prokazana jen
s pohlavnimi chromozomy krajty Python bivittatus. Dulezity objev homologie s autozomy 6. paru
jestéta Anolis carolinensis umoznil lepsi studium jevt jako jsou rychly-Z nebo pfitomnost evolu¢nich
strata.

Fylogenetické studie poslednich let ukazaly, Ze jsou skupiny Henophidia a Scolecophidia
parafyletické. I pies tento fakt i jejich relativné mensi diverzitu jsou oproti Caenophidia dosti opomijené.

Svou tlohu na tom muize hrat fakt, Ze u zkoumanych zastupci nebyly detekovany heteromorfni pohlavni
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chromozomy (az na ptipad Acrantophis sp. cf. dumerili). Skupina Henophidia se ukazala v poslednich
letech byt daleko variabilnéjsi, nez se diive pfedpokladalo, a ndlez X a Y chromozomil u jejich zastupct
vyvratil dlouho uznavané tvrzeni, Ze vSichni hadi maji systém urceni pohlavi se samic¢i heterogamii.
Studium pohlavnich chromozomti Henophidia a Scolecophidia by nepochybné zprostfedkovalo lepsi
pochopeni evoluce pohlavnich chromozomt hadt jako celku.

Velky pokrok v chapani sytému urceni pohlavi obecné by pfinesl i objev genu (nebo gent)
urcujiciho pohlavi u jakékoliv skupiny hadi. Ze studia triploidniho jedince E. bimaculata vyplyva, ze
gen urcujici pohlavi u tohoto druhu funguje spiSe na principu genové davky a bude tedy lokalizovéan na
Z chromozomu. Vzhledem k potvrzené homologii pohlavnich chromozomi ¢eledi Caenophidia se da
prepoklédat, Ze bude pro zastupce této skupiny spolecny. U zastupce Henophidia, krajty kralovské, zase
studium dedi¢nosti mutatni alely banana napovida, Ze je tento gen lokalizovan na pohlavnich

chromozomech v blizkosti pohlavi determinujiciho lokusu.
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