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Abstrakt

Kostnaté ryby tvoii nadpolovi¢ni vétSinu obratloveti na zemi. Disponuji Sirokou skalou
mechanizmii pohlavni determinace a diferenciace, véetné deviti dosud znamych systémi
pohlavnich chromozémi. Rybi pohlavni chromozémy jsou obecné povazovany za evoluéné
mladé a jsou proto vhodné pro studium casnych fazi vyvoje téchto unikatnich oblasti genomu.
Ukolem mé diplomové prace bylo analyzovat vyskyt a troven diferenciace pohlavnich
chromozému u dvou druhii halanc¢ikt rodu Nothobranchius a u jednoho zastupce Sirokohlavct
rodu Bunocephalus metodami standardni a molekularni cytogenetiky. Analyzované populace
halancik N. kadleci a N. furzeri sdilely systém pohlavnich chromozémt XY. I pfes obvykle
vyraznou heteromorfii pohlavnich chromozémi, komparativni genomova hybridizace (CGH)
neodhalila oblast diferenciace. Analyza synaptonemdlnich komplexti v kombinaci
s mapovanim 18S rDNA a telomerickych sekvenci metodou fluorescencni hybridizace in situ
(FISH) ukazala témét vyhradné standardni parovéani pohlavnich chromozému s pfispénim
synaptického pfizptisobeni. U samic jedné populace N. furzeri jsem v pachytene pozoroval
maly nadpocetny chromozom, ktery se nevyskytoval v mitdéze analyzovanych somatickych
tkani. Distribuce oblasti rekombinace se mirné liSila v rdmci omezeného studovaného vzorku
mezi samci a samicemi: u samcu byla ¢astéji lokalizovana ke konci bivalentt. Jedinci rodu
Bunocephalus byli vSichni identifikovani jako B. aloikae a vykazovali mezi sebou dramatické
karyotypové rozdily, s rozsahem diploidniho poc¢tu chromozémi (2n) od 47 do 51. V samci
meidze jsem u nékterych jedinch pozoroval tetravalent (tj. parovani ¢tyi chromozomi), ktery —
jak nésledné potvrdila FISH s malovaci sondou — byl vysledkem reciproké translokace. Pomoci
FISH s repetitivnimi sekvencemi a malovacimi sondami jsem odhalil neobvykle vysokou
cetnost prestaveb (pfedevSim translokaci, centrickych fuzi a rozpadl) a aneuploidii mezi
analyzovanymi jedinci. PrestoZe piitomnost tetravalentu nebyla konzistentni mezi
analyzovanymi samci, CGH odhalila v rdmci tohoto tutvaru vyraznou akumulaci samci
specifické sondy. Vysledky tak naznacuji pfitomnost neobvyklého systému pohlavnich
chromozémil X;1Y1X2Y? alesponi u nékterych samcti B. aloikae. Tento systém byl v ramci ryb
dosud navrzen pouze u blizce ptibuzného B. coracoideus. U dalSich samcii CGH naznacila
systtm XY, ale vysledky u samic jsou nejednoznacné. Moje prace pfispéla k hlubSimu

pochopeni evoluce pohlavnich chromozémii halan¢iki a Sirokohlavcei.

Kli¢ova slova: CGH, chromozémové piestavby, halancici, karyotypova variabilita, kryptické

druhy, pohlavni chromozomy, repetitivni DNA, synaptonemalni komplexy, Sirokohlavci, WCP



Abstract

Teleosts represent more than half of the extant vertebrate species. They show a wide
range of mechanisms driving both sex determination and sex differentiation, including nine sex
chromosome systems described to date. Teleost sex chromosomes are generally considered as
evolutionarily young, therefore they are suitable for an analysis of the early stages of evolution
of these unique genomic regions. The aim of the current thesis was to analyze the presence and
degree of differentiation of sex chromosomes in two Nothobranchius killifish species and one
Bunocephalus banjo catfish representative using conventional and molecular cytogenetic
methods. Different populations of N. kadleci and N. furzeri analysed in this thesis shared anXY
sex chromosome system. Despite the obvious heteromorphy of their sex chromosomes,
comparative genome hybridization (CGH) did not show any region of differentiation. Analysis
of synaptonemal complexes by immunostaining coupled with the mapping of 18S rDNA and
telomeric repeats using fluorescent in situ hybridization (FISH) showed mainly standard pairing
with the contribution of synaptic adjustment. Pachytene spreads of females from one N. furzeri
population contained a small supernumerary chromosome which was not present in metaphases
of studied somatic cells. Distribution of recombination foci was slightly different between sexes
in our limited sampling: male crossover sites were located more towards the terminal parts of
chromosomes compared to females. All studied individuals of the genus Bunocephalus were
identified as B. aloikae and they displayed extensive inter-individual karyotype differences with
their diploid chromosome number (2n) varying from 47 to 51. I observed a tetravalent (i.e.
pairing of four chromosomes) in meiosis of some male individuals whichformed due to a
reciprocal translocation as proven by chromosome painting. By using FISH with repetitive
sequences and chromosome painting probes I uncovered an extraordinarily high rate
ofchromosomal rearrangments (especially translocations, centric fusions and fissions) and
aneuploidies among studied individuals. Although the tetravalent was not consistently present
among the analysed males, CGH method revealed a male-specific accumulation within this
formation. The results imply the presence of a rare sex chromosome system X;Y1X>Y?> at least
in some males of B. aloikae. This system was suggested among fishes so far only in closely
related B. coracoideus. In other males, CGH method pointed on a possible XY sex chromosome
system but the results obtained from females were unclear. My work contributed to better
understanding of sex chromosome evolution in genera Nothobranchius and Bunocephalus.

Keywords: CGH, karyotype rearrangements, killifish, karyotype variability, cryptic species,
sex chromosomes, repetitive DNA, synaptonemal complexes, banjo catfish, WCP
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1. Uvod

Kostnaté ryby (Teleostei) zahrnuji vice nez 35 000 druhtl, coz je priblizné polovina
vSech zijicich obratloved (Nelson et al. 2016, Fricke et al. 2022). Genomy ryb jsou
charakteristické svou dynamikou a plasticitou, s velkou toleranci pro polyploidizaci (Mank a
Avise 2009, Glasauer a Neuhauss 2014) a hybridizaci (Scribner a Bartron 2000). To spolu
s Sirokou skalou biotopt, na které se musely ryby adaptovat, mohlo mit vyrazny vliv na vznik
rozmanitych zplsobu determinace a diferenciace pohlavi u ryb, které mezi obratlovci nemaji
obdoby (Devlin a Nagahama 2002, Godwin a Roberts 2018, Guiguen et al. 2019, Pan et al.
2021, Pla et al. 2022). Znalost téchto mechanizm je dilezita jednak z komercniho hlediska, tj.
pro zvySeni efektivity akvakultur (Guiguen et al. 2019, Shen a Wang 2019, Kuhl et al. 2021), a
dale také z hlediska konzervacniho, protoze pohlavi mnoha druhii ryb je ur¢eno nebo ovlivnéno
teplotou ¢i dalsimi faktory okolniho prostfedi (environmentalni urCeni pohlavi; z angl.
environmental sex determination, ESD). Pokud se tyto podminky vyrazné zméni (napt. vlivem
probihajicich zmén klimatu na nasi planet¢), mohou vychylit pomér pohlavi u daného druhu od
standardniho poméru 1:1, a to mize mit kriticky dopad na piezivani populaci daného druhu
(napf. Valenzuela et al. 2019). Vedle ESD najdeme u ryb také pestrou $kalu mechanizmi
genetického urceni pohlavi (GSD; z angl. genetic sex determination), kdy je pohlavi ur¢eno
genotypem, tj. alelami jednoho ¢i vice gent, jejichz exprese v kritické fazi vyvoje gonad
rozhodne o vyvoji sam¢iho nebo samiciho pohlavi. Mimo specifické ptipady polygenni
determinace pohlavi (viz nize) spousti signalni kaskddu vedouci ke vzniku samcich nebo
samiCich gonad jeden ustfedni gen (déle jen determinanta pohlavi). Chromozémovy par, na
kterém se nachazi tento regulator pohlavi, nazyvame pohlavni chromozémy nebo také
gonozémy a jejich studium fascinuje védce jiz od ranych dob genetiky (napt. Correns 1903).
Navzdory usilovnému vyzkumu trvajicimu jiz vice nez sto let neni cela fada otazek kolem
evoluce pohlavnich chromozému uspokojivé vysvétlena (napf. pro€ a jak dochazi k potlaceni
rekombinace na pohlavnich chromozdémech) a klicové odpoveédi mlize prinést vyzkum evoluéné
mladych systémut pohlavnich chromozému v ¢asnych fazich diferenciace (Abbott et al. 2017,
Charlesworth 2019, 2021, Furman et al. 2020a, Kratochvil et al. 2021). Cela fada vhodnych
modelovych skupin pro takovy vyzkum se nachazi u ryb.

Cilem mé diplomové prace bylo piinést nové poznatky o evoluci pohlavnich
chromozdému u dvou roda kostnatych ryb, konkrétné halancika rodu Nothobranchius (Peters,

1868), a Sirokohlavct rodu Bunocephalus (Kner, 1855). Oba tyto rybi taxony spojuje zivot ve



fragmentovanych populacich (Bartdkova et al. 2013, 2015, Ferreira et al. 2017), vysoka
dynamika na karyotypové urovni a dokumentovand piitomnost pohlavnich chromozomi
(Reichwald et al. 2015, Ferreira et al. 2016, Krysanov a Demidova 2018). Zaroven se jedna o
taxony, kde byly pohlavni chromozémy na cytogenetické urovni studovany metodami
s omezenou vypovidaci hodnotou (Ferreira et al. 2016, 2017, Krysanov a Demidova 2018), a
tak se moje prace soustiedila na ovéteni ¢i doplnéni stavajicich hypotéz o jejich ptitomnosti,
mechanizmu vzniku a stupni diferenciace, za pouziti vhodnych komplementarnich molekuldrné

cytogenetickych ptistupu.

1.1 Determinace a diferenciace pohlavi ryb

Proces urceni pohlavi sestdva ze dvou fazi: pohlavni determinace a pohlavni
diferenciace. Pohlavni determinace je proces, pii kterém se v kritické fazi vyvoje né&jakym
mechanizmem rozhodne, zda se zarodek bude dale vyvijet jako samec nebo samice. Jak jiz bylo
feceno vyse, rozeznavame dva zékladni typy pohlavni determinace: ESD a GSD. Dnes jsou tyto
mechanizmy chapéany s velkym pfispénim vyzkumu na rybach spiSe jako dva konecné body
kontinua evoluce pohlavni determinace nez jako dva vzajemné se vylucujici mechanizmy.
K této hypotéze vedla zjiSténi, Ze u nekterych Zivocichl se na urceni pohlavi podileji ESD 1
GSD dohromady, pfipadnéextrémni podminky prostfedi dokazou zvratit vyvoj pohlavnich
organt, prestoze byly jiz predtim geneticky determinovany (tzv. pohlavni zvrat z angl. sex
reversal) (Shao et al. 2014, Shen a Wang 2019). U ryb je dale pomérné b&zné, ze blizce ptibuzné
druhy a n€kdy i populace stejného druhu se od sebe lisi v tom, do jaké miry je jejich pohlavi
uréeno mechanizmy ESD nebo GSD. Podobné jako u jinych studenokrevnych obratlovci
(Pokorna a Kratochvil 2014) se 1 pfes stile znaéné omezené znalosti da predpokladat
preferenéni ptfechod z ESD na ,,stabiln¢j$i“ GSD (tj. GSD udrzuje stabilni pomér pohlavi
dobfte diferenciované pohlavni chromozomy, a pfesto je vyvoj jejich pohlavi ovlivnén teplotou,
jako napt. u medaky japonské Oryzias latipes nebo gavinovce argentinského Odontesthes
bonariensis, u kterych se za extrémnich teplot rodi vice samci (Hattori et al. 2007, Yamamoto et
al. 2014). Naopak ptechod od GSD k ESD je obecné velmi vzacny; dosud byl spolehlivé popsan
pouze u agamy australské Pogona vitticeps (Holleley et al. 2015).

Diferenciace pohlavi pfedstavuje jiz nasledny proces vyvoje pohlavnich organd. Jinymi
slovy: diferenciace je fenotypovym projevem determinace pohlavi. Tato faze je ovlivnéna celou

fadou hormont. U samcil se jedna o tzv. androgenni hormony (napf. testosteron), zatimco u



samic¢iho pohlavi dochazi k preméné androgenii na estrogeny. Signdlni kaskady, které se
podileji na syntéze a distribuci téchto hormoni jsou do znaéné miry konzervované napiic¢

zivociSnou fi8i (Capel 2017, Guiguen et al. 2019, Adolfi et al. 2021).

1.1.1 Enviromentalni urceni pohlavi

Nejcastéjsim faktorem ovliviiujicim urceni pohlavi u ryb je teplota (tzv. TSD; z angl.
temperature sex determination), coz bylo popsano u desitek druhti (Ospina-Alvarez a Piferrer,
2008). Ve vétsing piipadt TSD se u ryb za vyssich teplot rodi vice samct a za nizsich vice samic,
jako je tomu napft. u gavinovce argentinského Odontesthes bonariensis (Striissman et al. 1996).
Existuji také vyjimky, jako jsou napt. platyzi Paralichthys olivaceus a P. lethostigma, u kterych
se rodi vice samcu jak pti vysokych, tak i pii nizkych teplotach (Luckenbach et al. 2009). Dale
byla u ryb popsana determinace pohlavi zavisla na na pH vody a ojedin¢le i na dalsi faktory, jako
jsou hustota populace, socialni statut, hypoxie (nedostatek kysliku ve vod¢) nebo dokonce barva
pozadi nadrze/akvaria (ptehled viz Baroiller et al. 2009, Godwin a Roberts 2018, Guiguen et
al. 2019). Jako ptiklad muze poslouzit socialni determinace pohlavi u klauna ockatého
Amphiprion ocellaris, u kterého je nejvétsi dominantni jedinec vzdy samice, ale po jejim

odstranéni se v dominantni samici pteméni jeden ze samcti (Godwin 1994).

1.1.2 Genetické urceni pohlavi
Zakladni déleni GSD je na polygenni (PSD z angl. polygenic sex determination) a
monogenni urceni pohlavi. O polygennim systému hovotfime v pfipad¢, kdy se na urceni
pohlavi podili vice lokust, které jsou rozmisténé na riznych mistech genomu. Takové urceni
je u obratlovci relativné vzacné a bylo dosud popsano kromé nékolika malo druhid hlodavct
pfedevsim u ryb (viz kapitola 1.1.2.1) (ptehled viz Moore a Roberts 2013). Naopak v piipadé,
kdy je pohlavi urCené jednou ustfedni determinantou lokalizovanou na pohlavnim

chromoz6ému, mluvime o tzv. monogennim uréeni pohlavi.

1.1.2.1 Polygenni determinace pohlavi

Pod PSD se zahrnuje hned nékolik riznych mechanizmi uréeni pohlavi, které u ryb byly
odhaleny. Prvnim piipadem je situace, kdy se v genomu nachazi souc¢asné dva riizné systémy
pohlavnich chromozémi. V takovém piipad€ nejspiSe zrovna dochazi k ptechodu z jednoho
systému pohlavnich chromozémii na jiny a ptivodni pohlavni chromozémy dosud neprod¢laly

navrat k autozomové dédicnosti. N&kolik takovych piipadl bylo popséno u evolu¢né mladych



a rychle se vyvijejicich genomt africkych cichlid, napf. u tlamovce Burtonova Astatotilapia
burtoni, kde jsou systémy pohlavnich chromozoémti vazdny na chromozomové pary LG5 a
LG13 (LG = z angl. linkage group; vazebné skupiny) nebo tlamovce Metriaclima mbenjii, u
kterého se nachazeji ¢tyfi pohlavni chromozomy, jejichz kombinace ovlivituje nejen pohlavi
ale také fenotyp jedince (Roberts et al. 2016, Moore et al. 2022). Druhym ptipadem je situace,
kdy je pohlavi uréeno kumulaci efektu vice genii malého ucinku, které jsou rozmistény na
autozodmech. Takova situace byla objevena napf. u laboratornich populaci zebficky neboli dania
pruhovaného Danio rerio, u které jde ziejmé o vysledek opakovaného kiizeni vybranych para
ryb, jelikoz u populaci Zijicich ve volné ptirodé byl nalezen standardni systém pohlavnich

chromozomu typu ZW (Anderson et al. 2012, Wilson et al. 2014).

1.1.2.2 Monogenni determinace pohlavi

Z hlediska determinant pohlavi najdeme u ryb nejpestiej$i Skalu mezi obratlovci
(shrnuto napft. v: Guiguen et al. 2019, Pan et al. 2021). Vznik téchto determinant predstavuje
pocatek evoluce nového paru pohlavnich chromozémi. Determinanty pohlavi mohou
vzniknout duplikaci genu a naslednym ptesunem duplikatu na jiny chromozém (tj. ektopicka
duplikace), kde se gen vyvine v determinantu pohlavi procesem neofunkcionalizace. Pfiblizné
se stejnou cetnosti se u ryb determinanta pohlavi vyvinula druhym zpisobem, tj. procesem
alelické diverzifikace, kdy mutace v ptivodnim genu na plivodnim misté¢ v genomu vedla ke
vzniku alely determinujici pohlavi (Herpin a Schartl 2015, Guiguen et al. 2019, Kratochvil et
al. 2021). Geny, ze kterych se Ustfedni determinanty vyvijeji, jsou obvykle jiZ soucasti
signalnich kaskéad pro ureni pohlavi. Jedinou dosud zndmou empiricky dobie podpofenou
vyjimku u ryb najdeme u nékterych lososovitych, u nichz je Gstfedni determinantou gen SdY (z
angl. sexual dimorphic on the Y-chromosome), vznikly duplikaci a naslednym zkracenim genu
irf9 (z angl. interferon regulatory factor 9), ktery se bézn€ ucastni imunitni odpovedi (Yano et

al. 2012, 2013).

1.1.2.3 B chromozomy a urceni pohlavi

U ryb byly pozorovany piipady vyskytu nadpocetnych (B) chromozomau (tj. takovych,
které se vyskytuji navic oproti standardnimu setu chromozomii; piehled viz napt. Jones et al.
2008), které segreguji specificky pouze sjednim pohlavim (napi. Favarato et al. 2019).
V nékterych takovych ptipadech data naznacuji pfimy vliv B chromozémul na determinaci

pohlavi. Napftiklad pfitomnost B chromozomi u africkych cichlid zjezera Malawi ma



epistaticky dominantni efekt vici sam¢imu heterogametickému systému pohlavnich
chromozémt XY na LG7 (Clark a Kocher 2019), tj. jedinci s pohlavnimi chromozémy XY se
v pfitomnosti B chromozomu pfesto vyvinou jako samicky. Dalsi pozoruhodny piipad
mozného vlivu B chromozému na determinaci pohlavi, byl zaznamenan u teter rodu Astyanax,
kde jedinci druhu 4. scabripinnis nesouci B chromozdmy maji zvySenou expresi genu dmrtl (z
angl. doublesex and mab-3 related transcription factor 1) (Castro et al. 2018), ktery se podili
na pohlavni diferenciaci (Herpin a Schartl 2011) a je vyznamnou pohlavni determinantou nejen
u ryb (Guiguen et al. 2019), ale také ptaki (Smith et al. 2009). I u druhu A. mexicanus se
nachazeji B chromozémy (v jedné az tfech kopiich), a to téméf vyhradné u samci. U tohoto
druhu se zjistilo, Ze B chromozém piimo obsahuje dva tandemové uspotadané duplikaty genu
gdfob (z angl. growth differentiation factor 6b) a vysledky integrovanych dat celé fady
cytogenetickych, genomickych a dalSich metodickych ptistupi silné podporuji hypotézu, ze
gdf6b determinuje sam¢i pohlavi u studované populace této pozoruhodné slepé jeskynni ryby

(Imarazene et al. 2021).

1.2 Pohlavni chromozomy

Pohlavni chromozémy vznikly opakované u riiznych organizmii v pribéhu evoluce
nezavisle na sob¢, a to nejcastéji z paru autozomi (Bachtrog et al. 2014). Pohlavni chromozomy
muzeme rozliSovat podle toho, u kterého pohlavi se nachazi neparovy pohlavni chromozém
neboli alozém. Takové pohlavi tvofi dva typy gamet, tudiZ se oznacuje jako heterogametické.
U systému pohlavnich chromozomi typu ZW (tzv. typ Abraxas) jsou heterogametické samice,
zatimco samci nesou dvé kopie chromozému Z. U systému XY (tzv. typ Drosophila) maji
heterogameticti samci pohlavni chromozémy X a Y, zatimco homogametické samice nesou dva
chromozémy X (Ohno 1967, Bull 1983, Ezaz et al. 2006). Aby doslo k fixaci Ustfedni
determinanty pohlavi, je nutné, aby v daném Useku dosSlo k zamezeni rekombinace. Dosud
béZné uvazovany model suprese rekombinace na pohlavnich chromozémech se opira o tzv.
pohlavné antagonistickou selekci. Tento model ptredpoklada, Ze determinanta pohlavi se
dostane do tésné vazby s alelou pohlavné antagonistického genu, ktera je vyhodné pro fitness
(tj. reprodukéni zdatnost) jednoho pohlavi (toho, které je ur€eno determinantou pohlavi) a
naopak snizuje fitnes druhého pohlavi. Vazbou na determinantu pohlavi je tak vyfeSen
geneticky konflikt (Charlesworth et al. 2005, Charlesworth 2021). Zatimco se stale nepodatilo
empiricky podpofit tento koncept, ptibyvaji alternativni teorie vysvetlujici supresi rekombinace

na pohlavnich chromozémech (Charlesworth 2019, Jeffries et al. 2021, Perrin 2021, Rifkin et



al. 2021, Jay et al. 2022, Lenormand a Rozen 2022). Naptiklad u celé fady organizmi byly
pozorovany rozdily v ¢etnosti a distribuci rekombinace mezi samci a samicemi dané¢ho druhu
— tzv. heterochiazmie. Zatimco rekombinace v takovych ptipadech probiha obvykle po celé
délce chromozému samic, u samcu je vyrazné omezena do koncovych ¢asti chromozému
(ptehled viz Sardell a Kirkpatrick 2020). U nékterych linii zab a ryb s vyraznou heterochiazmiti
se tedy soudi, ze pravé tento jev je zasadni pro vznik suprese rekombinace na pohlavnim
chromozému Y, a to bez nutnosti piispévku pohlavné antagonistické selekce (Perrin 2021, u
ryb napft. Sutherland et al. 2017, Sardell et al. 2018, Bergero et al. 2019, Edvardsen et al. 2022).
Jinym zajimavym pfipadem je medaka Oryzias latipes, kde doSlo k duplikaci segmentu
obsahujiciho budouci determinantu pohlavi a cely segment se piesunul na jiny chromozom.
Jelikoz homolog tohoto chromozému tento segment neobsahuje, tak v této oblasti nové
vzniklého systému pohlavnich chromozomi XY nedochézi k rekombinaci (Kondo et al. 2009).
Analogickou situaci lze predpokladat u determinanty pohlavi lososovitych ryb, ktera navic
mezidruhové méni pozici preskokem (pravdépodobné procesem transpozice) na jiné vazebné
skupiny (Phillips, 2013).

V oblasti se zamezenou nebo vyrazné omezenou rekombinaci se postupné hromadi
bodové mutace a repetitivni sekvence, coz ma za ndsledek genetickou degeneraci a také obvykle
heterochromatinizaci ¢asti pohlavniho chromozému. Suprese rekombinace, a tak i oblast
diferenciace, se postupné rozsifuji na obé€ strany od determinanty pohlavi a v pozdéjSich fazich
muze dochéazet vlivem amplifikace repetic nebo naopak deleci nékterych segmentl
k morfologickému odliSeni alozomu od svého homologa. V extrémnim piipadé¢ mize alozém
»zdegenerovat na takovou uroven, ze ztrati 1 zcela zdsadni useky svého genetického obsahu
(napf. pfimo determinantu pohlavi) a postupné zcela vymizi z populace. Pokud paralelné
nevznikne jiny systém pohlavnich chromozému, vznikne odvozeny systém X0 nebo Z0
(Marshall 2006, Bachtrog 2013, Schartl et al. 2016).

Proces diferenciace pohlavnich chromozomi/ degenerace alozOmu nemusi nutné
probihat pouze vySe popsanym zplisobem a zaroven nemusi nutné¢ znamenat, ze evolu¢né starsi
pohlavni chromozémy budou vice diferenciované nez evoluc¢né mladsi systémy (piehled viz
Kratochvil et al. 2021). Napt. pohlavni chromozomy ¢tverzubece rudoploutvého Takifugu
rubripes, které jsou staré pfiblizné 5 miliont let, nenesou takika zddné znamky diferenciace a
zd4 se, ze jediny rozdil mezi pohlavnimi chromozomy je jednonukleotidovy polymorfizmus
(SNP; z angl. single nucleotide polymorphism) na Gstfedni determinanté urcujici sam¢i pohlavi
(Kamiya et al. 2012). Pozoruhodné nizky stupen diferenciace vykazuje i systém ZW u jeseterti

(Kuhl et al. 2021) a XY u §tik (Pan et al. 2021).
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DalSim ptipadem, kdy evoluce gonozému probihd jinak nez dle klasického modelu, je i
pfechod mezi pohlavnimi systémy, kterym lze vratit proces degenerace alozomu zase na
zacatek a ktery muze probéhnout riznymi mechanizmy. Jednim znich je vznik nové
determinanty pohlavi, a to konkrétné¢ bud’ v ramci jiného chromozémového paru, jako bylo
popséano napt. u dvou druht medaky O. marmoratus a O. profundicol, (Myosho et al. 2015),
nebo dokonce v ramci pivodniho systému pohlavnich chromozémi, jako se stalo u ¢tverzubce
T. niphobles (Ieda et al. 2018), zivorodky duhové P. reticulata (Charlesworth et al. 2021) nebo
u platy skvrnité Xiphophorus maculatus (Volff a Schartl 2001). Pozoruhodné piiklady jsou
znadmy i u jinych organizmu jako napft. u zab Glandirana rugosa a Xenopus tropicalis a dale u
mouchy doméci Musca domestica (napt. Furman et al. 2020b, Meisel 2020, Miura et al. 2022).
Nova determinanta a/nebo systém pohlavnich chromozémi miiZou vzniknout napt. nasledkem
hybridizace jedinci stejného druhu z rliznych populaci (skokani G. rugosa; Ogata et al. 2021),
mezidruhovou hybridizaci (plata X. maculatus a mecovka X. helleri — vysledek
experimentalniho kiizeni; Franchini et al. 2018) nebo introgresi (chromozém Y u koljusky
s druhem P. sinensis; Dixon et al. 2019).

Dal$imi mechanizmy, jak muze dojit k pfechodu mezi systémy pohlavnich
chromozéml mize byt transpozice €i translokace stavajici ustiedni determinanty pohlavi na
jiny chromozoém (napft. lososovité ryby — viz vyse v rdmci této kapitoly) a vznik mnohocetnych
pohlavnich chromozémd, at’ uz fuzi alozému s autozémem (tzv. neopohlavni chromozémy)
nebo rozpadem pivodnich pohlavnich chromozému (Pennell et al. 2015, Sember et al. 2021).

Mezi skupiny s viibec nejcast€jSimi dokumentovanymi piechody mezi pohlavnimi
chromozomy patii cichlidy z africkych jezer (Gammerdinger a Kocher 2018, El Taher et al.
2021), medaky (Myosho et al. 2015) a dale gekoni (Gamble et al. 2015) a skokanovité zaby
(Jeffries et al. 2018).

1.3 Pohlavni chromozomy ryb

Pohlavni chromozdémy ryb jsou obecné povazovany za evolu¢né ,,mladé* a vyznacuji
se Casto nizkym stupném genetické diferenciace, takze neni jednoduché (a mnohdy je to ptimo
nemozné) odlisit tyto elementy na urovni karyotypu (Mank a Avise 2009, Schartl et al. 2016,
Sember et al. 2021). Nicmén¢ vedle vylozené mladych systémt jako jsou né€kolik set tisic let

staré pohlavni chromozomy cichlid Zijicich v africkém jezetfe Victoria (Gammerdinger a

Kocher, 2018) nebo dlouhoocasky zelenavé Eigenmannia virescens (Henning et al. 2011) se



nachazeji u ryb i piipady nckolik desitek miliont let starych gonozému u jazykovce rodu
Cynoglossus (Chen et al. 2014). Navic, jak jiz popisuji v predchozi kapitole, stupeni diferenciace
nemusi nutné u ryb korelovat s jejich stafim (Schartl et al. 2016, Kuhl et al. 2021, Pan et al.
2021, Sember et al. 2021). Riizné systémy pohlavnich chromozémii se mohou u ryb vyskytovat
v ramci druhu nebo druhového komplexu (napt. Cioffi et al. 2012, Glugoski et al. 2020). Do
dnesniho dne bylo u ryb nalezeno ptes 500 pripadl pohlavnich chromozému spadajicich do
celkem deviti raznych systémi (El Taher et al. 2021, Sember et al. 2021, Yano et al. 2021).
Vedle standardnich systétmi @XX/dXY a &ZZ/QZW a od nich odvozenych systému
PXX/3X0 a AZZ/2Z0 bylo dosud popsano u ryb 78 piipadii systém mnohocetnych
pohlavnich chromozémi (tj. systémil s vice nez dvéma pohlavnimi chromozémy), které v
drtivé vétsin€ piipadl vznikly opakované a nezéavisle na sobé (Deon et al. 2020, Sember et al.
2021, Ferchaud et al. 2022). Dosud byly popsany tfi typy systémi se sam¢i a dva typy se samici
heterogametii. Nejcastéji se vyskytuje systém XX 1X2Xo/dX1X2Y (64 piipadl; Sember et al.
2021, Ferchaud et al. 2022), objeveny napfi. u Sesti druhli halan¢iki rodu Nothobranchius
(Krysanov et al. 2016, Krysanov a Demidova 2018). Je to i nejcast&jsi systém u jinych skupin
zivocichtu a v drtivé vétsin€ pripadlt vznika fuzi pivodniho chromozému Y s autozoOmem
(Pennell et al. 2015, Sember et al. 2021). V ramci ryb se jen v ptipadé dvou sumcii rodu Harttia
uvazuje, Ze tento systém vznikl centrickym rozpadem ptvodniho chromozomu X (Sassi et al.
2020). Druhym systémem se samd&i heterogametii je QXX/3XY1Y2, jehoz vznik mize byt
dasledkem centrického rozpadu chromozému Y nebo fuze chromozému X s autozomem.
Poslednim mnohogetnym systémem se sam&i heterogametii je X1 X1XoXo/3X1Y1X2Y2, uryb
dosud navrzenym pouze u Sirokohlavce nautského B. coracoideus (Ferreira et al. 2016).
Zbyvajici dva systémy se samili heterogametii jsou A3Z1Z1Z2Z2/Q7Z1Z>W1W2 (napi. u
krunyfovce modrého Ancistrus dolichopterus; de Oliveira et al. 2008) a 3ZZ/9ZW1 W (napf.
u polozubky laplatské Apareiodon affinis; Moreira-Filho et al. 1993).

1.4 Evoluce karyotypu ryb

Chromozémové piestavby mohou mit negativni dopad na Zivotaschopnost nebo
plodnost jedince (pokud probehly v zarodec¢né linii) anebo mohou mit spojitost s nadorovym
bujenim (v rdmci somatické tkan€) (Harewood a Fraser 2014, Raudsepp a Chowdhary 2016).
Z evoluc¢niho hlediska jsou ale dilezitou hybnou silou, kterd méni prostorové uspotradani
vazebnych skupin v jadfe a ma vyrazny vliv na evoluci gent a jejich exprese (Meaburn et al.

2007, Cremer a Cremer 2010, Oudelaar a Higgs 2020) a také na reprodukéni izolaci a



diverzifikaci druhti (Kitano et al. 2009, Wellenreuther a Bernatchez 2018, Damas et al. 2021).
Soucasné modely ptredpokladaji, ze v oblasti ptfestavby u heterozygoti (inverze) nebo i
homozygott (fize) nedochézi k rekombinaci a tato oblast nasledné akumuluje genetické zmény
a rovnéz drzi pohromad¢ v tésné vazbe¢ konkrétni alely sousedicich genii.

Nejcastéjsim typem pirestaveb popisovanych v evoluci riiznych skupin zivoc¢icht jsou
chromozémové fuze, a to predevsim centrické fuze, které byvaji bézné souhrnné ozna¢ované
jako Robertsonovy (Rb) translokace (sensu Robertson 1916) i pfes urCitou diverzitu v
mechanizmech jejich vzniku. Pfi Rb translokaci fuzuji dva jednoramenné (akrocentrické ¢i
subtelocentrické) chromozomy v oblasti centromery a vznika tak jeden velky dvouramenny
(metacentricky nebo submetacentricky) chromozom (ptehled viz Schubert a Lysak 2011).
Takovéto prestavby mohou byt v populaci fixovany pozitivni selekci (Guerrero a Kirkpatrick
2014, Liu et al. 2022; u ryb napft. Kitano et al. 2009, Wellband et al. 2019), meiotickym tahem
(ptehled viz Clark a Akera 2021) nebo vlivem genetického driftu (King 1993, Nonaka et al.
2019, u ryb napt. de Oliveira et al. 2018). Posledni uvedeny mechanizmus je ¢asto uvazovanou
hybnou silou u fady druht sladkovodnich ryb, které Ziji v izolovanych fragmentovanych
populacich (napft. Cioffi et al. 2012, Bartakova et al. 2015, do Nascimento et al. 2018).

Nachylnost k polyploidizacim a u fady skupin také vysoka cetnost a dynamika
chromozémovych prestaveb mély u kostnatych ryb za nasledek vysoky rozsah diploidnich
poctii chromozému (2n = 12-446; Arai 2011). Vyrazné rozdily se mohou vyskytovat i na irovni
blizce ptibuznych druhti (viz dale), riznych populaci toho samého druhu nebo 1 mezi jedinci
stejné populace (Martins-Santos et al. 2005, Pazza et al. 2006, Prazdnikov et al. 2013, Porto et
al. 2014, do Nascimento et al. 2018). To mize naznaCovat piitomnost kryptickych druha
(Milhomem et al. 2008, Ferreira-Netto et al. 2012, Oliveira et al. 2016), nebo nejasnosti ve
fylogenetickych vztazich v ramci dané skupiny (napf. Glugoski et al. 2020). Znamy jsou ale
také skupiny ryb s pestrou biologickou rozmanitosti druht, ale s vysoce konzervovanymi
karyotypy (Barby et al. 2018, Motta-Neto et al. 2019).

Mezi typické rybi taxony, které maji v disledku prestaveb znany rozsah 2n, patii napf.
lososovité ryby (u nich je to vedlejsi efekt re-diploidizacnich procest; Philips a Rab 2001),
zastupci antarktické nadCeledi Notothenoidei (napf. Auvinet et al. 2020), neotropické
drobnoustky rodu Nannostomus (Sember et al. 2020), fada sumcovitych ryb (Glugoski et al.
2020, Deon et al. 2020, 2022b) nebo afri¢ti halanc¢ici rodu Nothobranchius (Krysanov a
Demidova 2018). Popsany byly i pfipady populacnich polymorfizmi z hlediska ptitomnosti
homozygotii/heterozygotli pro centrickou fuzi, napt. u lososovitych (Phillips a Rab 2001), u

nekterych zastupct Celedi Gobiidae (Ene 2003, Prazdnikov et al. 2013), jednoho druhu
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jihoamerické cichlidy (Martins-Santos et al. 2012), asijské mienky (Sember et al. 2015) a
nékterych jihoamerickych zastupct sumcovitych (napt. Porto et al. 2014) a trnobfichych (napf.
Pazza et al. 2006) ryb. Polymorfizmy fuzi nebo inverzi maji dokonce u nékterych ryb ziejmé
adaptivni efekt, tj. polymorfizmus je udrzovan pod pozitivni selekci (napt. Berg et al. 2017,
Wellband et al. 2019, Cayuela et al. 2020). Zajimavym piikladem jsou také dva druhy
amazonskych cichlid rodu Symphysodon, u kterych doslo ziejmée k mnohocetnym translokacim,
jak naznacuje pritomnost meiotického multivalentu skladajiciho se ze 20 chromozomu (Gross

etal. 2009).

1.5 Vyznam cytogenetiky pri studiu biodiverzity a evoluce genomu

ryb v dobé postgenomové

Prestoze se v soucasné dobé klade diraz na vyuziti nejmodernéjSich genomickych,
bioinformatickych, transkriptomickych a jinych metod a postupti, cytogenetika ma stale své
opodstatnéni. Naptiklad bez pfedchozi analyzy karyotypu miize dojit k riznym typiim mylnych
interpretaci béhem sekvenovani a skladani genomu daného jedince (ktery by poté navic mohl
predstavovat referenéni genom pro vSechny nésledné resekvenace). Jedinec by mohl napt. byt
polyploidni, nést strukturni ¢i numerické chromozémové anomalie, nadpocetné B chromozdmy
nebo velky pocet genomicky hufe interpretovatelnych (z hlediska poc¢tu vazebnych skupin)
mikrochromozémi, nebo by to mohl byt napt. jedinec, ktery prodélal pohlavni zvrat (Deakin
et al. 2019). Karyotypovd analyza mulze také pomoci zhodnotit obsah repetitivni DNA
v genomu, jejiz akumulace plisobi zna¢né problémy pii poskladani genomu (napt. Peona et al.
2020). Rada soucasnych genomickych a bioinformatickych pfistupi navic (na rozdil od
cytogenetiky) nedokédze rozliSit mezi standardnimi a mnohocetnymi systémy pohlavnich
chromozdému — identifikuji Casto pouze typ heterogametie (piehled viz Palmer et al. 2019). A
pritom znalost mechanizmu vzniku pohlavnich chromozému je pro pochopeni aspekti jejich
evoluce zasadni. Vhodnym piikladem je i pfispévek cytogenetiky pro ovéfeni, Ze pohlavni
determinanta u jedné populace jeskynni tetry Astyanax mexicanus se skutecné nachdzi na B
chromozému (Imarazene et al. 2021). V nékterych pifipadech navic cytogenetika pfinesla
prvotni vhled do pozoruhodnych evolucnich jevl jako je polyploidie a asexualni reprodukce —
napft. u sekavct rodu Cobitis (Rab a Slavik 1996).

VeétSina dosavadnich cytogenetickych studii u ryb (stejné jako u dalSich nemodelovych
organizml) vyuziva mapovani rlznych typa repetitivnich sekvenci. Lze je vizualizovat

standardnim protokolem FISH, protoze Casto vytvareji akumulace na chromozomech. Mezi tyto
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repetice patii multigenové rodiny jako jsou klastry genl pro ribozomalni RNA (rDNA),
konkrétne 5S a 45S rDNA, déle geny pro histony a malé jaderné RNA (snDNA) (Martins et al.
2011, Cioffi a Bertollo 2012, Gornung 2013, Sember et al. 2018a, Sochorova et al. 2018).
Sekvence rDNA jsou navic vysoce konzervované napii¢ druhy (Hillis a Dixon 1991) a proto
1ze aplikovat sondy pfipravené z jednoho druhu na rGzné taxony (Réb et al. 1999, Silva et al.
2009). Mapovani rDNA miize pomoci odhalit homologni chromozémy v karyotypu (Cioffi et
al. 2012) a dynamiku chromozémovych piestaveb mezi druhy. Klastry rDNA se napt. velice
Casto vyskytuji pfimo v mistech, kde doslo k chromozémové fazi (Sember et al. 2015, 2020,
Barros et al. 2017). Uplatiuji se také pti objevovani kryptickych druhti (které jsou obvykle
morfologicky nerozlisitelné) nebo mezidruhovych hybridd (Cioffi et al. 2012, Zhang et al.
2015, Goes et al. 2020). Distribuce rDNA miiZe také slouZit jako cytotaxonomicky marker, a
to hlavné v ptipadech, kdy chybi rozliSovaci morfologické znaky, jako napt. u krynytovct rodu
Ancistrus (Glugoski et al. 2020), nebo v ptipadech, kdy se standardni karyotypy druhti v rdmci
dané taxonomické skupiny pfilis nelisi (Barby et al. 2018, Motta-Neto et al. 2019, Glugoski et
al. 2020). V neposledni fad¢ byly klastry rDNA objeveny na pohlavnich chromozémech celé
fady ryb, napf. na chromozomu W teter rodu Triportheus (Yano et al. 2017) a pomohly také
objasnit mechanizmus vzniku pohlavnich chromozémt u nékterych druht, napt. v pfipadé
mnohocetného systému pohlavnich chromozémi QXX 1X2X2/3Xi1X2Y ukaryomorfy D trahira
malabarského Hoplias malabaricus (Cioffi a Bertollo 2010). Dal§im hojné vyuzivanym
markerem jsou telomerické tandemové repetice, u obratlovcil konkrétné€ tvotené opakovanim
chromozdémovych piestavbach, pakliZe tyto zachovaly telomerické sekvence v oblastech zlomu
na chromozému (Slijepcevic 1998, Ocalewicz 2013, Lysak et al. 2022). Dal§imi studovanymi
tandemovymi repeticemi jsou mikrosatelity a satelitni DNA (satDNA). Diky jejich rychlejsi
evoluci byla u ryb satDNA pouZita jako taxonomicky marker (Marta et al. 2020) nebo poskytla
informace o evoluci specializovanych chromozémti (Utsunomia et al. 2019, Serrano-Freitas et
al. 2020). Z metodického hlediska je ale rychla evoluce sekvenci satDNA nevyhodou, protoze
ma za nasledek ¢asto druhové specificky soubor motivli a sekven¢nich variant a lisi se 1 jejich
zastoupeni v genomu. Je proto nutné tyto sekvence obvykle charakterizovat pro kazdy druh de
novo (Garrido-Ramos 2017). Metoda vyuzivajici celochromozémovych malovacich sond (tzv.
WCP z angl. whole chromosome painting) se pouziva pro vizualizaci vybranych chromozomu
a nalezeni homolognich ¢asti genomt v rdmci druhu (napt. de Brito Ferreira et al. 2019) nebo
mezi druhy (tzv. Zoo-FISH) (napt. Vitkova et al. 2007, Henning et al. 2008, de Oliveira et al.

2012). U ryb pouZziti této metody pomohlo odhalit miru konzervované syntenie a strukturnich
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pfestaveb mezi druhy, jako napft. u pathofovct rodu Gymnotus (Nagamachi et al. 2013). Dale
muze WCP a Zoo-FISH poslouzit pii studiu pohlavnich chromozémii, kde tyto metody mohou
odhalit spole¢ny piivod pohlavnich chromozoému v ramci souboru piibuznych druht (Cioffi et
al. 2017, Yano et al. 2017, de Barros et al. 2018) nebo naopak jejich nezavisly vyvoj z jinych
parti autozomii (Henning et al. 2008,2011, Cioffi et al. 2013, de Oliveira et al. 2018). Pouziti
WCP také objasnilo evoluci a vznik mnohoc¢etného systému @XX/3XY Y2 u sumecki rodu
Harttia (Deon et al. 2022a) nebo systétmu @XX/dX1X2Y u karyotypové formy trahira
malabarského (Cioffi et al. 2013, de Oliveira et al. 2018). V neposledni ftadé¢
celochromozomové malovani objasnilo ptivod B chromozomu u A. scabripinnis (Vicari et al.
2011). Dalsi hojné¢ vyuzivanou molekuldrné cytogenetickou metodou je komparativni
genomova hybridizace (CGH z angl. comparative genome hybridization). Ta spociva ve
spole¢né hybridizaci dvou sond ptipravenych z genomové DNA dvou jedinct na chromozémy
jednoho z téchto jedinct, pfi¢emz kazdéa sonda je znacena jinym fluorochromem. Diky tomu
1ze vizualizovat iseky specifické jen pro daného jedince, coz se projevuje absenci signalu jedné
sondy. Toho se vyuziva hlavné pii detekci mezidruhovych hybridi (mapuji se sondy dvou
riznych druhll) (napt. Dolezalkova et al. 2016; u ryb Knytl et al. 2013) nebo pfi detekci
pohlavnich chromozému (sondy jsou pfipravené z DNA samce a samice) (napi. Traut et al.
1999, Symonova et al. 2015). Nevyhodou této metody je, Ze nedokaze takto odhalit pohlavni
chromozémy, které od sebe jesté nejsou dostatecné diferenciované, jako naptf. u sekernatky
mramorové Carnegiella strigata (Yano et al. 2021), a také Ze v piipadé€ pozitivniho vysledku
se nedozvime nic konkrétniho o typu repetitivnich sekvenci, které akumuluji v oblasti
diferenciace. U ryb byla metoda CGH uspé€$né pouzita napt. pro identifikaci pohlavnich
chromozoému Zivorodky P. reticulata (Traut a Winking 2001) nebo nékolika druhti teter rodu
Triportheus (Yano et al. 2017) a zastupct piibuznych rod (Yano et al. 2021) a né€kterych
karyotypovych forem trahira malabarského (de Oliveira et al. 2018, Sember et al. 2018b). Pro
studium pohlavnich chromozomii je také dulezita analyza synaptonemalnich komplexi, jejichz
vizualizace (dnes pfevazné za pomoci imunodetekce zicastnénych proteintl) dokaze odhalit
odchylky od standardniho parovéani chromozémi (napt. Carrasco et al. 1999, Traut a Winking

2001, Nanda et al. 2022, Nath et al. 2022).

1.5.1 Karyotypové charakteristiky neotropickych ryb

Neotropickou sladkovodni ichtyofaunu tvoii vice nez 6200 druhti, coz je pfiblizné

polovina vSech sladkovodnich ryb na nasi planeté (Dagosta a de Pinna 2019, Albert et al. 2020).
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Druhové rozmanitost této oblasti je dana geologickou historii Jizni Ameriky, kterd vétvila a
fragmentovala vodni plochy, a déale také bohatosti ekologickych nik (Reis et al. 2016, de
Oliveira et al. 2020). Navic se soudi, ze jihoamerickd rybi biodiverzita je jeSté bohaté;si.
Postupné se totiz pfichdzi na to, ze dosud znamé druhy se skladdaji z vice morfologicky
nerozliSitelnych kryptickych druhti nebo tvoii druhové komplexy (Pereira et al. 2013, Ramirez
et al. 2017). Kombinaci modernich metod jako je DNA barcoding spolu s cytogenetickymi
metodami je mozné identifikovattuto skrytou diverzitu. U ryb byly takto objeveny napt. rizné
karyomorfy (tj. karyotypové formy) anténovky Imparfinis mirini (Ferreira et al. 2014) nebo
tetry Astyanax fasciatus (Ferreira-Netto et al. 2012). Neotropické ryby také vykazuji
neobvyklou rozmanitost systému pohlavnich chromozémi, coz do jisté miry mize souviset i
s vysokou koncentraci cytogenetickych laboratofi na tomto kontinentu, které se vyzkumu ryb
vénuji. Popsany byly homomorfni (tj. morfologicky nerozliSitelné) i heteromorfni (tj. s
cytologicky rozpoznatelnymi rozdily v morfologii) systémy pohlavnich chromozému (Cioffi et
al. 2012, Sember et al. 2021).

Jako ptiklad vyuZiti cytogenetiky pro vyzkum neotropickych ryb mohou poslouzit tetry
rodu Triportheus. Tento rod sdili pohlavni systém 3ZZ/QZW, ale druhy se mezi sebou lisi
velikosti chromozomu W. Metody rDNA FISH, WCP a CGH odhalily, ze tento systém ma
spole¢ny ptivod, avSak chromozém W se lisi v obsahu a poctu repetitivnich sekvenci (Yano et
al. 2016, 2017). Navazujici studie zjistila, Ze systém ZW je sdileny dokonce mezi zastupci
Celedi Triportheidae a Gasteropelecidae (tudiz se jeho stari odhaduje na minimalné 40 miliond
let), coz je u ryb neobvyklé (Yano et al. 2021). Druhym ptikladem je trahir Hoplias
malabaricus, u kterého bylo objeveno celkem sedm karyomorf, z nichZ pét zahrnuje jeden
z nasledujicich systémi pohlavnich chromozomi: XY, X1X2Y nebo XY1Y2. Pomoci mapovani
repetitivni DNA a malovacich sond bylo postupné zjiSténo, Ze tyto systémy vznikly v evoluci
ze tfi riznych vazebnych skupin reprezentujicich systémy XY a ze dvou z nich nasledné vznikly
mnohocetné pohlavni chromozdémy tandemovou fazi chromozému Y a autozému (Bertollo et
al. 1997, Cioffi a Bertollo 2010, Cioffi et al. 2017, de Oliveira et al. 2018). CGH ukazala, Ze se
pohlavni chromozomy li§i mirou diferenciace na urovni akumulace repetitivni DNA (Sember
et al. 2018a). Rozdily v karyotypu a sloZeni repetic byly nalezené také napf. u druhového
komplexu 4. affinis (do Nascimento 2018) nebo B. coracoideus (Ferreira et al. 2017).
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1.6 Sirokohlavci rodu Bunocephalus

Sirokohlavei rodu Bunocephalus (tad Siluriformes, eled” Aspredinidae) jsou drobni
sladkovodni sumci obyvajici oblast od Amazonie az po povodi feky Parand. Jak uz jejich eské
jméno napovida, maji Sirokou hlavu, na kterou navazuje zeStihlujici se télo (Obr. 1).
Karyotypové charakteristiky zastupcii z této ¢eledi nejsou dosud pftili§ probadané (doposud bylo
karyotypovano jen osm druhtl), ale jiz tyto data ukazuji na velké rozpéti diploidniho poctu
chromozému (2n=24-74) (Fenocchio a Swarca 2012, Ferreira et al. 2016, 2017, 2020). Do
dnesniho dne bylo u rodu Bunocephalus popsano celkem 14 druhti, coz z n¢j déla nejpocetnéjsi
rod z ¢eledi Aspredinidae (Fricke et al. 2022). Tento pocet ale bude pravdépodobné mnohem
vEtsi, protoze napt. druh B. coracoideus pravdépodobné piedstavuje druhovy komplex, v ramci
n¢hoz se jedinci lisi v poctu chromozémi i distribuci repetitivnich sekvenci (Ferreira et al.
2017, Ferreira et al. 2020). Diivodem této diverzity miize byt fragmentace vodnich tokl a
geografické bariéry mezi jednotlivymi populacemi, diky ¢emuz v téchto izolovanych
populacich dochazi sndze k fixacim genetickych zmén pomoci driftu. Podobné ptipady byly
nalezeny také u dalSich jihoamerickych sumcti, jako jsou anténovci rodu Zungaro (Pires et al.
2017) arody Harttia (Deon et al. 2020) a Rineloricaria (Primo et al. 2017) z ¢eledi Loricariidae.
Velkou diverzitu u sumct podtrhuje také skutecnost, Ze u nich bylo nalezeno celkem sedm
riznych systémua pohlavnich chromozomi (piiklady viz Takagui et al. 2017). U druhu B.
coracoideus byl na zékladé cytogenetickych vysledkli navrzen u ryb unikdtni systém
pohlavnich chromozomi @Xi1XiXoXo/dX1Y1X2Y2, ktery ale dosud nebyl experimentalng
potvrzen (Ferreira et al. 2016, 2017). Tento systém byl v ramci eukaryot doposud objeven
pouze u jedné rostliny z Celedi hvozdikovitych — Silene diclinis (Howell et al. 2009), jedné
populace skokana hnédého Rana temporaria (Toups et al. 2019) a u viestant rodu Alouatta
(Steinberg et al. 2014). Ve vSech tfech ptipadech se usuzuje, Ze tento systém vznikl reciprokou
translokaci mezi jednim z pivodnich pohlavnich chromozémt a autozémem, coz Howell et al.
(2009) podpotili u Silene diclinis pozorovanim tetravalentu pohlavnich chromozému pfi
meiotickém déleni. Stejny mechanizmus byl navrZzen 1 pro vznik mnohocetnych pohlavnich
chromozomi typu QXX XoXoX3X3/3X1Y1X2Y2X3Y3 u zaby Odorrana swinhoana (Miura et
al. 2021). U B. coracoideus ovsem nejprve Ferreira et al. (2016) navrhli hypotézu, Ze systém
X1Y1X2Y2 vznikl fuzi dvou chromozéml z parti 18 a 19 a naslednou inverzi na jednom
z chromozomu z paru 19 a pozd¢ji ten samy kolektiv autorii (Ferreira et al. 2017) navrhli jako
dals$i moznost vzniku tohoto systému kiizeni jedinct s riznymi karyotypy. Doposud byly u

Sirokohlavcl pouzity jen nekteré cytogenetické metody — vedle standardniho karyotypovani,
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C-pruhovani a analyzy meiotického déleni Slo o FISH se sondami pro rDNA a telomerickicky
motif (Ferreira et al. 2016, 2017) Data ziskand z téchto metod ale bohuZzel neptinesla odpovédi
na to, zda systém X;Y1X2Y2 u Sirokohlavci skute¢né existuje a nebo se jednd pouze o
vnitropopulacni polymorfizmus, ktery je vysledkem pfestaveb zahrnujicich autozomy.
Minimalné u nékterych populaci B. coracoideus systém X;Y1X>Y2 nebyl zaznamenan (Ferreira

et al. 2017).

Obr. 1: Jedinec druhu B. aloikae. (foto bylo laskavé potizeno RNDr. Jorgem Bohlenem, Ph.D.)

1.7 Halanc¢ici rodu Nothobranchius

Halan¢ici rodu Nothobranchius (fad Cyprinodontiformes, ¢eled’ Nothobranchiidae) jsou
drobné¢ sladkovodni ryby adaptované na zna¢né nestabilni biotop malych vodnich tinich
v savanach vychodni Afriky. Tento biotop opakované vznika a zanika v disledku stiidani
obdobi dest'li a sucha. Mezi hlavni adaptace halanciki patii diapauza, tj. dormantni stadium, ve
kterém embrya pieckavaji obdobi sucha, zatimco cela populace dospélci pomie. Dalsi
dialezitou adaptaci je neobvykle rychly vyvoj, nebot’ se halancici musi vylihnout, dospét a
rozmnozit se v ramci né¢kolika malo (obvykle dvou az tfech) mésict, kdy je tin zaplnéna vodou
(Cellerino et al. 2016, Furness 2016). Embrya se tedy zacinaji lihnout pii kontaktu s vodou
z prvnich srazek obdobi destli a napt. N. kadleci (Reichard, 2010) (Obr. 2B) mtze dosdhnout
dospélosti uz za 17 dni svého zivota (Blazek et al. 2013). Pokud nepocitame obdobi diapauzy,
maji halancici rodu Nothobranchius nejrychlejsi dosud popsany zivotni cyklus ze vSech
obratlovct, spojeny s rychlym ristem a brzkou pohlavni dospélosti (Furness 2016). Projevuji
se u nich navic typické symptomy starnuti, coZ z halan¢ikt déla idealni modelovy organizmus
1 pro biomedicinsky vyzkum (Platzer a Englert 2016). Recentni studie u téchto ryb dale
odhalily, ze minimalné¢ u nékolika druht je jejich pohlavi determinovano pohlavnimi
chromozomy se saméi heterogametii. Zatimco standardni systém @XX/3XY u halan¢ika
tyrkysového N. furzeri (Jubb, 1971) (Obr. 2A) byl odhalen aZ na zakladé celogenomového
sekvenovani (Reichwald et al. 2015), cytogenetické metody odhalily u Sesti dalSich druht
systém mnohocetnych pohlavnich chromozémi typu QX1 X1X2X2/3Xi1X2Y. Konkrétné se
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jedné o: N. guentherii, N. brieni, N. ditte, N. janpapi, N. lourensi a N. sp z oblasti Kasenga
(Ewulonu et al. 1985, Krysanov et al. 2016, Krysanov a Demidova 2018). Tento systém
pohlavnich chromozémii byl odhalen i u blizce ptibuzného druhu Fundulosoma thierryi
(Krysanov a Demidova 2018), ktery je vyznamnou tzv. ,,outgroup* skupinou (oddé¢lil se od linie
vedouci k rodu Nothobranchius; van der Merwe et al. 2021). Druhy, u kterych byly pohlavni
chromozomy nalezeny, nejsou v ramci fylogenetického stromu rodu Nothobranchius blizce
piibuzné, coz muze naznaCovat opakovany nezavisly vznik mnohocetnych pohlavnich
chromozému. Tato hypotéza zatim nebyla ovéfena empiricky. Na karyotypové urovni bylo
dosud analyzovano 65 druhi (Krysanov a Demidova 2018) a ziskanéd data ukazuji zna¢nou
variabilitu v po¢tu a morfologii chromozému, a tedy vysoky pocet chromozémovych piestaveb,
predevsim centrickych fuzi a rozpadi, v pribéhu evoluce karyotypu halan¢ikl. U drtivé vétSiny
druhii vSak nebyla identifikovdna ptfitomnost heteromorfnichpohlavnich chromozémui
(Krysanov a Demidova 2018). Doposud byly pouzivany u halan¢ikti hlavné genomické metody
(celogenomové sekvenovani) (Reichwald et al. 2015, Valenzano et al. 2015, Cui et al. 2019,
Willemsen et al. 2020), zatimco cytogenetické metody zahrnovaly pouze standardni
karyotypovani (Ewulonu et al. 1985, Krysanov et al. 2016, Krysanov a Demidova 2018),
nékteré pruhovaci metody a mapovani omezeného poctu repetitivnich sekvenci (Reichwald et

al. 2009).

Obr. 2: Samci rodu Nothobranchius — N. furzeri (A) a N. kadleci (B). (foto laskavé poskytnuto doc. RNDr.
Martinem Reichardem Ph.D.).
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2. Cile prace

1) Zjistit troven diferenciace pohlavnich chromozomii u riznych populaci N. furzeri a
sesterského druhu N. kadleci

2) Zjistit zptisob parovani pohlavnich chromozému v meidze analyzou synaptonemalnich
komplexii u riiznych populaci N. furzeri a sesterského druhu N. kadleci

3) Ovg¢fit, zda by v evoluci pohlavnich chromozoémt N. furzeri mohla hrat ulohu
pohlavné specificka distribuce rekombinace (tj. heterochiazmie)

4) Obvéfit moznou piitomnost mnohocetného systému pohlavnich chromozémut
PX1X1XoXo/AX1Y1X2Y2 a odhalit cytogenetické rozdily mezi pohlavimi u jedinct rodu
Bunocephalus

5) Analyzovat dynamiku a mechanizmy chromozémovych piestaveb u jedincii rodu

Bunocephalus
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3.Material a Metody

3.1. Material

Ve své praci jsem studoval samce a samice tii populaci druhu N. furzeri: NFU GRZ,
NFU MZCS 121 a NFU MZCS-222 a samcii dvou populaci druhu N. kadleci: NKA MZCS-91
a NKA MZCS-430 a dale jsem studoval jedince rodu Bunocephalus. Jedince N. furzeri a N.
kadleci nam laskavé poskytl doc. RNDr. Martin Reichard, Ph.D. (Ustav biologie obratlovci,
AV CR). Jedinci rodu Bunocephalus byli ziskani pies velkododavatele akvarijnich ryb
Aquarium Glasser GmbH (Frankfurt) prostfednictvim Vivarium Mélnik (Tomas Kucera) a
nasledné pteurceni pomoci fylogenetické analyzy (viz dale).

Vsechny ryby byly chovany v akvariich o objemu 50 1 pfi teploté vody 2627 °C a byly
krmeny mraZenymi larvami pakomarQ rodu Chironomus. S analyzovanymi jedinci ryb se
zachézelo dle evropskych standardl v souladu s §17 zakona ¢. 246/1992 Sb. Na manipulovani
s zivymi zvifaty dohliZel &len instituciondlniho vyboru pro pédi a pouziti zvifat Ustavu
fyziologie a genetiky zvifat AV CR, v.v.i., s &islem osvédéeni CZ 02361 (certifikovano a
vydéno Ministerstvem zemé&délstvi CR). Pfed pfimymi preparacemi byly ryby anestezovany

smrtici davkou 2-fenoxyetanolu (Sigma-Aldrich).

3.2. Metody

3.2.1. Priprava chromozomovych suspenzi

Chromozomové suspenze byly pfipraveny pfimymi preparacemi z ledvin a gonad, které
jsem provadél za asistence zkuSenych kolegii Mgr. Tomase Dvoraka a RNDr. Jorga Bohlena,
Ph.D. Ledviny a gonady jsem po usmrceni ryb vypreparoval a pfenesl na kovovou miizku a
zakapl je hypotonickym roztokem 0,075M chloridu draselného (KCI; Lach:ner). Pomoci
pinzety jsem tkan rozetfel a pienesl ji do 15ml konické zkumavky a nechal roztok pisobit 10
minut (min). Zbylé organy a tkan¢ (mozek, jatra, sval) jsem prudce zmrazil v tekutém dusiku a
uskladnil pii teploté -80 °C, ptipadné jsem ploutve vlozil do ethanolu a uskladnil pii -20 °C. Po
uplynuti 10 min jsem hypotonizaci ukon¢il pfidanim 1-2 ml fixaZe: methanol 99,99%: kyselina
octovd 99,8% (oboji Lach:ner) v poméru 3:1 (v/v). Zkumavku jsem promichal a dal ji
centrifugovat (10 min, 259 x g, 4 °C). Po skonceni centrifugace jsem odsal supernatant tak, aby

na dn¢ trocha roztoku zlstala a ptidal jsem Cerstvé piipravenou fixdz do objemu 5 ml. Po
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promichéni jsem vzorky inkuboval v lednici (8 °C) po dobu 20 min. Nasledn€ jsem proces
centrifugace, odsati supernatantu a pridani Cerstvé fixaze jeste¢ dvakrat zopakoval. Na zaveér
jsem odsal potfebné mnozstvi fixaze s ohledem na mnozstvi pfitomné tkané tak, abych ziskal
suspenzi o pfimérené hustoté bunck. Konecnou suspenzi jsem pienesl do 1,5ml zkumavky a

skladoval pfi -20 °C.

3.2.2 Priprava chromozomovych preparati pro metody FISH

Podlozni skla jsem nejprve ocistil ponofenim do 96% ethanolu (10 min) pfi pokojové
teploté (RT, z angl. room temperature). Chromozdémové suspenze pfipravené v kapitole 2.2.1.
jsem nakapal (jedna kapka = 10-15 pl suspenze) na podlozni sklo na vytemperované
histologické ploténce (60 °C), dle metody popsané Bertollem et al. (2015). V ptipadé vice
koncentrovanych suspenzi jsem na preparat aplikoval jesté jest¢ 10 ul cerstvého fixativa.

Kvalitu preparatii ve smyslu hustoty a rozprostieni jader a chromozém jsem prubézné
kontroloval pod fazovym kontrastem ve svételném mikroskopu (Olympus BX53) a vybrana
skla jsem odvodnil v ethanolové fade (70%, 80%, 96%, inkubace po 2 minutach) a skladoval
pii -35 °C. Pro analyzu v mikroskopu (ZEISS Axio Imager Z2), ktery byl vybaveny platformou
pro automatické hledani metafazi (Metafer-MSearch), byla ¢ast preparati obarvena 5%
roztokem Giemsa-Romanowski ve fosfatovém pufru (pH 6,8) (Dr. Kulich), ktery se nechal

pusobit 10 min pfi RT.

3.2.3 I1zolace genomové DNA

Pro tcely fylogenetické analyzy, ptipravy hybridizacnich sond a kompetitivni DNA
jsem izoloval genomovou DNA pomoci izola¢ni soupravy MagAttract HMW DNA Kit
(Qiagen), kterd vyuziva magnetickych kulicek, a soupravy Qiagen DNAeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen). U obou kit jsem postupoval podle instrukei vyrobce, pouze v ptipadé soupravy
s magnetickymi kulickami musela byt kvili vysoké hustot¢ bunék zizolovanych tkani
zdvojnasobena mnozstvi v§ech roztokil vyjma elucniho pufru, jehoZz mnozstvi se neménilo (100
ul na kazdou eluci), a v ptipadé¢ kitu DNAeasy Blood & Tissue byl konecny objem elu¢niho
pufru polovi¢ni (100 pl). Kvalitu ziskané DNA jsem ovéfil pomoci elektroforézy v 0,8%

agardzovém gelu a zméfil jeji koncentraci pomoci fluorometru Qubit (Invitrogen).
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3.2.4 Priprava kompetitivni DNA

Kompetitivni DNA, kterd je potfebna pro piipravu sond pro celochromozdémové
malovani (WCP) a pro komparativni genomovou hybridizaci (CGH), slouzi k vyvazani repetic
s vysokym mnozstevnim zastoupenim v genomu, které jsou tim padem ptfitomny i v sond¢ a
jejich hybridizace na chromozomy pak znesnadiiuje vyhodnoceni hybridizanich vzori.
Kompetitivni DNA jsem pfipravoval z celogenomové DNA izolované kitem MagAttract HMW
DNA Kit (viz vyse) ze samci B. aloikae (pro WCP a CGH na samicich sklech) a samic B.
aloikae (pro CGH na samicich sklech) a vSech populaci samic N. furzeri a N. kadleci (pro CGH
na samcich sklech). Kompetitivni DNA byla pfipravena metodou polymerazové ftetézové
reakce s degenerovanymi primery (DOP PCR zangl. degenerate oligonucleotide-primed
polymerase chain reaction) dle protokolu Yang et al. (2009). Tato PCR probiha ve dvou kolech
(termalni profily viz Tab. 1 a 2; sekvence primeru 5'- CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG
G -3"), jedna reakce PCR o objemu 50 pl pro prvni kolo obsahovala 25 pl ultracisté vody PCR
Ultra H2O (dale v textu jiz jen ,,ultracisté vody*; Top Bio), 5 pl PCR pufru neobsahujiciho
kationty Mg>+ (Top Bio), 5 pl nukleotidového mixu (koncentrace kazdého nukleotidu 2,5 mM),
5 ul MgClz (25 mM; Top Bio), 10 ul DOP primeru (10 uM), 0,5 ul Taq polymerazy Unis (Top
Bio) a 100 ng celogenomové DNA. Nukleotidovy mix byl slozeny z 10 mM nukleotidi dATP,
dGTP, dCTP a dTTP smichanych v poméru 1:1:1:1. Uvedené jsou (i déle v textu, pokud neni
uvedeno jinak) vychozi koncentrace slozek pfed smichanim. Délkovy rozsah fragmentii jsem
poté ovéfil pomoci elektroforézy v 0,8% agar6zovém gelu.

Sekundarni DOP PCR jsem namichal aZz na zdroj templatové DNA ze stejnych
chemikalii o stejnych koncentracich jako pfedchozi reakci. Na jednu reakci (50 pl) smés
obsahovala 31 pl ultracisté vody, 3 pl PCR pufru bez MgCla, 5 pl nukleotidového mixu, 5 pl
MgClp, 2,5 pl DOP primeru, 0,5 pl Taq polymerazy a 2 pl produktu amplifikaéni reakce
z prvniho kola. Po druhém kole PCR jsem opét ovéfil délku fragmentti pomoci elektroforézy
v 0,8% agar6zovém gelu. Kazdy vzorek kompetitivni DNA jsem pfipravoval ve vétsim objemu,
ktery odpovidal nasobkim dil¢i 50ul reakce. Produkty amplifikacni reakce jsem po
elektroforetickém ovéteni sloucil do jedné zkumavky a snizil objem na vakuové odparce na cca
100 pl. Poté jsem zméfil koncentraci vysledného produktu pomoci fluorometru Qubit

(Invitrogen).
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Tab. 1: Termalni profil primarni reakce DOP PCR

PCR krok DOP PCR 1. reakce
Pocatecni denaturace 95 °C/ 5 min
a. Denaturace 1 92 °C/ 1 min
b. Nasedani primeri 1 30°C/1min 30s
¢. Elongace 1 72 °C /2 min
d. Denaturace 2 92 °C/ 1 min
e. Nasedani primeri 2 62°C/1min30s
f. Elongace 2 72 °C /2 min
g. Zavéretna elongace 5 min

Pocet opakovani cyklu a.-c. 8%
Pocet opakovani cyklu d.-f. 25x

Tab. 2: Termalni profil sekundarni reakce DOP PCR

PCR krok DOP PCR 2.

reakce
a. Denaturace 92 °C/ 1 min
b. Nasedani primert 56 °C /2 min
c. Elongace 72 °C /2 min

d. Zavérecna elongace 5 min

Pocet opakovani cyklu a.-c. 32x%
3.2.5 Priprava sond

Namichané sondy spolu s kompetitivni DNA (specifické sloZeni pro kazdou metodu viz
nize) jsem vysrazel pfidanim 3M acetdtu sodné¢ho v mnoZstvi 0,1x objem sondy a 96%
vymrazeného ethanolu (2,5x objem sondy) sondy a tuto smés jsem poté ulozil minimaln¢ ptes
noc na -20 °C, aby se efektivné vysrazela DNA. Nasledn¢ jsem vzorky centrifugoval (18 600
x g, 4 °C) po dobu 25 min, odsal supernatant a ptidal 700 pl vymrazeného 70% ethanolu za
ucelem odmyti acetatu sodného z DNA a vzorky jsem opét centrifugoval (16 000 x g, 4 °C),
tentokrat po dobu 17 min. Opét jsem odsal supernatant a nechal ethanol zcela vypatit. Vysledny
pelet jsem poté rozpoustél v hybridizaénim mixu (sloZeni a konecné koncentrace slozek: 50%
formamid, 10% dextran sulfat, 2x SSC, 0.04M pufr NaPOs pufr, 0.1% SDS, Denhardtovo
¢inidlo). Pro WCP jsem ve 14 ul hybridiza¢niho mixu takto rozpustil jen samotnou kompetitivni
DNA (7,5 pg) spolu s tRNA z Escherichia coli (11 pg; Merck), ktera slouzi jako nosi¢ pro
efektivnéjsi vysrazeni DNA. Pelet jsem nasledné rozpoustél 2-4 h v termobloku (37 °C, 400—
500 rpm). Znacenou sondu jsem ptidal az pozd¢ji (viz kapitola 3.2.5.1)

3.2.5.1 Chromozémové malovaci sondy (WCP)
Zakladni analyza karyotypl u Sirokohlaveli poukazala na vhodné cile pro ptipravu
malovacich sond. Jednalo se o sam¢i meioticky tetravalent u samce BAL J4 a v ramci

mitotickych metafazi toho samého samce dale jeden velky metacentricky chromozém, ktery
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evidentné postradal homologa. Ptiprava preparati pro mikrodisekeci probihala standardnim
zpisobem (popsaném v kapitole 3.2.2). Suspenze se ale tentokrat nanasela nikoliv na podlozni
sklicka, nybrz na skli¢ka kryci (22 x 60 mm). Preparaty jsem nasledné obarvil 5% roztokem
Giemsa-Romanowski (viz kapitola 3.2.2). Diky spolupraci s tymem Dr. Thomase Liehra (Jena
University Hospital Institute of Human Genetics, Némecko) byly za asistence mého skolitele
z téchto skel vybrané cile mikrodisekovany Dr. Ahmedem Al-Rikabim pomoci sklenéné
kapilary pfipevnéné na mechanicky manipuldtor pod invertovanym mikroskopem (Zeiss
Axiovert 135) (detaily metody viz Al-Rikabi et al. 2020). Cile byly mikrodisekovany v deseti
kopiich. Mikrodisekované chromozomy byly poté amplifikovany dvéma koly DOP-PCR dle
protokolu Yang et al. (2009). 1 pl produktu byl poté pouzit pro znacici DOP-PCR se
SpectrumOrange-dUTP nebo SpectrumGreen-dUTP (Vysis). Sondy pfipravil v obou
variantach fluorochromt Ahmed Al-Rikabi.

Na pftipravu vysledného hybridiza¢niho mixu pro WCP jsem na jedno sklo pouzil 100
ng kazdé ze dvou vybranych malovacich sond, 7,5 pg kompetitivni DNA a 11 pg tRNA, které
jsem spolecné nechal promichat na termobloku po dobu 1 h (37 °C, 400-500 rpm).

3.2.5.2 Celogenomové sondy pro komparativni genomovou hybridizaci (CGH)

Pro pfipravu celogenomovych sond jsem pouzil DNA ziskanou v kapitole 3.2.3. Pro
ptipravu sondy na jedno sklo bylo pouzito 500 ng DNA z obou pohlavi, které jsem oznacil nick
translaci (Cesky téZ ,,posun zlomu*) soupravami pro piimé znaceni Fluorescein NT Labeling
Kit nebo Cy3 NT Labeling Kit (Jena Bioscience). Fluorescein-dUTP byl pouzit pro samici
pohlavi a Cy3-dUTP pro znaceni samciho pohlavi. Nick transla¢ni reakci jsem michal jinak,
neZ je uvedeno v protokolu vyrobce. Cilem bylo vice nafedit enzymovou smés, kterd nase
vzorky fragmentovala pfili§ rychle. Pro naznaceni 500 ng DNA daného sam¢iho nebo samiciho
vzorku 1 pl nick translacniho pufru (10x NT labeling buffer), 1 ul fluorescenéniho mixu
(Fluorescein nebo Cy3), 0,9 ul enzymového mixu a reakci jsem doplnil ultracistou vodou (Top
Bio) do celkového objemu 14 pl. Smés jsem poté inkuboval pii 15 °C po dobu 30 min a reakci
jsem poté ukoncil pfidanim 2,5 pl tzv. stop pufru. Délkovy rozsah znacenych fragmentt
(optimalne 200-500 bp) jsem nakonec ovétil pomoci elektroforézy. Poté jsem smichal 500 ng
sam¢i DNA znacené Cy3 a 500 ng sami¢i DNA znacené fluoresceinem a piidal jsem 10 pg
kompetitivni DNA a 25 pg sonikované DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich), kterd funguje
jako nespecificka kompetitivni DNA. Tuto smés jsem poté vysrazel stejn€ jako kompetitivni

DNA v kapitole 3.2.4 a rozpustil ve 20 pl hybridiza¢niho mixu.
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3.2.5.3 Sonda pro 18S rDNA FISH

Fragment 18S rDNA jsem ziskal pomoci reakce PCR (termalni profil reakce viz Tab. 3,
sekvence primerta: forward 5°- CCGAGGACCTCACTAAACCA -3°, reverse 5'-
CCGCTTTGGTGACTCTTGAT -37), ve které byl templatovou DNA zaklonovany fragment
18S rDNA z druhu N. guentheri. Sonda byla pfipravena kolegy z tymu pro tcely paralelnich
experimentd (viz Luksikova 2021). Klonovani provadéla laborantka Petra Sejnohova. Produkt
amplifikacni reakce jsem ovéfil pomoci elektroforézy v 0,8% agarézovém gelu a nasledné
precistil soupravou NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel GmpH) podle navodu
vyrobce. Nakonec jsem zméfil koncentraci ¢istého produktu na fluorometru Qubit.

Pro sondu na jedno sklo jsem pouzil 250 ng 18S rDNA, kterou jsem oznacil nick
translaci pomoci soupravy Nick Translation kit (Abbott Molecular). Reakci jsem michal
obvykle pro vice preparatii najednou. Pro zjednoduseni zde uvadim slozeni reakéni smési na
500 ng DNA: 2,5 pl nukleotidového mixu, 2,5 pul NT pufru, 5 pl enzymového mixu (DNA
polymeraza I a Dnaza I), templatové DNA a smés jsem doplnil ultrac¢istou vodou (Top Bio) do
konec¢ného objemu 25 pl. Nukleotidovy mix pro nick translaci se pfipravoval v alikvotech po
50 pl o sloZeni: 5 pl dATP, 5 pl dGTP, 5 ul dCTP, 3,4 pl dTTP (vSechny o koncentraci 2,5
mM) a 4 ul dUTP konjugovaného s biotinem (biotin-16-dUTP; Roche) a smés byla doplnéna
do 50 pl ultracistou vodou (Top Bio). Nick translace probihala pii 15 °C po dobu 1,5-2 h (v
zavislosti na konkrétnim vzorku a predev§im na stafi alikvotu enzymového mixu). Vysledek
reakce jsem ovéfil pomoci elektroforézy a reakci zastavil pfidanim 2 pl EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina; pH 8.0) a inkubovanim pii 65 °C po dobu 10 min. K této
smési jsem poté piidal 12,5 ng DNA z lososich spermii a cely mix jsem poté vysrazel stejnym
zptisobem, jako je uvedeno v kapitole 3.2.4. Pelet jsem rozpustil ve 30 pl hybridizacniho mixu

(15 pl na jedno sklo).

Tab. 3: Termalni profil pro amplifikaci 18S rDNA

PCR krok 18S rDNA
Pocatecni denaturace 95 °C /5 min
a. Denaturace 95°C/ 1 min
b. Nasedani primert 60 °C/ 1 min
c. Elongace 72°C/1min30s
d. Zavérecna elongace 10 min
Pocet opakovani cyklu a.-c. 35x%
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3.2.6. Fluorescen¢ni hybridizace in situ (FISH)

3.2.6.1 Mapovani 18S rDNA

Zakladem metody FISH a jejich modifikaci (CGH, WCP) je hybridizace fluorescencné
znacenych sond na tUseky chromozémové DNA, které jsou k nim komplementarni. Metodu
FISH jsem provadél dle protokolu popsaného v praci Sember et al. (2015) s mirnymi tpravami.
Alespont 2 h pfed samotnym pocatkem FISH (nejlépe pies noc) jsem preparaty odvodnil
v ethanolové fadé (70%, 80%, 96%, po 2 min) a nechal je inkubovat pti 37 °C, aby chromozémy
1épe ptilnuly na preparat (tomuto kroku se fiké tzv. ,,aging*, Cesky téz ,,starnuti* skel). Pro jeste
lepsi pfilnavost chromozémového materidlu k preparatu a jeho odolnosti vii¢i pozdéjSimu
pusobeni pepsinu (viz dale) jsem skla dale inkuboval na histologické ploténce (60 °C, 1 hod).
Nasledné jsem preparaty oplachl v kyveté s 2x SSC (5 min, RT), pfenesl na kazdé sklo 500 ul
RNézy A (Sigma-Aldrich; 200 ng/ul ve 2x SSC), ptekryl krycim sklem (22 x 60 mm) a
inkuboval pfi 37 °C ve vlhké komurce (70 min). Poté jsem preparaty opé€t oplachl v kyveté s 2
SSC (RT, 1 min) a odvodnil v ethanolové fadé€. Skla jsem po oschnuti vlozil do 1x PBS (RT, 5
min) a poté je premistil do kyvety s pepsinem (Chemos CZ) v H,O okyselené 1IN HCI
(Lach:ner) (pro stimulaci aktivity pepsin). Kone¢na koncentrace pepsinu byla 0,05 pg/ul a
preparaty jsem v tomto roztoku inbukoval 3 min pfi telot€¢ 37 °C ve vodni lazni. Po pepsinizaci
jsem skla oplachl v 1x PBS (RT, 1 min) a odvodnil v ethanolové fad€. Diky piisobeni RNazy a
pepsinu doslo k odstranéni cytoplazmy a RNA zpreparatd, které by mohly vytvaret
nespecifické signaly na pozadi ¢i omezit naseddni sondy na chromozomy. V nésledném kroku
jsem denaturoval chromozémy v 75% formamidu (72 °C, 3 min) a poté je ihned zchladil ve
vymrazeném 70% ethanolu (3 min), aby nedoSlo ke zpétné renaturaci chromozémi, a nasledné
jsem dokoncil odvodnéni v ethanolové tadé (80%, 90%, po 3 min). V pribéhu denaturace
preparati jsem rovnéZ denaturoval sondu (86 °C, 6 min), kterou jsem dal poté zchladit na led
(alespot na 10 min), opé€t za Gi€elem zamezit renaturaci DNA. Pak jsem na preparaty aplikoval
sondu (15 pl na sklo) a ptikryl krycim sklem (24 x 50 mm). Abych zabranil vysychani sondy,
mezery na okrajich mezi krycim a podloZnim sklem jsem zacelil pomoci Rubber cementu
(Marabu). Skla jsem inkuboval ve vlhké komtrce (37 °C) do druhého dne.

Druhy den jsem nejprve odstranil Rubber cement. Pro odstranéni nespecifickych signala
jsem preparaty znacené biotinem nebo digoxigeninem nejdiive kratce oplachl v 4x SSC/0,1%
Tween-20 (RT, 1 min) a nésledné jsem skla promyval tfepanim ve dvou kyvetach s 50%

formamidem ve 2x SSC (obé¢ 42 °C, 140 rpm, po 10 min). Preparaty jsem pot¢ inkuboval ve
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trech kyvetach s 1x SSC (42 °C, 140 rpm, po 7 min) a pak je kratce oplachl ve 2x SSC (RT, 1
min). Na kazdé sklo jsem nésledné prenesl 500 ul 3% BSA (z angl. bovine serum albumin;
Vector Labs) ve 4x SSC/0,01% Tween-20, ptekryl jej krycim sklem (22 x 60 mm) a nechal
inkubovat ve vlhké komiirce (37 °C, 20 min). BSA pomaha vysytit nespecifickd vazebna mista
pro nasedani protilatek. Dale jsem pfipravil detekéni mix: na jedno sklo jsem smichal 2 pl
Streptavidin-Cy3 (Invitrogen Life Technologies), ktery jsem ziedil v 10% GNS/PBS v poméru
1:100 a nanesl celou smés na preparat. Skla jsem nésledné prekryl krycim sklem (24 x 60 mm)
a nechal je inkubovat ve vlhké komtrce (37 °C, 70 min). Po skonceni inkubace jsem opatrn¢
odstranil kryci skla a nenavazané protilaitky odmyl postupné ve ctyfech kyvetdch s 4x
SSC/0,1% Tween-20 (42 °C, 140 rpm, 7 min kazda). Poté jsem skla oplachl v destilované vod¢
(RT, 1 min) a nasledné jsem na kazdy preparat aplikoval 20 pul montovaciho média s DAPI o
koncentraci 1.5 pg/ml (Cambio), ptekryl ho krycim sklem (24 x 50 mm) a okraje preparatu

jsem nasledn¢ zalakoval.

3.2.6.3 Mapovani telomerickych repetic

Telomerické tandemové repetice jsem detekoval pomoci soupravy Telomere PNA FISH
Kit/Cy3 (Dako) dle navodu vyrobce s jedinou upravou, kdy jsem prodlouzil dobu hybridizace
z 30 min na 1,5 h. Sonda PNA (z angl. peptide nucleic acid) je stabilnéj$i nez standardni
hybridiza¢ni sondy a 1épe hybridizuje, jelikoz ma v kostte polymeru fosfat nahrazeny cukrem,

diky ¢emuz postrada zaporny naboj.

3.2.6.3 Hybridizace celochromozémovych sond (WCP)

Celochromozoémové malovani umoziuje lokalizovat vybrané chromozémy v metafazi
a zjistit homologii téchto chromozéml mezi druhy nebo populacemi stejného druhu. Samotny
protokol této metody se prvni den moc nelisi od protokolu 18S rDNA FISH popsaného vyse.
Jedind zména je, Ze preparaty jsem po pepsinizaci navic jest¢ inkuboval v 1% formaldehydu
(RT, 10 min), abych zajistil lepsi stabilizaci chromatinu (1% formaldehyd obsahoval 1350 pul
zasobniho 36 — 38% formaldehydu, 125 pl MgCl, a nakonec byl doplnén PBS do kone¢ného
objemu 50 ml). Hybridizaci sondy na preparaty jsem prodlouZil z jednoho na tfi dny.

JelikoZ malovaci sondy byly znaceny fluorochromem a nikoliv biotinem jako v ptipadé
18S rDNA FISH, post-hybridizacni odmyvani nespecifickych signali jsem provedl podle
protokolu Yano et al. (2017). Z preparatt jsem odstranil Rubber cement a kratce je oplachl v 1x
SSC (RT, 1 min). Poté jsem odmyval sondu ve dvou kyvetach s 1x SSC (65 °C, 140 rpm, 5
min v kazdé¢). Nasledné jsem preparaty promyval v kyveté se 4x SSC/0,1% Tween-20 (42 °C,
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140 rpm, 5 min) a poté je vlozil do 1x PBS (RT, I min, ru¢ni tfepani). Preparaty jsem nasledné
odvodnil ethanolovou fadou po 2 minutach. Preparaty jsem nechal oschnout a nanesl na kazdy
z nich 20 pl montovaciho média s DAPI o koncentraci 1.5 pg/ml (Cambio). Preparaty jsem

nasledné zalakoval.

3.2.6.4 Priibéh komparativni genomové hybridizace (CGH)

Principem CGH je spole¢nd hybridizace celogenomovych sond piipravenych ze dvou
zdrojii — v mém typu experimentu se jedna o sondy obou pohlavi v ramci druhu a u halan¢iki i
v ramci kazdé populace. Ob¢ sondy jsou znaceny jinym fluorochromem a hybridizace probiha
na chromozomech heterogametického pohlavi (nebo obou pohlavi, pokud neni o pohlavnich
chromozémech nic zndmo). Pozitivnim vysledkem by mélo byt odhaleni oblasti na alozému,
ktera akumuluje pohlavné-specifické nebo obohacené repetice (tj. bude znacena vyhradné nebo
prevazné jednou genomovou sondou). Timto zpisobem muzeme odhalit ptitomnost a do jisté
miry i rozsah useku diferenciace pohlavnich chromozémi. Samotny pribéh CGH je shodny

s protokolem pro WCP (viz vyse).

3.2.7 Priprava preparati pro imunodetekci

Ryba byla usmrcena a vypitvana stejné jako v kapitole 3.2.1. Pro ziskani pachytennich
chromozoém jsem gonady nejprve vlozil do vychlazeného PBS a odstfihl z nich asi 1 mm tkané.
Tuto tkan jsem poté pomoci dvou Spicatych pinzet rozmélnil ve skle s jamkou obsahujici
vychlazené 1x PBS (400-600 ul v zavislosti na velikosti gonady).

Pro pfipravu preparati ze samcich gonad jsem postupoval dle protokoltt Moens et al.
(2006) a Kochakpour a Moens (2008) s drobnymi upravami. Nejprve jsem na jedno podlozni
sklo (vychlazené¢ na 10 °C) napipetoval osm oddélenych kapek (kazda o objemu 30 pl)
vychlazeného hypotonického roztoku (PBS:H20 v poméru 1:2). Do kazdé kapky jsem néasledné
ptidal 1 pl suspenze z gondd a nechal vSe hypotonizovat ve vlhké komitrce s destilovanou
vodou v lednici (10 °C, 20 min), aby se chromozémy/bivalenty dobie rozprostiely. Nasledné
jsem na kazdy preparat nanesl 500 pl vychlazeného 2% paraformaldehydu (aby doslo k fixaci
materidlu na povrch skla) a nechal ho pisobit 3 min.

Pro ptipravu preparatli ze samicich gonad jsem postupoval dle protokolu Araya-Jaime
et al. (2015) s drobnymi upravami. Na jedno sklo jsem aplikoval 20 pl suspenze a zakapl ji 40
ul 0.2M roztoku sachardzy a 40 pl 0.2% Tritonu X-100. VSe jsem nechal inkubovat ve vlhké
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komtrce po dobu 7 min pfi RT. Nasledn¢ jsem materiél fixoval na povrch skla po dobu 16 min
ptidanim 500 pl 2% paraformaldehydu.

Poté jsem preparaty obou pohlavi vlozil do kyvety s destilovanou vodou (RT, 1 min),
abych odmyl paraformaldehyd, a nechal je oschnout na vzduchu. Sucha skla jsem bud’

skladoval v -35 °C, nebo jsem na né¢ rovnou aplikoval protilatky (viz dalsi kapitola).

3.2.8 Imunodetekce synaptonemalnich komplext

Imunodetekce slouzila k vizualizaci synaptonemalnich komplexi, které vznikaji
v profazi I béhem leptotene a zanikaji az v diplotene (jednotliva stadia jsou charakteristicka
svou morfologii; kompletniho parovani homologii do bivalentu je dosazeno v pachytene;
Alavattam et al. 2018). Na preparaty ptipravené v predchozim kroku jsem nanasel komercéné
prodavané protilatky, konkrétné proti proteinu SYCP3 (z angl. synaptonemal complex protein
3), ktery se vaze na lateralni elementy synaptonemalnich komplexti a proti MLH1 (z angl. MutL
homolog 1), které se nachdzeji v mistech, kde prob¢hl crossing-over. Nejprve jsem preparaty
ptipravené v piedchozim kroku vlozil do kyvety se 4x SSC/0,1% Tween-20 (RT, 10 min). Poté
jsem na skla aplikoval 100 ul blokovaciho roztoku (3% BSA) rozpusténé v 0.05% Triton X-
100/PBS), abych vysytil mista, kde miize dochazet k nespecifickému nasedani protilatek a
ptekryl je krycim sklem. Preparaty jsem poté inkuboval ve vlhké komiirce s destilovanou vodou
(RT, 30 min). Nasledné jsem si pfipravil roztoky s primarnimi protilatkami: na jedno sklo jsem
aplikoval 100 pl roztoku obsahujiciho 0,33 pl rabbit anti-SYCP3 (Abcam, RRID: AB 301639)
a 2 pl mouse anti-MLH1 (Abcam, RRID: AB 300987) smichané s 97,66 ul 3% BSA
rozpusténém v 0.05% Triton X-100/PBS. Takto pfipraveny roztok jsem nanesl na preparaty,
prekryl krycim sklem a ptes noc nechal hybridizovat ve vlhké komtrce pii 4 °C. Druhy den
jsem odstranil kryci skla a z preparatt odmyl prebytecné protilatky tfepanim v kyvetach s PBS
(RT, 145 rpm, 3x 5 min). Nasledné jsem pfipravil detekéni smés sekundarnich protilatek: na
jedno sklo jsem nanésel 100 pl roztoku, ktery obahoval 2 pl Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit
Alexa 488 (1:300; Abcam; RRID: AB 2630356) a 2 ul Alexa Fluor 594 goat anti-mouse Alexa
555 (1:100; Abcam; RRID: AB 2687594) smichané s 96 ul 3% BSA rozpusténém v 0.05%
Triton X-100/PBS. Preparaty jsem poté piekryl krycim sklem a nechal je inkubovat ve vlhké
komurce (RT, 4 hod). Po skonéeni inkubace jsem odstranil kryci skla a odmyl ptebytecné
protilatky tfepanim v kyvetach s 0,1% Tween-20 rozpusténém v PBS (RT, 145 rpm, 3% 5min).
Nasledné¢ jsem skla oplachl destilovanou vodou a odvodnil je v ethanolové fadé (70 %, 80%,

96% po 2 min). Po oschnuti jsem na kazdy preparat nanesl 20 pul montovaciho média s DAPI o
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koncentraci 1.5 pg/ml (Cambio), prekryl ho krycim sklem (24 x 50 mm) a okraje preparatu

jsem nasledn¢ zalakoval.

3.2.9 Recyklace skel po imunodetekci

V nékterych piipadech jsem pouzil preparat po imunodetekci na metodu FISH. V
takovém piipad¢ jsem nejprve preparaty nechal 20 min v kyveté s destilovanou vodou, aby se
odmodil lak na krycim skle. Ten jsem poté opatrné¢ odstranil pomoci skalpelu. Poté jsem
preparaty inkuboval v kyveté s 4x SSC/0,1% Tween-20 (5 min, RT) a pak odstranil kryci skla.
Nésledné jsem preparaty promyval ve dvou kyvetach s 4x SSC/0,1% Tween-20 (37 °C, 125
rpm, po 10 min). Cilem bylo odstranit DAPI, ale zaroven neodmyt SYCP3, aby bylo mozné
sledovat hybridiza¢ni sondy na synaptonemalnich komplexech. Po odmyvacich krocich jsem
jesté preparaty odvodnil v ethanolové fadé po 3 minutach, aby se synaptonemdlni komplexy
lépe zafixovaly na povrch skla a nechal je oschnout. Preparaty jsem poté denaturoval v 75%

formamidu (72 °C, 3 min) a déale pokracoval dle prislusného protokolu FISH (viz vyse).

3.2.10 Recyklace skel po metodé FISH
Nekteré preparaty jsem vyuzil pro vice naslednych protokoltt FISH. Recyklace skel

probihala zpo¢atku podobnym zplisobem jako je uvedeno v pfedchozi kapitole. Po odstranéni
laku jsem skla promyval ve dvou kyvetach s 4x SSC/0,1% Tween-20 (30 min, 37 °C, tiepacka
130 rpm), kdy jsem pted pfendanim do druhé kyvety opatrné odstranil kryci sklo. Poté jsem
preparaty odvodnil v ethanolové fad€ po 2 minutach a premistil je do kyvety s fixativem (30
min, RT). Déle jsem skla inkuboval 2 h v termostatu (37 °C) a po inkubaci jsem skla vlozil do
kyvety s 1x PBS (5 min, RT). Nésledné jsem skla ptremistil do kyvety s 1% formaldehydem
(ptiprava viz kapitola 3.2.6.3) na 5 min pfi RT. Nakonec jsem preparaty opét premistil do PBS
(5 min, RT) a odvodnil v ethanolové fad¢ po 2 minutach. Poté jsem pokracoval pfislusSnym

navazujicim protokolem FISH.

3.2.11 Vyhodnoceni preparati

Vsechny preparaty s aplikovanymi fluorescenénimi sondami nebo protilatkami jsem
prohlizel na fluorescenénim mikroskopu BX63 Olympus. Snimky vybranych metafazi a
synaptonemalnich komplexii jsem fotil pod 1000x zvétSenim pomoci digitalni kamery Black
and white CCD camera (DP30W Olympus). Cernobilym snimkiim jsem poté pfifadil
pseudobarvy a jednotlivé barevné kanaly byly spojeny v programech DP manager (Olympus)
a ImagelJ 1.52 (https://imagej.nih.gov/ij). Spojené snimky jsem upravil v programu Adobe
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Photoshop CS6. Ze snimk potizenych platformou Metafer a vyfocenych pod 1000x zvétsSenim
pomoci digitalni kamery CoolCube 1 b/w (MetaSystems) jsem sestavil karyotypy v programu

Ikaros (MetaSystems). Diploidni po¢et chromozomii jsem ovétil pomoci programu ImagelJ 1.52

(https://imagej.nih.gov/ij) s nainstalovanym doplitkem Levan (Sakamoto a Zacaro 2009), ktery
tfidi jednotlivé chromozomy na zdkladé polohy centromery do kategorii sestavenych dle
Levana et al. (1964). Levanovu klasifikaci morfologie chromozomt jsem pouzil u
dvouramennych chromozomi (m - metacentricky, sm — submetacentricky), ale u
jednoramennych chromozoémil jsem misto oznaceni ,,t* pro telocentricky chromozém (Levan
et al. 1964) pouzil ,,a“, tedy akrocentricky chromozém. Zarovein jsem zaclenil subtelocentrické
a akrocentrické chromozémy do jedné kategorie, protoze u ryb je piechod mezi témito
kategoriemi plynuly a neni tak jednoduché (a ani to nema pfili§ prakticky vyznam) urcit pfesnou

hranici mezi nimi (napf. Sember et al. 2015).

3.2.12. Fylogeneticka analyza

Vzhledem k tomu, Ze jsou jednotlivé druhy rodu Bunocephalus mezi sebou tézko
morfologicky rozliSitelné, bylo potieba pouzit moderni fylogenetické metody, abych mohl
taxonomicky spravné zaradit jedince ve své praci. V této oblasti mi velmi pomohl kolega Mgr.
Toma§ Dvotdk. K fylogenetické analyze jsem pouzil metody sekvenovani ¢asti
mitochondridlniho a jaderné¢ho genomu. Celogenomovd DNA byla nejprve amplifikovana
pomoci reakce PCR za pouziti primerti pro gen kodujici cytochrom oxidazu I (COI) (termalni
profil reakce viz Tab. 4; sekvence primerQ forward: 5-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’, reverse: 5’-
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA -3°) a genu pro enzym RAGI (zangl.
recombination activating gene) (termalni profil reakce viz Tab. 5; sekvence primerti forward:
5’- CAGAGCATGAGGTVCAGGGAGATCT-3’, reverse: 5’-
GTCAAACACACAGACTTCACATC-3’). COI je mitochondridlni gen ¢asto pouzivany pro
tyto ucely, stejné jako jaderny gen RAGI, ktery jsem pouZil z divodu, abych vyloucil
mezidruhové kiiZeni jako pfi¢inu polymorfizmu. Reakce PCR pro amplifikaci genu COI o
objemu 25 pl obsahovala 9 pl ultracisté vody (Top Bio), 12,5 ul PPP Master Mixu (obsahuje
reakéni pufr a Taq polymerazu; Top Bio), 1 pl kazdého z primerii a 2 pl izolatu z celogenomové
DNA (alespon 20 ng DNA). Reakce PCR pro namnozeni genu RAGI o objemu 25 pl
obsahovala 17,25 pl ultracisté vody (Top Bio), 5 ul PCR pufru bez Mgy+ (Top Bio), 5 ul
nukleotidového mixu (koncentrace 2,5 mM), 5 ul MgClo, 0,5 pl enhanceru (Top Bio), 0,25 ul
kazdého z primerd, 0,25 pl Taq polymerazy Unis (Top Bio) a 2 pl izolatu z celogenomové DNA
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(alespont 20 ng DNA). Amplifikovana PCR byla poté odeslana na sekvenovani (Macrogen) a
ziskané sekvence byly sesazeny v programu SeqMan II. Nasledn¢ byly vytvoreny alignmenty
v programu BioEdit. Alignmenty byly importovany do programu MEGA 7, kde byly vytvoieny
prvni testovaci fylogenetické stromy metodou Neighbour-Joining. Po kontrole byly
vygenerovany nejvhodnéjsi evolucni modely a vytvofeny konecné soubory ve formatu nexus.
Tyto soubory byly poté nahrany na webovy portdl CIPRES Science Gateway a zde byla
spusténa Bayesovska analyza v programu MrBayes on XSEDE 3.2.7a. Vysledné fylogenetické

stromy byly vizualizovany v programu FigTree v1.4.

Tab. 4: Termalni profil reakce PCR pro amplifikaci genu CO/

PCR krok COl
Pocatecni denaturace 95 °C/ 5 min
a. Denaturace 1 94 °C/ 1 min
b. Nasedani primeri 1 60°C/1min30s
c. Elongace 1 72 °C /2 min
d. Denaturace 2 95°C/ 1 min
e. Nasedani primeru 2 58°C/1min30s
f. Elongace 2 72 °C /2 min
g. Denaturace 2 94 °C /1 min
h. Nasedani primeri 2 54°C/1min30s
ch. Elongace 2 72 °C /2 min
i. Zavérecna elongace 7 min
Pocet opakovani cyklu a.-c. 1%
Pocet opakovani cyklu d.-f. 1x
Pocet opakovani cyklu g.-ch. 29x

Tab. 5: Termalni profil reakce PCR pro amplifikaci genu RAG1

PCR krok RAGI1
Pocatecni denaturace 95 °C/5 min
a. Denaturace 94 °C /30 sec
b. Nasedani primert 54,3 °C /30 sec
c. Elongace 72 °C /2 min
d. Zavérecna elongace 10 min
Pocet opakovani cyklu a.- 35x

C.

30



4. Vysledky

4.1 Analyza pohlavnich chromozémi u halancikd Nothobranchius
furzeri a N. kadleci

Moje analyzy zahrnovaly jedince ze tii populaci modelového druhu N. furzeri a dvou

populaci sesterského druhu N. kadleci.

4.1.1 Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Nejdiive jsem pomoci metody CGH u samct analyzoval pfitomnost a molekuldrni
slozeni pohlavnich chromozomi XY (Obr. 3). Experimenty jsem provadél (i) na Cerstvych
preparatech, které predtim nepodstoupily Zadnou jinou cytogenetickou metodu, a dale (ii) na
preparatech, které podstoupily BAC-FISH s klony nesoucimi sekvence vazané na pohlavni
chromozémy (metodu provadéli kolegové z tymu — viz. Stundlova et al. 2022 in rev.), a tak
byla identita pohlavnich chromozémi jasné¢ definovand. Ani v jedné populaci jsem na
pohlavnim chromozému Y neodhalil oblast, ktera by byla znac¢ena preferencné nebo vyhradné
sam¢i specifickou celogenomovou sondou. Sam¢i a samic¢i genomové sondy hybridizovaly
rovnomérné na vSech chromozémech, a tedy kombinaci fluorochromt vyzatujicich v zelené a
Cervené oblasti svételného spektra se vytvofil uniformni Zzluty/zlutavy vzor signali.
Nejvyraznéjsi signaly se nachazely v rozsahlych (peri)centromerickych oblastech. Chromozom
Y vSak bylo moZné identifikovat u vSech populaci s vyjimkou NFU MZCS-121 na zaklad¢

absence tohoto robustniho (peri)centromerického signélu.

31



A N. furzeriGRZ & B N. furzeri M2CS-222 3 C N. furzeriMZCS-121 &

Obr. 3: Komparativni genomova hybridizace (CGH) na mitotickych chromozémech samcti N. furzeri (A-C) a N.
kadleci (D,E). Sam¢i specifické sondy jsou znacené Cy3 (Cervena). Samiéi specifické sondy jsou znaéené FITC
(zelena). Jejich vzajemna hybridizace ma Zlutavou barvu. Chromozdémy jsou podbarveny DAPI. Pohlavni
chromozémy jsou oznaéené Sipkami a byly uréené na zakladé piedchozich experimentti BAC-FISH (viz Stundlova
et al. 2022 in rev.). Pouze v jednom piipadé (B) nebylo mozné odlisit od sebe chromozomy X a Y, jelikoz jsou
homomorfni. Métitko = 10 pm.

4.1.2 Imunodetekce proteinii SYCP3 a MLH1 na pachytennich jadrech

Druhou cytogenetickou metodou, kterou jsem posuzoval diferenciaci pohlavnich
chromozéml XY u obou druht halan¢ikd byla imunodetekce synaptonemalnich komplext
(konkrétné proteinu SYCP3) a oblasti, kde probchla rekombinace (mapovanim akumulace
proteini MLH1). Celkem jsem analyzoval u populaci N. furzeri: NFU GRZ 33, NFU MZCS
121 48 a NFU MZCS-222 48/ 29 a samce dvou populaci druhu N. kadleci: NKA MZCS-91
43 a NKA MZCS-430 2. Vsichni analyzovani samci méli v profazi prvniho meiotického
déleni 19 bivalentll (2n = 38). VSechny pary homolognich chromozému tvofily bivalenty se
standardnim parovanim po celé¢ délce chromozoému v naprosté vétSin€ studovanych jader.
Odchylky parovani (napt. neparujici useky nebo opozdéné parovani), které by naznacovaly
pfitomnost oblasti genetické diferenciace na pohlavnich chromozémech XY, jsem nepozoroval.
Pouze u jednoho samciho jedince z populace NFU MZCS-222 jsem minimalné na dvou
pachytennich jadrech s jistotou pozoroval bivalent s nestandardnim parovanim ve formé
neparujiciho tseku na jednom z homologi, ktery tvofil Gtvar pfipominajici smycku (mohlo se

jednat i o parovani usekl v rdmci daného homologu, tzv. ,self-pairing®). Samice (studované
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pouze u populace NFU-MZCS-222) vykazovaly, dle ocekdvani, rovnéz standardni pachytenni
bivalenty. Pozoruhodnou odchylkou byla ve vétsin¢ jader pfitomnost drobného télesa
pfipominajicitho nadpocetny (B) chromozém (Obr. 4F). U samcti jsem podobné téleso
pozoroval jen velmi vzacné na nékterych pachytennich jadrech samct z populaci NKA MZCS-
91, NFU-MZCS-221 a NFU-MZCS-222.

Loziska akumulace proteinu MLHI, které piedstavuji oblasti, kde probéhl crossing-
over, jsem u vSech zkoumanych jedinct (tj. samcl napti¢ populacemi a samic z populace NFU
MZ(CS-222) pozoroval obvykle jednu nebo dvé na bivalent (Obr. 4). Vzacné se vyskytovaly
bivalenty se tiemi signaly (Obr. 4B). VétSina signalii se nachézela v koncovych ¢astech
bivalentl. V ramci omezeného vzorku samic NFU MZCS-222 vysledky naznacovaly, ze
proporce termindlnich signdld MLHI1 je o trochu niz§i nez u samcl. V rdmci piipravy
manuskriptu (Stundlova et al. 2022) kolegové z tymu toto pozorovani podpotfili statisticky (viz

diskuze).

3.1.3 Detailni analyza bivalentu pohlavnich chromozémi XY naslednymi

protokoly FISH

Predchozi experimenty tDNA FISH provadénych na mitotickych chromozémech u
mnou studovanych populaci N. furzeri a N. kadleci (Luk$ikova 2021, Stundlova et al. 2022)
odhalily, ze klastry 18S rDNA nese stabiln¢ jeden autozomovy par a dale chromozém X a
nikoliv Y. I pfes vyskyt polymorfizmii v poétu a pozici signalti (Luksikova 2021, Stundlov4 et
al. 2022) byly pohlavni chromozémy XY vzdy nejdelSim parem chromozémi, kde alespon
jeden homolog nesl repetice 18S rDNA. Proto bylo mozné s pouzitim 18S rDNA FISH na
meiotickych preparatech se znaCenymi synaptonemalnimi komplexy urcit, ktery bivalent je
tvofen pohlavnimi chromozémy XY. Skla odmyta po imunoznaceni protilatkami proti SYCP3
a MLHI1 si zachovala signaly protilatek SYCP3 a v kombinaci s 18S rDNA sondou tak bylo
mozné pozorovat dva bivalenty nesouci signal ribozomalni sondy: jeden velky se slab$im
signalem (bivalent XY) a jeden maly se silngjSim signdlem. Pfi srovndni téch samych
pachytennich jader z obou navazujicich typl experimentl bylo tedy mozné odvodit, Ze se na
samCim bivalentu tvofeném pohlavnimi chromozémy nachazi nej€astéji pouze jeding MLH1
signal, a to v subtelomerické oblasti dlouhych remének. Jen vyjimecné jsem pozoroval jeste

druhy signal na kratkych raménkach, a to v blizkosti klastru 18S rDNA.
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U pachytennich jader samic NFU MZCS-222 byla distribuce MLH1 podobna jako u
samcu. Na jejich pohlavnim bivalentu byl pozorovan jediny MLH]1 signal, ktery se nachazel na

kratkych raménkach v blizkosti oblasti zna¢ené sondou 18S rDNA.

N. furzeri GRZ & N. furzeri MZCS-222 3
XY,

4

C N. furzeriMZCS-121 3 | D N. kadleci MZCS-430 &

Obr. 4: Imunodetekce SYCP3 a MLH1 (A-F) s naslednou 18S rDNA FISH (A-D,F) na pachytennich
bivalentech halan¢ika N. furzeri (A-D,F) a N. kadleci (D,E). Protilatky proti SYCP3 jsou znacené zelené, protilatky
proti MLH1 cervené. Pro piehlednost jsou signaly 18S oznadeny fialovou pseudobarvou a ptesnéji oznacené
hrotem Sipky. Pohlavni bivalent je oznaceny XY a zluté hroty Sipek ukazuji na mista s MLH1 na tomto bivalentu.
Pohlavni bivalent byl uréeny na zakladé experimentd na mitotickych chromozémech (Stundlova et al. 2022) jako
v&tsi z bivalentl znacenych sondou 18S rDNA. Sipka (F) ukazuje na nadpoéetny chromozom. Sipka (B) ukazuje
na misto s nesparovanym usekem na XY bivalentu. Méfitko = 10 pm.
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C N. furzeri MZCS-121 3 | D N. kadleci MZCS-430 & | E N. kadleci MZCS-91 &

Obr. 5: Imunodetekce SYCP3 s naslednou telomerickou PNA FISH (A-E) nebo 18S rDNA FISH (C-E)
na pachytennich bivalentech halanéikd N. furzeri (A-C) a N. kadleci (D,E). Protilatka proti SYCP3 je znacena
zelené, Cervené jsou znacené telomerické sekvence a klastry 18S rDNA jsou prezentovany ve fialové pseudobarve
a pfesnéji oznacené hrotem Sipky. Pohlavni bivalent je ozna¢eny XY, hvézdic¢ka (C) poukazuje na pravdépodobné
falesny 18S rDNA signal (zaloZeno na pozorovani mnoha mitotickych a meiotickych fazi samcii z této populace;
Luksikova 2021, Stundlova et al. 2022 a tato prace). Mé&fitko = 10 pm.

Druhou metodou pouZitou na preparaty, které predtim podstoupily imunoznaceni, byla
telomericka FISH (Obr.5). Diivod jejiho pouziti souvisi s vysledky kolegti z tymu (Stundlova
et al. 2022), ktefi na zdklad¢ BAC-FISH odhalili, Ze samci obou studovanych druhti halan¢ikti
maji heteromorfni pohlavni chromozomy XY, kdy chromozom Y je kratsi nez jeho partner.
V takovém piipad¢ analyza telomerickych signalti mizZe naznacit, jestli se v rdmci bivalentu
XY odehrava synaptické pfizptisobeni (angl. ,,synaptic adjustment), tedy proces, diky kterému
dojde pti parovani heteromorfnich chromozémii ke k ptizplisobeni velikosti chromozomii tak,
ze jejich konce paruji spolu. Pokud by se tento proces neodehréaval, telomerické signaly na
krat§im chromozému Y by se nemohly shodovat spozici telomerickych signali na
chromozému X (Torgasheva et al. 2021). U vSech studovanych samct jsem ovSem bezvyhradné
pozoroval telomerické signaly pouze na koncich vSech samcich bivalentt, tedy vcetné bivalentu

XY, coz naznacuje, Zze v ném probiha synaptické ptizpiisobeni.

35



4.2 Analyza karyotypu u Sirokohlavcii druhu B. aloikae

Na $irokohlavcich jsem provadél nasledujici metody: CGH, WCP, 18S rDNA FISH,
telomerickou PNA FISH a fylogenetickou analyzu. K fylogenetické analyze jsem m¢l
k dispozici 29 jedinct, z nichZ jsem pro dalsi experimenty pouzil celkem devét (73/ 22) na

zaklad¢ kvality chromozomovych preparati. Detaily jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 6: Diploidni po¢ty chromozémi u jedincti pouzitych pii experimentech

Jedinec Pocet chromozémt (2n)
B. aloikae vz. 1 34 2n =48
B. aloikae vz. 1 35 2n =50
B. aloikae vz. 1 &7 2n =151
B. aloikae vz. 1 39 2n =49
B. aloikae vz. 1 310 2n =50
B. aloikae vz.2 36 2n =49
B. aloikae vz.2 39 2n =49
B. aloikae vz. 1 310 2n =50
B. aloikae vz. 1 93 2n =50
B. aloikae vz. 1 98 2n =47

4.2.1 Zakladni fylogeneticka a karyotypova analyza

S ohledem na zna¢nou mezidruhovou fenotypovou podobnost Sirokohlavci a také
vzhledem k vyraznym rozdilim vpoctu chromozémi mezi analyzovanymi jedinci (viz dale)
bylo nutné udé¢lat jejich fylogenetickou analyzu, abych ovéfil zatfazeni do druhu a eliminoval
moznost, Ze rozdilna 2n jsou diisledkem mezidruhového kiizeni. Sekvence pro mitochondrialni
gen COI (délka 679 parii bazi) a jaderny gen RAG! (délka 1396 part bazi) ziskané ze vSech 29
jedinct prokézaly, Ze vSichni jedinci jsou si blizce pfibuzni a neprokazuji téméf Zadnou
sekvencni variabilitu. Vysledky zaloZené na genech COI a RAGI jednoznacné prokazaly

pfisluSnost analyzovanych jedinct ke druhu B. aloikae.

Obr. 6 (na nasledujici strance): Schématické znazornéni fylogenetickych stromi z mitochondrialniho genu COI
(vpravo) a jaderného genu RAGI(vlevo). Sekvence druhu B. aloikae zacinajici pismeny MF byly stazeny

z GenBank, sekvence zacinajici BAL byly osekvenovany pro ucely této prace. Klad Bunocephalus sp. ,, Negro “
oznaceny hvézdickou obsahuje také jedince Bunocephalus cf. aloikae z prace Ferreira et al. (2020). Outgroup
obsahujici druhy B. chamaizelus a A. aspredo zde neni zobrazena. Originalni fylogenetické stromy v pfiloze.
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Vybrané mitotické preparaty vSech jedincti uvedenych v Tab. 6 jsem obarvil Giemsou
a z vhodnych metafazi jsem vytvofil karyotypy. U vétSiny jedincti (vyjimky Obr. 7E,I) se
nachdzely chromozomy, které nemély ziejmého homologa do paru. Ptfiblizn€ jedna tfetina

karyotypu byla tvofena st nebo a chromozomy.

A B. aloikae 34 B B. aloikae 35
IR XR xx XX x» XX XX »x%x xx xx
m 1 2 3 4 5 m 1 2 3 4 5
AR AR En L ik L8
6 7 8 6 7 8
A0 1z 12 5% xx| | KA Kx xx ax xx
sm 9 10 1 12 13 sm 9 10 1 12 13
AV X% a=x — AN AA AA an
14 15 16 14 15 16 17
§x fx AA &a an AA AN DA AN Aa
st/a 17 18 19 20 21 st/a 18 19 20 21 22
LA Abd A A An L Ak e~ As
22 23 24 25 23 24 25 26
C B. aloikae 37 D B. aloikae 39
XX ¥X XA XK xx KX X XX Xx &%
m 1 2 3 4 5 m 1 2 3 4 5
Ik [ 3 M am X x xX Rk Ax
6 i { 8 9 6 7 8 9
Xx XA XX amamx|_ | 8x KX XX 44 ax
sm 10 1 12 13 14 sm 10 1" 12 13 14
Aw A A - Ax mwn _
15 16 15 16
o AN Ay v v lx AH NN A0 na
st/a 17 18 19 20 21 st/a 17 18 19 20 21
o~ e AA AAAXAA aa an nA AN AA An
22 23 24 25 26 27 22 23 24 25 26
E B. aloikae 310 F B. aloikae 316
XX XX XX xx xx XX Xx XX AR xx
m 1 2 3 4 5 m 1 2 3 4 5
) .- - - xx Xx ik L)
6 7 8 6 7 8 9
XX 2% AR AKX xx| | XX XX AA XA #A
sm sm 10 11 12 13 14
9 10 1 12 13
A =l =nn ix AR
14 15 16 - 15 16 -
AN AA AN A~ hx O O AR AN
st/a 17 18 19 20 21 st/a 17 18 19 20 21
A~ A S "o - n nA A A AN AX A
22 23 24 25 2 23 24 25 26
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G B. aloikae 319 H B. aloikae 320
o Xx XX XX xx RA KK XX xx xx
m 1 2 3 4 5 m 1 2 3 4 5
xX» xx L ix nx
6 7 8 6 T
AX XK BM Ba xx| [Jtx R XX AxnaA
sm 9 10 11 12 13 sm 8 9 10 1 12
AN ax " . HA OR N wX __
14 15 16 13 14 15 16
PBA N Maa OO AA ftx AN OH NX o~a
st/a 17 18 19 20 21 st/a 17 18 19 20 21
N ™ X PR A A A P vde ovmPa ML u
22 23 24 25 22 23 24 25 26 27
I B. aloikae 23 J B. aloikae Q8
XX AR WX Xx nn XX X% xx XX xx
m 1 2 3 4 5 m 1 2 3 4 5
XN xa MuXx X X n xx am 1t
6 T 8 6 7 8 9 10
AKX AR XX XA AA AXx %®x XX XX X%
sm 9 10 1 12 13 sm 1 12 13 14 15
A KA AAn AN
14 15 16 — 16 —
FY NN e AN Ad AA AA AR aa
st/a 17 18 19 20 21 st/a 17 18 19 20 21
e A WA NA »awm N PN A a X
2 23 24 25 22 23 24 25

Obr. 7: Karyotypy samct (A-H) a samic B. aloikae (I-J) z mitotickych metafazi obarvenych Giemsou. Pokud
nemél chromozém vhodného kandidata do paru, byl ur€en jako neparovy a chybé&jici homolog byl nahrazen

kiizkem. M¢titko =10 pm.

4.2.2 Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Metodu CGH jsem pouzil na dva samce a dvé samice (Obr. §8). Pokud se v genomu
nachazi cytogeneticky odliSitelné pohlavni chromozémy, méla by CGH u jednoho pohlavi
odhalit oblast preferenéné znacenou sondou dané¢ho pohlavi, zatimco na chromozoémech
druhého pohlavi by takova oblast neméla byt pfitomna. CGH aplikovana na meioticky preparat
samce, z n¢hoz pochazi mikrodisekovany tetravalent pouzity pro vyrobu malovaci sondy,
odhalila, Ze pravé na tetravalentu se nachézi oblast se silnym signdlem samci specifické sondy
a soucasn¢ velmi slabym signdlem samic¢i sondy (Obr. 8A). Na mitotickém preparatu druhého
analyzovaného samce jsem odhalil podobny signal, zde v pericentrické oblasti jednoho
metacentrického chromozému (Obr. 8B). U BAL 93 Zadny takovy region viditelny nebyl a jak
samci, tak i sami¢i sonda znacily rovnomérné vSechny chromozoémy. CGH u BAL 98 ovSem

prekvapivé odhalila dva chromozoémy, jejichZ pericentrickd oblast byla preferen¢né znacena
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sondou ze sam¢iho pohlavi (Obr. 8D). Nelze proto s jistotou fict, zda specificky znacené oblasti

u samc¢iho pohlavi opravdu reprezentuji oblast diferenciace pohlavnich chromozému.

B. aloikae 34 mei6za B. aloikae 37 mitéza

-

B. aloikae 23 mitbza B. aloikae 98 mitoza

-

Obr. 8: Komparativni genomova hybridizace (CGH) na meidzach (A) a na mitézach (B, C, D) samcu a
samic B. aloikae. Sam¢i specifické sondy jsou zna¢ené Cy3 (Cervena). Samici specifické sondy jsou znacené FITC
(zelena). Jejich vzajemna hybridizace ma zlutavou barvu. Pohlavné specifické ¢asti chromozoémi jsou oznacené
Sipkami a jednotlivé kandly téchto oznacCenych chromozomil jsou rozlozené vedle metafazi v pravé casti
piislusného obrazku. Chromozoémy jsou podbarveny DAPI (modra). Mé&fitko = 10 um.

4.2.3 Detailni analyza karyotypu Sirokohlavcii pomoci celochromozéomovych

malovacich sond (WCP)

Metodou WCP jsem mapoval velky neparovy metacentrik ¢. 9 a tetravalent z jedince
BAL 4.V piipadé tetravalentu: pokud by byl tvoieny pohlavnimi chromozomy a piedstavoval
by stejny systémem, jako byl navrzen u B. coracoideus (Ferreira et al. 2016), méla by malovaci
sonda u vSech jedincti barvit ¢tyfi chromozdmy, pficemz u samct by to byl jeden homomorfni

par a jeden par heteromorfni, zatimco u samic by to mély byt dva pary homomorfnich
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chromozému. moje vysledky vSak ukdzaly, ze a¢ u osmi jedincii tato sonda barvila Ctyfi
chromozémy (vyjimka Obr. 9D), nejednalo se dle pozorované morfologie o stejné
chromozémy. V nékterych piipadech sonda dokonce znacila jen ¢asti chromozomii (Obr.
9D,J,M). Druhd malovaci sonda (pfipravena z neparového metacentrického chromozému)
znacila u dvou samct véetné toho, ze kterého byla tato sonda ziskdna, dva heteromorfni
chromozomy (Obr. 9B,K), ale v naprosté vétSin€ piipadl znacila chromozomy tfi, v jednom
piipadé dokonce Ctyfi (Obr. 9L). Navic tyto dvé sondy spolu ve dvou ptipadech kolokalizovaly
(Obr. 9E,F,J). WCP aplikované na meiotické bivalenty ukdzalo, ze chromozémy znacené
sondou z tetravalentu spolu paruji a tvofi jeden utvar u vSech analyzovanych jedinct
s vyjimkou BAL &5, kde zna¢i dva ttvary (Obr. 9C). Chromozomy znafené sondou
z metacentriku také paruji vzdy spolu a chromozoém, u kterého tyto dvé sondy kolokalizovaly,
neparoval pfi meidze s jinymi chromozémy (Obr. 9E). Zajimavé vysledky pfinesla analyza
riznych stadii meidzy u samce BAL 37 (Obr. 10), kde jsem v metafazich druhého meiotického
déleni pozoroval ptitomnost jednoho, dvou ¢i zadného z chromozémii obarvenych soucasné
obéma sondami, coz naznacuje nerovnomernou segregaci (nondisjunkci) tohoto chromozomu.

Déle jsem na tyto jedince také aplikoval 18S rDNA FISH (Obr. 11), protoze prvni
experimenty provedené na meidzach samce BAL 34 ukazaly, Ze se tato multigenova rodina
vyskytuje na tetravalentu. Nasledné experimenty jsem provadél (i) na Cerstvych preparatech,
které ptedtim nepodstoupily zddnou jinou cytogenetickou metodu, a déle (ii) na preparatech, na
kterych bylo ptedtim provedeno WCP. Takika u vSech jedincti znacila sonda dva chromozdémy,
pouze v jednom piipadé byly slabéji znacené jest¢ dva dal§i chromozoémy (Obr. 11D).
Experimenty délané na recyklovanych sklech (Obr. 11C,G) potvrdily, Ze signal 18S rDNA se
nachazi na chromozomech, které predtim znacila také malovaci sonda z tetravalentu. Ve vSech
pfipadech znacila sonda alesponi jeden chromozdém se ctyfmi raménky, druhy znaceny
chromozém byl kromé jednoho ptipadu (Obr. 11E) akrocentricky.

Posledni cytogenetckou metodou, kterou jsem u Sirokohlavet pouzil, byla telomericka
FISH (Obr. 12), ktera dokaze odhalit nékteré typy prestaveb, jako jsou fuze nebo inverze
zahrnujici koncové ¢asti chromozomul. Pokud takovymi piestavbami projdou pohlavni
chromozoémy, méli bychom pozorovat rozdily v poctu intersticidlnich signalti mezi pohlavimi.
Vysledky vSak Zadny takovy rozdil neukézaly; samci méli ve Etyfech ptipadech dva signaly
ITS v pericentromerickém regionu jednoho metacentrického a jednoho submetacentrického
chromozomu, stejné jako samice BAL 93, nebo vjednom ptipadé (12F) dvou
submetacentrickych. V jednom ptfipadé jsem pozoroval jen jeden signal ITS

v pericentromerické oblasti submetacentrického chromozému (Obr. 12D). V jednom piipadé
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jsem u samce zadny signal ITS nepozoroval (Obr. 12C). U druhé cytogeneticky studované

samice BAL 98 jsem pozoroval dokonce tfi signaly ITS.
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B. aloikae 34 meioza

>

B. aloikae 34 mitdéza
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B. aloikae 35 mei6za

B. aloikae 35 mit6za

B. aloikae 47 meidza
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B. aloikae 47 mitoza
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B. aloikae 320 mei6za
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B. aloikae 316 mit6za B. aloikae 310 mitdéza

«
4

B. aloikae 39 mitéza B. aloikae {3 mit6za

> B

.

»

B. aloikae 98 mit6za

Obr. 9: Celochromozémové malovaci sondy (WCP) aplikované na meidézach (A,C,E) a na mitézach
(B,D,F,G,H,], J, K, L, M) samcu (A-K) a samic (L,M) B. aloikae. Sonda pfipravena z tetravalentu je znacena
cervené (oznacena Sipkami) a sonda z metacentrikého chromozoému je znacena zelené (oznacena hroty Sipek).
Ptipadna kolokalizace obou sond vytvari zluto-oranzovy signal a je oznacena zlutymi hroty Sipek. Chromozémy
jsou podbarveny DAPI (modra). Méfitko = 10 um.
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A B. aoikae 37 meib6za | B B. aloikae 37 mei6za | C B. aloikae 37 meitza |

<

»

Obr. 10: Celochromozémové malovaci sondy (WCP) aplikované na faze prvniho (A-C) a druhého (D-F)
meiotického déleni u samce B. aloikae BAL 37. Sonda z tetravalentu je znadena &ervené (oznadena Sipkami) a
sonda z metacentriku je znacena zelené (oznaéena hroty Sipek). Pripadna kolokalizace obou sond vytvati zluto-
oranzovy signal a je oznacend zlutymi hroty Sipek. Chromozémy jsou podbarveny DAPI (modra). Métitko = 10
um.

Obr 11 (na nasledujici stran¢): 18S rDNA FISH na mitotickych metafaznich chromozémech B. aloikae. Klastry
18S rDNA (zelené signaly) jsou oznacené hroty Sipek. V nékterych piipadech (C,D) byly signaly slabé, proto jsou
chromozomy se zesilenymi signdly 18S rDNA vyobrazeny v rameccich na pravé strané vedle téchto metafazi
Chromozoémy jsou podbarveny DAPI (modré). Métitko = 10 pm.

Obr. 12 (na stran¢ 47): Telomerickda PNA FISH na mitotickych metafaznich chromozémech samcii (A-F) a samic
(A) B. aloikae. Pro lep$i kontrast jsou telomerické signaly vobrazeny ve zlutozelené pseudobarvé a DAPI
(podbarveni chromozémi) v ¢ervené pseudobarve. ITS jsou oznacené hroty Sipek. V piipadé, Ze byly signaly slab¢
(A), jsou tyto chromozomy vyobrazeny se zesilenymi signaly v rdimecku vedle metafaze. Métitko = 10 um.
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5. Diskuze

5.1 Pohlavni chromozomy halanc¢ika N. furzeri a N. kadleci

Vyzkum, ktery jsem vramci své diplomové prace provadél u halanciki rodu
Nothobranchius, je souéasti projektu Junior GACR 19-22346Y. Souvisejici vysledky tohoto
projektu byly jiz diive prezentovany v diplomové praci Luksikové (2021) a data byla zahrnuta
do ¢lanku Stundlova et al. (2022 in rev.; prvotni verze publikovana v tomtéZ roce jako preprint
na serveru biorXiv). Luksikova (2021) ve své praci provedla karyotypovou analyzu, metodu C-
pruhovani pro mapovani distribuce konstitutivniho heterochromatinu a analyzu vybranych
repetitivnich sekvenci na mitotickych chromozémech (rDNA, satDNA, telomerické repetice)
vSech druhii Jizniho kladu halanc¢ik (a nekterych dal$ich druhti) véetné mnou zde studovanych
populaci N. furzeri a N. kadleci. Rukopis Stundlova et al. (2022 in rev.) poskytl syntézu dat pro
populace N. furzeri a N. kadleci a zahrnuje krom¢ vysledkii z Luksikova (2021) a vysledki
mych také metodu BAC-FISH anasledné provazané experimenty FISH, analyzu obsahu
repetitivni DNA programem RepeatExplorer, molekularni (PCR) sexing s ptedpokladanou
pohlavni determinantou gdf6Y a formalni analyzu mych dat distribuce proteinu MLH1 na
synaptonemalnich komplexech (viz dale) pomoci Multiple analysis of variance (MANOVA).
Stézejnim objevem naseho spolecného usili bylo odhaleni, Ze systém pohlavnich chromozému
XY, ktery byl dfive popsan u druhu N. furzeri na zakladé genomickych dat (Reichwald et al.
2015, Valenzano et al. 2015, Willemsen et al. 2020), se nachazi i u sesterského druhu N. kadleci.
VSechna data jednozna¢né€ ukazuji na homologii pohlavnich chromozémii XY mezi obéma
druhy, vCetné sdilené pohlavni determinanty gdf6Y a vétSiny ryst diferenciace pohlavnich
chromozdému. Je pozoruhodné, ze na rozdil od genomické prace (Reichwald et al. 2015) nas
cytogeneticky vyzkum ukazuje, ze pohlavni chromozdmy jsou u vétSiny populaci (s vyjimkou
NFU MZCS-121) heteromorfni. Nesoulad mezi cytogenetickymi a genomickymi daty by mohl
byt zplisoben vynechdnim nebo nevhodnym vyhodnocenim vysoce repetitivnich Usekl pfi
poskladani genomu N. furzeri (Reichwald et al. 2015; problematiku genomického zpracovani

repetitivnich usekli popisuje napft. prace Peona et al. 2020).

5.1.1 Analyza pohlavnich chromozémii metodou CGH

Ve své praci jsem nejprve provedl experimenty CGH, pfi kterych jsem porovnaval na
cytogenetické urovni genomy obou pohlavi v ramci kazdé populace, abych ovétil moznou

pritomnost oblasti diferenciace na pohlavnich chromozémech. Analogické experimenty byly
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v minulosti provedeny u riznych druhti ryb s riznou mirou Gspé$nosti (napt. Traut a Winking
2001, Sember et al. 2018b, Yano et al. 2017, 2021). U populaci N. furzeri a N. kadleci nasedaly
ob¢ celogenomové sondy na sam¢i chromozomy rovnomérné a ve zvySené mitre pak znacily
rozsahlé pericentromerické oblasti vSech chromozému z divodu akumulace repetitivni DNA.
Z4dnou oblast preferenéné znadenou saméi nebo samiéi specifickou sondou jsem nepozoroval.
Tento vysledek je pozoruhodny ztoho divodu, Ze oblast genetické degenerace
s predpokladanou vyrazné redukovanou cetnosti rekombinace na pohlavnim chromozomu Y
vSech mnou studovanych populaci byla kolegy odhalena pfi mapovani satelitni DNA nami
oznadenou jako Nfu-SatC (Luksikova 2021, Stundlova et al. 2022 in rev.). JelikoZ se jedna o
repetici vyskytujici se v mnoha klastrech napfi¢ vSemi chromozémy druhG N. furzeri a N.
kadleci, je mozné, ze CGH v tomto ptipad¢ neni schopna zaznamenat kvantitativni rozdil na
chromozému Y ve srovnani s chromozoémem X. U samcl vSech populaci s vyjimkou NFU
MZCS-121 jsem vS$ak na zaklad¢ hybridizacnich vzorti po CGH pozoroval zietelny neparovy
chromozém se znacné redukovanou pericentromerickou oblasti. Nasledné sekvencni
experimenty (uziti BAC-FISH pro identifikaci pohlavnich chromozémt XY a recyklace
preparatii pro CGH) pak potvrdily, Ze se jedna o chromozém Y (data viz lanek Stundlova et
al. 2022 in rev.). Delece repetitivni oblasti na chromozému Y, ktera ptispéla ke zméné velikosti
a morfologie tohoto chromozému, mize byt vysledkem ektopické rekombinace (tj.
rekombinace mezi homologickymi sekvencemi v nehomologickych oblastech genomu;
obvykle mezi kopiemi repetitivni DNA) (Navratilova et al. 2008, Li et al. 2017). V tomto

piipad¢ by se jednalo o rekombinaci mezi Giseky v ramci stejného chromozému.

5.1.2 Analyza synaptonemalnich komplexii pomoci imunodetekce a

naslednymi metodami FISH

Pro ovéfeni, jak diferenciace pohlavnich chromozémi XY ovliviiuje jejich parovani
v meidze a jaka je distribuce rekombinace na pohlavnich chromozémech 1 autozomech, proved]
jsem analyzu synaptonemalnich komplexti v pachytennich jadrech samcti vSech péti populaci.
V ramci ryb i fady jinych organizmi (pfevazné ptakt a savctl) bylo dokumentovano, ze bivalent
tvofeny pohlavnimi chromozémy miiZe parovat opozdéné (tzv. ,,delayed pairing*), anebo miize
¢ast bivalentu odpovidajici oblasti diferenciace ziistat nesparovand. Pohlavni chromozémy
v pokrocilé fazi diferenciace dokonce nemusi parovat viibec a vyskytuji se jako univalenty
(napt. Alavattam et al. 2018, Torgasheva et al. 2021). V nékterych ptipadech dochdzi u

heteromorfnich pohlavnich chromozému také k tzv. synaptickému ptizpisobeni, pii kterém
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dojde ke zménam v uspotadani chromozoému tak, aby mohly efektivné parovat po celé své délce
(u ryb pozorovano napi. v: Carrasco et al. 1999, Traut a Winking 2001, Chen et al. 2008,
Lisachov et al. 2015, Nath et al. 2022). Moje experimenty u studovanych samct obou druhii
halan¢iki neodhalily Zadné konzistentni odchylky parovani chromozomau, tj. pozoroval jsem
identifikoval jsem jej diky pfitomnosti signdlu 18S rDNA na chromozému X. Zjistil jsem, Ze
naznaky opozdéného parovani anebo parovani usekll v ramci jednoho chromozomu (tzv. ,,self-
pairing®; cf. Cardoso et al. 2022), které jsem pozoroval v nékolika pfipadech u jednoho samce
N. furzeri z populace MZCS-222, se skutecné vyskytuji na bivalentu XY. Neni mozné s jistotou
fict, zda pozorovany usek, ktery se nachazi zhruba v poloviné délky bivalentu, pfimo zasahuje
do oblasti diferenciace, ale je to s vysokou pravdépodobnosti oblast na dlouhych raménkéch,
kterd obsahuji akumulaci satDNA Nfu-SatC. Tato akumulace se do jisté miry vyskytuje 1
v pericentromerické oblasti na chromozému X (Luksikova 2021, Stundlova et al. 2022 in rev.).
Je mozné, ze tato satDNA napomaha kompletni synapsi pohlavnich chromozémt XY navzdory
useku diferenciace u N. furzeri a N. kadleci. Mozna tiloha satDNA v takovémto procesu byla
diskutovéana 1 u koljusky Gasterosteus aculeatus, kde pohlavni chromozémy taktéz paruji
v meiotické profazi I po celé své délce (Nath et al. 2022) navzdory pokrocilé diferenciaci
(Peichel et al. 2020). Kompletni parovani pohlavnich chromozémi XY bylo recentné
pozorovano i u zivorodky Micropoecilia picta, kde je chromozém Y vyrazné degenerovany
(Nanda et al. 2022), dokonce natolik, Ze se u tohoto druhu vyvinula u ryb dosud vzécné
pozorovand kompenzace davky genti na pohlavnich chromozémech (Darolti et al. 2019).

Pro lepsi pochopent, jak pohlavni chromozomy XY paruji a zda u samcit N. furzeri a N.
kadleci skutecné dochazi k synaptickému pfizplisobeni, mapoval jsem na pachytenni jadra
s detekovanymi synaptonemalnimi komplexy telomerické sekvence. Pokud u heteromorfnich
chromozoém toto ptizpisobeni neprobihd, projevilo by se to nestandardnim signalem mimo
konce chromozoémi (pozn.: na mitotickych chromozdémech halan¢ikti Zadné signaly ITS
pozorovéany nebyly; Luksikova 2021, Stundlova et al. 2022 in rev.). Zadné telomerické signaly,
které by se vyskytovaly mimo koncové ¢ésti bivalentt, jsem u samcli nepozoroval, coZ vyrazné
podporuje hypotézu, Ze u vSech populaci N. furzeri a N. kadleci s heteromorfnimi chromozémy
k synaptickému ptizplisobeni dochazi.

Imunodetekci lozisek akumulace proteinu MLHI jsem vizualizoval na
synaptonemalnich komplexech mista, kde prob¢hl crossing-over. Obvykle jsem u v§ech samct
pozoroval jedno az dvé, vzacné tii chiazmata na bivalent. Bivalent XY nesl u vSech samci

jedno chiazma v distalni ¢asti dlouhého raménka a v nékterych piipadech (Obr. 4B,D) bylo
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patrné druhé chiazma na kratkych raménkéch pobliz mapovaného klastru 18S rDNA. VétSina
akumulaci proteinu MLH1 u studovanych samcii se nachdzela v koncovych ¢astech bivalenti.
Takovato situace, tj. crossing-over limitovany na koncové ¢asti chromozomi, byla jiz u samcii
jinych druht ryb dokumentovana. U samic takovych druhii casto distribuce chiazmat byla vice
rovnomérna napii¢ délkou bivalentu (Sutherland et al. 2017, Sadrell et al. 2018, Bergero et al.
2019, Edvardsen et al. 2022). Jak jsem jiz zminil v ivodu, takovato situace se oznacuje jako
heterochiazmie (piehled viz Sardell a Kirkpatrick 2020). Heterochiazmie muze také byt
mechanizmus, ktery vede k supresi rekombinace na alozOmu bez nutné ucasti pohlavné
antagonistické selekce (napt. Perrin 2021). Abych ovéfil moznost vyskytu heterochiazmie, a
tedy jejiho mozného vlivu na evoluci pohlavnich chromozémti XY u halanc¢ikli, analyzoval
jsem distribuci MLH1 na synaptonemalnich komplexech také u samic N. furzeri z populace
MZCS-222. Distribuce mist, kde prob¢hl crossing-over, byla u studovanych samic podobna
jako u samcu. V radmci omezeného poctu analyzovatelnych pachytennich jader se ovsem zdalo,
ze terminalni chiasmata se u samic vyskytuji o néco méné. Tyto moje vysledky nebyly
dostacujici k prokdzani heterochiazmie u halanc¢ikti a nepochybné bude potieba je do budoucna
zopakovat na vét§im poctu jedincti a také u dalSich populaci. Pro potieby ¢lanku Stundlova et
al. (2022 in rev.) byla provedena jesté detailnéjsi analyza mych vysledki mymi kolegy. Tato
analyza zahrnovala pfesnéj$i popis pozice foki MLHI1 na zakladé¢ promeéfeni relativni
vzdalenosti signalu MLH1 od nejbliz§iho konce bivalentu pomoci programu ImagelJ a nasledné
formalni analyzy (pomoci MANOVA), ktera testovala vztah mezi typem pohlavi a distribuci
MLHI1. Tato analyza prokézala znatelné rozdily v pozici rekombinac¢nich mist mezi pohlavimi
a naznadila tak, Ze heterochiazmie by se vskutku mohla vyskytovat u N. furzeri (viz Stundlova
et al. 2022 in rev.). D4 se tedy uvaZovat o tom, Ze heterochiazmie mohla hrat dalezitou ulohu v
utvafeni pohlavnich chromozéml XY u N. furzeri a tim padem ziejmeé i u N. kadleci. DalSim
moznym vysvétlenim by mohlo byt, Ze tyto pohlavni chromozdmy vznikly z paru autozomt, u
n¢hoz doslo k redukcei rekombinace jiz diive v evoluci (Charlesworth 2019). Pro podporu této
hypotézu ale v sou€asné chvili chybi jakakoliv data.

Na zavér stoji za zminku podivny drobny Utvar (chromozém nebo bivalent), ktery jsem
pozoroval v meidze samic populace NFU MZCS-222. Rozsah mého vyzkumu (jedna populace
a omezeny pocet studovanych samicich jedincli) neumoznuje vyvozovat zadné hlubsi zavéry,
ale jelikoz se tento element nevyskytoval v mitotickych metafazich samic (LukSikova 2021,
Stundlova et al. 2022 in rev.) a nebyl piitomen v mitoze ani meiéze samct (Luksikovéa 2021,

Stundlova et al. 2022 in rev.), vznika podezieni, Ze se jedna o nadpocetny tkanové-specificky
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chromozom podobny tém, které byly oznaceny jako germline restricted chromosomes (GRC)

u jinych organizmi, ptedevsim ptaki (napt. Torgasheva et al. 2019, Pokorna a Reifova 2021).

5.2 Sirokohlavci rodu Bunocephalus — diferenciace karyotypu a

pohlavnich chromozomi

5.2.1 Fylogeneticka analyza

Molekularni studie zaméfené na Celed’ Aspredinidae dokézaly, ze se v ptipad¢ rodu
Bunocephalus jedna o monofyleticky taxon (Sullivan et al. 2006, 2008, Kappas et al. 2016).
Pouze v ptipad¢ druhu ,,Bunocephalus *“ chamaizelus bylo odhaleno, ze do rodu Bunocephalus
nepatii (Carvalho et al. 2018). Jak ukazal fylogeneticky strom mitochondridlniho genu COI
v této praci (Obr. 6, ktery byl vytvoteny z dostupnych sekvenci jedinct publikovanychv jinych
pracech a z jedinct sekvenovanych pro potieby této prace, rod Bunocephalus je dale rozdéleny
na dvé monofyletické¢ skupiny. Jednu tvoti B. aloikae spolu s druhy B. coracoideus, B.
verrucosus a dvéma taxony ¢ekajicimi na oficialni popis (B. sp. negro, B. sp. orinoco). Druha
skupina je tvotena druhy B. aleuropsis, B. amaurus, B. doriae, B. larai a B. minerim. V této
préaci uvedeny fylogeneticky strom sestrojeny na podkladu dat z jaderného genu RAG1 (Obr. 6)
podporuje uspoiadani pouze druhé zminované skupiny, zatimco prvni skupina je v ném
rozdélena do Ctyf riznych evolucnich vétvi. Pro druh B. colombianus nejsou v literatuie
dostupna data pro mitochondrialni gen COI, ale v rdmci dat z jadernych gent tento druh tvofi
sesterskou vétev ke vSem ostatnim druhtim rodu Bunocephalus. Ve fylogenetickych stromech
lze také najit vyraznou populacni variabilitu v rdmci nékterych druht (B. coracoideus a B.
aleuropsis) a také n€kolik druht, které jeste¢ nebyly fadné popsany. Fylogeneticka analyza
mitochondrialniho genu COI 1 jaderného genu RAGI! jednoznaéné prokazala, ze jedinci

sekvenovani pro potfeby moji prace nalezi ke druhu B. aloikae.

5.2.2 Zakladni karyotypova analyza

Molekularni analyzy ukazuji, Ze ¢eled’ Aspredinidae je nejbliZze piibuznou linii ke kladu
Doradoidea (skladajiciho se z ¢eledi Doradidae a Auchenipteridae) (Sullivan et al. 2006, 2008,
Kappas et al. 2016, Carvalho et al. 2018). Vétsina dosud studovanych zastupctt Doradoidea ma
58 chromozomu a predpoklada se, Ze z tolika chromozomi byl tvofen i1 ancestralni karyotyp

této skupiny. Urcitou variabilitu vnasSeji druhy, jejichz 2n je 56, 60 nebo 66 (u Doradidae;
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ptehled viz Takagui et al. 2021) nebo 46 (u Auchenipteridae; prehled viz Machado et al. 2021).
Obé celedi zéaroven zahrnuji ojedinélé ptipady vyskytu B chromozémii a pohlavnich
chromozému. V tom druhém piipadé se jednd o systtm ZW u Tenellus trimaculatus
(Doradidae) a Centromochlus heckelii (Auchenipteridae) (ptehledy viz Machado et al. 2021,
Takagui et al. 2021). U Doradidae se u druhi s odchylkami od standardniho karyotypu
predpoklada fixace karyotypovych zmén pod vyraznym vlivem genetického driftu v malych
populacich s omezenou migraci (piehled viz Takagui et al. 2021). Pro uplnost je tfeba zminit,
druhy sdilejici 2n=58 se Casto li§i v zastoupeni morfologickych typt chromozémii a distribuci
klastri rDNA, tedy karyotypovd dynamika u nich probihd mechanizmy, které neméni 2n
(Takagui et al. 2017, Baumgértner et al. 2018, Takagui et al. 2019, Machado et al. 2021).
Oproti  karyotypovym charakteristikdim u Doradoidea vykazuje osm dosud
karyotypovanych zéstupct Celedi Aspredinidae vyraznou variabilitu v poctu chromozémi
(2n=42-74) (Fenocchio a Swarca 2012, Ferreira 2016, 2017, 2020). Ferreira et al. (2020)
diskutuji, ze pti srovnani dosud znamych karyotypovych charakteristik je ¢eled’ Asperinidae
karyotypovou variabilitou napadné podobnd asijskym sumcim nadceledi Sisoroidea a
naznacuji tak, Ze navzdory molekularnim analyzam by mohly byt skupiny Asperinidae a
Sisoroidea sesterské a/nebo karyotypy jejich zastupct se vyvijely pod podobnymi selek¢nimi
tlaky.
aloikae (2n=44), jejichZ karyotypy maji mnohem vice metacentrickych a submetacentrickych
chromozému oproti zbyvajicim Sesti karyotypovanym druhiim, zatimco nejvyssi 2n (74) nalezi
blizce ptibuznému Sirokohlavci vychrtlému Amaralia hypsiura. Pokud budeme vychazet
z dosavadnich ptedstav o hypotetickém ancestralnim karyotypu Siluriformes (2n=56) (Oliveira
a Gosztonyi 2000), miizeme u Sirokohlavci pozorovat dva zékladni trendy karyotypové
diferenciace: (i) prestavby jako jsou flze, které vedly k redukci 2n a (ii) piestavby jako
centromerické rozpady a pericentrické inverze, které¢ vedly ke zvySeni 2n pfi souCasném
navysSeni poctu akrocentrickych chromozému (Fenocchio a Swarca 2012, Ferreira et al. 2016,
2017, 2020). U celedi Aspredinidae byly dale objeveny hned dva systémy pohlavnich
chromozomii — vedle jiz zminéného systému 9 XiXiXoXo/3X1Y1X2Y2 u B. coracoideus se
jedna také o systém QXX/3X0 nalezeny u Sirokohlavce bi¢oocasého Platystacus cotylephorus
(Ferreira et al. 2020). Jedinci B. aloikae, které jsem karyotypoval ve své diplomové praci, méli
rozsah 2n v rozmezi 47-51, zatimco dva samci studovani v préci Ferreira et al. (2020) pod
oznac¢enim B. cf. aloikae méli chromozému 44. To muzZe byt disledkem toho, Ze tito jedinci

pochézeji z jiné geografické oblasti, ale to nemohu dale diskutovat, nebot presné lokality
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jedinct, které jsem analyzoval, mi nejsou znamy. MiiZe se také ale jednat o upln¢ jiny, jesté
nepopsany druh, jak naznacuje fylogenetickd analyza mitochondridlniho genu COI (viz Obr.
6). Ferreira et al. (2017) pozorovali podobn¢ vyrazné rozdily v diploidnim poctu chromozomu
u druhu B. coracoideus, a tam se 2n jedinct liSilo v zavislosti na mist¢ odchytu. V jednom
ptipad¢ byly dokonce pozorovany rozdilné karyotypy u jedinct, kteti byli odchyceni na jedné
lokalit¢ na fece Purus. Tato lokalita je charakteristickd sezonnimi zaplavami, které umozni
migraci jedinci mezi subpopulacemi, které se po navratu vodni hladiny na ptivodni Groven
vyvijeji nezavisle na sobé¢ a k jejich vzajemnému kontaktu dojde zase az pii dalSich zaplavach
(Luize et al. 2015). Data doposud ziskana u B. coracoideus a B. aloikae (Ferreira et al. 2017,
tato prace) dohromady naznacuji, ze u téchto druhli Sirokohlavcli chromozémové prestavby
zatim nefunguji jako reprodukéni bariéra a jedinci s odliSnymi karyotypy se spolu mohou volné
kiizit. Takovy pfipad je mozny napi. v genomech, kde probéhly recentni Rb translokace
(Simakov et al. 2022). Zaroven fylogeneticka analyza vylucuje, ze by se jednalo o variabilitu
zpusobenou nespravnou identifikaci jedinct do druhu. V pfipadech praci, kdy jsou zndmy
pouze fylogenetické analyzy zalozené na COI (napt. B. cf. aloikae ve Ferreira et al. 2020) vSak
nemuZeme vyloucit, Ze jedinec je hybridem dvou druhii. U nékterych jinych na karyotypoveé
urovni variabilnich taxond neotropické sladkovodni ichtyofauny, typicky u druhového
komplexu Hoplias malabaricus, jiz nedochazi mezi karyomorfy ke genovému toku, nebot
nebyly nalezeny aZ na jedinou vyjimku (Utsunomia et al. 2014) Zadné hybridni formy (Marques
et al. 2013). Je moZné, Ze v reprodukéni izolaci hraje Glohu 1 variabilita zpisobend ptitomnosti
riznych systému pohlavnich chromozému (Cioffi et al. 2017), coz ostatn€ naznacuje i studie
zamétfend na dals$i druhovy komplex, Erythrinus erythrinus (Souza et al. 2022). Vskutku, v
nékterych piipadech pfispély chromozomové prestavby zahrnujici fuze pohlavniho
chromozoému s autozomem k vytvoreni reprodukéni bariéry mezi druhy nebo k jejich rozdilné
adaptaci (napf. Nguyen et al. 2013, Bracewell et al. 2017, Beaudry et al. 2020, Wang et al. 2022), jako se stalo u
populace koljusky tfiostn€é, Gasterosteus aculeatus, zijici v Japonském mofti (Kitano et al.
2009).

Ferreira et al. (2016) ve své praci navrhli, Ze se u B. coracoideus nachdzi mnohocetny
systém pohlavnich chromozomi @XiXiX>Xo/dX1Y1X2Y2. Tento systém v nasledné studii
pfimo nepotvrdili, ale pozorovali v meidze jedincl z jedné populace tetravalent (Ferreira et al.
2017). Systém @X;X;1X2X2/dX1Y1X2Y2 nebyl dosud popsan u zadného jiného rybiho druhu a
v ramci ostatnich organizml byl dosud objeven u jednoho druhu Zaby (Toups et al. 2019),
jednoho rodu opic (Steinberg et al. 2014) a také jedné rostliny (Howell et al. 2009). Je ale nutné

zminit, ze multivalenty vyskytujici se v meiéze byly nalezeny i1 u dalSich Zivocicht
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z amazonské oblasti, jako jsou dva druhy cichlid rodu Symphysodon, u nichz byl nalezen
multivalent tvofeny dvaceti chromozomy (Gross et al. 2009), nebo u zaby Leptodactylus
pentadactylus, u které je tento multivalent tvofeny dvanacti (Gazoni et al. 2018) nebo desiti
(Noronha et al. 2020) pohlavnimi chromozémy v zavislosti na populaci. Zda se tedy, ze
amazonska oblast néjakym zptisobem vytvari vhodné podminky pro rychlou evoluci karyotypt,
alesponl u nékterych studenokrevnych obratlovci. V moji praci byl viibec poprvé pozorovan

tetravalent v meidze také u druhu B. aloikae.

5.2.3 Analyza chromozému metodou CGH

Nejprve jsem pouzil metodu CGH, abych zjistil, jestli se v karyotypu B. aloikae
nenachazeji cytogeneticky odliSitelné oblasti specifické pro jedno pohlavi. Prvotni vysledky na
meidze samce ukazaly, ze se pfimo v ramci tetravalentu nachazi isek na jednom chromozdému,
ktery je preferencn¢ znaceny sondou specifickou pro sam¢i pohlavi a podobny region jsem pak
pozoroval také v pericentromerické oblasti jednoho mitotického chromozému jiného samce. U
jedné samice zadna takova oblast znacena nebyla, ale u druhé studované samice jsem objevil
hned dva chromozémy, které byly v centromerické oblasti preferencné znacené samci
specifickou sondou. Nejpravdépodobnéjsi moznosti, ktera by toto vysvétlovala, je ta, ze odlisSna
akumulace repetitivni DNA, kterou detekovala CGH, se nachézi na autozoému (tj. nema vliv na
determinaci pohlavi a dany chromozdém neni soucasti systému pohlavnich chromozémi) a
v disledku aneuploidie se v genomu vyskytly dva chromozémy u samice. Nemohu ovSem zcela
vyloucit, Ze samice se dvéma samc¢imi specifickymi signaly neni néjakym zpiisobem anomalni
jedinec (napft. po prodélaném pohlavnim zvratu), ale na histologické tirovni jsem nepozoroval
zadné anomalie organt. Definitivni feSeni této situace mize nabidnout pouze zopakovani CGH

na vétsim poctu samicich, ale i sam¢ich jedinc.

5.2.4 Detailni analyza tetravalentu pomoci metod WCP a FISH

U vySe zminénych pfipadi s mnohocetnymi pohlavnimi  chromozémy
X1 Xi1X2X2/A3X1Y1X2Y2 bylo dokéazéano, Ze tyto chromozémy vznikly disledkem reciprokych
translokaci. Ferreira et al. (2016) navrhli, Ze u B. coracoideus tento systém mohl vzniknout
pomoci fize dvou chromozému a naslednou inverzi zahrnujici klastr 5S rDNA. Tuto teorii
zaloZili na pozorovani velkého neparového metacentrického chromozomu, ktery nesl klastr 5S
rDNA, a na vyskytu dalSiho chromozémového paru, ktery také nese signal 5S rDNA. V ramci

toho druhého péaru je jeden homolog vyrazné heterochromatinizovan (na zékladé¢ C-pruhovani)
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a na zaklad¢ odlisné pozice klastru 5S rDNA mezi homology, jeden z nich prodélal inverzi.
Pokud by vramci mé studie tetravalent pozorovany u B. aloikae zahrnoval chromozémy
homologni k syst¢tmu pohlavnich chromozémt X:Y1X2Y2 u B. coracoideus, mél bych
teoreticky pozorovat podobné vysledky hybridizacnich experimentt jako Ferreira et al. (2016).
Abych mohl chromozdémy, které tvoii tetravalent, s jistotou identifikovat, pouzil jsem malovaci
sondy pripravené jak z meiotického tetravalentu, tak také znejvétSiho metacentrického
chromozému v karyotypu. Malovaci chromozémové sondy vcetné jejich mezidruhového
mapovani (Zoo-FISH) jiz byly u ryb nékolikrat pouzity k analyze pohlavnich chromozémi
(napt. Pansonato Alves et al. 2014, Yano et al. 2017, 2021), v¢etné systémi s mnohocetnymi
pohlavnimi chromozémy (napf. de Oliveira et al. 2018, Deon et al. 2022b). Pavodné jsem
ocekaval, ze v souladu s pozorovanimi u B. coracoideus (Ferreira et al. 2016, 2017), neparovy
metacentricky chromozom bude zahrnut do tetravalentu. Namisto ocekavané kolokalizace
malovacich sond jsem vsak zjistil, Ze tyto sondy znaci ve vétSin€ piipadii jiné chromozémy a
v ptipadech, kdy kolokalizuji (Obr. 8C, 8E), se nejedna o metacentrické chromozomy. Na
preparatu s meiotickymi chromozdémy, kde prob¢ehla kolokalizace dvou malovacich sond, jsem
na metafdzich druhého meiotického déleni (metafaze II) dokumentoval nondisjunkei tohoto
chromozému, nebot’ n¢které sesterské metafaze I obsahovaly Zadny nebo oba homology. Praveé
¢asté nondisjunkce mohou byt vedle pfestaveb divodem, pro¢ jsem u jedinci B. aloikae
pozoroval natolik rozdilné diploidni pocty chromozomil, coZ jako jednu z moznosti navrhli pro
B. coracoideus 1 Ferreira et al. (2017). Sonda z metacentrického chromozému nejcastéji znacila
tf1 chromozomy, které spolu péarovali v meidze ve formé trivalentu, coZ je dikaz rozpadu
chromozdmi, které se uvadi jako ¢asty mechanizmus vedouci k vy$§imu poctu akrocentrickych
chromozoémull oproti ancestralnimu karyotypu sumct (viz vyse). V jednom piipadé (Obr. 8I)
sonda znacila ¢tyfi chromozdmy, z toho dva si byly morfologicky podobné, proto je mozné, ze
se vtomto pfipad€¢ jedna také o aneuploidii. Sonda z tetravalentu znacila standardné Ctyfi
chromozémy, ale v nékterych piipadech jsem pozoroval, Ze sonda nehybridizuje
v centromerické oblasti nebo znaci jen polovinu chromozému (Obr. 8J). V jednom piipadé
doslo k inzerci ¢asti chromozomu z jednoho paru do centrdlni ¢asti dlouhych ramének jiného
chromozému (Obr. 8B). V meidze jsem pak pozoroval, Ze tyto tii chromozdémy spolu péruji ve
formé¢ trivalentu, zatimco druhy par znaceny sondou z tetravalentu tvoii samostatny bivalent.
To naznacuje, ze u jedincli prob&hly riizné nezéavislé piestavby jako jsou centrické fuze a
translokace, které mély za nésledek parovani z(castnénych chromozémi do multivalentt
v prvnim meiotickém dé¢leni. Tyto vysledky u B. aloikae tedy spiSe naznacuji vnitropopulacni

polymorfizmus riznych typi prestaveb, ktery mohl vzniknout pfi (opakovaném) kiiZeni jedinci
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s riznymi karyotypy. Ackoliv takovymto zpisobem mohou vznikat i nové systémy pohlavnich
chromozoému,napf. pti kiizeni dvou druht zivorodek rodu Xiphophorus (Franchini et al. 2019)
nebo u zaby G. rugosa (Miura et al. 2022), moje data naznacuji u B. aloikae spiSe mnohocetné
komplexni piestavby a zda tyto zahrnuji i pohlavni chromozomy, nedokazu s jistotou urcit.
Abych mohl Iépe objasnit evoluci piestaveb u B. aloikae, mapoval jsem na chromozémy
telomerické sekvence a 18S rDNA. Pfitomnost klastru 18S byla pozorovéna na pohlavnich
chromozdémech nékterych ryb (napt. Cioffi a Bertollo 2010, Yano et al. 2017, Scacchetti et al.
2015; prehled viz Sember et al. 2021). V meidze sonda znacila dva signaly na tetravalentu a na
mitotickych chromozémech znacila nejcastéji dva morfoligicky odlisné chromozémy. U dvou
jedinct jsem mapoval klastry 18S rDNA na preparaty pouzité také pro WCP. Signaly 18S
rDNA se v obou ptipadech nachézely na chromozémech znacenych sondou z tetravalentu. Tim
jsem dokdzal jejich vzajemnou homologii a potvrdil, ze u tohoto paru v minulosti doslo
k reciproké translokaci s jinym parem, coz mohlo byt pfi¢inou vzniku tetravalentu. Jednim
z preparatt, které jsem recykloval pro rDNA FISH, byla samice, u niz sonda z tetravalentu
znacila dva chromozémy jen zpoloviny, coz indikovalo fizi chromozomi s jinym
chromozémovym péarem nez v ostatnich ptfipadech. U této samice mapovaly klastry rDNA
pravé na tyto fuzované chromozémy (Obr. 8J). Je pozoruhodné, ze se nadpocetné signaly 18S
rDNA nachazely na chromozomech, které také vznikly fuzi chromozému a néslednymi
extenzivnimi intrachromozémovymi piestavbami (patrné inverzemi), u nich doslo k
»promichani genetického obsahu dvou plvodné nezavislych vazebnych skupin tak, Ze obé
malovaci sondy hybridizovaly shodné po celé délce téchto chromozémt (Obr. 8C, SE).
Podobnou situaci s komplexnimi pfestavbami popisuje Simakov et al. (2022). Klastry rDNA se
velmi Casto Gi€astni prestaveb jako jsou fize (Sember et al. 2015, 2020, Barros et al. 2017, Deon
et al. 2020). Soudi se, Ze divodem je jejich organizace do dlouhych tandemové uspofadanych
useki a vysoké mira jejich transkripce (Schofer a Weipoltshammer 2018), coz vede ke vzniku
dlouhych rozvolnénych euchromatinovych usekd nachylnych ke zlomim a ektopické
rekombinaci (Berthelot et al. 2015, Potapova a Gerton 2019, Warmerdam a Wolthuis 2019).
Znacenim telomer na mitotickych chromozoémech jsem chtél odhalit piestavby
zahrnujici koncové ¢asti chromozoémi, jako jsou fuze, translokace nebo inverze. V takovém
ptipadé muze nékdy &ast telomerickych sekvenci ziistat v oblasti zlomu jako ITS (viz Uvod).
Signaly ITS byly objeveny napf. na chromozému Y u mnohocetného pohlavniho systému
X1X2Y u trahira Erythrinus erythrinus (Cioffi a Bertollo 2010), ale v poloving ptipadil, kdy
byla pouzita telomerickd FISH pro analyzu mnohocetnych pohlavnich chromozémd, které

vznikly fizemi, nebyly Zadné ITS odhaleny (pfehled viz Sember et al. 2021). Diivody absence
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ITS v takovych pfipadech mohou byt (i) postupnd genetickd degenerace telomerickych
sekvenci z diivodu, ze prestavba probéehla jiz relativné ddvno v ramci evoluce (i) k eliminaci
telomerickych repetic doslo jiz béhem procesu prestavby (Slijepcevic 1998, Ruiz-Herrera
2008). U B. aloikae jsem signaly ITS nasel u vSech jedinci s vyjimkou jednoho, ale zadny
rozdil v po¢tu ITS mezi samci a samicemi jsem nepozoroval. Jejich pocty spiSe korelovaly
s rozdilnymi diploidnimi po¢ty chromozém jednotlivych jedinct a jsou tedy pravdépodobné
vysledkem piestaveb vzniklych pii kiizeni jedinc s riznymi karyotypy. Rozdilné pocty
signaltl ITS nalezli 1 Ferreira et al. (2017) u variabilni populace z feky Purus, coz piiklada;ji

opétovnym kontaktim riznych subpopulaci v dobé zaplav (jak jsem jiz popisoval vyse).

Obr. 8 (na nasledujici strang) — Schématické znazornéni vysledktt WCP a 18S rDNA FISH. Zluté ipky ukazuji na
chromozomy se signalem 18S rDNA. Chromozémy zna¢ené malovacimi sondami jsou vzdy vyobrazeny se svym
homologem (pro zjednoduSeni jsem chromozdémy setadil dle karyotypti z Obr. 3, i kdyZ se zjevné nejedna o
homology, jelikoz konvenéni cytogenetika Casto nedokaze odhalit chromozémové prestavby). Pokud dany
chromozom postradd homologa do paru, je tato skutecnost znazornéna jako kiizek (X). Signdly 18S rDNA se
stabiln¢ nachazely na chromozémech zucastnénych ve tvorb¢ tetravalentu. Zajimavé je, Ze nadpocetné signaly
rDNA se nachédzely na chromozémech, které vznikly fuzi ¢asti chromozému z tetravalentu a chromozému
znaceného sondou pfipravenou z metacentrikého chromozomu (C,E).
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6. Zavér

V ramci této prace jsem studoval evoluci pohlavnich chromozémii u dvou taxont
kostnatych ryb, konkrétné halancika rodu Nothobranchius a Sirokohlavct rodu Bunocephalus.
Jednalo se o druhy N. furzeri a N. kadleci a B. aloikae. U halanc¢ikli jsem zjistil, Ze 1 pies
heteromorfii pohlavnich chromozémii XY a ptitomnost oblasti diferenciace na chromozému Y
(oboji cytogeneticky ovéreno mymi kolegy v paralelnich experimentech), usek diferenciace byl
pod rozliSovaci schopnosti metody CGH, ktera vSak nepiimo muze slouzit k identifikaci
chromozému Y, jelikoZ to je jediny chromozom s napadnou deleci pericentromerickych repetic.
Pohlavni chromozémy parovaly standardné v meiotické profazi I, s prispénim synaptického
pfizptsobeni. Naznaky opozdéného parovani jsem pozoroval jen v né€kolika ptfipadech u
jednoho samce z populace N. furzeri (MZCS-222). U samic téze populace jsem pozoroval
v pachytene maly nadpocetny utvar (chromozém nebo bivalent), ktery se ve
studovanych somatickych tkanich nevyskytoval a jeho vyskyt a vyznam umozni objasnit pouze
rozsahlej$i budouci studie. Distribuci crossing-overu, kterou jsem studoval pomoci
imunodetekce proteinu MLHI, byla u obou pohlavi podobna, ale u samic bylo méné mist
lokalizovdno v koncovych oblastech bivalentl. Tato situace mizZe naznacovat urcitou miru
heterochiazmie a jeji mozny vliv na evoluci pohlavnich chromozémi XY. Tuto hypotézu
podpotila analyza kolegli pomoci MANOVA (tato analyza neni soucasti mé prace).

Analyzovani jedinci Sirokohlavct byli identifikovani jako Bunocephalus aloikae a
jejich karyotypy se mezi jedinci vyrazné liSily v poctu chromozému 2n= 47 —51). Pfitomnost
tetravalentu v meiézach nékterych samcli naznacovala pfitomnost neobvyklého systému
pohlavnich chromozémt X;Y1X>Y2, popsaného diive u blizce pifibuzného druhu B.
coracoideus. Detailnéj§i analyzou pomoci hybridizace malovacich chromozémovych sond a
repetitivni DNA jsem ovSem odhalil zna¢nou dynamiku ptestaveb, pfedevsim translokaci, fuzi
a centrickych rozpadi, a také aneuploidii. V tomto kontextu se jevi jako vice pravdépodobné,
ze tetravalent u samct je vysledkem této dynamiky a jedna se o chromozémovy polymorfizus
nevazany na pohlavi. Na druhou stranu, CGH odhalila, Ze pravé na jednom chromozému ze
samciho tetravalentu se nachazi Gsek preferen¢né znaceny samci sondou, ktery byl nalezeny i
na jednom chromozoému v rdmci mitotického déleni jiného samce. Vysledky na samicich
chromozdémech vSak nepfinesly jednoznacné potvrzeni, ze by signaly u samci skutecné
reprezentovaly oblast diferenciace samci specifické oblasti na pohlavnim chromozému.

Analyza vétsiho poctu jedincti bude nezbytna pro rozlusténi této problematiky.
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Béhem této prace jsem si osvojil rizné cytogenetické metody a fylogenetickou analyzu
a nauCil se pracovat vtymu ceskych a zahrani¢nich kolegh. Mij vyzkum pohlavnich
chromozémil halan¢ikl byl souéasti rozsahlé cytogenetické analyzy (Stundlova et al. 2022;
v revizi v ¢asopisu Chromosome Research), kterd odhalila, Ze systém pohlavnich chromozomu
XY u N. furzeri je oproti diivéj§im predstavam vlastné¢ heteromorfni a vznikl dfive v evoluci,
nez se predpokladalo, nebot’ ho sdili i sestersky druh N. kadleci. Nase data ukazala dualezitost
prispeévku cytogenetického vyzkumu pro ovéteni piedstav poskytnutych genomickymi daty.
Konkrétné moje vysledky dale ptispé€ly k pochopenti, jak pohlavni chromozdémy paruji v meiodze
a kde u nich probihd crossing over. Tato data pomohla pti formovani hypotézy o evoluci suprese
rekombinace na téchto pohlavnich chromozdémech. Miij vyzkum na Sirokohlavcich zase ukézal,
Ze je potieba u tohoto rodu studovat karyotypovou variabilitu opravdu na detailni cytogenetické
urovni (napf. pomoci mapovani syntennich blokli malovacimi sondami) a na dostatecném
mnozstvi jedincti, nebot’ dynamika prestaveb je zde ptilis komplikovana a interpretace zalozené
na konvencnim karyotypovani a mapovani bézné pouzivanych markerii mohou byt
nedostate¢né. Piikladem je unikatni systém pohlavnich chromozomi X;Y1X:Y: u B.
coracoideus, ktery by mohl existovat i u mnou studovaného B. aloikae, ale mé analyzy
naznacuji, ze je vice pravdépodobné, Ze se jednd o chromozémovy polymorfizmus. Moje prace
tak odkryla fadu fenomént u obou studovanych taxond, které si urcité zaslouzi dalsi podrobny

vyzkum.
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