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Abstrakt

Paprskoploutvé ryby se vyznacuji znac¢nou diverzitou z hlediska strategii pohlavni
diferenciace (zahrnujici gonochorizmus, unisexualitu i rizné formy hermafroditizmu) a
mechanizmti determinace pohlavi (environmentalni i genetické), v€etné riznych piechodi
mezi jednotlivymi vySe zminénymi strategiemi a mechanizmy. Pfestoze dosud jen u 5 %
cytogeneticky studovanych druhi ryb byly odhaleny pohlavni chromozémy, toto malé
procento zahrnuje devét raznych systémut (se samc¢i nebo samici heterogamii) v raznych
fazich diferenciace, které se mohou lisit i u blizce piibuznych druhi, a dokonce i v ramci
riznych populaci téhoz druhu. Vzhledem k relativnimu evoluénimu mlédi pohlavnich
chromozdému ryb jsou piedevsim kostnaté ryby (Teleostei) vhodnou modelovou skupinou pro
studium casnych fazi diferenciace téchto specializovanych oblasti genomu. Navic se v
posledni dobé ukazuje (u ryb i jinych organizmil), Ze pfitomnost ranych fazi vyvoje
pohlavnich chromozémii a rovnéz samotny mechanizmus pfechodu mezi riznymi systémy
mohou mit kauzalni souvislost s ekologickou adaptaci, speciaci nebo genomovym konfliktem.
Vedle cytogenetického vyzkumu, ktery zdsadni mérou pfispél k soucasnym poznatkiim o
evoluci a variabilité rybich pohlavnich chromozém, se zac¢inaji v poslednich letech ¢im dal
Castéji uplatiiovat nové genomické a transkriptomické ptistupy, které ptispivaji k 1) detailnéjsi
charakterizaci genetického obsahu nerekombinujicich oblasti na neparovych pohlavnich
chromozémech a rovnéz k ii) odhalovani nascentnich morfologicky nediferencovanych
pohlavnich chromozémd, které se vzhledem k vySe uvedenym charakteristikaim u ryb casto
vyskytuji. Bakalaiska prace si klade za cil shrnout dosavadni poznatky o variabilité¢ rybich
pohlavnich chromozémii a jejich genetického obsahu a charakterizovat moderni ptistupy

jejich cytogenetické, genomické a transkriptomické analyzy.

Kli¢ova slova: evoluce, geny urcujici pohlavi, molekularni cytogenetika, pohlavni

chromozdémy, speciace



Abstract

Ray-finned fishes (Actinopterygii) possess strikingly diverse sex differentiation
strategies (including gonochorism, unisexuality and several types of hermaphroditism) and
mechanisms of sex determination (both environmental and genetic) and also frequent
turnovers between abovementioned strategies and mechanisms. Although exhibiting
remarkable diversity of sex determination mechanisms, only about 5 % of analyzed teleost
species possess cytologically recognizable (i.e. heteromorphic) sex chromosomes. Still, nine
different male- or female-heterogametic sex chromosome systems at various stages of
differentiation have been described along with high rate of inter- and intraspecific variability.
Given that early sex chromosome evolution is best studied in evolutionarily young, i.e.
nascent sex chromosomes, ray-finned fishes and especially the teleost lineage (Teleostei)
represent a vital model group for its investigation, offering thus new important insights into
the evolution of these rapidly evolving regions of vertebrate genomes. Moreover, a handful of
studies available to date has provided evidence for a role of emerging sex chromosomes and
their turnover in processes such as ecologial adaptation, speciation or genomic conflict.
Besides cytogenetic studies, which had a major impact on our current knowledge about fish
sex chromosome variability and evolution, also the gradually increasing number of valuable
genomic and transcriptomic studies brought important new insights on finer-scale level as
they are 1) able to deeper characterize the genetic content on non-recombining region of
unpaired sex chromosome and ii) capable to detect small-sized sex-determining regions on
homomorphic sex chromosomes (being frequent in fishes, as might be inferred from the
abovementioned characteristics). The aim of the current thesis is to collate and summarize the
current knowledge about the trends in evolution of fish sex chromosomes and their genetic
content, and to list the molecular cytogenetic and genomic approaches useful for current and

future analyzes in this field.
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Seznam zkratek

Amh anti-Miillerian hormone

BAC bacterial artificial chromosome

Bcarl Breast cancer anti-estrogen resistance protein 1
Cas9 CRISPR-associated protein 9 nuclease

CGH comparative genomic hybridization

CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeat
ddRAD-seq double digest restriction site-associated DNA sequencing
Dmrtl doublesex and mab-3 related transcription factor 1
Dmy DM-domain gene on the Y chromosome

ESD environmental sex determination

FISH fluorescence in situ hybridization

Gdf growth differentiation factor

GISH genomic in situ hybridization

GSD Genetic sex determination

Gsdf gonadal soma-derived factor

HSDI17B1 17B-Hydroxysteroid dehydrogenase 1

Irf9 interferon regulatory factor

LG linkage group

RAD-seq restriction site-associated DNA sequencing)

SdY sexual dimorphic on the Y-chromosome

SNP single nucleotide polymorphism

Sox Sry-related HMB box

Sry Sex-determining region Y

TALEN transcription activator-like effector nucleases

TGF-p transforming growth factor beta

TSD temperature sex determination

WCP whole chromosome painting

ZkY zinc knuckle on the Y chromosome

Zfand Zinc Finger AN1-Type Containing
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1. Uvod

Paprskoploutvé ryby (Actinopterygii) jsou skupinou studenokrevnych obratlovch
Citajici pies 32 000 druht, coz je piiblizné polovina vSech dosud Zijicich obratlovcii na zemi
(Nelson et al., 2016). Drtivou vétSinu (tj. 99 %) biodiverzity této skupiny tvoii kostnaté ryby
(Teleosteti), které mj. vykazuji znacnou variabilitu mechanizmi pro urceni pohlavi (Devlin a
Nagahama, 2002; Guiguen et al., 2019). Jelikoz tyto mechanizmy mohou ¢asto zahrnovat i
vlivy okolniho prostfedi, je studium rybi pohlavni determinace dulezité s ohledem na
konzervaci druhii pfi neustale probihajicim zménam klimatu na nasi planeté (Honeycutt et al.,
2019; Valenzuela et al., 2019). Dale je znalost mechanizmi rybi determinace potfebna rovnéz
pro zefektivnéni rybich akvakultur v¢etné produkce masa u druhii, kde jedno pohlavi dosahuje
vyrazné vétsi velikosti téla (Guiguen et al., 2019; Shen a Wang, 2019). V neposledni fadé¢,
pfiblizn€ 5 % cytogeneticky studovanych ryb disponuje morfologicky rozpoznatelnymi
pohlavni chromozomy (Arai, 2011), ale zejména v poslednich dekadach ptibyva praci, které
ukazuji u mnoha druht i pfitomnost cytogeneticky nerozlisitelnych pohlavnich chromozému
(napt. Gamble, 2016; Schartl et al., 2016). Tento stav je mj. pravdépodobné odrazem
relativniho evolu¢niho mladi pohlavnich chromozomi u ryb, a proto jsou ryby (i s ohledem na
jejich fylogenetické postaveni) dilezitou skupinou pro studium ranych fazi diferenciace a

evoluce pohlavnich chromozémi obratlovct (Schartl et al., 2016).
2. Role pohlavnich chromozomii

Pohlavni chromozdémy predstavuji par pivodnich autozémi, kde se na jednom
z homologli vyvinul Ustfedni regulator pro genetické urceni pohlavi (napf. varianty genti
popsané v piedchozi kapitole). AZ na vyjimky spojené s mechanizmem kompenzace davky
gend je homolog s timto regulatorem pfitomen pouze u jednoho pohlavi (je to tzv. neparovy
pohlavni chromozém), zatimco druhy homolog bez regulatoru je pfitomen u obou pohlavi
(tzv. parovy pohlavni chromozém). Pohlavi, které ma dva stejné pohlavni chromozomy,
produkuje pouze jeden typ gamet a nazyva se homogametické. Oproti tomu pohlavi se dvéma
riznymi pohlavnimi chromozomy produkuje dva typy gamet a predstavuje tak pohlavi
heterogametické. Podle toho, u jakého pohlavi se vyskytuje neparovy pohlavni chromozém,
rozliSujeme dva systémy. Prvnim je typ Drosophila, u kterého je heterozygotni samec s
chromozémy X a Y a samice je homozygotni se dvéma chromozomy X. V ramci tohoto
systému vétSinou piitomnost chromozomu Y determinuje vyvoj sam¢i gonady. Druhym

typem je Abraxas, kde je heterozygotnim pohlavim samice s pohlavnimi chromozémy Z a W,
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zatimco homozygotni samec ma dva chromozémy Z (tj. chromozém W determinuje vyvoj
sami¢i gonady, ale mize tomu byt i jinak, viz dale) (Bull, 1983; Bachtrog et al., 2011). Pti
ktizeni homogametického a heterogametického pohlavi se (za ptfedpokladu rovnomérné
tvorby gamet u heterogametického pohlavi) udrzuje v populaci rovnomérny pomér samcii a
samic (1:1), coz je pomér zajistujici nejvetsi genetickou variabilitu v populaci a navic se
vyrazné snizuje pravdépodobnost ptibuzenského kiizeni (Nur, 1974). Navic je oproti ESD
tento pomér stabilni, tj. zmény okolnich podminek, mezi které muizeme fadit postupnou
zménu prumeérné teploty vody (napf. vlivem globalniho oteplovani), nemaji na tento pomér
vliv (Honeycutt et al., 2019; Valenzuela et al., 2019). To miize byt jeden z divodii, pro¢ napf.
u studenokrevnych obratlovcti dochazi u fady taxont k pfechodiim od ESD na GSD (Pokorna

a Kratochvil, 2016)
3. Vznik a dynamika pohlavnich chromozomi

Ke vzniku pohlavnich chromozémii doslo v pribéhu evoluce mnohokrat a nezavisle
na sob¢ (Bachtrog et al., 2014). Nejcastéjsi mechanizmus jejich vzniku je z homologniho paru
autozomil, kde se na jednom z homologti vytvortil Gstfedni gen urcujici pohlavi, nejCastéji
mechanizmem ektopické duplikace (tj. genova duplikace spojena s translokaci kopie genu na
jiné misto v genomu) nebo alelické diverzifikace (Herpin a Schartl, 2015; Guiguen et al.,
2019) .Vybér takového genu neni ndhodny, nebot’, jak jiz bylo feceno vyse, signalni kaskady
pro determinaci pohlavi jsou konzervované napti¢ skupinami obratlovct (Capel, 2017;
Guiguen et al., 2019). Nasledny proces diferenciace pohlavnich chromozémi popisuje dosud
nejbeéznéjsi model pohlavné-antagonistické selekce, nicméné alternativni hypotézy a namitky
k tomuto modelu jiz byly rovnéz publikovany (Ironside, 2010; Cavoto et al., 2018).
Hromadéni pohlavné-antagonistickych alel gend (tj. takovych alel, které jsou vhodné pro
zivotaschopnost jednoho pohlavi, ale maji neblahy vliv na Zivotaschopnost druhého pohlavi)
v blizkosti nov€ vzniklé determinanty pohlavi vede k selekéné vyhodnému zamezeni
rekombinace v této oblasti, nebot’ je znacné vyhodné, aby gen ur€ujici pohlavi a konkrétni
pohlavné-antagonistické alely nadéale segregovaly spolu v tésné vazbé. NejucinnéjSim
mechanizmem zamezeni rekombinace jsou chromozémové piestavby, Casto napi. inverze.
V oblasti s potlacenou rekombinaci se poté na neparovém pohlavnim chromozému zacinaji
hromadit mutace, které¢ vedou k erozi genetického obsahu. Déle se zde zacnou preferencné
akumulovat a amplifikovat nejriiznéjsi typy repetitivnich sekvenci a dochazi nasledné obvykle

k jejich heterochromatinizaci. Nasledkem téchto procesti dojde k odliSeni tohoto pohlavniho
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chromozému od svého homologniho partnera, a to bud’ jeho zvétSenim v disledku hromadéni
repetitivnich sekvenci, anebo jeho zmensenim v disledku deleci zptisobenych mechanizmy
spojenymi s aktivitou repetitivnich sekvenci a dale nemoznosti opravy v oblasti s potlacenou
rekombinaci (Charlesworth et al., 2005; Bergero a Charlesworth, 2009). Podle toho, v jaké
fazi diferenciace se nachazeji, délime pohlavni chromozémy na homomorfni, u nichz nedoslo
morfologicky k zadné anebo jen minimalni diferenciaci a pohlavni chromozémy jsou tak
mikroskopicky nerozliSitelné (pfi¢emz na trovni sekvence DNA se jiz li§it mohou; Schartl et
al., 2016) a dale na heteromorfni, kde uz lze pohlavni chromozémy odlisit cytologicky.
V pokrocilych stadiich diferenciace se miize u pohlavnich chromozému vyvinout kompenzace
davky gent, které jiz chybi na degenerovaném neparovém pohlavnim chromozému. Posledni
fazi mize byt Uplna ztrata neparového pohlavniho chromozému nebo jeho adice na autozoém

za vzniku neo-pohlavniho systému (viz Obr.1) (Abbott et al., 2017; Vicoso, 2019).
Obr. 1 Dynamika pohlavnich chromozémii (Abbott et al. 2017, upraveno)
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Z hlediska genetického obsahu se nejcastéji Ustfedni gen determinujici pohlavi vytvori
na pozd¢jSim neparovém chromozomu Y/W (Bachtrog, 2013), ale byly zjistény ptipady, napf.
u ptakid ¢i jazykovce C. semilaevis, kde je pohlavi urCeno genovou davkou, tj. konkrétné

poctem kopii genu Dmrtl, ktery se nachdzi na parovém chromozému Z, zatimco chybi na
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neparovém chromozomu W (Smith et al., 2009; Chen et al., 2014). Mlze se ale stat, ze na
stejném ¢i jiném paru chromozoémul vyvstane nova ustiedni determinanta, nebo se ptivodni
ustfedni gen premisti (napt. pomoci translokace nebo transpozice) na jeden z homologti jiného
(dosud autozémového) chromozomového paru a tim znéj vytvoii novy par pohlavnich

chromozomu. (Mank a Avise, 2009; Abbott et al., 2017; Vicoso, 2019).
4. Determinace a diferenciace pohlavi u ryb

U ryb mizeme najit Sirokou $kdlu mechanizml determinace a diferenciace pohlavi.
V soucasnosti existuje nckolik vzdjemné se nevylucujicich hypotéz, pro¢ zrovna ryby
takovouto enormni variabilitou oplyvaji. Ta nejrozsifenéjsi fika, ze divodem mohou byt
odlisné podminky, ve kterych ryby ziji a na které se musely adaptovat, aby si udrzely
balancovany pomeér pohlavi. Jednd se pfedevsim o okolni teplotu, nebot’ na rozdil tfeba od
savcll se stabilni télesnou teplotou (a tim 1 stabilnim prostfedim pro biochemické reakce) je
teplota téla u studenokrevnych obratlovct nestala a je zavisld na teploté prostredi ( Kikuchi a
Hamaguchi, 2013; Brykov, 2014) . V neposledni fadé¢ miize byt plasticita pohlavni
determinace zpusobena toleranci rybich genomu k polyploidizacim, tj. k celogenomovym
duplikacim, coZ mohlo teoreticky vyrazn¢ urychlit vyvoj novych ustfednich genil pro uréeni
pohlavi z duplikat plvodnich gend, tj. paralogi. Nutné je rovnéZz zminit toleranci ryb
k pohlavnimu zvratu, po némz jsou pohlavni organy stile funkcni, coz podporuje také
ptechody mezi systémy pohlavnich chromozoém a mezi environmentalni a genetickou
pohlavni determinaci (Devlin a Nagahama 2002; Volff et al., 2007; Brykov 2014). Zatimco
pohlavni determinace je proces, ktery urcuje, zda dojde k vyvoji samcich ¢i samicich
pohlavnich orgénii, pohlavni diferenciace je nasledna fyzicka realizace tohoto binarniho
rozhodnuti, tj. tvorba a rozliSeni samcich a samicich pohlavnich zldz a organi b&hem
ontogeneze. U pohlavni diferenciace hraji vyznamnou roli steroidni hormony, jejichZ syntéza
a distribuce jsou piimym disledkem slozitych procesii, které jsou fizeny relativné
konzervovanymi signalnimi kaskddami (Devlin a Nagahama, 2002). Vyrazna variabilita se
vSak projevuje na urovni usttednich regulatorti téchto kaskad, kter¢ mohou byt kédovany bud’
vétsim poctem genll umisténych na autozémech ¢i vétsim poctu tzv. pohlavnich chromozému
(tzv. polygenni systémy) nebo jednim Ustfednim genem determinujicim pohlavi, jenz se
zpravidla nachéazi na jednom z pohlavnich chromozémil (tzv. monogenni systémy). Oba tyto
piipady spadaji pod tzv. geneticky urené pohlavi (GSD, z angl. genetic sex determination),

kde se samec od samice li§i svym genotypem.. Nicméné u ryb ani u dalSich studenokrevnych



obratlovct neni vyjimkou situace, kdy je pohlavi ur¢eno podminkami okolniho prosttedi,
pfiCemz genotyp samce i1 samice zUstava shodny (ESD, zangl. environmental sex
determination) (Devlin a Nagahama, 2002; Kobayashi et al., 2013; Gemmel et al., 2019;
Guiguen et al., 2019). Navic se na vysledném pohlavi mize podepsat kombinace obou
mechanizmti, kdy napft. kritickd zména teploty nebo pifitomnost exogennich hormont ve vodé
mohou modulovat a v konecném dusledku i zvratit vyvoj geneticky determinovanych gonad
za vzniku jedince opacného pohlavi (tzv. pohlavni zvrat, z angl. ,,sex reversal®) (Shao et al.,
2014; Shen a Wang, 2019). Pohlavni determinaci u ryb lze tak vnimat mechanisticky spiSe
jako urcité kontinuum od ESD ke GSD, s vyrazn¢ plastickou a neustéle se ptizptisobujici siti

regulacnich interakei (Shen a Wang, 2019; Guiguen et al., 2019).

Z hlediska pohlavni diferenciace lze rozlisit dvé zdkladni skupiny: i) gonochoristé,
kteti jsou po cely Zivot schopni produkovat jen jeden typ pohlavnich bunck, a ii)
hermafrodité, kteti jsou schopni v prubéhu svého zivota produkovat samci i sami¢i pohlavni
buiikky. Hermafroditizmus se dale déli na simultanni, kdy organizmus produkuje oba typy
pohlavnich bun€k najednou, a sériovy, kdy organizmus méni své pohlavi v pribéhu Zivota.
Pokud se z pivodnich samct stavaji samice, fik4 se jim protandri¢ti hermafrodité a naopak,
pokud se ze samic stavaji samci, jsou oznacovani jako protogynni hermafrodité. U ryb byly

objeveny vSechny tyto moznosti (Kobayashi et al., 2013; Gemmell et al., 2019).

Pro determinaci a diferenciaci pohlavi je u kostnatych ryb stejné jako u vétSiny
ostatnich obratlovcti dualezitd c¢innost riznych pohlavnich hormoni. U samci jsou to
androgeny (typicky napf. testosteron), zatimco pro vyvoj samicich gonad je podstatné, aby
doSlo k pfeméné androgenli na estrogeny pomoci enzymu aromatazy (ovaridlni izoforma
tohoto enzymu je kddovana genovym paralogem cypl/9ala). Pti maskulinizaci se pfitom
uplatiiuji aromatdzové inhibitory, které snizuji hladinu aromatdzy 1 u protogynnich
hermafroditii (Guiguen et al., 2010). Naopak zména pohlavi u protandrickych hermafroditi je
provéazena zvysSenou hladinou estradiolu diky expresi aromatazy (Devlin a Nagahama, 2002;
Guiguen et al., 2010). V poslednich letech se ukazuje, Ze hormony mohou u ryb pfevzit i
ulohu ustfedni determinanty pohlavi, napt. u dvou druhd kranasi rodu Seriola (Purcell et al.,

2018; Koyama et al., 2019).

Vedle gonochorizmu a hermafroditizmu jsou navic u ryb zndmy i taxony mnozici se
klonalné&, za vzniku obvykle celo-samicich a ¢asto polyploidnich populaci. V téchto ptipadech

se uplatiuji unikatni mechanizmy jako u gynogeneticky se mnozicich sekavct rodu Cobitis,

7



zivorodky kiizené Poecilia formosa, nebo karase stfibfit¢tho Carassius gibelio, ¢i
hybridogenetickych Zzivorodének Poeciliopsis monacha lucida, iberie ouklejovité Squalius
alburnoides anebo u hlavact rodu Hypseleotris (Janko et al., 2007; Lamatsch a Stock, 2009;
Schmidt et al, 2011).

5. Environmentalni determinace pohlavi (ESD) u ryb

ESD u ryb je ovlivnéna mnoha faktory (Heule et al., 2014), z nichZ tim nejb&znéj$im
je teplota vody v kritické fazi vyvoje jedince, kdy dochazi k pteméné primordialnich gonad na
vajecCniky nebo varlata (Baroiller et al., 2009). Teplotni determinace (TSD, z angl.
temperature sex determination) byla u ryb poprvé pozorovana v 80. letech, u menidie
kanadské, Menidia menidia (Conover a Kynard, 1981) a v soucasnosti je tento mechanizmus
znam u desitek dalsich rybich druhti (Ospina-Alvarez a Piferrer, 2008). Nejb&zngjsi piipad
TSD je ten, kdy se za vysSich teplot rodi vice samct, jako je tomu napf. pravé u menidie
kanadské anebo u karase obecného, C. carassius (Ospina-Alvarez a Piferrer, 2008). Nicméné
existuji 1 vyjimky, napt. u sumecka teckovaného, Ictalurus punctatus (Godwin et al., 2003)
anebo platystt Paralychthys olivaceus a P. lethostigma (Luckenbach et al., 2009). Je ale
obvykle velice tézké odlisit prosté TSD od GSD ovlivnéného teplotou (Ospina-Alvarez a
Piferrer, 2008). Vliv teploty na pohlavi byl totiz pozorovan také napt. u medaky japonské, u
které byla popsdna genetick4 determinace pohlavi, ale ta je za extrémnich teplot modulovana
a vede k vychyleni pohlavi potomstva ve prospéch samci, stejné jako je tomu v piipadé
gavunovce argentinského Odontesthes bonariensis (Hattori et al., 2007; Yamamoto et al.,
2014). Na pohlavi maji ale vliv i jiné abiotické faktory nez jen teplota. Patii mezi n€ napt. pH
vody, hustota populace, socidlni status, hypoxie anebo barvé pozadi. Podrobné&js$i popis

pripada presahuje rozsah této prace, ale je shrnut napt. v Baroiller et al. (2009).

6. Geneticka determinace pohlavi (GSD) u ryb

Genetické urceni pohlavi u ryb mizeme délit na dvé skupiny. Ta prvni se nazyva
polygenni a pohlavi je u ni ur€ené interakci vétsitho poctu lokusii umisténych oddélené na
riznych mistech v genomu (Moore a Roberts, 2013). U druhé skupiny je pohlavi urceno
monogenn¢, kdy je pohlavi urceno tstfednim genem pro determinaci pohlavi, ktery se nachazi

na jednom z pohlavnich chromozomii.



6.1. Polygenni GSD

U platy skvrnité Xiphophorus maculatus ¢i laboratornich populaci dania pruhovaného
Danio rerio, mizeme najit hned n€kolik pohlavnich chromozémit. U platy jsou to celkem tfi:
X, Y a W (viz Tab. 2) (Volff a Schartl, 2001) a u laboratornich populaci dania ¢tyfi pohlavni
chromozémy (zatimco u ptirodnich populaci byl zjistén systém ZZ/ZW) (Anderson et al.,
2012; Wilson et al., 2014). Polygenni systém byl také nalezen u cichlidy Astatotilapia
burtoni, kde je pohlavi zavislé na dvou lokusech, LG 5 a LG 13 (z angl. linkage group)
(Roberts et al., 2016). V jiném piipad¢ je pohlavi kromé pohlavnich chromozémi ovlivnéno
také autozomy, jako je tomu u zivorodky duhové P. reticulata, diky cemuz se u této ryby

vyskytuji samci se sestavou XX a samice s chromozomy XY (Volff a Schartl, 2001).
6.2. Monogenni GSD

Prvnim objevenym tustfednim genem pro urceni pohlavi se stal roku 1990 gen Sry (z
angl. sex-determining region Y) (Sinclair et al., 1990). Trvalo vSak dalSich 10 let, neZ se
podobny uspéch podatilo zopakovat u medaky japonské, Oryzias latipes, kde byl objeven
dalsi ustfedni gen nazyvany Dmy/Dmrtliby (dle oznafeni dvou vyzkumnych tymu, které
k objevu genu dospély ve stejnou dobu), coz je transkripéni faktor patiici do skupiny Dmrtl
gent (z angl. doublesex and mab-3 related transcription factor 1) (Matsuda et al., 2002; Nanda
et al., 2002). Jak ale ukdzaly vyzkumy, gen Dmy (z angl. DM-domain gene on the Y
chromosome) se u rodu Oryzias nachdzi jen velmi ziidka (Takehana et al., 2007), coZ
ukazovalo na pritomnost riznych ustfednich genti u ryb. Podle Grahama a kol. (2003) jsou
kaskady zodpovédné za determinaci pohlavi napfi¢ druhy znacn€ konzervativni, zatimco
dochazi k castym zméndm na pozici Ustfedniho regulatoru, ktery celou kaskadu aktivuje, tj.
doslova ,,pani se méni, otroci zlstavaji“. Nicméné¢ bylo popsano (i u ryb), Ze tento tento
model neni univerzalni (A. Herpin a Schartl, 2015a; Amaury Herpin et al., 2013). Dnes zname
u ryb né€kolik skupin gent, které jsou schopné ptevzit roli ,,pana“, tedy ustfedniho genu pro

determinaci pohlavi (Tab. 1) (Guiguen et al., 2019).
Sox3

Sox3 patii do rodiny Sox genii (z angl. sry-related HMB box), které maji funkci
transkripCnich faktori a ukézal se byt tustiednim genem pro urceni pohlavi u medaky
bengalské, O. dancena (Takehana et al., 2014). Do této rodiny patii mj. 1 gen Sry, jehoz
prekurzorem byl v evoluci pravé Sox3, ¢i gen Sox9, ktery hraje dilezitou roli pfi vzniku

sam¢ich gondd u mnoha druhti (Guiguen et al., 2019). Zaroven se recentné ukazuje, Ze Sox2
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by mohl byt tstiedni determinantou pohlavi u pakambaly Scophthalmus maximus (Martinez et

al., 2019).
Dmrtl

Po objevu Dmy u medaky japonské (Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002) se studie
zaméfily na funkce Dmrtl genli urlznych organizmii a zjistilo se, ze ustfedni roli pro
determinaci pohlavi maji s nejvétsi pravdépodobnosti i u ptadk (Smith et al., 2009), dale u
drapatky vodni Xenopus laevis (Yoshimoto et al., 2008), medaky Oryzias curvinotus
(Matsuda et al., 2003) a u jazykovce Cynoglossus semilaevis (Chen et al., 2014). Dmrtl, ktery
je mj. dilezitym faktorem 1 v rdmci teplotni determinace pohlavi u gaviinovce O. bonariensis
(Fernandino et al., 2008), se podili na vyvoji sam¢ich pohlavnich organti a spermatogenezi i u
celé tady dalSich zivocichi napfic celou fisi, jako napt. u octomilek nebo u had’atka (Herpin a

Schartl, 2015).
TGF-p

Superrodina TGF- (z angl. transforming growth factor beta) se v organizmu podili na
signalizaci v buitkach. Nékolik ¢lent z této superrodiny se podili i na vyvoji embrya (Guiguen
et al., 2019). Jednim z nich je i rustovy faktor Amh (z angl. anti-Miillerian hormone). U savct
je tento hormon zodpovédny za degradaci Miillerova vyvodu u samcich embryi, zatimco u
jinych obratloveil se Amh podili na tvorbé samcich gonad. Diky genové duplikaci a nasledné
translokaci na Y chromozom se stal Gsttednim genem pro urceni pohlavi u gavina O. hatcheri
(Hattori et al., 2012) i u dal$ich sedmi z deseti studovanych druhii rodu Odontesthes (Hattori
et al., 2019) a déle pak u Stiky obecné Esox lucius (Pan et al., 2019). Mutace v Amh navic
muze zplsobit pfeménu pohlavi ze samce na samici u medaky japonské (Nakamura et al.,
2012). Forma receptoru pro Amh, tedy gen Ahr2-Y se diky své translokaci a bodové mutaci
stala ustfednim genem u okouna zlutého, Perca flavescens (Feron et al., 2019) a u ¢tverzubct
rodu Takifugu, konkrétné u 7. rubripes, T. poecilonotus a T. pardalis, coz znaci, Ze k preméné
amhr2Y na Ustfedni gen doSlo u spolecného piedka (Kamiya et al., 2012). DalSim ¢lenem této
superrodiny je jiny rustovy faktor, Gsdf (z angl. gonadal soma-derived factor), ktery se
vyskytuje jen u ryb a jenz se exprimuje pii tvorbé samcich gonad (Guiguen et al., 2019). U
dvou rybich druhti, chmurnatky tmavé Anoplopoma fimbria a medaky O. luzonensis se tento
gen stal dokonce Ustfednim genem pro urceni pohlavi (Rondeau et al., 2013; Myosho et al.,
2015). Poslednim ¢lenem je Gdf (z angl. growth differentiation factor), jehoz forma Gdf9 se u

ryb a savcl podili na vyvoji samiCich gonad. Zjistilo se vSak, ze Gdf6Y se diky deleci u
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halanc¢ika tyrkysového Nothobranchius furzeri stal Ustfednim genem pro urceni pohlavi

(Reichwald et al., 2015).
SdY

Zatimco vsechny vySe popsané geny se objevuji opakované na rtznych stupnich
kaskad pro urceni pohlavi, bylo velké piekvapeni, kdyz se zjistilo, Ze u mnoha lososovitych
ryb je ustfednim genem SdY (z angl. sexual dimorphic on the Y-chromosome), ktery je
pfibuzny s imunitnim genem /rf9 (z angl. interferon regulatory factor) (Yano et al., 2012,
Yano et al., 2013). Jedna se u ryb o vyjimec¢ny piipad, kdy nedoslo k vytvoteni pohlavni
determinanty z nékterého genu zahrnutého v signélni kaskad¢ pro pohlavni determinaci, nybrz

doslo k neofunkcionalizaci genu, jehoZ piivodni varianta ma v organizmu zcela jinou ulohu.
6.3. Vliv B chromozémii na urcéeni pohlavi

Dalsi zplisob, jak mize byt pohlavi geneticky ovlivnéno, je skrze B chromozomy, coz
jsou nadbyte¢né chromozdémy, které jsou v organismu udrzovany specifickymi mechanizmy,
a ukazuje se, Zze mohou mit rozmanity geneticky obsah (Jones et al., 2008). MlzZe se na nich
dokonce vyskytovat determinanta, kterd ovliviiuje pohlavi. U ryb byl takovy efekt B
chromozdému pozorovan napi. u tetry drsnoploutvé Astyanax scabripinnis, kde samci s B
chromozoémy vykazuji zvySenou expresi vyznamného regulatoru pohlavni determinace, genu
Dmrtl (Castro et al., 2018). Dalsi pozoruhodny pfipad je zndm u cichlid obyvajicich africké
jezero Malawi, kde se B chromozém nachazi pouze u samic a jeho pfitomnost determinuje
samiCi pohlavi i u jedinct s pohlavnimi chromozémy XY a jeho geneticky obsah modifikuje

(Clark a Kocher, 2019).

Tab. 1 — Ustiedni geny determinujici pohlavi u ryb a ptiklady taxonii

Ustiedni gen pro uréeni Priklad druhu Puvodni forma Citace
pohlavi genu
Sox-3Y O. dancena Sox (Takehana et al., 2014)
DmrtlbY O. latipes Dmrtl (Matsuda et al., 2002; Nanda et
al., 2002)
AmhY O. hatcheri Amh (Hattori et al., 2012)
Amhr2-Y T. rubripes Amhr2 (Kamiya et al., 2012)
Gsdf-Y A. fimbria Gsdf (Rondeau et al., 2013)
Gdf6-Y N. furzeri Gdf6 (Reichwald et al., 2015)
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SdY Oncorhynchus Sdy (Yano et al., 2012)
mykiss
Hsdl7b1 S. dosrsalis Hsdl7b1 (Purcell et al., 2018)
Bcarl L punctatus Bcarl (Bao et al., 2019)
ZkY G. morhua Zfand (Kirubakaran et al., 2019)
Sox2 S. maximus Sox (Martinez et al., 2019)

7. Pohlavni chromozomy ryb

7.1. Systémy chromozémového urceni pohlavi u ryb

Pohlavni chromozomy byly nalezeny u asi 5 % karyotypovanych paprskoploutvych
ryb (Arai, 2011), pficemz se vyhradné jednd o zastupce kostnatych ryb. Nejblizsi skupina
k paprskoploutvym rybam, kde byly nalezeny pohlavni chromozémy, jsou rejnoci (paryby,
Chondrichthyes), kde byly popsany systémy QXX/dX0 (Valentim et al., 2013) a
X1 Xi1XoXo/3X1X2Y (Cruz et al., 2011). Stafi rybich pohlavnich chromozoému je fadové
mens$i nez u teplokrevnych zivocichl. PfestoZe lze najit ptipady, kdy naptf. u jazykovce
Cynoglossus je stafi pohlavnich chromozomii odhadované na 30 miliond let (Chen et al.,
2014), u zastupcu cichlid obyvajicich africka jezera jsou pohlavni chromozomy vylozené
evolué¢né mladé¢, v fddu nékolika milionu let; v rdmci zastupcii v jezete Victoria i méné nez

300 tisic let (Gammerdinger a Kocher, 2018).

U kostnatych ryb bylo do dneSniho dne objeveno celkem devét systému
chromozomového urceni pohlavi. Vedle standardnich a nejb&znéjsich systémti $XX/3XY a
3ZZ/9ZW najdeme i systémy odvozené: QXX/3XO0, napf. u slune€nice zelené Lepomis
cyanellus a 37Z/2Z0, napt. u jazykovece C. puncticeps (Devlin a Nagahama, 2002). Casté
jsou u ryb také mnohocetné neopohlavni systémy. NejbéZzngjSim znich je systém
X1 X1 XoXo/3X1X2Y, ktery se nachazi napi. u lososa Oncorhynchus nerka, ktery vznikl
centrickou fuzi mezi ptivodnim Y chromozémem a autozémem (Thorgaard, 1978), coz je u
ryb (i ostatnich studenokrevnych obratlovcll) nejcastéjsi mechanizmus vzniku tohoto systému
(Kitano a Peichel, 2012; Pennell et al., 2015a). Dale tento systém muze vzniknout i rozpadem
X chromozému, coz se ale zatim u ryb neprokazalo. Dosud byl systém @X;X;X2Xo/3Xi1X2Y
popsan u vice nez 30 druhtli ryb, mezi néZ patii napf. trahir Cervenavy Erythrinus erythrinus, u
kterého se tento systém vyskytuje nezévisle na sobé hned u tfech ze ¢tyt karyotypovych forem

(Bertollo et al., 2004). Pfibuzny druh, trahir malabarsky Hoplias malabaricus, rovnéz
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zahrnuje karyotypovou formu s timto systémem, jedna se vSak prokazateln€ o nezavisly vznik
z jinych parti chromozému (Cioffi et al., 2017). Celkem Sest zastupcti anualnich halanc¢ikt
rodu Nothobranchius rovnéz méa ve svém karyotypu shodné systém X;XoY (Krysanov a
Demidova, 2018), ale jednad se spiSe o osamocené piipady v riznych vyvojovych liniich a
neni dosud jasné, jestli tento systém zahrnuje u danych druhti stejné vazebné skupiny. Sestym
typem je neopohlavni systém @XX/3XY1Y2, ktery miZeme najit napf. u hartie Carvalhovy
Harttia carvalhoi (Blanco et al., 2013) anebo krunyiovce Ancistrus sp. 1 (de Oliveira et al.,
2007) a u dosud popsanych piipadii u ryb jeho vznik zahrnoval bud’ fizi X chromozému
s autozomem (vétSina piipadi) nebo centromericky rozpad jednoho z ptivodnich pohlavnich
chromozoému, jak se predpokladd zatim vyhradné u zminéné neotropické ryby Harttia
carvalhoi (Blanco et al., 2013) a rovnéz u asijské mienky Schistura fasciolata (Sember et al.,
2015), pripadné se na vzniku téchto pohlavnich chromozému podilelo vice piestaveb (de
Oliveira et al., 2007). Sedmy typ, 3ZZ/9ZWiW>, se vyskytuje u polozubky lapatské
Apareiodon affinis, u kterého doslo k centromerickému rozpadu chromozému W (Moreira-
Filho et al., 1993), a déle u jestérohlavce tupohlavého, Trachinocephalus myops, u kterého
doSlo k fuzi chromozomu Z s autozomem (Ueno et al, 2001). Dalsi systém je
37121727/ 971Z:W1 W), ktery byl popsan zatim vyhradné u ryb, a to konkrétné u krunyiovee
Ancistrus sp. 2, u kterého nejspis doslo k translokacim a inverzim (de Oliveira et al., 2007) au
leporina Megaleporinus elongatus (Parise-Maltempi et al., 2007), u kterého na tento systém
upozornila distribuce specifické satelitni DNA, pfi¢emz mechanizmus neni dosud plné jasny.
Poslednim z dosud objevenych systémi u ryb je 9XiXiXoXo/dX1Y1X2Y2 u Sirokohlavee
nautského, Bunocephalus coracoideus, ktery vznikl tak, Ze u jedné populace doslo k fizi dvou
chromozému a néslednym kiizenim s ptivodnim karyotypem doslo ke vzniku tohoto systému,

ktery se zafixoval pomoci heterochromatinizace (Ferreira et al., 2016).

7.2 Pohlavni systémy a prechody mezi nimi

Na jedné stran€ u ryb muizeme nalézt konzervované systémy s diferenciovanymi
pohlavnimi chromozdémy, které u ptibuznych druhti prokazatelné vznikly ze stejnych para
autozomu, tudiz jsou monofyletického ptivodu, napt. u rodt Megaleporinus (Parise-Maltempi
et al., 2013), Characidium (Pansonato-Alves et al., 2014), Parodon a Apareiodon
(Schemberger et al., 2011) a pfedevSim u rodu Triportheus, kde zatim vSichni studovani

zastupci (11/19) maji ve svém karyotypu systém ZZ/ZW, ktery je monofyletického plivodu,
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coz je mezi rybami zatim naprosty unikat (Yano et al., 2017). Daleko cast¢jsi je totiz situace,
kdy se pohlavni chromozémy vyskytuji ndhodné jen u né€kterych zastupct v ramci konkrétni
vyvojové linie (Mank et al., 2006) a navic je relativné bézné, Ze miizeme nalézt odlisné
systémy pohlavnich chromozému nejen v ramci rodu, ale i mezi populacemi stejného druhu
(viz Tab. 2). Rekordmanem v této diverzité je dosud trahir malabarsky H. malabaricus, u
kterého se v rtiznych karyotypové jasné definovanych populacich nachazeji dohromady tfi
rizné systémy (Tab. 2). Navic je pozoruhodné, ze se tyto systémy nachdzeji zaroven
v riznych fazich diferenciace a zatimco nékteré pohlavni chromozémy jsou ortologni, jiné pfi
svém vzniku zahrnuly odlisné chromozémové pary (Cioffi, et al., 2017; de Oliveira et al.,

2018; Sember et al., 2018).

K mechanizmiim pfechodu mezi pohlavnimi chromozémy patii vedle i) vzniku neo-
pohlavnich chromozomi také ii) vznik zcela nového tstfedniho genu pro determinaci pohlavi,
ktery prevazi efekt ptredchoziho hlavniho reguldtoru, nebo iii) transpozice ¢i translokace
stavajiciho ustfedniho regulatoru na jiny par chromozému (Mank a Avise, 2009; Kitano a
Peichel, 2012; Pennell et al., 2015). Pfedpokladem pro pifimy pfechod mezi systémy je
ptitomnost homomorfnich pohlavnich chromozomi, protoze vysoce heteromorfni
chromozoémy by pfi zpétném piechodu na autozomalni dédi¢nost zpisobily nezivotaschopnost
genotypi YY a WW (Bachtrog et al., 2014; Vicoso, 2019). Jak se ukéazalo napt. u tlamouna
nilského a Oreochromis aureus, jeho Ustfedni determinanty pohlavi jsou vdzany na rtzné
vazebné skupiny (LG, z angl. linkage group), mezi kterymi existuje spojeni, kde je LG 1
spjata se systtmem XX/XY a LG 3 se systtmem ZZ/ZW (Cnaani, 2013). Podobn¢ Ize
vysvétlit 1 tfichromozomovy systém platy skvrnité, X. maculatus, kde je sam¢i gen aktivni jen
na Y, ale zaroven na né¢j negativné epistaticky plisobi determinanta pfitomna na chromozému
W, coz ma za nasledek samic¢i genotyp YW (Kallman, 1984). U koljuskovitych se zjistilo, Ze
doslo k fazi autozomu sY chromozoémem za vzniku systému X;XoY jednak v ptipadé
koljusky teCkované Gasterosteus wheatlandi (Ross et al., 2009) a dale rovnéz populace
koljusky ttiostné, G. aculeatus, Zijici v Japonském mofi, zatimco sympatricka populace toho
samého druhu ma systém XY. Jednd se o pozoruhodny ptipad, kde nové vznikly neo-X
chromozém ziejmée nese geny zodpovédné za zménu fenotypu samcli a za zménu v paficich
ritudlech, coz ma zifejm¢ za nasledek reproduktivni izolaci mezi populacemi s odliSnym
syst¢tmem pohlavnich chromozémt (Kitano et al., 2009). Pfipadi asociace vzniku neo-
pohlavnich chromozémi s reproduktivni izolaci a adaptaci postupné u zivocichli vzrista
(napt. Nguyen et al., 2013), ale je tfeba dodat, Ze n¢kdy dojde k fixaci neopohlavniho systému
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spiSe vlivem genetického driftu (napi. de Oliveira et al., 2018). KdyZ se jest¢ vratime ke

koljuskdm: u nich nebylo naopak nalezeno zadné spojeni mezi systémem XX/XY koljusky

tiiostné a systémem ZZ/ZW koljusky Ctyitrnné Apeltes quadracus, coz nasvédCuje tomu, ze

se tyto systémy vyvinuly nezavisle na sobé (Ross et al., 2009). Nezavisla evoluce pohlavnich

systétmll byla zjiSténa také u sesterskych druhi gambusii, konkrétné XX/XY systému

gambusie Holbrookovy, Gambusia holbrooki, a ZZ/ZW systému gambusie koméii, G. affinis

(Kottler et al., 2019).

Tab. 2: Piiklady ptibuzenské variability pohlavnich chromozému paprskoploutvych ryb

Rad Celed’ Rod Druh Systém Citace
o chromozomového
Latinsky nazev uréeni pohlavi
(v potadi 9/3)
Ostnoploutvi ~ Vrubozubcoviti Oreochromis O. niloticus XX/XY (Carrasco et al.,
1999)
O. aureus 27/ZW (Campos-Ramos et
al., 2001)
Halané¢ikovei  Zivorodkoviti Xiphophorus X. maculatus XX, XW, YW/ (Volff a Schartl,
2001)
XY, YY
X. alvarezi ZW/77 (Volff a Schartl,
2001)
X. cortesi XX/XY (Volff a Schartl,
2001)
X. nezahualcoyotl XX, XY'/XY, XY’ (Volff a Schartl,
2001)
Poecilia P. sphenops XX, ZW/XY, ZZ (Haaf a Schmid,
1984)
Gambusia G. holbrooki XX/XY (R. A. Angus,
1989)
G. affinis 27/ZW (Black a Howell,
1979)
Volnoostni Koljuskoviti Gasterosteus G. aculeatus XX/XY (Ross a Peichel,
2008)
G. wheatlandi XXX X/ X XY (Chen a Reisman,
1970)
Apeltes A. quadracus 77/ZW (Chen a Reisman,
1970)
Trnobfisi Trahiroviti Hoplias H. malabaricus  XX/XY (Cioffi et al., 2017)

XiXiXo X/ X1 X2 Y

XX/XY1Y>
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8. Studium pohlavnich chromozémii u ryb

8.1. Vyznam konvenc¢ni cytogenetiky

Jednim 7z nejtradi¢néjSich pristupti, jak zjistit alespoin ptitomnost genetické
determinace a zaroven typ heterogamie u ryb (tj. sam¢éi — systémy na bazi XY; samici —
systémy na bazi ZW) je laboratorni experimentalni kiizeni zahrnujici jedince, kteti prodé€lali
uméle indukovany pohlavni zvrat (pfidanim hormona do vody). Determinaci lze odvodit na
zaklade Stépnych poméra v F1 generaci (Devlin a Nagahama, 2002; Penman a Piferrer, 2008).
Nicméné tyto experimenty jsou narocné a nelze je provadét z rliznych ditvodi u celé fady
rybich druht. Z Cisté cytogenetického hlediska je studium pohlavnich chromozémii u ryb
ztizeno tim, Ze - jak se stale Castéji ukazuje — fada druhit ma homomorfni, tj. cytologicky
nerozliSitelné¢ pohlavni chromozoémy. Je tedy mozné, ze ftada starSich deskriptivnich
cytogenetickych praci, vyuzivajici konvenéni metody jako je barveni Giemsou, jejich
pritomnost nezachytila, protoze Giemsovo barveni dokéze rozpoznat jen systémy XX/XY a
ZZ/ZW s velkou mirou heteromorfie, mnohocetné pohlavni chromozdémy nebo systémy X0 a
Z0. Protoze je bohuzel fada dokumentovanych ptipadii u ryb jiz starSiho data (Arai, 2011),
mohlo vlivem tehdejSich technologickych nedostatki nebo omezeného poc¢tu hodnotitelnych
metafazi dojit k mylné interpretaci pozorovanych dat ve smyslu fale$Sné-pozitivniho nalezu
heteromorfnich pohlavnich chromozémi. Nejlépe tuto situaci ilustruje neddvno publikovany
pfezkoumany piipad u jiné skupiny studenokrevnych obratlovci, u Zelv rodu Geoemyda
(Mazzoleni et al., 2019). Podobn¢ jsou znamy ptipady faleSné-pozitivni néalezy pohlavnich
chromozémt, kde doslo k zdméné s béznym polymorfizmem v délce heterochromatinového
bloku ¢i lokusu NOR, coZz bylo zjisténo napf. u sumcovité ryby Steindachneridion
melanodermatum (Matoso et al., 2011). V ptipadé konstitutivniho heterochromatinu, jeho
vyrazné akumulace se vyskytuji zejména na W chromozdmech nékterych neotropickych ryb a
v nékterych ptipadech Cini z téchto chromozomu nejvétsi element v karyotypu (piiklady viz
Schartl et al., 2016), ale méné vyrazné heterochromatinové bloky mohou odhalit sekven¢ni
divergenci i na jinak homomorfnim paru pohlavnich chromozoémi, jako napf. u Zivorodky
Poecilia sphenops (Haaf a Schmid, 1984). U karyotypové formy D trahira H. malabaricus
pomohlo C-pruhovéni odhalit mechanizmus, jakym vznikl systém X1X>Y (Cioffi a Bertollo,
2010), ale obecné¢ mnohocetné pohlavni chromozémy ryb obvykle neobsahuji pfili§ vyrazné

bloky heterochromatinu (Cioffi et al., 2012).
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8.2. Vyznam analyzy meiotickych chromozomi

Potvrdit pfitomnost pohlavnich chromozomii, zejména s ohledem na vyskyt
nesparovanych usekli na bivalentu nebo na pfitomnost univalentu (u systému X0 ¢i Z0) ¢i
trivalentu (u mnohocetnych pohlavnich chromozémi) mize analyza chromozému v meiotické
profazi 1. Ptikladem mohou byt studie u tilapie O. aureus (Campos-Ramos et al., 2001), a u
trahira H. malabaricus (Bertollo a Mestriner, 1998). Domn¢la piitomnost pohlavnich
chromozému mitize byt timto zptisobem i vyvracena (pf. Matoso et al., 2011). Analyza meidzy
muze také pomoci osvétlit mechanizmy udrzovani unikétnich reprodukénich strategii jako je
gynogeneze (Devlin a Nagahama, 2002). Pouzitim modernich metod, jako je napft.
imunodetekce, ktera vyuziva protilatek pro vizualizaci proteinti ucastnicich se parovani
chromozému a rekombinace v meidze, je mozné ziskat jeSt€¢ detailnéjSi informace o
diferenciaci pohlavnich chromozému (napft. Lisachov et al., 2015). Pfinosné se do budoucna

zdé4 byt i mapovani oblasti, kde na pohlavnich chromozémech doslo k metylaci dinukleotidt

CpG (Metzger a Schulte, 2018).
8.3. Moderni cytogenetické metody

Velky krok kupfedu znamenal rozvoj modernich cytogenetickych metod, zejména
fluorescenéni hybridizace in situ, FISH (z angl. fluorescence in situ hybridization) a metod od
ni odvozenych. Principem metody je denaturace a nasledna spolecnd renaturace DNA
z riznych zdroji, z nichZ jeden ptfedstavuje chromozémy na preparatu a druhym je specificka
sonda, ktera odpovida sekvenci naseho zajmu (gen, repetitivni DNA aj.). Sonda nasedne na
useky chromozomil, které obsahuji komplementarni sekvenci DNA a pomoci fluorescen¢niho
znaceni jeji polohu vizualizujeme ve fluorescenénim mikroskopu. Nejcastéji se FISH pouZiva
pro analyzu repetitivnich sekvenci, protoze jejich akumulace na chromozémech Ize snadno
vizualizovat. Nej€astéji pouzivanymi sondami jsou klastry genti pro ribozomalni DNA (5S a
45S rDNA) a dalsi tandemové uspofddané multigenové rodiny (napt. snDNA a histony); déle
telomerické repetice (TTAGGG), a z hlediska analyzy pohlavnich chromozoémt jsou casto
mapovany také mikrosatelity a rizné druhové specifické satelitni DNA (Cioffi a Bertollo
2012). V ptipadé¢ satelitnich DNA (satDNA) je piiprava sond nejkomplikovanéjsi, nebot’ ty
maji ze vSech typt repetitivni DNA nejrychlejsi evoluci (Garrido-Ramos, 2017), a tudiz se
obvykle musi pro dany druh identifikovat de novo. Pivodné byly satelitni DNA ziskavany
postupnym Stépenim genomové DNA riznymi restrikénimi endonukledzami (tj. enzymy,
které jsou schopné $tépit palindromatické sekvence), ale to bylo pfili§ pracné a vysledkem byl
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obvykle nalez jedné nebo nékolika malo novych satDNA. Nicméné tato pracna metoda
pomohla pii identifikaci pohlavnich chromozémi a k analyze piestaveb, které vedly
k diferenciaci W chromozomii u ryb celedi Parodontidae, véetn¢ mozného dikazu pro
monofyleticky piivod u dvou piibuznych rodi (Vicente et al., 2003; Schemberger et al., 2011)
nebo k analyze miry diferenciace chromozomu W u nékolika druhti neotropického rodu
Megaleporinus (tehdy jesté Leporinus; Marreta et al., 2012). Novym, podstatné efektivnéjsim
a cenoveé rozumnym feSenim je celogenomové sekvenovani platformou Illumina pfi nizkém
pokryti genomu a nasledna bioinformaticka analyza hrubych ne-asemblovanych sekvenacnich
dat skrze program RepeatExplorer. Tento program je schopen vytvofit klastry sekvenovanych
usekil na zdkladé podobnosti jejich sekvence (nikoliv na zakladé¢ pozice v genomu) a
vyhodnotit tak na zakladé mnozstvi sekven¢nich ¢teni v daném klastru relativni mnozstvi a
typ repetitivnich sekvenci v daném genomu. Jedna se obvykle o zcela nové, dosud nepopsané
repetitivni sekvence, Casto satelitni DNA a transponovatelné elementy. Nasledné je mozné
pfipravit si sondy pro mapovani nové objevenych repetitivnich sekvenci metodou FISH
(Novak et al., 2010). U ryb byl zatim tento postup pouzit pouze pii analyze karyotypu
leporina velkohlavého Megaleporinus macrocephalus, kde se ukézala akumulace 14 typi
satelitnich DNA vyhradné na W chromozému (Utsunomia et al., 2019) a pfi analyze B
chromozdému characidie Gomesovy Ch. gomesi, u kterych se na zékladé sekven¢ni podobnosti
zjistilo, ze pravdépodobné vznikly z pohlavnich chromozému (Serrano-Freitas et al., 2019).

Systém pohlavnich chromozémt ZW u leporini je velmi vhodnym objektem pro
mapovani repetitivnich sekvenci, nebot zde byla rovnéZ pozorovana znacnd druhoveé-
specificka diverzita v akumulaci riiznych mikrosatelitd (Poltronieri et al., 2013). Mikrosatelity
byly spolu se satelitni DNA a transponovatelnymi elementy mapovany také na pohlavnich
chromozémech zastupct Celedi Parodontidae (Schemberger et al., 2014; Ziemniczak et al.,
2014) a rovnéz u teter rodu Triportheus (Yano et al., 2016).

Mapovani klastrti genti pro rRNA (5S a 45S rDNA) stejné jako telomerického motivu
pomohly objasnit mechanizmy vzniku pohlavnich chromozémi u celé fady ryb (napt. Cioffi a
Bertollo, 2010; Favarato et al., 2016), 1 kdyZ u fady zejména neo-pohlavnich systému byla
zjiSténa absence vnitinich telomerickych sekvenci i na chromozoémech, které zjevné vznikly
mechanizmem fuze (napf. Blanco et al., 2013; Henning et al., 2011; Schemberger et al., 2011;
Xu et al., 2019). rDNA byla mj. lokalizovana ptimo v oblastech specifickych pro Y nebo W
chromozém (napt. Yano et al., 2017; de Oliveira et al., 2018) a u jinozabrovky Aulopus

Jjaponicus dokonce 5S rDNA pokryvala cely W chromozém (Ota et al., 2003). Jsou rovnéz
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znamy piipady mezipopulacni variability v rdamci druhu v akumulaci riiznych repetitivnich
sekvenci na pohlavnich chromozomech ryb (Devlin a Nagahama, 2002; Xu et al., 2019),
stejn¢ jako mezipopulac¢ni polymorfizmy ve velikosti neparového pohlavniho chromozému
(napf. u zivorodek; Nanda et al., 2014) Vedle repetitivnich sekvenci 1ze také mapovat unikatni
oblasti genomu, napiiklad pokud jsou zaklonovany v bakteridlnim artificialnim chromozému
(BAC, z angl. bacterial artificial chromosome). Tato metoda napf. pomohla charakterizovat
povahu piestaveb a miru diferenciace pohlavnich chromozomii koljusky Gasterosteus
aculeatus (Ross a Peichel, 2008) anebo evoluci raného pohlavniho chromozému u platyse
Solea senegalensis, u kterého doslo k Robertsonové translokaci (Rodriguez et al., 2019).

Dalsi varianty FISH vyuzivaji celogenomové sondy, konkrétné se jedna o metody
GISH (z angl. genomic in situ hybridization) a CGH (z angl. comparative genomic
hybridization). Z hlediska detekce pohlavnich chromozémi, GISH vyuziva celogenomovou
sondu jednoho pohlavi a blokujici DNA druhého pohlavi, jejimz ukolem je vyvazat ze sondy
abundantni repetice. Oproti tomu CGH vyuziva celogenomové sondy obou pohlavi a blokujici
DNA jednoho z nich (Traut et al., 1999). Hybridizace takovych sond umozni na preparatech
identifikovat chromozomové rozdily mezi obéma pohlavimi. Pokud jsou pohlavni
chromozémy Y nebo W dostatecné diferencované, dokdzou tyto metody zvyraznit oblast
specifickou pro neparovy pohlavni chromozém, tak jako napt. u zivorodky P. reticulata
(Traut a Winking, 2001), tetry 7. signatus (Yano et al., 2017) a nékterych karyotypovych
forem trahira H. malabaricus (de Oliveira et al., 2018; Sember et al., 2018). Metoda bohuzel
nezvyrazni malo diferencované pohlavni chromozémy a Casto mezi nimi jsou neo-pohlavni
systémy, u nichz typicky nedochézi k vyraznym akumulacim heterochromatinu (napt. Sember
et al., 2018; Xu et al., 2019). Dalsi nevyhodou metody je, Ze v ptipad¢ pozitivniho nalezu
nezjistime piimo, jaké sekvence se v diferencované oblasti nachazeji.

Dal8i metodou Usp&$né pouzivanou pro analyzu vzniku a diferenciace pohlavnich
chromozémt je WCP (z angl. whole chromosome painting) neboli také Zoo-FISH (pfi
mezidruhové aplikaci), kterd vyuzZivd celochromozomovych malovacich sond, které tak
umozni vizualizovat vybrané chromozémy v metafdzi. Tato metoda pomohla potvrdit
spole¢ny ptivod pohlavnich chromozémti u ryb rodd Triportheus (Yano et al., 2017),
Characidium (Pansonato-Alves et al., 2014), Oplegnathus (Xu et al., 2019) a nékterych
karyotypovych forem u H. malabaricus (Cioffi et al., 2017), zatimco ukazala nezavisly plivod
pohlavnich chromozomil v rdmci blizce pfibuznych druhii nebo rodd (napi. Phillips et al.,

2001; Henning et al., 2008). Krom¢ toho byla prokdzadna homologie pohlavnich chromozému
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u minimalné tfech zastupct rodu Megaleporinus, M. elongatus, M. macrocephalus a M.
obtusidens, a ukazalo se, ze systém Z1217Z27>/Z1W1Z>2W2 u M. elongatus vznikl ze stejnych
chromozémt ZZ/ZW, jaké maji ostatni dva druhy (de Barros et al., 2018). Zavérem, rizné
populace characidie Gomesovy vykazuji jinou morfologii svych chromozoémii, ale metoda
WCP 1 v tomto piipad¢ potvrdila, ze se jedna o ten samy par chromozomd, u kterého doslo
k razné velké akumulaci repetitivnich sekvenci (Machado et al., 2011).

V posledni dob¢ se také objevila fada novych pfistupd, které umoziuji odhalit malé
rozdily v sekvencich, ¢imz se da odhalit typ heterogamie i pies piitomnost homomorfnich
chromozému. Mezi tyto pristupy se fadi RAD-seq (z angl. restriction site-associated DNA
sequencing) a pribuzné metody a Pool-seq. Oba pfistupy Setfi naklady na nésledné
sekvenovani sekvenci (opét bézn¢ nékterou z platforem Illumina) tim, Ze se tvoii smésné
vzorky DNA nékolika desitek samicich jedincti (v ekvimolarnim mnozstvi kazdého jedince) a
ty se porovnavaji se smésnym vzorkem nckolika desitek samcich jedinct. Dulezité je
neomylné urceni pohlavi u pouzitych jedincti a pokud mozno co nejvice heterogenni vzorek
(idedln¢ z vice populaci), nebot’ vysledna analyza zavisi na hledani pohlavné-vazanych SNP
(z angl. Single nucleotide polymorphism). Pfi RAD-seq se genomova DNA §tépi urcitou
restrikéni endonukledzou a urcité definované velikostni rozmezi fragmentli se sekvenuje.
Variabilita zavisi na SNP, které vedly k zédniku nebo vzniku mist pro Stépeni danou
restriktazou. Sekvenovanim ziskame useky bezprosttedné sousedici s restrikénim mistem,
takZe s vétsi pravdépodobnosti osekvenujeme spise nekodujici €i repetitivni ¢ast genomu, ale
nékdy se podaii zachytit i fragmenty genil, které v pfipadé¢ vazby na pohlavi mohou byt
zvazovany z hlediska role pro pohlavni determinaci. Vyhodou této metody je, Ze neni potieba
zadny referencni genom (ale jeho dostupnost je velice vitana). Navic se sekvenuji smésné
vzorky, coz snizuje cenu za sekvenovani. Protoze vSak vysledkem RAD-seq je sekvenace jen
malé casti genomu, uplatiiuje se tato metoda spiSe pfi hrubém ur€eni pohlavniho systému
(Gamble, 2016). U ryb se tak podafilo zjistit systtm ZW u pfirodnich populaci dania
pruhovaného (Wilson et al., 2014) nebo characidie Gomesovy (Utsunomia et al., 2017),
pficemz ve druhém pifipad¢ byly objeveny i geny, které by mohly mit vztah k pohlavni
determinaci. Od této metody je odvozend i metoda ddRAD-seq (z angl. double digest
restriction site-associated DNA sequencing), kterd vyuzivd hned dvou restrikénich
endonukledz najednou, pro vétsi variabilitu St€penych tsekd. Tato metoda odhalila XY
systém napt. u okounikl. Sebastes carnatus a S. chrysomelas a dokonce naznacila, ze by u

téchto druht mél byt v nerekombinujici oblasti Y chromozému gen gsdf, znamy jako ustiedni
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regulator pohlavi u jinych rybich druht (viz vyse) (Fowler a Buonaccorsi, 2016). Pool-seq na
rozdil od RAD-seq umoziuje osekvenovat pii podobném designu smésnych vzorka cely
genom, ¢ehoz uz se vyuzilo napt. pii hledani Y-specifické oblasti u amura bilého,
Ctenopharyngodon idella (Zhang et al., 2017), Stiky obecné Esox lucius (Pan et al., 2019) ¢i
u barevné formy gambusie Holbrookovy (Kottler et al., 2019).

8.4. Genomické a transkriptomické pristupy

Dalsim pfistupem, jak zjistit determinantu pohlavi, je analyzovat transkriptomy
z vyvijejicich se gonad v Casné fazi embryogeneze pomoci RNA-seq, nebot v této fazi
nepochybné vzristd a postupné se méni hladina exprese gent dulezitych pro determinaci
pohlavi. Nejprve se musi z dané tkané vyizolovat RNA, kterd se pak prevede na stabilnéjsi
cDNA a ta se opét sekvenuje platformou Illumina. Pfistup je ale velmi pracny, nebot’ aby se
zjistil vzor exprese genl v pribéhu vyvoje gondd, musi se analyzovat transkriptomy vzork
v ruznych fazi embryogeneze. U ryb byl tento piistup proveden u jiz né¢kolikrat zminované
tilape O. niloticus (Tao et al., 2018). U zivorodky P. picta s heteromorfnim XY systémem
doslo k objevu prvniho ptipadu kompenzace davky gent u ryb, kdyz se zjistilo, Ze a¢ ma tato
ryba degenerovany Y, na trovni transkriptomu se samec a samice nijak neli$i (Darolti et al.,
2019).

Kandidatni geny zjisténé RNA-seq se nasledn¢ daji testovat pomoci kvantitativni PCR
(qPCR). Konkrétné se da zjistit relativni pocet kopii kandidatniho genu pfi analyze samci vs.
sami¢i DNA a tim se da zjistit, jestli je dany gen pohlavné-vazany (napi. Nguyen et al., 2013;
Rovatsos et al., 2016). U ryb byl tento pfistup recentné¢ pouzit u pakambaly velké
Scophthalmus maximus, kde se navic eliminoval rozdil v expresi genli mezi homogametickym
a heterogametickym pohlavim tak, Ze byly uméle vytvofeny jedinci s ZZ a WW genotypy.
Diky tomu se zjistilo, Ze jediny gen na téchto chromozdmech, ktery se liS§i mirou exprese, je
gen Sox2, patfici jiz do vySe zmiflované rodiny Sox gent (Martinez et al., 2019).

Sekvenovani neparovych pohlavnich chromosomti se ukéazalo byt tvrdym ofiskem
hlavné ze dvou ditvodii. MliZe za to 1) jejich haploidni stav v genomu, kvili kterému sekvence
tohoto chromozému vzdy budou mit polovi¢ni pokryti oproti zbytku genomu, ii) za to miuze
Casto zna¢né mnozstvi repetitivnich sekvenci, které vyrazné zt€zuji az znemoznuji poskladani
sekvenacnich cteni dohromady. Navic je v sekvenacnich projektech obvykle pro sekvenovani
homogametické pohlavi. (Tomaszkiewicz et al., 2017). Bao et al. (2019) ve své recentni studii

vyfesili problém s poloviéni davkou Y chromozomi elegantng, kiizenim XY samice
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vytvofené pohlavnim zvratem s XY samcem a naslednou sekvenaci YY samcii. Déle se da
tato situace vyftesit jiz vySe zmiflovanymi metodami na bazi RAD-seq a také pouzivanim
jinych sekvenacnich strategii, které produkuji delsi sekvenované useky, nebot ty se daji
potom Iépe poskladat. Druhd jmenovana strategie byla recentné pouzita UspéSné pii
sekvenovani a charakterizaci dvou pohlavné-specifickych usekt u tilapie O. niloticus (Conte
et al, 2017) a také pfi prvni sekvenacni analyze rybich mnohocetnych pohlavnich
chromozému u X1 XY u smuhovité ryby Collichthys lucidus (Cai et al., 2019). Vyuzit se da
také mikrodisekce anebo flow sorting pohlavnich chromozomi, diky kterému se da
vyizolovat a nasledn¢ specificky osekvenovat jen dany chromozém (Tomaszkiewicz et al.,
2017). Zaroven ale i standardné sekvenované genomy jiz poskytly potfebné udaje o pohlavné-
specifickych usecich i charakterizaci ustfednich genii pro determinaci pohlavi (Chen et al.,

2014; Reichwald et al., 2015; Purcell et al., 2018).

8.5. Metody pro ovéreni funkce ustfedni determinanty pohlavi

Pokud jiz jsou diky sekvenovani zjistény kandidatni geny, které by mohly mit klicovy
vyznam pro urceni a diferenciaci pohlavi, zbyva posledni krok — funkci dan¢ho genu ovéfit.
Dnes se pro tento ucel pouzivaji hlavné metody editace genli vyuzivajici TALEN (z angl.
transcription activator-like effector nucleases) a CRISPR/Cas9 (z angl. CRISPR-associated
protein 9 nuclease; CRISPR z angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeat),
které dokdzou vyftadit z provozu konkrétni zvoleny gen a paklize dojde u jedince nasledné
k pohlavnimu zvratu, byl tento gen dlleZity pro determinaci pohlavi. Metody TALEN a Cas9
vyuzivaji specifické nukleazy, které jsou navadény k cilové sekvenci pomoci DNA-
vazebnych proteinli nebo komplementarni RNA a umozni v ramci zvolené sekvence vytvofit
dvouvlaknovy zlom. Pfi nasledné opravé DNA bunikou mtze dojit k delecim, které gen vytadi
z provozu (Gao a Draper, 2018). TALEN se takto uspéSné€ pouZil u jazykovce C. semilaevis,
kde vypnuti genu Dmrtl zptsobilo vyvoj sami¢ich pohlavnich organti u jedincd s pohlavnimi
chromozémy ZZ (Cui et al., 2017). Pti vypnuti genu pro aromatdzu pomoci TALEN anebo
CRISPR/Cas9 u tfi riznych populaci dania pruhovaného doSlo k vyvoji celosamciho
potomstva (Lau et al., 2016). Metoda CRISPR/Cas9 pomohla analogicky ovéfit funkci genu
Amhy u konkrétni populace tilapie O. niloticus (Li et al., 2015).

9. Zavér
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Paprskoploutvé ryby jsou nejdiverzifikovanéjsi taxonomickou skupinou obratlovci, u
niz se vyskytuje neuvéfitelné rtiznoroda skupina mechanizmi pro determinaci a diferenciaci
pohlavi. Znalost téchto mechanizmt a jejich vyskytu je dilezitd z hlediska ekologického i
ekonomického. U 5 % cytogeneticky zkoumanych ryb byly objeveny pohlavni chromozomy,
které napfi¢ riznymi vyvojovymi liniemi zahrnuji celkem devét rGznych systémt, z toho
jeden zcela unikatni. Tato rozmanitost se projevuje i v rdmci niz§ich taxonomickych celkd,
napf. na urovni rodu i populaci stejného druhu. V této praci jsem se tuto variabilitu pokusil
shrnout a zaroven jsem diskutoval mozné divody jejiho vyskytu. Vzhledem k relativnimu
evoluénimu mladi ma studium rybich pohlavnich chromozémt velky vyznam hlavné
z hlediska obecné¢jSiho porozuméni procesim dynamiky a evoluce téchto pozoruhodnych
komponent genomu u obratlovct, nebot’ je zde umoznéno analyzovat rané faze jejich evoluce.
Posledni ¢éast prace se zabyvala konkrétnimi cytogenetickymi metodami pouzitelnymi pro
vyzkum rybich pohlavnich chromozémi (tj. zejména s ohledem na proces jejich vzniku a
diferenciace a na mapovani piibuznosti pohlavnich chromozému v rdmci nizsich ¢i vétsich
taxonomickych celkil) a jsou komentovana i jejich tskali, kterd do zna¢né miry ¢asto souvisi
s nepatrnou morfologickou diferenciaci rybich pohlavnich chromozému. V tomto ohledu
ptispély k vyzkumu v posledni dekadé zejména moderni genomické metody a plodna
kombinace cytogenetickych a genomickych metod je tak pfislibem do dalSich let, kdy je
potfeba nejen rozsifovat pocet analyzovanych rybich taxont, ale také jit vice do hloubky a

detailnéji charakterizovat sloZeni jiZ znamych pohlavnich chromozémd.
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