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Abstrakt 

Kostnaté ryby (Teleosteii) zahrnují nadpoloviční většinu biodiverzity obratlovců na Zemi. 

Jejich genomy jsou charakteristické značnou flexibilitou a plasticitou, jdoucí ruku v ruce 

s polyploidizačními událostmi a dynamikou repetitivní DNA. Kostnaté ryby rovněž vykazují 

značnou diverzitu mechanizmů diferenciace a determinace pohlaví. Úkolem této diplomové 

práce bylo studovat mechanizmy diferenciace karyotypů a pohlavních chromozómů 

prostřednictvím cytogenetického mapování repetitivní DNA (metodou 

fluorescenční hybridizace in situ, FISH) u vybraných zástupců afrických anuálních halančíků 

rodu Nothobranchius (Cyprinodontiformes). Jedná se o unikátní taxon adaptovaný na život 

v dočasných sladkovodních tůních, limitovaných svou existencí na období dešťů v afrických 

savanách. Evolučně mladá diverzifikace druhů, alopatrická speciace v nepřekrývajících se 

generacích s malou populační velikostí a rovněž dosud známá cytogenetická data naznačují 

rychlou dynamiku chromozómových změn u halančíků. Práce těžila i) z možnosti analyzovat 

více populací v rámci několika blízce příbuzných druhů a ii) z paralelní analýzy genomů 

vybraných halančíků programem RepeatExplorer, která identifikovala nejvíce zastoupené 

repetitivní sekvence. Moje práce ukázala značnou dynamiku a rychlý obrat repetitivní DNA 

v genomech halančíků a přinesla nové vhledy do mechanizmů vzniku a diferenciace jejich 

pohlavních chromozómů, včetně případů vnitro- i mezipopulační variability. 
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Abstract 

Teleost fishes (Teleostei) encompass more than half of the extant vertebrate biodiversity. Their 

genomes display considerable plasticity and flexibility, going hand in hand with 

polyploidization events and repetitive DNA dynamics. Teleosts also display a striking diversity 

in mechanisms of sex determination and differentiation. The aim of the present thesis was 

to study the mechanisms underlying the karyotype and sex chromosome differentiation through 

cytogenetic mapping of repetitive DNA (by fluorescence in situ hybridization, FISH) 

in selected representatives of the African annual killifishes of the 

genus Nothobranchius (Teleostei: Nothobranchiidae). Nothobranchius spp. evolved a unique 

adaptation to freshwater temporary water pools whose existence is limited to periods of rainy 

season in African savannahs. Recent diversification, allopatric speciation in non-overlapping 

generations and small-sized populations together with known cytogenetics collectively suggest 

fast dynamics of chromosomal changes in Nothobranchius killifishes. The study took 

advantage of the availability of i) more populations of several closely related species for 

analysis and ii) data on specific repetitive DNA composition in 

selected Nothobranchius genomes as revealed by RepeatExplorer analysis. My work showed 

considerable dynamics and a fast turnover of repetitive DNA in the Nothobranchius genomes 

and provided new insights into the mechanisms underlying the origin and differentiation of 

killifish sex chromosomes, including cases of intra- and inter-population variability.  
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Slovník pojmů a seznam zkratek 

a – akrocentrický chromozóm, modifikace Levanovy klasifikace (v ní veden jako telocentrický) 

BAC – (z angl. bacterial artificial chromosomes), vektor pro klonování DNA, využíván mj. pro účely 

mapování unikátních (tj. nerepetitivních) sekvencí metodou FISH 

BSA – hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumine), protein se širokým využitím v mol. 

biologických laboratořích, mj. i jako blokátor mnoha reakcí (blokuje volná vazebná místa 

reaktantů) 

C-pruh – vizualizovaný úsek konstitutivního heterochromatinu 

DAPI – 4',6-diamidino-2-phenylindol; fluorescenční barvivo vážící se na DNA (přednostně na AT páry) 

ESD – (z angl. environmental sex determination) – environmentální určení pohlaví 

ETS – (z angl. external transcribed spacer) – mezerník v transkripční jednotce rRNA 

FISH – (z angl. fluorescence in situ hybridization) – fluorescenční hybridizace in situ 

GNS – (z angl. goat normal serum) – alternativa k BSA; využití v mol. biologických laboratořích jako 

blokátor mnoha reakcí 

GSD – (z angl. genetic sex determination) – genetické určení pohlaví 

IGS – (z angl. intergenic spacer) – mezerník v transkripční jednotce rRNA 

ITS – (z angl. internal transcribed spacer) – mezerník v transkripční jednotce rRNA 

m – metacentrický chromozóm, Levanova klasifikace 

NGS – (z angl. next generation sequencing) – metody sekvenování nové generace 

NOR – (z angl. nucleolar organizer region) – nukleolární organizátor, tj. oblast na chromozómu, v níž 

se nachází geny pro rRNA (kromě genů pro 5S rRNA) 

NTS – (z angl. non-transcribed spacers) – nepřepisované mezerníky, oddělující kódující oblasti 5S 

rDNA  

Outgroup – organizmus nebo skupina organizmů užívaná v evolučních analýzách, nepatří do 

analyzované skupiny a slouží pro porovnání event. stanovení výchozího stavu u analyzované skupiny 

PBS – (z angl. phosphate buffer saline) – pufr obsahující NaCl, KH2PO4, Na2HPO4.12H20 

PCR – (z angl. polymerase chain reaction) – polymerázová řetězová reakce; metoda amplifikace DNA 

PNA – (z angl. peptide nucleic acid) – peptidová nukleová kyselina; využívá se při citlivější modifikaci 

FISH (PNA-FISH), ve které je cukrfosfátová kostra nahrazena polyamidovou kostrou  

rDNA – úseky DNA, které kódují geny pro ribozomální RNA 

sm – submetacentrický chromozóm, Levanova klasifikace 

SSC – (z angl. saline-sodium citrate) – tzv. SSC pufr; 1× SSC obsahuje 0,15M NaCl a 0,015M 

Na3C6H5O7 

st – subtelocentrický chromozóm, Levanova klasifikace 

Taq polymeráza – DNA polymeráza izolována z termofilní bakterie Thermus aquaticus pro účely 

metody PCR 
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1 Úvod 

Svoji diplomovou práci jsem zaměřila na halančíky rodu Nothobranchius, kteří jsou 

unikátní svými adaptacemi pro přežití v opakovaně vysychajících malých vodních plochách 

ve východoafrických savanách během střídajících se období dešťů a sucha. Jedná se o drobné 

sladkovodní ryby s výrazným pohlavním dimorfizmem. Jejich životní cyklus je limitován 

vysycháním jejich tůně, tudíž se musejí, v závislosti na konkrétním druhu a lokalitě, vyvinout, 

pohlavně dospět a rozmnožit se v rámci dvou až jedenácti měsíců, přičemž jejich potomstvo je 

schopno přečkat v dormantním stavu období sucha. Halančíci jsou tak vhodným modelem pro 

studium stárnutí organismu, evoluce a dynamiky populací aj. (Watters 2009, Furness 2016, Hu 

& Brunet 2018, Terzibasi Tozzini & Cellerino 2020). Recentní práce naznačují, že tyto ryby 

jsou pozoruhodné i z hlediska dynamiky svých karyotypů, neboť se od sebe často jednotlivé 

druhy výrazně liší počtem chromozómů i zastoupením jednoramenných a dvouramenných 

elementů v karyotypu (Krysanov & Demidova 2018). To ukazuje na zvýšenou četnost fúzí 

a rozpadů chromozómů, což na jednu stranu může být silně ovlivněno životem těchto ryb 

v malých izolovaných populacích (Bartáková et al. 2013, 2015, Dorn et al. 2014, Cui et al. 

2019), kde se přestavby fixují rychleji pod vlivem genetického driftu a příbuzenského křížení 

(tzv. inbreedingu) (King 1993, Nonaka et al. 2019). Na stranu druhou tyto přestavby mohou 

hrát důležitou roli v reprodukční izolaci a v konečném důsledku i v případné speciaci nebo 

adaptaci na konkrétní habitat (King 1993, Kitano et al. 2009, Guerrero & Kirkpatrick 2014, 

Wellband et al. 2019).  

U některých druhů halančíků byly nalezeny pohlavní chromozómy vždy se samčí 

heterogamií a většinou (šest ze sedmi případů) se jedná o mnohočetné pohlavní chromozómy 

typu ♀X1X1X2X2/♂X1X2Y (Krysanov et al. 2016, Krysanov & Demidova 2018). Pouze 

v jediném případě, a to u modelového druhu N. furzeri byl zaznamenán systém ♀XX/♂XY. 

Sedm druhů s identifikovanými pohlavními chromozómy je rozmístěno v různých liníích 

napříč fylogenetickým stromem rodu Nothobranchius (Dorn et al. 2014, van der Merwe et al. 

2021), tudíž lze předpokládat, že alespoň některé z nich vznikly jako nezávislé systémy 

(Krysanov & Demidova 2018, Sember et al. 2021), ale nejsou pro to zatím žádné empirické 

důkazy. 

V neposlední řadě bylo u modelového druhu N. furzeri zjištěno, že jeho genom obsahuje 

velké množství repetitivní DNA (Reichwald et al. 2009, 2015). Ze všech výše zmíněných 

důvodů jsou halančíci rodu Nothobranchius ideálním modelovým objektem pro cytogenetický 
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výzkum. Vzhledem k velké atraktivitě modelového druhu N. furzeri pro různá odvětví 

vědeckého výzkumu včetně biomedicíny (Cellerino et al. 2016, Hu & Brunet 2018), 

a dostupnosti celé řady užitečných dat (včetně genomických) u tohoto druhu (např. Harel et al. 

2015, Reichwald et al. 2015, Valenzano et al. 2015, Cui et al. 2019, Willemsen et al. 2020), se 

pro cytogenetický výzkum jeví jako vhodný začátek analýza Jižního kladu halančíků, který 

kromě N. furzeri zahrnuje ještě dalších pět druhů (N. kadleci, N. krysanovi, N. orthonotus, 

N. pienaari a N. rachovii). Dalším vhodným cílem pro výzkum jsou zejména druhy 

s mnohočetnými pohlavními chromozómy (N. brieni, N. guentheri, N. lourensi, N. ditte, 

N. janpapi a N. sp. z oblasti Kasenga).  

 

1.1 Cíle práce 

Ve své práci jsem si vytyčila následující cíle: 

1) Analyzovat dynamiku karyotypů, pohlavních chromozómů a repetitivní DNA u různých 

populací N. furzeri a sesterského druhu N. kadleci 

2) Určit trendy karyotypové diferenciace a dynamiky vybraných tandemových repetic 

v rámci druhů Jižního kladu halančíků  

3) Studovat dynamiku repetitivní DNA u druhů s mnohočetnými pohlavními chromozómy 

a přispět tak k zodpovězení některých otázek ohledně původu a míry diferenciace těchto 

chromozómů 

4) Analyzovat distribuci vybraných specifických repetitivních sekvencí napříč celým 

rodem Nothobranchius 
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2 Přehled literatury 

2.1 Repetitivní sekvence 

Genom eukaryot se skládá z jedinečných a repetitivních sekvencí. Repetitivní sekvence 

obvykle tvoří jeho podstatnou část a jejich množství, složení a distribuce na chromozómech se 

mnohdy výrazně liší mezi evolučními liniemi, někdy dokonce mezi blízce příbuznými druhy či 

v rámci druhu/mezipopulačně. Tato dynamika a výsledná variabilita mají potenciální vliv na 

reproduktivní izolaci a speciaci (López-Flores & Garrido-Ramos 2012, Feliciello et al. 2014, 

Lee et al. 2017, Bracewell et al. 2019, Robledillo et al. 2020).  

Repetitivní sekvence můžeme členit podle různých kritérií. Dle množství dané repetice 

v genomu rozeznáváme vysoce a středně repetitivní sekvence a podle uspořádání dané repetice 

v genomu je členíme na rozptýlené (tj. jednotlivé kopie se vyskytující napříč genomem) 

a tandemové (tj. uspořádané ve shluku/klastru za sebou v rámci jedné či více oblastí v genomu). 

Mezi typické rozptýlené repetice patří mobilní genetické elementy (transpozóny 

a retrotranspozóny). Tandemové repetice dělíme na minisatelity, mikrosatelity a satelitní 

sekvence a patří sem také středně repetitivní geny kódující RNA nebo proteiny, jichž je v buňce 

potřeba velké množství (Obr. 1). Tyto tzv. multigenové rodiny kódují např. ribozomální RNA 

(rDNA), malé jaderné RNA (snDNA), a replikativní histony (Cabral-de-Mello & Martins 2010, 

López-Flores & Garrido-Ramos 2012).  

 V minulosti se soudilo, že repetitivní DNA nemá v buňce žádnou podstatnou funkci a že 

se jedná jen o jakýsi „hřbitov“ mutovaných či evolucí „odložených“ sekvencí. Repetitivní DNA 

byla proto označována jako tzv. „junk DNA“, případně díky své sobecké propagaci na úkor 

organizmu rovněž jako „selfish DNA“. V posledních dekádách se tato představa ale výrazně 

změnila (přehledy viz Biémont & Vieira 2006, Louzada et al. 2020). Zajisté k tomu svou měrou 

přispělo objevení aktivní transkripce v nekódujících oblastech v rámci projektu ENCODE 

(ENCODE Project Consortium 2004), třebaže se do jisté míry jednalo o detekci transkripčního 

šumu. Repetitivní DNA je nepostradatelná pro správnou úlohu centromer, kohezi chromatid, 

dále také hraje roli ve struktuře chromozómů a architektuře jádra a při regulaci genové exprese 

(např. epigenetická regulace a vznik nových regulačních sekvencí v genomu) (Cabral-de-Mello 

& Martins 2010, Winter et al. 2018, Underwood & Choi 2019, přehled viz Louzada et al. 2020). 
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 Obr. 1: Složení eukaryotického genomu (upraveno podle Cabral-de-Mello & Martins 2010). Nekódující 

repetitivní elementy jsou v uvozovkách s ohledem na nové objevy, které ukazují, že i některé repetitivní elementy 

se přepisují do RNA. 

 

 

Jedním z důležitých aspektů spojených se studiem repetitivních sekvencí je skutečnost, 

že mají dynamičtější evoluci ve srovnání s unikátními oblastmi genomu. Různé typy 

repetitivních sekvencí mají různou dynamiku evoluce, která se dá hodnotit dle kvantitativních 

a kvalitativních změn. V prvním případě se jedná o změny v počtu kopií napříč genomem 

a/nebo změny distribuce dané repetitivní DNA např. v důsledku nerovnoměrného crossing-

overu, výměny mezi sesterským chromatidami, ektopických rekombinací mezi kopiemi 

repetice na nehomologních místech v genomu, aktivity mobilních elementů a v neposlední řadě 

v důsledku náhodné segregace těchto změn v meióze. Tyto procesy vedou často 

k chromozómovým aberacím nejrůznějšího typu (inverze, delece, amplifikace, translokace), 

a tak mohou repetitivní sekvence přispívat k nestabilitě genomu, zejména pokud jsou v genomu 

ve vysokém zastoupení a dále také ve fázi buněčného stáří (vzhledem k deregulaci 

epigenetických mechanizmů) (Charlesworth et al. 1994, Eickbush & Eickbush 2007, Raskina 

et al. 2008, Delprat et al. 2009, Li et al. 2017). Dynamika kvalitativních změn je spjata 

s molekulární evolucí sekvence a délky monomeru dané repetitivní DNA. Rychlost této evoluce 

se výrazně liší u různých repetic. Například zatímco sekvence genů pro rRNA je vysoce 

konzervovaná napříč eukaryotickými organizmy, obzvláště mikrosatelity a satelitní DNA se 

vyvíjejí natolik dynamicky, že lze zaznamenat zásadní rozdíly na úrovni blízce příbuzných 
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druhů (Feliciello et al. 2014, Garrido Ramos 2017, Bracewell et al. 2019, Fotsing et al. 2019, 

Robledillo et al. 2020). Díky své dynamice mohou být tandemové repetice využívány jako 

markery pro genotypování jedinců a populací (Jeffreys et al. 1985). Často lze také pozorovat 

výrazné polymorfizmy v jejich akumulaci a distribuci (např. Ananiev et al. 2005, Chirino et al. 

2020).  

 

2.1.1 Tandemově uspořádané repetitivní sekvence 

Vzhledem k zaměření mé diplomové práce jsem se v následujícím textu blíže věnovala 

zejména multigenovým rodinám (rDNA), satelitní DNA, minisatelitům a telomerické DNA. 

 

2.1.1.1 Multigenové rodiny 

Mezi multigenové rodiny řadíme skupiny genů, které vznikly genovou duplikací 

v průběhu evoluce a zachovaly si více než 50% shodu sekvence (Martins & Wasko 2004). Tyto 

tzv. paralogy jsou v genomu buď rozptýleny nebo uspořádány v tandemu. Rozptýlené 

multigenové rodiny zahrnují např. geny pro čichové receptory savců, transferové RNA (tRNA) 

nebo geny proteinů vázajících mastné kyseliny (Nei & Rooney 2005). Multigenové rodiny 

uspořádané v tandemu mohou vytvářet středně repetitivní úseky. Příkladem jsou geny pro 

ribozomální RNA (rRNA), malé jaderné RNA (snRNA) a histony (López-Flores & Garrido-

Ramos 2012). Tandemové uspořádání těchto genů usnadňuje jejich vizualizaci metodou FISH, 

na rozdíl od jedinečných sekvencí, které jsou obvykle pod detekčním limitem standardního 

protokolu. Další výhodou z hlediska cytogenetického mapování je fakt, že některé multigenové 

rodiny si zároveň zachovávají velice konzervovanou sekvenci napříč organizmy a konkrétně 

kódující oblasti hlavního klastru (45S) rDNA se řadí mezi vůbec nejkonzervovanější sekvence 

napříč genomy (Hillis & Dixon 1991), a tudíž lze sondu připravenou z jednoho organizmu 

použít na mapování rDNA u širokého spektra taxonů (Ráb et al. 1999, Silva et al. 2009). 

 rDNA kóduje geny pro ribozomální RNA, která je esenciální stavební komponentou 

ribozomů. Jelikož každá buňka potřebuje mnoho ribozomů pro udržení potřebné hladiny 

proteosyntézy, a protože na rozdíl od mRNA se rRNA nedá využít opakovaně pro syntézu 

výsledného produktu (neboť každá kopie se stane součástí pouze jednoho konkrétního 

ribozomu), je potřeba syntézu rRNA zabezpečit nejen tandemovým uspořádáním kopií rDNA, 

ale i jejich velmi intenzivní transkripcí (recentní přehled viz Schöfer & Weipoltshammer 2018). 

Proto rRNA obvykle představuje asi 80–90 % celkové buněčné RNA (Palazzo & Lee 2015).  
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Hlavní klastr rDNA se skládá z genů pro 18S, 28S a 5,8S a společně je označován jako 

45S rDNA (hodnoty vyplývají z pohybu částic v hustotním gradientu při izopyknické 

centrifugaci). Celá jedna transkripční jednotka je dále tvořena dvěma vnějšími přepisovanými 

mezerníky (ETS – external transcribed spacers) a dvěma vnitřními přepisovanými mezerníky 

(ITS – internal transcribed spacers). Oblast mezi transkripčními jednotkami je označována jako 

mezigenový mezerník (IGS – intergenic spacer) a obsahuje regulační oblasti (obr. 2) (Long & 

Dawid 1980, Eickbush & Eickbush 2007). Při expresi 45S rDNA v interfázi se kolem této 

oblasti vytváří jadérko, proto je také nazývána jako oblast nukleolárního organizátoru (NOR). 

Jadérko je nemembránová organela, ve které probíhá většina kroků biosyntézy ribozomů 

a zároveň se účastní celé řady dalších důležitých pochodů v buňce (Scheer et al. 1993, 

Tsekrekou et al. 2017) 

Klastr 5S rDNA je tvořen geny pro 5S rRNA, kde se kódující oblasti pravidelně střídají 

s nepřepisovanými mezerníky (NTS – non-transcribed spacers). 5S rDNA se obvykle nachází 

na jiných chromozómech než NOR (Martins & Wasko 2004, Sochorová et al. 2018). Zatímco 

kódující sekvence 5S rRNA (120 bp) je mezidruhově velmi konzervativní, NTS jsou vysoce 

variabilní sekvenčně i délkově, jak je patrné u různých organizmů, ale obzvláště u ryb (Martins 

& Wasko 2004, Merlo et al. 2013, Rebordinos et al. 2013, Vierna et al. 2013). Na rozdíl od 

genů v klastru 45S rDNA dosud není zcela objasněno, jakou úlohu hraje 5S rRNA v ribozomu, 

ale přisuzuje se jí role ve stabilizaci struktury ribozomu, koordinaci konformačních změn 

a aktivitě peptidyltransferázové domény (Dinman 2005, Huang et al. 2020). 

 Evoluce klastru 45S rDNA je charakterizována procesem označovaným jako tzv. 

„concerted evolution“. Jedná se o obecný model evoluce tandemových repetic, ve kterém se 

všechny kopie dané repetice v daném konkrétním taxonu vyvíjejí jako jedna jednotka, a nikoliv 

nezávisle na sobě. K tomu výrazně přispívají dva mechanizmy: nerovnoměrný crossing-over 

a genová konverze. Tyto procesy pod vlivem purifikující selekce pomáhají odstraňovat 

mutované kopie repetice a tím udržovat homogenitu sekvence mezi klastry (Nei & Rooney 

2005, Eickbush & Eickbush, 2007). Pro vysvětlení evoluce jiných multigenových rodin, 

zejména klastrů 5S rDNA, je nutné „concerted evolution“ doplnit o (nebo nahradit za) koncept 

tzv. „birth-and-death evolution“, kde se předpokládá vznik nových variant repetice genovou 

duplikací a pokud se následně fixují, jsou nadále udržovány v genomu výše uvedenými 

homogenizačními procesy jako nezávislý klastr (Nei & Rooney 2005, Pinhal et al. 2011). 

Výskyt různých sekvenčních variant 5S rDNA (které jsou obzvláště časté u ryb) může odrážet 
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např. tkáňově-specifickou úlohu nebo role v různých fázích vývoje organizmu (Merlo et al. 

2013, Rebordinos et al. 2013, de Barros et al. 2017, Locati et al. 2017).  

 

 

Obr. 2: Struktura klastru 45S rDNA (upraveno podle Eickbush & Eickbush, 2007) 

 

2.1.1.2 Satelitní DNA, minisatelity a mikrosatelity 

Satelitní DNA (satDNA) představuje vysoce repetitivní tandemově uspořádané 

sekvence. Svůj název dostala podle satelitního píku, který se vytvoří po centrifugaci 

v hustotním gradientu chloridu cesného (Kit 1961). Délka monomeru se obvykle pohybuje 

v rozmezí 100–1000 nukleotidů a daná repetice tvoří klastry dlouhé desítky kilobází (kb) až 

několik megabází (Mb). Recentní definice satDNA zahrnuje i repetice s monomery kratšími 

než 100 nt, pakliže tyto tvoří dostatečně dlouhé klastry. Ve své práci jsem zachovala členění na 

satDNA, minisatelity a mikrosatelity. SatDNA tvoří hlavní složku konstitutivního 

heterochromatinu, zejména v oblastech telomer a centromer (kde obvykle několik typů satDNA 

spolu s transponovatelnými elementy tvoří více komplexní uspořádání) a mohou se dále 

preferenčně akumulovat v oblastech se sníženou četností rekombinace a nižší purifikující 

selekcí, tedy např. v nerekombinujících částech pohlavních chromozómů a na B chromozómech 

(Charlesworth et al. 1994, López-Flores & Garrido-Ramos 2012, Garrido-Ramos 2017, Thakur 

et al. 2021). SatDNA představuje u rostlin až 20 % jaderné DNA, u některých druhů hlodavců 

a hmyzu až 50 %, u člověka je to pak 6–8 % (López-Flores & Garrido-Ramos 2012, Lopes 

et al. 2021). Struktura, organizace, sekvence a distribuce v genomu je u satDNA do značné míry 

druhově specifická, a to i mezi blízce příbuznými liniemi (Feliciello et al. 2014, Garrido Ramos 

2017, Bracewell et al. 2019, Robledillo et al. 2020), neboť satDNA je spolu s mikrosatelity 

považována za nejdynamičtější složku genomu (López-Flores & Garrido-Ramos 2012, 

Garrido-Ramos 2017, Fotsing et al. 2019). Vysvětlení, proč se může satDNA lišit i mezi blízce 
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příbuznými druhy podává tzv. „library hypothesis“, která říká, že příbuzné druhy sdílejí 

společnou „knihovnu“ sekvencí satDNA, a počet kopií každé satDNA může v průběhu evoluce 

výrazně expandovat či se redukovat, čímž se mezi danými druhy následně může výrazně lišit 

distribuce různých motivů satDNA (Fry & Salser 1977, Thakur et al. 2021). Díky těmto 

vlastnostem může analýza satDNA přispět k lepšímu pochopení evolučních vzdáleností mezi 

blízce příbuznými druhy a případně naznačit možné nesrovnalosti v uspořádání 

fylogenetických stromů (Suárez-Santiago et al. 2007). Organizmy mohou mít ve svém genomu 

různý počet motivů satDNA, které se mezi sebou liší svým procentuálním zastoupením (některé 

satDNA jsou dominantní, jiné minoritní) (Garrido Ramos 2017). Celkový souhrn satelitní DNA 

v genomu se označuje jako satelitom (termín navržen v práci Ruiz-Ruano et al. 2016) a dosud 

rekordní satelitom co do počtu motivů byl odhalen u ryby Megaleporinus macrocephalus (164 

různých motivů; Utsunomia et al. 2019) a za zmínku stojí rovněž cvrček Eneoptera 

surinamensis s rekordní diverzitou satelitů na pohlavních chromozómu neo-Y (39 z 45 motivů 

nalezených u tohoto druhu; Palacios-Gimenez et al. 2017). 

Dynamika satDNA s sebou zároveň přináší nevyhnutelné komplikace v tom smyslu, že 

pro námi studovaný organizmus se často musí izolovat a charakterizovat nové specifické typy 

satDNA, neboť ty často bývají specifické pro danou evoluční linii, rod a někdy i omezené na 

konkrétní druh. Detekce nových satDNA byla v minulosti velmi pracná a prováděla se pomocí 

štěpení genomové DNA různými restrikčními endonukleázami, což byl postup, který v lepším 

případě vedl k objevení a charakterizaci jedné či několika málo nových repetitivních DNA 

(Cabral-de-Mello & Martins 2010, Garrido-Ramos 2017). V současné době se čím dál častěji 

používá efektivnější způsob, který je založen na sekvenování genomu pomocí technologií nové 

generace (next generation sequencing, NGS) o nízké úrovni pokrytí genomu (tzv. ‚coverage‘). 

Hrubá sekvenační data, která při nízké „coverage“ zahrnují velmi málo unikátních oblastí 

genomu (na které v tomto případě není zacíleno), zároveň nemají odfiltrované žádné repetitivní 

sekvence a ty se následně analyzují různými bioinformatickými přístupy, např. pomocí 

programu RepeatExplorer. Cílem této analýzy není poskládat jednotlivé úseky sekvenčních 

čtení (neboli ready) do kontinuálních sekvencí (kontigů), nýbrž na základě podobnosti sekvencí 

vytvořit shluky frekventovaně se překrývajících readů, které jsou pak vyhodnoceny jako 

repetitivní sekvence (přehled viz Novák et al. 2020). Tímto způsobem se dá relativně snadno 

kvantifikovat a zároveň (díky možnosti grafických výstupů) taktéž kvalitativně analyzovat 

repetitivní DNA v daném genomu. Můžeme tak nejen objevit celou řadu nových repetitivních 

sekvencí (které se dají následně použít jako markery pro FISH), ale i získat informace o jejich 
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procentuálním zastoupení v genomu, zjistit různé sekvenční varianty a případně odhalit 

složitější uspořádání více druhů repetic ve společném klastru. Profily repetitivní DNA se navíc 

dají porovnávat mezidruhově či v rámci druhu (mezipopulačně nebo např. mezi pohlavími). 

Jednou z nevýhod programu RepeatExplorer je, že obvykle neidentifikuje krátké repetitivní 

motivy, typicky např. mikrosatelity; nicméně může odhalit některé minisatelity (Novák et al. 

2020). 

 Oproti mikrosatelitům, které mají krátké monomery (pod 10 bp), minisatelity jsou 

repetice o délce monomeru 10-100 bp a počet opakování v tandemu je také v desítkách až 

stovkách (López-Flores & Garrido-Ramos 2012). Polymorfizmus mikrosatelitů a minisatelitů 

se hojně využívá ke genotypizaci a u rodičovských testů ve forenzních analýzách (Jeffreys 

1985, López-Flores & Garrido-Ramos 2012).  

  

2.1.1.3 Telomery 

  Telomery jsou nukleoproteinové komplexy nacházející se na koncích eukaryotických 

chromozómů. Mezi jejich hlavní funkce patří řešení tzv. „end-replication problem“, kdy se 

vlivem mechanizmu replikace DNA zkracují konce chromozómů při každém dělení o zhruba 

40-250 nt. Další důležitou funkcí je ochrana konců chromozómů před enzymatickou degradací, 

před mechanizmy signalizující a opravující dvouvláknové zlomy a také před fúzemi mezi 

chromozómy, tzv. „end-protection problem“ (přehledy viz O´Sullivan & Karlseder 2010, 

Srinivas et al. 2020).  

Telomery většiny eukaryot jsou složené z tandemově uspořádaných G-bohatých 

sekvencí a dále ze specifické telomerické RNA a telomerických vazebných proteinů, které mají 

důležité funkce včetně regulace délky telomer. Základní jednotka opakování telomerické 

repetice (většinou mezi 5-8 nt) je specifická pro danou skupinu organizmů (přehledy viz 

O´Sullivan & Karlseder 2010, Srinivas et al. 2020). U obratlovců se jedná o hexamer 

(TTAGGG)n (Moyzis et al. 1988, Meyne et al. 1990).  

Přestože jsou telomery definovány jako koncové úseky chromozómů, mohou být 

pozorovány také v jiných částech chromozómů jako tzv. intersticiální telomerické sekvence 

(ITS) (Meyne et al. 1990, Ocalewicz 2013). Ty se dají klasifikovat podle různých kritérií, 

nejčastěji však jako i) krátké s-ITSs (short ITSs), které se pravděpodobně vyskytují v každém 

genomu, ale často je neodhalíme cytogeneticky a ii) heterochromatinové het-ITS, které tvoří 

nápadné klastry amplifikovaných repetic, asociují s heterochromatinem a řadou jiných 

repetitivních sekvencí a často se už jedná spíše o odvozené telomere-like sekvence (Lin & Yan 
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2008, Ruiz-Herrera et al. 2008). Zatímco s-ITSs vznikají pravděpodobně častěji v důsledku 

opravných syntéz DNA, het-ITSs mohou častěji představovat marker předchozích 

chromozómových přestaveb, např. fúzí či inverzí, pakliže tyto události jsou evolučně relativně 

mladé (tj. nedošlo zatím k erozi těchto sekvencí) a/nebo v průběhu jejich vzniku nedošlo 

k eliminaci telomer (Meyne et al. 1990, Slijepcevic 1998, Ruiz-Herrera et al. 2008, Lin & Yan 

2008). Existují ale práce, které ukazují abnormální distribuce (či absence) ITSs, které se výše 

uvedeným vysvětlením vymykají (např. Rovatsos et al. 2015).  

Vedle analýzy dynamiky karyotypů nám mapování telomerického motivu pomocí FISH 

může pomoci rozluštit složité struktury párujících chromozómů v meiotických multivalentech 

a také určit správný počet chromozómů, které multivalent tvoří (např. Grützner et al. 2004, 

Šíchová et al. 2016). 

 

2.2 Analýza repetitivních sekvencí u ryb 

 Mapování sekvencí DNA na chromozómech je důležitým nástrojem pro identifikaci 

homologních chromozómů při studiu karyotypů a pro porovnávání jejich dynamiky mezi druhy 

a liniemi a při objevování kryptických druhů a hybridních či jinak anomálních jedinců (Cioffi 

et al. 2012, Zhang et al. 2015, Goes et al. 2020). Evoluce a dynamika karyotypu mohou být 

spjaté se změnami na úrovni organizace jádra, včetně vývoje a exprese důležitých genů (Vara 

et al. 2021), a to může mít vliv na vznik reprodukčních bariér mezi populacemi původně 

stejného druhu (např. Kitano et al. 2009). Jedná se o velmi diskutované téma (nejen) 

u obratlovců (přehled viz Damas et al. 2021) a cytogenetické mapování u ryb jakožto bazální 

skupiny obratlovců tak přispívá k objasnění řady aspektů související s organizací genomu 

a vývojem obratlovců (Cabral-de-Mello & Martins 2010). 

Jelikož u studenokrevných obratlovců nefunguje většina technik pruhování 

chromozómů tak jako u teplokrevných obratlovců (z důvodu odlišné organizace sekvencí 

na chromozómech; shrnuto v Rábová et al. 2015), nejpoužívanějšími markery pro 

cytogenetickou analýzu těchto skupin jsou různé typy repetitivních sekvencí a obzvláště ty, 

které jsou tandemově uspořádané (rRNA, satDNA, snDNA, histonová DNA aj.). Tyto markery 

mají různou dynamiku, a tudíž i různou vypovídací hodnotu. Například rDNA má mezidruhově 

vysoce konzervované sekvence DNA, což umožňuje využití jedné sondy (především 45S 

rDNA) na více příbuzných druhů, jak jsem již uvedla v kapitole 2.1.1.1. Na druhou stranu, 

sekvenční konzervativita a vysoká transkripční aktivita je zároveň důvodem nestability repetic 
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rDNA (Eickbush & Eickbush 2007, Raskina et al. 2008, Potapova & Gerton 2019, Warmerdam 

& Wolthuis 2019) a jejich dynamice dále napomáhá častá asociace s transponovatelnými 

elementy (Raskina et al. 2008, Zhang et al. 2008). U rDNA tak často sledujeme distribuci, která 

spíše odráží momentální dynamiku genomu nežli karyotypovou diferenciaci (Symonová et al. 

2013, Sember et al. 2015, da Silva et al. 2019a). Oproti tomu klastry genů pro histony obecně 

lépe korelují s chromozómovými přestavbami, ale jejich sekvence DNA je často mezidruhově 

odlišná do té míry, že se musí připravovat druhově specifické sondy (např. Zhang et al. 2007, 

Provazníková et al. 2021). Možná proto u ryb takové studie nejsou příliš časté (např. Silva 

et al. 2013). Naopak přibývá studií využívajících geny pro malé jaderné RNA, především U2 

snDNA, kde konzervativita sekvence umožňuje aplikovat sondu i na více či méně blízce 

příbuzné druhy a distribuce klastrů obvykle mezidruhově odpovídá homeologickým 

chromozómům (např. Sember et al. 2018, 2020). Nejvíce evolučně dynamickými tandemovými 

repeticemi jsou satDNA a mikrosatelity (Garrido-Ramos 2017, Fotsing et al. 2019, Thakur 

et al. 2021) a v případě satDNA je nutné obvykle nejdříve charakterizovat druhově specifické 

motivy (viz kapitola 2.1.1.2). 

 

2.2.1 Distribuce různých typů tandemových repetic u ryb a jejich vypovídací hodnota pro 

analýzu karyotypu 

2.2.1.1 rDNA 

 rDNA je zdaleka nejvyužívanějším cytogenetickým markerem u nemodelových 

organizmů (Sochorová et al. 2018). U paprskoploutvých ryb bylo doposud (ke dni 3.8.2021) 

publikováno přes 700 prací, ve kterých byly mapovány 5S, 45S nebo oba klastry rDNA u různě 

velkého souboru druhů (A. Sember, nepublikovaný přehled). 5S i 45S rDNA se u většiny druhů 

nacházejí na jednom chromozómovém páru, přičemž většinou okupují jiné chromozómové páry 

(Gornung 2013, Sochorová et al. 2018). U mnoha druhů ale FISH odhalila vyšší počet signálů 

jedné či druhé, nebo dokonce obou rDNA (např. Mantovani et al. 2005, Sember et al. 2015, 

Traldi et al. 2016) a mezidruhové rozdíly mohou být i velmi výrazné (Lima-Filho et al. 2014). 

Čím vyšší počet klastrů, tím vyšší pravděpodobnost, že se 45S a 5S rDNA vyskytnou na stejném 

chromozómu (= jsou tzv. syntenní); někdy k sobě oba klastry bezprostředně přiléhají a jindy 

dokonce přímo kolokalizují (např. Bueno et al. 2014, Sember et al. 2015). Nepravidelný výskyt 

syntenní organizace 5S a 45S rDNA napříč fylogenetickým stromem ryb naznačuje, že se jedná 

spíše o vedlejší produkt dynamiky rDNA než o pozitivně selektovanou asociaci, která by se 
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trvale fixovala v evoluci (např. Sember et al. 2015). V některých případech je tato asociace ale 

vhodným markerem pro detekci druhu nebo taxonomické skupiny (Barby et al. 2018, Glugoski 

et al. 2020).  

Použití rDNA jako cytotaxonomického markeru se vyplácí zejména tam, kde je obtížné 

jednotlivé druhy navzájem od sebe odlišit na základě morfologických znaků (Glugoski et al. 

2020), z důvodů rychlé karyotypové evoluce v geograficky oddělených populacích (Cioffi et al. 

2012, do Nascimento et al. 2018) a také u skupin, kde je mezidruhově vysoce konzervována 

struktura karyotypu (např. Barby et al. 2018, Motta-Neto et al. 2019). Při relativně stabilním 

počtu signálů můžeme odhalit i hybridní jedince (např. Goes et al. 2020), potvrdit polyploidii 

a odlišit autopolyploida od allopolyploida (Zhang et al. 2015) nebo odhalit synonymní rybí 

druhy (Bellafronte et al. 2005). Nicméně při interpretaci dat je třeba brát v potaz různé možné 

komplikace; např. i tehdy, pokud počet klastrů není příliš variabilní a pozice rDNA mezi druhy 

se může zdát konzervovaná, komplementární metodou (např. pomocí malovacích 

celochromozómových sond) se může ukázat, že konkrétní pár signálů rDNA vlastně neleží na 

homeologních chromozómech, jak bylo například zjištěno u jihoamerických paúhořovců rodu 

Gymnotus (Milhomem et al. 2013). Dále se u řady druhů ryb vyskytují polymorfizmy rDNA 

nejrůznějšího typu. Nejčastější je délkový polymorfizmus klastru (především 45S) rDNA mezi 

homology, který se vyskytuje velmi hojně i u jiných organizmů a je způsoben zejména 

nerovnoměrným crossing-overem, ale může také odrážet odlišnou úroveň spiralizace DNA 

mezi homologními klastry (např. Ghigliotti et al. 2010, Sember et al. 2015). Délkový 

polymorfizmus může naopak v extrémním případě vést i ke snížení kopií rDNA na jednom 

z homologů pod úroveň rozlišovací schopnosti FISH (případně byl na daném chromozómu 

lokus rDNA skutečně zcela eliminován). My poté pozorujeme polymorfizmus ve smyslu 

přítomnosti/absence signálu (např. Pereira et al. 2012, Bueno et al. 2014, Sember et al. 2015). 

Tato variabilita je v dalších generacích podpořena náhodnou meiotickou segregací 

chromozómů s/bez signálu do gamet (diskutováno v Rábová et al. 2001). Podobně se může 

v populaci vyskytnout polymorfizmus asociovaný s inverzí klastru rDNA na jednom 

z homologních chromozómů (Bueno et al. 2014, Sember et al. 2015) a byl popsán i případ, kdy 

inverze zahrnující klastr rDNA byla letální u inverzních homozygotů (Porto-Foresti et al. 2004). 

Pravděpodobnost odhalení polymorfizmu souvisí s velikostí analyzovaného vzorku (počet 

jedinců a zastoupení různých populací) a ta je v mnoha studiích zaměřených na ryby omezená. 

Uvedené typy polymorfizmů se totiž mohou projevit na různých úrovních – mezi různými 

populacemi (např. Singh et al. 2009, Rosa et al. 2012, Bueno et al. 2014) nebo v rámci populace 
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(např. Rábová et al. 2001, Utsunomia et al. 2014) a dokonce jsou známy i případy 

polymorfizmu rDNA mezi buňkami v rámci jedince (např. Spóz et al. 2017).  

Mezi další úskalí mapování rDNA patří možnost rozšíření pouze části klastru rDNA po 

některých chromozómech, takže odhalený hybridizační vzor záleží na tom, k jakému úseku je 

komplementární naše hybridizační sonda (Lohe & Roberts 1990, Symonová et al. 2013). Navíc 

jak již bylo řečeno výše, 5S rDNA se v genomech ryb může vyskytovat ve více sekvenčních 

variantách (Merlo et al. 2013, Rebordinos et al. 2013, Barros et al. 2017, Locati et al. 2017) 

a dokonce byl u ryb také dokázán horizontální přenos 5S rDNA mezi vzdálenými druhy, 

konkrétně mezi žabohlavcem východoatlantským (Halobatrachus didactylus) a mořanem 

zlatým (Sparus aurata) (Merlo et al. 2012). Poslední úskalí mapování rDNA souvisí s nedávnou 

studií, ve které se ukázalo, že míra znečištění životního prostředí může výrazně měnit distribuci 

rDNA v genomech jedinců stejného druhu (da Silva et al. 2019b). To ale, na druhou stranu, 

může pomoci při studiu vlivu prostředí na dynamiku genomu. 

Zatím nejvyšší počet signálů 5S rDNA v rámci ryb byl objeven u keříčkovce žabího 

Clarias batrachus (54 signálů; Maneechot et al. 2016). Dalším zajímavým příkladem je štika 

Esox lucius, u které klastry 5S rDNA leží v koncových částech 37 z 50 chromozómů jejího 

karyotypu a bylo zjištěno, že většina kopií 5S rDNA je schopna vytvořit funkční 5S rRNA, 

tj. nejedná se o pseudogeny (Symonová et al. 2017). Rekordních 54 signálů bylo zaznamenáno 

i pro klastr 45S, konkrétně u trnobřiché ryby Schizodon fasciatus (de Barros et al. 2017). 

 Určité vlastnosti klastrů rDNA jako je vysoká transkripční aktivita (tj. náchylnost 

k poškození DNA z důvodu velmi rozvolněného chromatinu a možné kolize s replikační 

mašinerií), tendence akumulovat transponovatelné elementy, náchylnost k ektopickým 

rekombinacím a možné kontakty klastrů 45S rDNA z různých chromozómů 

ve sdíleném jadérku (Eickbush & Eickbush 2007, Raskina et al. 2008, Zhang et al. 2008, 

Potapova & Gerton 2019, Warmerdam & Wolthuis 2019) způsobují, že se klastry rDNA 

v relativně vyšší míře zúčastňují chromozómových přestaveb a mohou tedy, působit jako 

cytogenetické markery těchto přestaveb. U ryb napomáhá tomuto scénáři častá přítomnost 

konkrétně klastru 45S rDNA na koncích chromozómů (kolem 58 %; Sochorová et al. 2018), 

neboť toto uspořádání podporuje ektopickou rekombinaci (např. Cazaux et al. 2011). Na druhou 

stranu, i když se minoritní klastr 5S rDNA vyskytuje s vyšší četností spíše v intersticiálních 

oblastech chromozómů, jeho dynamiku u ryb to oproti původním předpokladům (Martins 

& Galetti 2001), zdá se, příliš neomezuje (např. da Silva et al. 2011). rDNA se vedle detekce 

inverzí (např. Porto-Foresti et al. 2004, Bueno et al. 2014) projevily jako marker centrických 
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fúzí, jelikož byly nalezeny přímo v předpokládaných fúzních místech nebo v jejich 

bezprostřední blízkosti. Většina zaznamenaných případů u ryb zahrnuje 5S rDNA, která byla 

nalezena ve fúzním místě bez (Sember et al. 2015, Sember et al. 2020a) nebo s dalším 

markerem (typicky s ITSs; např. Rosa et al. 2012, Favarato et al. 2016, de Barros et al. 2017). 

Klastr 45S rDNA ve fúzním místě byl taktéž nalezen (např. Supiwong et al. 2019, Sember et al. 

2020a). 

Klastry rDNA se vyskytují i na pohlavních chromozómech a mohou tak být nápomocné 

při studiu evoluce těchto specifických oblastí genomu. 45S rDNA je například přítomna na 

W chromozómech všech studovaných teter rodu Triportheus (systém ♂ZZ/♀ZW; Yano et al. 

2017) a vyskytuje se na obou (ZW) pohlavních chromozómech tří druhů characídií 

(Characidium timbuiense, C. lanei a C. pterostictum; Scacchetti et al. 2015). Dále, pozice 

klastru 45S rDNA na pohlavních chromozómech u dvou karyotypových forem trahira Hoplias 

malabaricus pomohla objasnit mechanizmus vzniku mnohočetného systému 

♀X1X1X2X2/♂X1X2Y (karyomorfa D) ze systému ♀XX/♂XY (karyomorfa C) (Cioffi 

& Bertollo 2010). Repetice 5S rDNA byly také nalezeny na pohlavních chromozómech, 

konkrétně např. na X chromozómu hadaře Ophisurus serpens (Salvadori et al. 2018) nebo 

u jinožábrovky Aulopus japonicus, kde se amplifikovaly téměř po celé délce chromozómu 

W (Ota et al. 2003). U hlavačky Dormitator latifrons bylo možné určit pohlavní systém 

♀XX/♂XY právě s přispěním detekce klastru 5S rDNA, který se nachází u tohoto druhu pouze 

na X chromozómu (Paim et al. 2020). Některé práce u ryb bohužel nebyly příliš důsledné 

v odlišení běžného polymorfizmu v počtu signálů rDNA od pohlavně vázané 

přítomnosti/absence signálu (diskutováno v Matoso et al. 2011). 5S rDNA se může nacházet 

i na mnohočetných pohlavních chromozómech ryb (např. Sember et al. 2015, přehled viz 

Sember et al. 2021) a konkrétně u antarktické ryby Chionodraco hamatus pomohla distribuce 

této multigenové rodiny objasnit mechanizmus vzniku systému X1X2Y (Ghigliotti et al. 2013). 

U hartie Harttia punctata se na mnohočetných pohlavních chromozómech vyskytují dokonce 

oba klastry rDNA (5S rDNA na Y and 45S rDNA na X1 v systému X1X2Y; Blanco et al. 2014). 

 

2.2.1.2 Telomerické repetice a ITSs  

ITSs byly objeveny u řady rybích druhů (Meyne et al. 1990, Ocalewicz 2013). 

V některých případech mohou ITS ko-lokalizovat ve fúzním místě s lokusem 5S rDNA (Rosa 

et al. 2012, Favarato et al. 2016, de Barros et al. 2017). ITSs se také objevují na mnohočetných 
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pohlavních chromozómech, např. na metacentrickém chromozómu Y u trahira Erythrinus 

erythrinus (Cioffi & Bertollo 2010), ale u přibližně poloviny systémů mnohočetných 

pohlavních chromozómů ryb, kde byla použita telomerická FISH, nebyly ITSs zaznamenány 

i přesto, že tyto systémy evidentně vznikly mechanizmem fúze (shrnuto v Sember et al. 2021). 

Posledním a velmi neobvyklým příkladem distribuce telomerických sekvencí je jejich 

amplifikace po celé délce dvou mikrochromozómů u jesetera jezerního Acipenser fulvescens 

(Fontana et al. 2004).  

 

2.2.1.3 Satelitní DNA 

 Jak jsem již podrobně popsala výše (kapitola 2.1.1.2), analýza satelitní DNA je 

vzhledem k její rychlé evoluci komplikovaná a má určitá specifika. Pomocí restrikčních 

endonukleáz byla objevena u ryb řada motivů, které pomohly charakterizovat některé aspekty 

evoluce genomu, karyotypu či specializovaných chromozómů. U jedné z bazálních skupin 

paprskoploutvých ryb, u jeseterů, probíhá evoluce satelitní DNA velmi pomalu a sekvence PstI 

a HindIII se vyskytují napříč celým řádem a jsou tak pro ně specifické (Robles et al. 2004). 

Konzervovanou satDNA lze najít i v rámci kostnatých ryb, kde byl modernějším způsobem 

analýzy (viz dále) objeven satelit CharSat01-52 vyskytující se napříč taxony trnobřichých ryb 

(Characiformes) (dos Santos et al. 2021). Naopak řada satelitních DNA ryb se vyskytuje jen 

u blízce příbuzných druhů nebo pouze u jediného druhu. Například satelit 5SHindIII je 

specifický pro genom trahira malabarského H. malabaricus, vznikl z repetic 5S rDNA 

a vyskytuje se výhradně v centromerách, ve kterých může hrát funkční úlohu. Tento satelit 

pomohl objasnit mechanizmus vzniku mnohočetných pohlavních chromozómů u tohoto 

druhového komplexu (Cioffi & Bertollo 2010). Podobně byl využit satelit LeSpeI, který se 

u Megaleporinus elongatus vyskytuje na třech (u samic) nebo na dvou (u samců) 

chromozómech a na základě pozorování této pohlavně-specifické distribuce autoři studie 

navrhli, že M. elongatus má místo klasického systému ♂ZZ/♀ZW pravděpodobně mnohočetný 

systém ♂Z1Z1Z2Z2/♀Z1W1Z2W2 (Parise-Maltempi et al. 2007). Důležitý vhled do evoluce 

pohlavních chromozómů ZW u jihoamerických sladkovodních rodů Parodon a Apareiodon 

přineslo také mapování satelitu pPh2004 a specifického bloku heterochromatinu 

mikrodisekovaného z W chromozómu Apareiodon ibitiensis (sekvence WAp) (např. 

Schemberger et al. 2011). Mechanizmus vzniku B chromozómu byl zase studován u tetry 

Astyanax scabripinnis mj. pomocí mapování satelitu As51 (Mestriner et al. 2000). 
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 V posledních několika letech se objevily nové bioinformatické možnosti, jak využít data 

NGS z celogenomového sekvenování pro analýzu satelitní DNA. Jedním z nejběžněji 

používaných programů je RepeatExplorer, díky kterému byly rozšířeny možnosti identifikace 

a následného mapování nejrůznějších repetitivních sekvencí také u ryb. Např. u leporina 

velkohlavého Megaleporinus macrocephalus bylo identifikováno rekordních 164 motivů 

satDNA a 14 z nich bylo nalezeno specificky pouze na pohlavním chromozómu W (Utsunomia 

et al. 2019). Obdobně u příbuzného druhu M. elongatus se vyskytuje 9 typů satDNA exkluzivně 

pouze na dlouhém raménku pohlavního chromozómu W1 (Crepaldi & Parise-Maltempi 2020). 

Pro evoluci pohlavního chromozómu W u rodu Apareiodon je zase typická akumulace 

transponovatelných elementů a mikrosatelitů, jak ukázaly analýzy programů RepeatExplorer 

a RepeatMasker (Schemberger et al. 2019). Sdílené motivy satDNA byly nalezeny u různých 

druhů teter rodu Astyanax (Silva et al. 2017) a distribuce některých satDNA naznačily vznik 

B chromozómu z pohlavních chromozómů u characídií (rod Characidium; Serrano-Freitas 

et al. 2020). Posledním zajímavým případem jsou sekavci rodu Cobitis, kde Marta et al. (2020) 

popsali sedm motivů satDNA, z nichž některé mohou sloužit jako druhově specifické markery 

(druhů C. elongatoides, C. taenia) a pomoci tak při charakterizaci rodičovských genomů 

hybridů a polyploidů, kteří se u těchto ryb hojně vyskytují. 

 

2.2.1.4 Minisatelity 

 Minisatelity byly prozatím u ryb mapovány pouze na malém počtu druhů, konkrétně 

např. u lososa obecného (Salmo salar) (Pérez et al. 1999), čtverzubce zeleného (Tetraodon 

nigroviridis) (Fischer et al. 2004) a v neposlední řadě také u halančíka tyrkysového 

(Nothobranchius furzeri), u kterého byl konkrétně objeven GC-bohatý minisatelit 

s monomerem o délce 77 nt (Reichwald et al. 2009, 2015). 

 

2.2.1.5 Mikrosatelity 

 Mikrosatelity jsou hojně používané v cytogenetických studiích u ryb, ale jelikož je často 

velmi obtížné interpretovat jejich hybridizační vzory, největší uplatnění mají při charakterizaci 

pohlavních a B chromozómů (např. Piscor & Parise-Maltempi 2016, Yano et al. 2016). Moje 

práce mapování mikrosatelitů nezahrnuje, tudíž se jimi zde nebudu detailněji zabývat. 
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2.3 Trendy karyotypové diferenciace kostnatých ryb  

 Kostnaté ryby (Teleostei) tvoří drtivou většinu druhové diverzity paprskoploutvých ryb 

a zároveň představují více než polovinu všech obratlovců na Zemi (Nelson et al. 2016). Navíc 

je tato skupina charakterizována vysokou plasticitou genomu (Ravi & Venkatesh 2008), která 

může souviset s tolerancí k hybridizaci a polyploidizaci a je pravděpodobně důvodem 

pozorovaného velkého rozsahu ve velikostech genomů (0,39–248 pg na haploidní genom) 

a diploidního počtu chromozómů (2n = 12–446) (Arai 2011). Analýzu karyotypů kostnatých 

ryb někdy zpestřuje přítomnost pohlavních chromozómů (viz dále), B chromozómů a různých 

chromozómových polymorfizmů či karyotypových forem (Phillips & Ráb 2001, Ene 2003, 

Cabral-de-Mello & Martins 2010, Arai 2011, Cioffi et al. 2012, Piscor & Parise Maltempi 2016, 

Glugoski et al. 2020).  

 I přes výše zmíněnou variabilitu se u většiny Teleostei počty chromozómů pohybují 

v rozmezí 2n = 44–52 a nejčastěji (zhruba polovina případů) je dokumentován počet 48 nebo 

50 chromozómů (Mank & Avise 2006, Molina et al. 2014). Za ancestrální stav se u kostnatých 

ryb považuje 48 jednoramenných (konkrétně akrocentrických) chromozómů (Kohn et al. 2006). 

Různé skupiny kostnatých ryb se mohou výrazně lišit dynamikou a mechanizmy 

karyotypové evoluce (Yoshida & Kitano 2021). Některé skupiny si udržují velmi stabilní 

2n a případně i karyotypovou strukturu. Vhodným příkladem je řád máloostných ryb 

(Cypriniformes), kde nepolyploidní druhy mají velmi často 48 nebo 50 chromozómů (Arai 

2011, Pereira et al. 2012, Sember et al. 2015, Sember et al. 2020b), ale na druhou stranu je zde 

častý výskyt polyploidie (Flajšhans et al. 2013). Na úrovni čeledi je pak vysoká stabilita 

2n i struktury karyotypu u skupin Notopteridae (nožovcovití; sladkovodní) a Haemulidae 

(chrochtalovití; mořšké) (Barby et al. 2018, Motta-Neto et al. 2019). Naopak u jiných skupin 

byla dokumentována značná mezidruhová či vnitrodruhová variabilita 2n a struktury karyotypu. 

Na úrovni rodu jsou vysoce variabilní např. paúhořovci rodu Gymnotus (2n=34–54; Milhomem 

et al. 2013, Silva et al. 2019) taxonomicky dosud neuspokojivě charakterizovaný rod 

sumcovitých ryb (krunýřovci) rodu Ancistrus (2n=34–54; Glugoski et al. 2020) a dále taxony 

zahrnující kryptické druhy a druhové komplexy a různé chromozómové polymorfizmy jako 

např. tetry rodu Astyanax (Silva et al. 2013, Piscor & Parise-Maltempi 2016) či hojně studovaný 

druhový komplex trahira malabarského (Hoplias malabaricus) (Cioffi et al. 2012). Dále se na 

různých taxonomických úrovních odehrávají výrazné změny karyotypů prostřednictvím 

přestaveb Robertsonova typu (centrické fúze či rozpady), a to typicky např. u lososovitých ryb 

(čeleď Salmonidae; Phillips & Ráb 2001), antarktických Notothenoidei (Ghigliotti et al. 2013, 
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Auvinet et al. 2020), štik (čeleď Umbridae; Ráb 2004), hadařovitých (Ophichtidae; Salvadori 

et al. 2018) a dále pak u jihoamerických drobnoústek rodu Nannostomus (Sember et al. 2020a) 

a halančíků rodů Chromaphyosemion (Völker et al. 2008) a Nothobranchius (Krysanov 

& Demidova 2018), přičemž právě halančíci rodu Nothobranchius jsou předmětem mého 

cytogenetického výzkumu. Známy jsou i populační polymorfizmy z hlediska přítomnosti 

homozygotů/heterozygotů pro centrickou fúzi. Hojně se vyskytují u lososovitých (Phillips 

& Ráb 2001) a dále pak u některých zástupců čeledi Gobiidae (Giles et al. 1985, Ene 2003) 

nebo např. u mřenky Schistura notostigma (Sember et al. 2015).  

 

2.4 Determinace pohlaví a pohlavní chromozómy ryb  

 Kostnaté ryby jsou známé značnou variabilitou mechanizmů, které určují jejich pohlaví. 

Druhy s environmentálním určením pohlaví (ESD) jsou citlivé na faktory prostředí v kritickém 

období vývoje gonád. Nejčastěji je kritickým parametrem teplota vody, ale může to být i pH 

a další vlivy jako sociální interakce jedinců v populaci aj. (Shen & Wang 2019). Genetické 

určení pohlaví (GSD) je u ryb buď polygenní (tj. buď působením většího počtu genů malého 

účinku na autozómech nebo přechodnou přítomností dvou různých systémů pohlavních 

chromozómů, mezi nimiž je ustanoven vztah dominance a recesivity) anebo monogenní (tj. 

určeno ústředním genem determinujícím pohlaví, který se nachází na jednom z pohlavních 

chromozómů). GSD a ESD se navíc zdají být jen krajními body kontinua, neboť existují 

případy, kdy např. genetická determinace pohlaví může být ovlivněna teplotou prostředí apod. 

(Devlin & Nagahama 2002, Guiguen et al. 2019, Shen & Wang, 2019). 

Znalost mechanizmů determinace pohlaví u ryb je důležitá s ohledem na proměnlivost 

podmínek v prostředí a obzvláště vzhledem k probíhajícím globálním změnám klimatu, kdy 

např. dlouhodobé výkyvy teplot mohou u druhů s environmentálním určením pohlaví 

způsobovat výrazné vychýlení poměru pohlaví od očekávaného 1:1, což může mít neblahý vliv 

na přežívání populací daného druhu (např. Honeycutt et al. 2019). Dále se těchto znalostí 

využívá v chovech za účelem konzervace druhů anebo pro komerční účely (produkce masa, 

kaviáru, prodej akvarijních ryb aj.), kde se u druhů s výrazným pohlavním dimorfizmem často 

preferenčně chová jen jedno pohlaví (Guiguen et al. 2019, Shen & Wang 2019). 

U ryb bylo dosud odhaleno (cytogeneticky, genomicky nebo jiným způsobem) 

minimálně 440 případů taxonů s pohlavními chromozómy (Sember et al. 2021). Nejedná se 

přímo o 440 druhů, neboť není neobvyklé, že různé populace téhož rybího druhu disponují 
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jiným systémem pohlavních chromozómů, případně je zjištěna přítomnost druhového 

komplexu nebo kryptických druhů (Cioffi et al. 2012, do Nascimento et al. 2018, Sember et al. 

2021). U ryb bylo dosud popsáno devět systémů chromozómového určení pohlaví, pokud 

nepočítáme situace, kdy na determinaci pohlaví má vliv přítomnost nadpočetného tzv. B 

chromozómu (např. Gammerdinger & Kocher 2018). Kromě standardních systémů ♀XX/♂XY 

a ♂ZZ/♀ZW, můžeme u ryb pozorovat systémy odvozené (♀XX/♂X0, ♂ZZ/♀Z0) 

a mnohočetné (♀X1X1X2X2/♂X1X2Y, ♀XX/♂XY1Y2, ♀X1X1X2X2/♂X1Y1X2Y2, 

♂ZZ/♀ZW1W2, ♂Z1Z1Z2Z2/♀Z1W1Z2W2) (Devlin & Nagahama 2002, Kitano & Peichel 2012, 

přehled viz Sember et al. 2021).  

Systémy pohlavních chromozómů se mohou u ryb výrazně lišit na úrovni blízce 

příbuzných druhů, mezidruhově i – jak již zmiňuji výše – mezi populacemi stejného druhu 

(Mank & Avise 2009, Cioffi et al. 2012, Schartl et al. 2016, Glugoski et al. 2020). Například 

u čeledi koljuškovitých (Gasterosteidae) se mezi jednotlivými druhy vyskytují systémy XY, 

X1X2Y a také ZW, které vznikly nezávisle na sobě a zahrnují různé vazebné skupiny (Kitano 

et al. 2009, Ross et al. 2009). Vysoká a dobře prostudovaná variabilita pohlavních chromozómů 

je známa i u cichlid z jezer východní Afriky (Malawi, Tanganyika a Viktoriino jezero) a dále 

u medak rodu Oryzias (zahrnující modelový druh, medaku japonskou Oryzias latipes) (přehled 

viz. Gammerdinger & Kocher 2018). Vedle častých přechodů mezi systémy pohlavních 

chromozómů je u některých taxonů ryb znám i polymorfizmus v míře degenerace nepárového 

pohlavního chromozómu (Y nebo W). Typickým případem je polymorfizmus Y chromozómu 

u pstruha duhového Oncorhynchus mykkis (Felip et al. 2004, Phillips et al. 2004, Ocalewicz 

et al. 2007). Dále, Nanda et al. (2014) objevili mezidruhový polymorfizmus ve velikosti 

heterochromatinového bloku na Y chromozómu v rámci tří druhů živorodek (Poecilia 

reticulata, P. wingei, P. obscura); u druhu P. reticulata byl polymorfizmus pozorován i mezi 

populacemi (Nanda et al. 2014). Mezipopulační polymorfizmus v diferenciaci Y chromozómu 

byl zjištěn i u halančíka tyrkysového Nothobranchius furzeri (Reichwald et al. 2015), tedy 

druhu, který je předmětem i mé práce. 

Výhodou a zároveň nevýhodou výzkumu rybích pohlavních chromozómů je jejich často 

výrazně homomorfní charakter. To znamená, že úroveň jejich diferenciace není natolik 

pokročilá, aby se to projevilo v cytologických rozdílech mezi párovým a nepárovým pohlavním 

chromozómem, takže jejich přítomnost může standardní cytogenetické analýze uniknout. 

Důvodem časté homomorfie může být relativní evoluční mládí rybích pohlavních chromozómů, 

ale tento parametr může být zavádějící. Například velmi mladé pohlavní chromozómy u cichlid 
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a některých jihoamerických sladkovodních ryb (Henning et al. 2011, Gammerdinger & Kocher 

2018) vznikly teprve před pouhými několika sty tisíci až dvěma miliony let, nicméně i evolučně 

poměrně staré (a kupodivu stále homomorfní) pohlavní chromozómy jsou u ryb známy - např. 

minimálně 56 milionů let starý systém XY u štikotvárných ryb (Pan et al. 2021) a nelze nezmínit 

pravděpodobně 180 milionů let starý homomorfní systém ZW u jeseterů (Kuhl et al. 2021). 

Jiným důvodem homomorfie rybích pohlavních chromozómů jsou časté přechody mezi 

systémy, které znamenají návrat na začátek procesu diferenciace (diskutováno v Sember et al. 

2021). Rybí pohlavní chromozómy jsou tak vhodnými objekty pro studium časných fází 

evoluce těchto specializovaných oblastí genomu, protože na rozdíl např. od silně 

degenerovaného savčího systému XY lze lépe rozpoznat a charakterizovat jednotlivé fáze 

diferenciace a zkoumat zodpovědné molekulární mechanizmy a selekční tlaky (Schartl et al. 

2016).  

 

2.5 Anuální halančíci rodu Nothobranchius 

 Halančíci rodu Nothobranchius, jenž patří do čeledi halančíkovití (Nothobranchiidae) 

z řádu halančíkovců (Cyprinodontiformes), představují jednu z šesti skupin tohoto řádu 

kostnatých sladkovodních ryb, u kterých se vyvinul periodický reprodukční cyklus 

přizpůsobený každoročnímu střídání období sucha a období dešťů (Furness 2016).  

Rod Nothobranchius zahrnuje v současnosti více než 90 druhů (Fricke et al. 2021). 

Všechny druhy halančíků jsou drobné ryby o délce 3-15 cm, v průměru jsou menší než 7 cm. 

Objevuje se u nich značný pohlavní dimorfizmus ve velikosti a zbarvení těla, kdy samci jsou 

obvykle výrazně zbarvení, mohou se vyskytovat v jedné nebo více (obvykle dvou) barevných 

formách a barevné ornamenty jsou u samců druhově specifické. Zatímco samičky jsou 

nevýrazné (většinou světle hnědé) a dorůstají menších velikostí těla (Wildekamp 2004, 

Reichard et al. 2009, Reichard & Polačik 2019).  

Halančíci se vyskytují hlavně v oblastech savany na východní části afrického 

kontinentu, konkrétně od Jihoafrické republiky až po Jižní Súdán (Wildekamp 2004, Terzibasi 

Tozzini & Cellerino 2020). Všechny druhy obývají periodické tůně, které vznikají během 

období dešťů a jsou oddělené od ostatních vodních toků. Životní cyklus halančíků tedy musí 

proběhnout urychleně, neboť je limitován vyschnutím jejich tůně. S příchodem období dešťů 

se tůně naplní vodou a embrya z předchozí generace se mohou začít líhnout. Embrya se rychle 

vyvíjejí a pohlavní dospělosti mohou dosáhnout např. již za 17 dní svého života (u N. kadleci; 
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Blažek et al. 2013). Na dokončení cyklu mají halančíci 2–11 měsíců, prakticky do vyschnutí 

tůně. Tehdy všichni dospělí jedinci umírají. Jikry halančíci kladou od dovršení dospělosti denně 

a oplozené jikry, tedy embrya, přečkávají období sucha v přechodném dormantním stavu 

zvaném diapauza. Jikry ovšem mohou přežít období sucha pouze ve vhodné (vertisolové) půdě. 

Cyklus začíná na novo s příchodem dalšího období dešťů (Wildekamp 2004, Watters 2009, 

Blažek et al. 2013, Furness 2016, Hu & Brunet 2018, Terzibasi Tozzini & Cellerino 2020). 

Halančíci se tedy adaptovali na proměnlivé podmínky prostředí tím, že výrazně zkrátili 

svůj životní cyklus. Jak již bylo zmíněno, jedná se řádově o týdny až měsíce. Například halančík 

tyrkysový (N. furzeri) z inbrední laboratorní linie GRZ (odchované ze samce a samice z lokality 

národního zimbabwského parku Gona-Re-Zhou) se dožívá v laboratoři průměrně pouhých 10–

12 týdnů a je tak označován za obratlovce s nejkratší délkou života, kterého je možné chovat 

v zajetí (Valdesalici & Cellerino 2003). Stárnutí je v rychlém životním cyklu halančíků 

doprovázeno stejnými degenerativními procesy jako u ostatních obratlovců. Halančíci 

a zejména pak modelový druh N. furzeri se tedy stali atraktivním modelem pro studium stárnutí 

organizmu a zároveň jsou díky svým vlastnostem vhodným modelem pro studium evoluce 

a dynamiky populací, alopatrické speciace a vývoje genomu v nepřekryvných generacích za 

přispění výrazného genetického driftu aj. (Cellerino et al. 2016, Hu & Brunet 2018, Reichard 

& Polačik 2019, Terzibasi Tozzini & Cellerino 2020).  

Biodiverzita rodu Nothobranchius se dělí do čtyř evolučních linií – tzv. Jižní, Severní, 

Pobřežní a Vnitrozemský klad (Dorn et al. 2014, van der Merwe et al. 2021). U báze 

fylogenetického stromu halančíků (obr. 3) se nachází Jižní linie, která zahrnuje i modelový 

taxon N. furzeri a jeho sesterský druh N. kadleci. Ty spolu tvoří tzv. klad F, zatímco dalšími 

dvěma klady jsou klad O (N. orthonotus; někdy je z něj vyčleňovaný jako nezávislý druh 

N. kuhntae) a klad R (N. krysanovi, N. pienaari, N. rachovii) (Reichard 2010, Bartáková et al. 

2013, 2015, Vrtílek & Reichard 2016). 

Zatímco genomika halančíků je v posledních letech na vzestupu (genom N. furzeri byl 

sekvenován několika vědeckými týmy nezávisle na sobě a publikovány byly recentně i genomy 

některých dalších druhů; Reichwald et al. 2015, Valenzano et al. 2015, Cui et al. 2019, 

Willemsen et al. 2020), cytogenetické analýzy byly doposud u halančíků omezeny pouze na 

konvenční cytogenetiku (barvení chromozómů pomocí Giemsova barviva a konstrukce 

karyotypů). Jelikož ale tyto analýzy byly provedeny u širokého souboru druhů (N=65 + N. sp. 

z oblasti Kasenga), odhalují značnou diverzitu v diploidních počtech chromozómů (2n = 16–

50), která naznačuje důležitou úlohu přestaveb Robertsonova typu, jejichž fixace mohla být 
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podpořena malou velikostí alopatrických populací (Ewulonu et al. 1985, Krysanov et al. 2016, 

Krysanov & Demidova 2018). Dále se napříč fylogenetickým stromem halančíků vyskytují 

v různých liniích také druhy s pohlavními chromozómy. Konkrétně byl nalezen systém XY 

u N. furzeri (Reichwald et al. 2015) a dále mnohočetné pohlavní chromozómy typu X1X2Y 

u druhů 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 & Demidova 2018). Ten samý systém 

pohlavních chromozómů byl odhalen i u druhu Fundulosoma thierryi (Krysanov & Demidova 

2018), tj. druh halančíka, který se oddělil od linie vedoucí k rodu Nothobranchius a patří mezi 

důležité tzv. „outgroup“ druhy. 
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Obr. 3: Fylogenetický strom (upraveno podle van der Merwe et al. 2021) afrických anuálních halančíků vybraných 

pro tuto práci a fotografie druhů patřících do Jižního kladu (foto laskavě poskytnuto doc. RNDr. Martinem 

Reichardem Ph.D.). Fylogenetická pozice N. lourensi nebyla studována a v rámci našeho parciálního 

Notobranchius furzeri 

Notobranchius kadleci 

Notobranchius orthonotus 

Notobranchius pienaari 

Notobranchius rachovii 

Notobranchius krysanovi 
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fylogenetického stromu byla přibližně odhadnuta na základě morfologických znaků a geografického rozšíření 

(M. Reichard, osobní sdělení). 

 

 

 

 

 

3 Materiál a metody  

3.1 Materiál 

Ve své práci jsem studovala 11 populací afrických halančíků rodu Nothobranchius, 

mezi kterými je zahrnuto všech šest druhů Jižního kladu, tj. vedle modelového druhu 

Nothobranchius furzeri také N. kadleci, N. orthonotus, N. pienaari, N. krysanovi a N. rachovii. 

Dále byly studovány dva druhy z Pobřežního kladu, u nichž byl zjištěn výskyt mnohočetných 

pohlavních chromozómů typu X1X2Y (N. guentheri a N. lourensi). Pro analýzu distribuce 

vybraných nejvíce abundantních tandemových repetic (identifikovaných programem 

RepeatExplorer v genomech N. furzeri a N. rubripinnis, viz dále) byli navíc vybráni jedinci 

z dalších devíti druhů včetně tzv. „outgroup“ taxonu Fundulosoma thierryi. Detailní údaje 

o analyzovaných druzích, populacích a počtech jedinců jsou uvedeny v Tab. 1. Převážnou 

většinu studovaných jedinců laskavě poskytl doc. RNDr. Martin Reichard, Ph.D. z Ústavu 

biologie obratlovců, AV ČR. Jeden samec N. guentheri (populace 2, viz Tab. 1) a jediný 

analyzovaný samec druhu N. lourensi stejně jako jedinci druhů N. cardinalis, N. ditte a N. brieni 

(viz Tab. 1) byli poskytnuti v rámci spolupráce se zahraničním kolegou, Dr. Segreyem 

Simanovskym (Severtsov Institute of Ecology and Evolution, Ruská akademie věd, Moskva). 

 Ryby byly chovány v akváriích (50 l) při teplotě vody 26–27 ℃, a krmeny byly 

mraženými larvami pakomárů (rod Chironomus). S analyzovanými jedinci ryb bylo zacházeno 

podle evropských standardů v souladu s §17 zákona č. 246/1992 Sb. Na manipulaci s živými 

zvířaty dohlížel člen institucionálního výboru pro péči a použití zvířat Ústavu fyziologie 

a genetiky zvířat AV ČR, v.v.i., s číslem osvědčení CZ 02361 (certifikováno a vydáno 

Ministerstvem zemědělství ČR). Při odebírání vzorků ocasní ploutve byly ryby anestezovány 

pomocí metansulfonátu MS-222 (Merck), pro přímé preparace byly ryby anestezovány smrtící 

dávkou 2-fenoxyetanolu (Sigma-Aldrich). 
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Tab. 1: Seznam studovaných druhů a jejich lokality 

Druh ID kód 

populace 

N (počet 

jedinců) 

Původ 

N. brieni (Poll, 1938) * CD 2013-04 1♂ Kongo 

N. cardinalis (Watters, Cooper, 

Wildekamp, 2008) * 
- 1♂ Tanzánie 

N. ditte (Nagy, 2018) * - 1♂ jezero Mweru, Kongo 

N. eggersi (Seegers, 1982) t52 2♂/3♀ Tanzánie 

N. foerschi * 

(Wildekamp, Berkenkamp, 1979)  
TAN 97/45 1♂ Tanzánie 

N. furzeri (Jubb, 1971) pop. 1 

                                      pop. 3 

                                      pop. 4 

p222 

p121 

pGRZ 

15♂/13♀ 

11♂/9♀ 

7♂/7♀ 

Chefu (Mosambik) 

Limpopo (Mosambik) 

Chefu (inbrední kmen) 

N. guentheri (Pfeffer, 1893) pop. 1 

                                              pop. 2 * 

ZAN 14-02 

- 

4♂/8♀ 

1♂ 

akvarijní populace (Zanzibar) 

Tanzánie 

N. kadleci (Reichard, 2010) pop. 1 

                                              pop. 2 

p430 

p091 

6♂/6♀ 

7♂/9♀ 

Pungwe (Mosambik) 

Gorongosa (Mosambik) 

N. krysanovi (Shidlovskyi, Watters, 

Wildekamp, 2010) 
p249 6♂/6♀ akvarijní populace 

N. lourensi (Wildekamp, 1977) * TNKS 2013-02 1♂ Tanzánie 

N. melanospilus (Pfeffer, 1896) T163 1♂ Tanzánie 

N. ocellatus (Seegers, 1985) - 2♂/1♀ směs populací 1 

N. orthonotus (Peters, 1844) pop. 1 

                                               pop. 2 

p2 

p528 

4♂/5♀ 

6♂/4♀ 

Limpopo (Mosambik) 

Pungwe (Mosambik) 

N. pienaari (Shidlovskyi, Watters, 

Wildekamp, 2010) pop. 1 

                               pop. 2 

 

p505 

p514 

 

5♂/4♀ 

6♂/5♀ 

 

Limpopo (Mosambik) 

Pungwe (Mosambik) 

N. rachovii (Ahl, 1926) p096 8♂/3♀ Mosambik 

N. rubripinnis (Seegers, 1986) t33 1♂/1♀ Tanzánie 

F. thierryi (Ahl, 1924) GH 06/5 2♂/3♀ Ada (Ghana) 
*Druhy označené hvězdičkou pocházejí z chovu v Severtsov Institute of Ecology and Evolution, Ruská akademie 

věd, Moskva (stejné populace byly zkoumány v práci Krysanov a Demidova 2018). Ostatní druhy pocházejí 

z chovu Ústavu biologie obratlovců, AV ČR a případné další detaily k populacím lze dohledat v následujících 

publikacích: Bartáková et al. 2013, 2015, Blažek et al. 2017, Reichard et al. 2020. 
1 směs populací z dolní části povodí Ruvu a Rufiji, Tanzánie 

 

3.2 Metody 

3.2.1 Příprava chromozómových preparátů 

Příprava preparátů z regenerátů ocasních ploutví 

U všech druhů halančíků byly chromozómové preparáty připraveny preferenčně 

z regenerátů ocasních ploutví dle protokolu Völkera & Rába (2015), s drobnými úpravami 

(Sember et al. 2015). Po odstřižení tenkého proužku ocasní ploutve byla regenerovaná tkáň 

odebírána obvykle po jednom týdnu (u některých druhů zejména z Pobřežního kladu po dvou 

týdnech). Regeneráty jsem následně kultivovala 2 h v Petriho miskách s kultivačním roztokem 

při pokojové teplotě (RT, z angl. „room temperature“). Kultivační roztok byl připraven 
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zředěním zásobního roztoku (zásobní roztok: 7,48g NaCl + 0,18g KCl + 0,2g CaCl2 + 0,016g 

NaHCO3 do 1 litru vody) destilovanou vodou v poměru 1:6 a přidáním kolchicinu (Serva) do 

výsledné koncentrace 0,025 %. Po 2 hodinách jsem kultivaci ukončila přidáním 5 ml čerstvého 

fixativa – methanol (Lach:ner): kyselina octová (99,8%; Lach:ner) v poměru 3:1 (v/v). Vzorky 

jsem poté nechala inkubovat 20 minut (min) v lednici (tj. při 8 °C). Následně jsem veškerý 

roztok z Petriho misek odstranila (odlitím a pipetováním), přidala 5 ml čerstvé fixáže a znovu 

inkubovala (20 min, 8 °C). Tento krok jsem ještě jednou zopakovala a ve třetí fixáži jsem 

regeneráty ponechala přes noc při 8 °C. Následující den jsem každý regenerát postupně 

přemístila na kovovou mřížku, zakápla 40 µl 50% kyseliny octové a pinzetou ploutvičku jemně 

macerovala na mřížce (po dobu 10 vteřin). Získaná suspenze se následně z mřížky přenesla do 

příslušné zkumavky a tento proces jsem ještě jednou nebo dvakrát opakovala. 

 

Přímá preparace z ledvin a gonád 

 U některých vybraných jedinců jsem chromozómy získala přímou preparací z ledvin 

a gonád. Vzhledem k omezenému počtu jedinců, které jsem takto zpracovávala, pitvu provedli 

zkušenější kolegové (Mgr. Tomáš Dvořák, RNDr. Jörg Bohlen, PhD. nebo Bc. Tomáš Pavlica). 

Ledviny a gonády byly vypreparovány a přeneseny na kovovou mřížku, ostatní orgány a tkáně 

(mozek, játra, slezina, svaly, ploutve) byly přeneseny do mikrozkumavek, zamraženy v tekutém 

dusíku a uskladněny ve hluboko mrazícím boxu (-80 ℃). Orgány na mřížce byly zakápnuty 

hypotonickým roztokem, tj. 0,075M roztokem chloridu draselného (KCl, Lach:ner) a rozetřeny 

pinzetou. Vzniklou suspenzi jsem přenesla do 15ml kónické zkumavky a nechala inkubovat po 

dobu 10 min při pokojové teplotě. Hypotonizaci jsem ukončila přidáním několika kapek (cca 

1 ml) čerstvě připravené fixáže a po promíchání jsem zkumavky centrifugovala (10 min, 

259 × g, 4 ℃). Po stočení jsem odsála supernatant a objem doplnila čerstvou fixáží na 5 ml. Po 

promíchání se vzorky nechaly inkubovat na 20 min v lednici (8 ℃) a poté jsem je opět 

centrifugovala. Krok byl opakován ještě jednou, po posledním stočení na centrifuze jsem 

odpipetovala supernatant na požadovaný objem (tj. adekvátně vzhledem k peletu buněk), 

suspenzi jsem promíchala a celý objem přenesla do připravené mikrozkumavky. Suspenze byly 

následně buď rovnou použity pro přípravu prvních preparátů, nebo byly uloženy v mrazícím 

boxu při -20 °C. 

 

Příprava chromozómových preparátů 

Podložní skla jsem očistila v kyvetě s denaturovaným ethanolem (10 min, RT). 
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Suspenze připravené Völkerovou metodou obsahovaly 50% kyselinu octovou a musely 

z nich být ihned zhotoveny preparáty na histologické ploténce při 45 ℃. Preparát byl připraven 

nanesením 40 µl suspenze na podložní sklo, přičemž po 20 vteřinách se suspenze opět odsála 

a aplikovala vedle. Tímto způsobem byly vytvořeny tři sousedící kruhové plochy 

s adherovanými chromozómy na preparátu. 

Suspenze z přímých preparací z ledvin mohly být po třech kolech fixace v methanol: 

octové fixáži uskladněny v mrazícím boxu (-20 ℃) nebo byly aplikovány na preparáty, za vlhka 

na plotýnce nahřáté na 60 ℃ (dle metody popsané Bertollem et al. 2015). 10–15 µl suspenze 

aplikované na podložní sklo bylo před přenesením na ploténku v některých případech ještě 

zakápnuto 10 µl čerstvé fixáže, pro lepší rozprostření chromozómů u suspenzí s vyšší hustotou 

buněčných jader.  

Kvalita preparátů byla stanovena pod fázovým kontrastem ve světelném mikroskopu 

(Olympus BX63). Vybraná skla byla buď odvodněna v ethanolové řadě (70%, 80%, 96%, po 2 

minutách) a skladována v mrazícím boxu při -20 ℃ pro další použití, nebo obarvena 5% 

roztokem Giemsa-Romanowski ve fosfátovém pufru (pH 6,8) (Dr. Kulich) a analyzována 

pomocí mikroskopu Zeiss s platformou Metafer pro automatické hledání metafází.  

 

3.2.2 C-pruhování 

 Tato metoda slouží k vizualizaci konstitutivního heterochromatinu. 

Připravená skla byla po vytažení z mrazícího boxu odvodněna ethanolovou řadou (70%, 

80%, 96%) a po oschnutí přemístěna na histologickou ploténku nahřátou na 60 ℃, kde se 

inkubovala 1 hodinu. Důvodem tohoto tzv. „zapékání skel“ je lepší přilnavost materiálu 

k povrchu skla, aby nedošlo při následném protokolu k jeho uvolnění. Poté, co jsem preparáty 

nechala zchladnout na pokojovou teplotu, jsem je ponořila do 0,2M HCl (Lach:ner) na 20 minut 

(za účelem rozvolnění chromatinu) a poté důkladně opláchla destilovanou vodou. Následně 

byla skla přesunuta přesně na 3 minuty do vyhřátého (45 ℃) nasyceného roztoku Ba(OH)2 

(denaturační krok) a poté rychle opláchnuta v 0,2M HCl pro zastavení reakce. Preparáty jsem 

dále opláchla destilovanou vodou, vložila do vyhřáté kyvety s 2× SSC a při 65 ℃ inkubovala 

po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byla skla opět opláchnuta destilovanou vodou a po oschnutí 

jsem na ně nanesla 25 µl montovacího media obsahujícího 4′,6-diamidino-2-phenolindol 

(DAPI) o koncentraci 1.5 µg/ml (Cambio) pro obarvení chromozómů. Každý preparát jsem 

překryla krycím sklem (22 × 50 mm) a přebytečné medium s DAPI, včetně 
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vzduchových bublin, jsem vytlačila ven. Hotový preparát jsem očistila filtračním papírem 

a okraje zalakovala lakem na nehty. 

 

3.2.3 Izolace genomové DNA a příprava hybridizačních sond 

Izolace genomové DNA 

Genomová DNA byla izolována z jater a sleziny za použití izolační soupravy 

MagAttract HMW DNA Kit (Qiagen) využívající magnetických kuliček. Postupovala jsem 

podle protokolu výrobce, ale vzhledem k vysoké koncentraci buněk z izolovaných tkání, které 

znesnadňovaly izolační kroky, byl protokol optimalizován použitím dvojnásobného množství 

všech používaných roztoků s výjimkou elučního pufru. Eluce probíhala do objemu 50 µl a byla 

jímána ve dvou až třech frakcích. Kvalita získané DNA byla zkontrolována pomocí 

elektroforézy v 0,8% agarózovém gelu a koncentraci všech izolovaných frakcí DNA jsem 

stanovila na fluorometru Qubit (Invitrogen). 

 

Analýza RepeatExplorer 

 V rámci našeho projektu byla provedena analýza programem RepeatExplorer2 (Novák 

et al. 2020) za účelem identifikace nejvíce zastoupených repetitivních sekvencí v genomech 

vybraných halančíků. Analýza byla provedena kolegyněmi z Českých Budějovic RNDr. 

Martinou Dalíkovou, Ph.D. a RNDr. Annou Voleníkovou. S využitím dat z publikovaného 

genomu N. furzeri (Reichwald et al. 2015) a dále námi nově sekvenovaných genomů N. kadleci 

a N. rubripinnis na nízké pokrytí (Ilumina paired-end sequencing – platforma HiSeq, 

Novogene; knihovny byly připraveny s inzerty dlouhými 450 bp a délka sekvenčních čtení byla 

150 bp; pokrytí genomu přibližně 3×). Pro účely mé práce byly vybrány čtyři repetice 

s vysokým zastoupením v daných genomech: Nfu-SatA, Nfu-SatB, Nfu-SatC (genomy 

N. furzeri a N. kadleci) a Nru-Sat1 (genom N. rubripinnis). Zatímco sondy pro Nfu-SatB, Nfu-

SatC byly připraveny postupem popsaným níže, minisatelity Nfu-SatA a Nru-Sat1 s krátkým 

monomerem byly syntetizovány na zakázku firmou Generi Biotech a během syntézy byl každý 

monomer značen fluorochromem Cy3 na 5´ konci. 

 

Amplifikace a klonování fragmentů repetitivní DNA 

Úseky požadovaných sekvencí byly získány polymerázovou řetězovou reakcí (PCR) 

s využitím primerů shrnutých v Tab. 2. Zatímco primery pro 5S a 18S rDNA byly převzaty 
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z předchozích cytogenetických studií, primery pro satelitní sekvence Nfu-SatB a Nfu-SatC 

odhalené programem RepeatExplorer v genomu N. furzeri, byly vygenerovány (za asistence 

RNDr. Petra Nguyena, Ph.D. a Mgr. Alexandra Sembera, Ph.D.) pomocí programu Primer3 

(v. 0.4.0; http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Všechny primery byly syntetizovány na zakázku 

u firmy KRD. 

Templátem pro PCR byla celogenomová DNA N. kadleci p430 (5S rDNA, Nfu-SatB 

a Nfu-SatC), N. pienaari p505 (5S rDNA), N. rachovii p096 (5S rDNA) a N. guentheri 

z akvarijní populace (18S rDNA). Jedna reakce PCR o celkovém objemu 50 μl obsahovala 

25 μl PPP Master mixu (Top-Bio), 2 μl každého primeru (forward a reverse) o koncentraci 

10 pmol/μl (neboli 10 μM), dále přibližně 100 ng templátové DNA a směs byla doplněna do 

konečného objemu ultračistou vodou PCR Ultra H2O (Top-Bio). Termální profily pro PCR 

jednotlivých fragmentů jsou shrnuty v Tab. 3. Kromě amplifikace 18S rDNA, kde byl využit 

standardní protokol v původní verzi, byla u dalších fragmentů provedena nejdříve PCR 

s teplotním gradientem nasedání primerů v rozmezí 50–60 °C a následně byla zvolena 

optimální teplota (60 °C pro všechny tři fragmenty). U všech fragmentů byla v posledním cyklu 

teplota prodlužování řetězce (neboli extenze) prodloužena na 10 min z důvodu zvýšení 

pravděpodobnosti, že Taq polymeráza (obsažená v PPP Master mixu) přidá na konec fragmentu 

netemplátový adenosin, jehož přítomnost je důležitá pro mechanizmus klonování (viz dále). 

PCR probíhala v termocykleru Bio-Rad. 

Amplifikované produkty byly ověřeny na elektroforéze v 0,8% agarózovém gelu. 

V případě většího počtu fragmentů byl celý vzorek následně separován elektroforeticky v 1% 

agarózovém gelu a jednotlivé fragmenty byly vyříznuty a následně purifikovány pomocí 

soupravy NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel GmpH). V případě pouze 

jednoho fragmentu ve vzorku byl tento fragment purifikován přímo, za použití stejné 

purifikační soupravy, ale s modifikovaným protokolem. V obou případech jsem postupovala 

podle návodu výrobce. 

Fragmenty DNA byly ligovány do pDrive vektoru (Qiagen), jehož přesahující U-konce 

párují s přesahujícím A-koncem produktu PCR. Konstrukty byly tranformovány do 

kompetentních buněk (Qiagen EZ Competent Cells). Kolonie nesoucí vektor s inzertem byly 

vybrány na základě modro-bílé selekce a následně byly plazmidy z buněk izolovány pomocí 

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), vše podle protokolu výrobce. Klonování a purifikace 

plazmidů nebylo součástí mojí práce, bylo obstaráno laborantkou Petrou Šejnohovou. 
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Výsledné produkty z pozitivních kolonií a klonů byly sekvenovány v obou směrech na 

zakázku firmou Macrogen (Nizozemsko) pomocí standardních primerů z fága M13 (M13 

forward: 5' GTAAAACGACGGCCAGT 3'; M13 reverse: 5' AACAGCTATGACCATG 3') 

a identita výsledných sekvencí byla ověřena analýzou BLAST/N (NCBI, Altschul et al. 1990). 

 

Tab. 2: Přehled použitých primerů 

Gen/Satelit Forward primer (5 '-3 ') Reverse primer (5 '-3 ') Zdroj 

5S rDNA TACGCCCGATCTCGTCCGATC CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC Martins& Galetti,1999 

18S rDNA CCGAGGACCTCACTAAACCA CCGCTTTGGTGACTCTTGAT Cioffi et al., 2009 

NfuSatB TTTCCTAAGGGGGTCAAACC CTGGGTGCCATTTACAAACC tato práce 

NfuSatC TGACCCCCAATAGAAATGGA CGTGTGCGAAAACCACTAAA tato práce 

 

Tab. 3: Termální profily PCR 

PCR krok 5S rDNA 18S rDNA 
Sekvence z RepeatExplorer 

(Nfu-SatB, Nfu-SatC) 

Počáteční denaturace 94 ℃ / 3 min 95 ℃ / 5 min 95 ℃ / 4 min 

a. Denaturace 94 °C / 30 s 95 °C / 1 min 95 ℃ / 1 min 

b. Nasedání primerů 60 ℃ / 1 min 60 ℃ / 1 min 60 ℃ / 1 min 

c. Elongace 72 ℃ / 2 min 72 ℃ / 1 min 30 s 72 ℃ / 1 min 30 s 

d. Závěrečná elongace 10 min 10 min 10 min 

Počet opakování cyklu a.-c. 35× 35× 35× 

 

 

Značení pomocí nick translace 

Sekvence 18S rDNA byla amplifikovaná pomocí metody PCR se stejným protokolem 

a termálním profilem jako je uvedeno výše. V převážné většině experimentů jsem používala 

jako templát zaklonovaný fragment 18S rDNA z tolstolobika bílého (Hypophthalmichthys 

molitrix; přístupové číslo v GenBank: MT165584), který byl úspěšně použit v hybridizačních 

experimentech jiných ryb (např. Sember et al. 2020b). Pro část experimentů byl použit ověřený 

klon 18S rDNA ze samce N. guentheri. Výsledný amplifikovaný produkt jsem ověřila na 

elektroforéze a produkt purifikovala pomocí kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up 

(Macherey-Nagel GmpH) podle návodu výrobce. Poté jsem naměřila koncentraci produktu na 

fluorometru Qubit. Takto získaná DNA byla značena metodou nick translace (neboli „posun 

zlomu“) pomocí soupravy Nick Translation kit (Abbott Molecular). Reakce o objemu 25 µl 

obsahovala 500 ng DNA, 2,5 µl nukleotidového mixu (viz dále), 2,5 µl NT pufru, 5 µl 

enzymového mixu (DNA polymeráza I a DNáza I) a reakce byla doplněna do celkového objemu 

vodou PCR Ultra H2O (Top Bio). Nukleotidový mix byl (při objemu 50 µl zásobního alikvotu) 

tvořen 5 µl každého z nukleotidů dATP, dCTP a dGTP (koncentrace 2,5 mM), dále 3,4 µl dTTP 
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(2,5 mM) a 4 µl s dUTP konjugovaného s digoxigeninem (digoxigenin-11-dUTP; Roche) nebo 

s biotinem (biotin-16-dUTP; Roche). Zbytek objemu tvořila ultračistá voda PCR Ultra H2O 

(Top Bio). Po namíchání nick translační reakce byla směs inkubována v termobloku při 15 ℃ 

po dobu 1 h 40 min až 2 h v závislosti na stáří kitu (u staršího kitu bylo potřeba více času 

k dosažení ideálního rozsahu značených fragmentů 200-500 bp). Reakce byla následně 

zastavena přidáním 1 µl 0,5M EDTA (ethylendiamintetraoctová kyselina; pH 8.0) a vložením 

na 10 min do termobloku (65 ℃). 

Většinu sond jsem značila nick translací, ve které byl nukleotid dUTP konjugovaný 

přímo s fluorochromem. V tomto případě byly použity soupravy Fluorescein NT Labeling Kit 

nebo Cy3 NT Labeling Kit (Jena Bioscience). Fluorescein-dUTP byl použit pro značení 18S 

rDNA, Cy3-dUTP pro značení Nfu-SatB, Nfu-SatC a některých variant 5S rDNA. Reakce 

o objemu 20 µl obsahovala 1-1,5 µg DNA, 2 µl nick translačního pufru (10× NT labeling 

buffer), 2 µl fluorescenčního mixu (Fluorescein, Cy3), 2 µl enzymového mixu a objem byl 

doplněn ultračistou vodou PCR Ultra H2O (Top Bio). Reakce byla inkubována při 15 ℃ po 

dobu 30 min a poté ukončena přidáním 5 µl tzv. stop pufru. 

 

Značení pomocí PCR 

Sekvence 5S rDNA byla ve většině případů značena pomocí PCR. Templátem byl 

izolovaný plazmid s ověřenou sekvencí inzertu 5S rDNA a termální profil reakce byl stejný 

jako při standardní amplifikaci 5S rDNA (viz Tab. 3); teplota pro nasedání primerů byla zvolena 

60 °C. Reakce při objemu 50 µl obsahovala: 5 µl 10× Taq buffer, 2 µl DMSO 

(dimethylsulfoxid), 25 µl enhanceru (všechny tři komponenty: Top Bio), 10 µl každého 

z dvojice primerů (10 µM; Tab. 2), 0,5 µl Taq polymerázy Unis (Top Bio), 2,5 µl 

nukleotidového mixu s digoxigeninem nebo biotinem konjugovaným s dUTP (stejné složení 

jako při nick translaci), přibližně 100 ng templátové DNA klonu a PCR Ultra H2O (Top Bio). 

Dle potřeby bylo najednou mícháno 4–10 reakcí po 50 µl. Reakce probíhala v termocykleru 

Bio-Rad. 

Amplifikační produkty byly následně sloučeny do jednoho vzorku, který byl přečištěn 

pomocí NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel GmpH) kitu a koncentrace byla 

změřena na fluorometru Qubit. 
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Příprava hybridizačních sond 

Při míchání sondy pro dvoubarevnou rDNA FISH obvykle mix pro jedno sklo 

obsahoval 250 ng sondy pro 18S rDNA (obvykle značené digoxigenin-dUTP), 215 ng sondy 

pro 5S rDNA (obvykle značené biotin-dUTP), 25 µg neznačené sonikované DNA z lososích 

spermií sloužící jako nespecifická kompetitivní (neboli blokující) DNA, 3M acetát sodný 

a vychlazený 96% ethanol. Množství acetátu sodného odpovídalo 0,1×V a ethanolu 2,5×V, kde 

V je součet objemu sondy a blokující DNA. Sonda byla ponechána přes noc (nebo i déle) 

v mrazícím boxu při -20 ℃, aby se DNA co nejlépe vysrážela. Následně byla centrifugována 

(18 600 × g, 4 ℃) po dobu 25 min, poté byl odebrán supernatant a přidáno 400–700 µl 

vymraženého 70% ethanolu (obvykle cca 4× více, než byl původní objem sondy) a směs znovu 

stočena na centrifuze (tentokrát 16 000 × g, 4 ℃, 15–20 min). 70% ethanol je důležitý pro 

odmytí solí z DNA, zejména acetátu sodného, který se předtím přidává, aby se sonda lépe 

vysrážela. Po centrifugaci byl precizně odebrán supernatant a zbytky ethanolu jsem nechala 

odpařit při 37 ℃ na 3–5 min. Následně byl pelet rozpuštěn v hybridizačním mixu (složení: 

50% formamid, 10% dextran sulfát, 2× SSC, 0.04 M NaPO4 pufr, 0.1% SDS, Denhardtovo 

činidlo) – v případě sondy pro jedno sklo byl pelet rozpouštěn v 15 µl tohoto mixu, obvykle se 

však jednalo o sondu na více skel. Pelet se rozpouštěl v hybridizačním mixu při inkubaci 

v termobloku (37 °C, 400-500 rpm, 2–4 hod) a rozpuštěná sonda byla následně uložena 

v mrazícím boxu při -20 ℃ pro další použití. 

 

3.2.4 Fluorescenční hybridizace in situ (FISH) 

Principem této metody je hybridizace fluorescenčně značené sondy na komplementární 

úsek DNA. Ve fluorescenční mikroskopu pak v místě nasednutí sondy pozorujeme barevný 

signál. Pomocí FISH byly detekovány multigenové rodiny 18S rDNA a 5S rDNA, minisatelity 

Nfu-SatA a Nru-Sat1, satelitní DNA Nfu-SatB a Nfu-SatC a telomerické repetice (TTAGGG)n. 

 FISH jsem prováděla podle protokolu v práci Sember et al. (2015), s mírnými úpravami. 

Den před samotným začátkem FISH byly preparáty vytaženy z mrazícího boxu, odvodněny 

v ethanolové řadě (70%, 80%, 96%) a inkubovány v termostatu ve 37 ℃ přes noc pro lepší 

adhezi chromozómů k preparátu (tzv. stárnutí skel neboli „aging“). První den byla skla po 

„agingu“ přesunuta na 1 hodinu na plotýnku nastavenou na 60 ℃ (tzv. zapékání skel, viz 

kapitola 3.2.2, C-pruhování). Poté jsem preparáty opláchla v kyvetě s 2× SSC (5 min, RT) 

a nanesla na ně 500 µl RNázy A (Sigma-Aldrich) ve 2× SSC (o konečné koncentraci 200 ng/µl), 
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roztok překryla krycím sklem (22 × 60 mm) a preparáty jsem inkubovala v 37 ℃ po dobu 

70 min. Po inkubaci byla skla opláchnuta ve 2× SSC a odvodněna ethanolovou řadou. Po 

oschnutí jsem preparáty vložila do kyvety s 1× PBS na 5 min, následně jsem je přemístila do 

kyvety s pepsinem (Chemos CZ) rozpuštěném v destilované vodě na konečnou koncentraci 

0,05 µg/µl; roztok rovněž obsahoval 1N HCl (pro stimulaci aktivity pepsinu) (Lach:ner), skla 

byla inkubována v kyvetě s pepsinem po dobu 3 min (37 °C; vodní lázeň). Poté jsem skla krátce 

opláchla v 1× PBS a odvodnila v ethanolové řadě. Účelem inkubace s RNázou A a s pepsinem 

bylo odstranění cytoplazmy a RNA z preparátů, neboť by mohly vytvářet nespecifické 

fluorescenční pozadí nebo bránit sondě v efektivním nasedání na chromozómy. Následně došlo 

k denaturaci chromozómů na preparátech v 75% formamidu (Penta) ve 2× SSC (pH 7.0) 

vyhřátém na 72 ℃ ve vodní lázni. Denaturace skel probíhala přesně 3 min a potom jsem skla 

prudce ochladila ve vymraženém 70% ethanolu a dokončila ethanolovou řadu (tentokrát po 

třech minutách v každé ze tří koncentrací). V mezičase proběhla i denaturace sondy, při 86 ℃ 

na 6 min v termobloku. Sondu jsem po denaturaci ihned zchladila na ledu, aby vlákna DNA 

zůstala separována. Následně došlo k nanesení hybridizační sondy na skla. Skla byla překryta 

krycím sklem (22 × 50 mm) a zarámovaná Rubber cementem (Marabu). Ve vlhké komůrce 

(obsahující 2× SSC) pak byla inkubována přes noc v termostatu při 37 ℃. 

 Druhý den jsem odstranila Rubber cement a krycí skla, preparáty jsem krátce opláchla 

v 4× SSC/0,1% Tween-20 a poté přenesla postupně do dvou kyvet s 50% formamidem (Penta) 

ve 2× SSC, který byl vytemperován na 42 °C ve vodní lázni. V každé kyvetě se skla třepala na 

třepačce (140 rpm) po dobu 10 minut. Následně byla skla postupně opláchnuta 3× v roztoku 

1× SSC (7 min, 42 °C, třepačka 140 rpm). Poté proběhl krátký oplach ve 2× SSC a na skla jsem 

přenesla 3% BSA (Vector Labs) ve 4× SSC/0,01% Tween-20, překryla krycím sklem 

(22 × 60 mm) a nechala inkubovat ve vlhké komůrce v termostatu (37 ℃, 20 min). Účelem 

tohoto kroku bylo vysytit nespecifická vazebná místa pro nasednutí protilátek, které jsou 

aplikovány v další fázi. Po inkubaci jsem odstranila krycí skla a proběhl krátký oplach 

v 4× SSC/0,1% Tween-20. Dále byl nanesen detekční mix, který obsahoval Anti-Digoxigenin-

FITC (Roche) zředěný 1:10 v 0,5% BSA/PBS a Streptavidin-Cy3 (Invitrogen Life 

Technologies) zředěný 1:100 v 10% GNS/PBS. Mix pro jedno sklo tedy obsahoval 10 µl Anti-

Digoxigenin-FITC, 100 µl 0,5% BSA/PBS, 2 µl Streptavidin-Cy3 a 200 µl 10% GNS/BSA. Po 

nanesení byly preparáty překryty krycími skly (22 × 60 mm) a znovu vloženy do vlhké komůrky 

na 37 ℃, tentokrát na 70 min. Po uplynutí této doby jsem odstranila krycí skla a preparáty byly 

čtyřikrát promyty v 4× SSC/0,1% Tween-20 (7 min, 42 ℃, třepačka 140 rpm). Následoval 
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oplach 1 min v destilované vodě a ihned (bez oschnutí) jsem nanášela 20 µl montovacího média 

s DAPI o koncentraci 1.5 µg/ml (Cambio). Skla byla překryta krycím sklem (22 × 50 mm) 

a zbytek procedury proběhl stejně jako jsem popsala v kapitole o C-pruhování. Po zaschnutí 

laku byla skla minimálně 20 min v lednici a pak mohla být vyhodnocena a zdokumentována 

pod fluorescenčním mikroskopem (viz kapitola 3.2.8).  

 Při použití tzv. „přímo“ značené sondy (tj. sonda je značena dUTP konjugovaným přímo 

s fluorochromem) probíhalo odmývání nespecificky nasednuté sondy podle protokolu Yano 

et al. (2017). Z preparátů byl odstraněn Rubber cement a krycí skla jsem odmyla krátkým 

oplachem v 1× SSC. Následně jsem skla promývala 2krát v 1x SSC (5 min, 65 ℃). Poté 

následovalo odmývání jednou ve 4× SSC/0,1% Tween-20 (5 min, 42 °C, třepačka 140 rpm) 

a následně na 1 min v 1× PBS při pokojové teplotě a třepání v ruce. Pak následoval rychlý 

oplach destilovanou vodou a proběhla ethanolová řada. Po uschnutí skel jsem nanesla 20 µl 

montovacího média s DAPI o koncentraci 1.5 µg/ml (Cambio) a zbytek procedury probíhal 

stejně jako jsem to popsala v kapitole o C-pruhování. 

 

3.2.5 Telomerická FISH 

Telomerické repetice byly detekovány pomocí kitu Telomere PNA FISH Kit/Cy3 

(Dako) a bylo postupováno podle výrobcem přiloženého protokolu. Jedinou úpravou bylo 

prodloužení hybridizace z 30 minut na 1,5 hodiny. Výhodou soupravy je, že využívá 

tzv. peptide nucleic acid (PNA) typ sondy, kde je v kostře polymeru fosfát nahrazen cukrem, 

sonda tudíž nemá záporný náboj, lépe hybridizuje a je stabilnější. 

 

3.2.6 FISH bez denaturace chromozómů (angl. non-denaturing FISH, ND-FISH) 

Tato redukovaná verze protokolu FISH byla v minulosti použita pro mapování 

mikrosatelitů. Ve své práci jsem protokol použila na mapování sekvencí Nfu-SatA a Nru-Sat1, 

které délkou svých monomerů spadají mezi minisatelity. Postup probíhal podle protokolu 

Cuadrado & Jouve 2010 s modifikacemi podle Mgr. Jany Štundlové, Ph.D. V důsledku použití 

sondy s již navázaným fluorochromem byl protokol zkrácen o dva promývací kroky a inkubaci 

s detekčním mixem mezi nimi. 

 Skla nebyla před experimentem nijak ošetřena ani denaturována. Nejprve jsem 

připravila sondu (na jedno sklo bylo nanášeno 30 µl mixu, tedy 0,6 µl značených 
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oligonukleotidů a 29,4 µl 2× SSC; výsledná koncentrace sondy byla 2 pmol/µl). Sondu jsem 

následně denaturovala při 80 ℃ po dobu 5 min v termobloku a poté ji ponechala 15-20 min na 

ledu. Po nanesení sondy na preparát probíhala hybridizace 2-3 h při pokojové teplotě. Poté 

následovalo odmývání nespecifických signálů 10 min v 4× SSC/0,2% Tween-20 a následně 

5 min ve 4× SSC/0,1% Tween-20 (oba kroky probíhaly na třepačce, 140 rpm, RT). Poté jsem 

nanesla 20 µl montovacího média s DAPI o koncentraci 1.5 µg/ml (Cambio) a zbytek procedury 

probíhal stejně jako jsem to popsala v kapitole o C-pruhování. 

 

3.2.7 Recyklace preparátů po FISH analýze 

 Některé preparáty byly využity v sekvenčních experimentech pro více FISH analýz 

s různými sondami, proto bylo nutné je zrecyklovat. Preparáty jsem na 20 min vložila do kyvety 

s destilovanou vodou, aby povolil lak, kterým byly zarámované okraje krycích skel. Lak jsem 

následně opatrně odstranila skalpelem, tak aby se krycí sklo neposunulo a následně jsem skla 

dvakrát promyla v kyvetě s 4× SSC/0,1% Tween-20 (30 min, 37 ℃, třepačka 130 rpm), po 

prvním promytí jsem opatrně odstranila krycí sklo. Poté jsem preparáty odvodnila v ethanolové 

řadě a na 30 min přemístila do kyvety s fixativem. Dále následovaly 2 hodiny inkubace 

v termostatu („aging“, 37 ℃) a po inkubaci jsem skla vložila do kyvety s PBS (5 min, RT). 

Poté jsem skla přemístila do kyvety s 1% formaldehydem na 5 min při RT (1% formaldehyd 

obsahoval 1350 µl zásobního 36 - 38% formaldehydu, 125 µl MgCl2 a objem byl doplněn PBS 

do 50 ml). Následně jsem preparáty přemístila znovu do PBS (5 min, RT) a poté provedla 

ethanolovou řadu. Takto zrecyklované preparáty byly připraveny k denaturaci v 75% 

formamidu a dále bylo postupováno stejně jako v kapitole 3.2.4. 

 

3.2.8 Vyhodnocování preparátů 

 Preparáty po aplikaci metody FISH byly prohlíženy na fluorescenčním mikroskopu 

BX63 Olympus. Snímky jednotlivých metafází byly foceny pod objektivem 100× pomocí 

digitální kamery black and white CCD camera (DP30W Olympus). Jednotlivé nasnímané 

černobílé snímky byly následně sloučeny a pseudokolorovány (Cy3 – červená, FITC – zelená, 

DAPI – modrá) v programu DP manager (Olympus). Spojené snímky byly upraveny 

v programu Adobe Photoshop CS6 a diploidní počet chromozómů ověřen v programu ImageJ 

1.52 (https://imagej.nih.gov/ij) s nainstalovaným doplňkem Levan (Sakamoto & Zacaro, 2009). 



44 

 

Karyotypy byly sestaveny z mitotických metafází a morfologie chromozómů byla určena podle 

Levana et al. (1964), nicméně vedle zachovaných kategorií dvouramenných chromozómů 

(m = metacentrický; sm = submetacentrický) jsem jednoramenné chromozómy zahrnula do 

společné kategorie st-a (subtelocentrický-akrocentrický chromozóm) a zároveň jsem se 

odchýlila od nomenklatury citované práce (Levan et al. 1964 používají pojem „telocentrický 

chromozóm“, zatímco já jej označuji jako „akrocentrický“). Důvodem této odchylky je nejasná 

hranice mezi oběma kategoriemi jednoramenných chromozomů u halančíků i mnoha dalších 

skupin ryb (např. Sember et al. 2015). Zároveň jsem se odchýlila od nomenklatury citované 

práce (Levan et al. 1964) použitím značky „a“ místo „t“ pro akrocentrický chromozóm. 
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4 Výsledky 

4.1 Analýza sekvencí tandemových repetic použitých jako hybridizační 

sondy 

Na základě analýz programu RepeatExplorer, které prováděli kolegové z Jihočeské 

univerzity (viz kapitola 3.2.3) byly vybrány pro účely mých hybridizačních experimentů tři 

tandemové repetice sdílené mezi N. furzeri a N. kadleci a dále tandemová repetice 

z N. rubripinnis. 

 

Nfu-SatA  

 Jedná se o minisatelit o předpokládané délce monomeru 77 bp. Je to repetice 

s nejvyšším procentuálním zastoupením v jaderném genomu N. kadleci (přibližný odhad 12 %) 

a druhým nejvyšším zastoupením v jaderném genomu N. furzeri (5,7 %). Pro mapování 

metodou FISH byl jako sonda použit monomer značený na 5' konci pomocí Cy3. 

Sekvence monomeru (5'-3'): 

GAGGAGCGTCTTGCCACATGTCAACACTGGGTCTGACTGAGCGCCTCCAGGAGAGAGGC

CCAAGCAAGACGCGCCCC 

 

Nfu-SatB  

Satelitní DNA s předpokládanou délkou monomeru 348 bp představuje co do 

procentuálního zastoupení nejpočetnější repetitivní DNA v jaderném genomu N. furzeri 

(přibližný odhad 12 %) a druhou nejpočetnější v genomu N. kadleci (7 %). Pro mapování 

metodou FISH byl jako sonda použit nejdelší fragment po PCR (z genomové DNA N. kadleci) 

o délce přibližně 1100 bp, který obsahoval tři kopie monomeru Nfu-SatB.  

Konsensuální sekvence monomeru Nfu-SatB zjištěná analýzou RepeatExplorer (5'-3'): 

AGGTCCAATCAGGCTGAAACGTTACAGGAAGGTAGAATCTATTGAGTTGTAAGTGATCTG

AACGTTTCATGATGATAGCACTTTCCTAAGGGGGTCAAACCATGTCCCAAAGGTCACCGG

ATCTGGTGTCAATTTAAAGAAGTAGTCCAGTTACACATTTGTGGGCTTATAACTTGGCTTC

TGAATGTCCTAGAGAGATCAGGTTTGTTTTAGTGTACTCCAATCAACAGCCCCTACAACC

ACAAAAAGGAATGGAGTCATTAGCACTTATGGTTTGTAAATGGCACCCAGAATTATGTTG

CACGAAGCACAATTTCACATCATTCTGGGTTCATTTGTGTGAAAACA 
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Nfu-SatC 

Satelitní DNA s předpokládanou délkou monomeru 634 bp zabírá v genomu N. furzeri 

pouze 1 %. Přestože analýza RepeatExplorer odhalila ještě jinou repetitivní DNA, která měla 

ve zkoumaných genomech mírně vyšší zastoupení než Nfu-SatC (1,8 % u N. furzeri a 1,1 % 

u N. kadleci), tato repetitivní DNA nakonec nebyla předmětem mojí práce. Jednalo se 

o retrotranspozón patřící mezi long interspersed nuclear elements (LINE). Pro mapování 

satelitu Nfu-SatC metodou FISH byl jako sonda použit nejdelší fragment po PCR (z genomové 

DNA N. kadleci) o délce přibližně 1200 bp, který obsahoval dva nekompletní monomery Nfu-

SatC. 

Konsensuální sekvence monomeru Nfu-SatC zjištěná analýzou RepeatExplorer (5'-3'): 

TTTTTCACAGCTCCCTATTGGACTCCTTTTACCCAATCACCAGGAATCTCTGGTAAATAGC

AGCAGACAAGTTGAGGTCACTTGGTCTCCAGTACTGGCAGGTTTTGAAAAAAGGCGGGG

CTTTGGGAGCATGGCGAAATTCGCCATCACGCCATGGAAATACGTTTGCCTCTCATTTCTT

CAGTTATCGTGATATCGCCACGAAATTTCTGGTGAGTGATCCTAGTCTGACCCCCAATAG

AAATGGACAGCTGAAGTTTGTGGGCGTGGCCTATTTTCTGAAATAGCGCCCCCTAGGACC

ATTAAAACTGTCAGCCCCAAGCCATGCTTTGACTGAGGATTACGAAATTTGGTACACTAA

TGTGGTGTCTCAGGACCTACAAAAAAGTCTCTTGGAGCCAAGTGCAAAGTCGCACAGGA

AGTCGGCCATTTTGGTCCAAGTACGCGATTTAGTGGTTTTCGCACACGTTGTTTGGAGAGT

GATGCTCCGTCGCCCTTTTCACCAATCACCTTCAAACTTCTGCTATATACTCTTAAGACAT

AGAGGAAAAAATTCAACCGTCGGATTTTAAATAAGTATAAAGGTGTGGGCGTGGCTAAG

CCTCAAACTTTGACCTTTCGCCACGCCACTCTT 

 

Nru-Sat1 

Minisatelit Nru-Sat1 je procentuálně nejvíce zastoupenou repetitivní DNA v genomu 

N. rubripinnis, i když jeho kopie zaujímají pouze 2 % jaderného genomu N. rubripinnis. 

Predikovaná délka monomeru je 48 bp a jako sonda pro FISH byl použit monomer této 

sekvence značený na 5' konci pomocí Cy3. 

Sekvence (5'-3'): 

GACCTAGAAGGTTTTTAGCCCTCGGTCGGACTATTTTCAGAAGTATCC 

 

Ribozomální DNA 

18S rDNA 

Jak jsem již zmínila v kapitole 3.2.3, pro převážnou většinu experimentů byl použit pro přípravu 

sondy pro 18S rDNA zaklonovaný fragment z tolstolobika bílého, poskytnutý mým školitelem 
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(Sember et al. 2020b). Pro malou část experimentů (převážně v poslední fázi experimentální 

činnosti) jsem použila sondu vytvořenou ze zaklonovaného fragmentu 18S rDNA připraveného 

ze samce N. guentheri. Zaklonovaný fragment o délce přibližně 1200 bp obsahoval, jak odhalila 

analýza BLAST/N, sekvenci shodnou 18S rDNA mnoha ryb (identita 96 %) včetně N. furzeri 

(př. sekvence ID: EU780557.1). Jelikož editace sekvencí a vytvoření konsensuální sekvence 

nebylo náplní mé práce, přikládám u této i dalších rDNA vždy neupravenou sekvenci z jednoho 

vybraného klonu. Vysoká kvalita původních sekvencí mi umožnila analyzovat je bez editace. 

 

Sekvence 18S rDNA z vybraného klonu N. guentheri (nekompletní na 5' i 3' konci): 

TCCGAGGACCTCACTAAACCATCCAATCGGTAGTAGCGACGGGCGGTGTGTACAAAGGG

CAGGGACTTAATCGACGCGAGCTTATGACCCGCGCTTACTGGGAACTCCTCGTTGATGGG

AAATAATTGCAATCCCCAATCCCTATCACGAGTGGGGTTCAGCGGGTTACCCACGCCTCT

CGGCGAAGGGTAGACACACGCTGATCCACTCAGTGTGGCGCGCGTGCAGCCCCGGACAT

CTAAGGGCATCACAGACCTGTTATTGCTCAATCTCGTGTGGCTGAACGCCACTTGTCCCTC

TAAGAAGTTGGACGCCGACCGCACGGGGCCGCGTAACTAGTTAGCATGCCGGAGTCTCGT

TCGTTATCGGAATTAACCAGACAAATCGCTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCA

CCCACAGAATCGAGAAAGAGCTATCAATCTGTCAATCCTTTCCGTGTCCGGGCCGGGTGA

GGTTTCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGCTCCACTCCTGGTGGTGCCCTTCCGTCA

ATTCCTTTAAGTTTCAGCTTTGCAACCATACTCCCCCCGGAACCCAAAGACTTTGGTTTCC

CGGACGCTGCCCGGCGGGTCATGGGAATAACGCCGCCGGATCGCTAGTTGGCATCGTTTA

TGGTCGGAACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGAACCTCCGACTTTCGTTCTTGATTAAT

GAAAACATTCTTGGCAAATGCTTTCGCTTTCGTCCGTCTTGCGCCGGTCCAAGAATTTCAC

CTCTAGCGGCACAATACGAATGCCCCCGGCCGTCCCTCTTAATCATGGCCCCAGTTCAGA

GAAAAACCCACAAAATAGAACCGGAGTCCTATTCCATTATTCCTAGCTGCGGTATTCAGG

CGACCGGGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAAACGCTTCGGACCCGCGGGA

CACTCAGCTAAGAGCATCGAGGGGCGCCGAGAGGCAGGGCTGGGACAGACGGTAGCTCG

CCTCGCGGCGGACGTCAGCTCGATCCGAGATCCACTACAAGCTTTTACTGCACCACTTTA

GATACGCTATGGAACTGGAATACGCGGCTGCTGCCCAAACTGCCCCCAATAATCCCGTTA

AGGATTAAAGGGACCCTTCCATTAAGGGCCCCAAGAATCCGTTTGTATTTTCTCCACCTCC

CAATCGGAATGGAATTGC 

 

5S rDNA 

5S rDNA varianta 1 

 Pomocí PCR jsem namnožila fragment o délce přibližně 500 bp, který byl shodný 

u analyzovaných druhů N. kadleci, N. pienaari a N. rachovii. Zatímco u N. kadleci to byl jediný 
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produkt amplifikační reakce, u zbylých dvou druhů jsem našla ještě jeden, delší fragment 

(zhruba 1100-1200 bp dlouhý), který popisuji v další pasáži. Kratší fragment jsem označila jako 

5S rDNA var. 1 a po analýze sekvence v BLAST/N jsem zjistila, že obsahuje neúplnou kódující 

sekvenci genu 5S rDNA. Úplná sekvence má vysoce konzervovaných 120 bp (Martins & 

Wasco 2004), zatímco kódující část sekvence ve mnou analyzovaných klonech je zkrácená na 

5' konci a zahrnuje 94 nt (zvýrazněná část), zbytek sekvence (celková délka analyzované 

sekvence je 470 bp) zahrnuje nepřepisovaný mezerník (NTS). Červeně jsem v sekvenci 

označila terminátorovou sekvenci (podle Martins & Wasco 2004). Kódující sekvence 5S rDNA 

byla při analýze BLAST/N shodná s konzervovanou sekvencí u řady ryb; nejlepší shoda (včetně 

NTS) byla nalezena se sekvencí 5S rDNA N. furzeri (např. ID sekvence: EU780558.1), 

s identitou 96 %. Sekvence 5S rDNA var. 1 byly shodné mezi N. kadleci, N. pienaari 

a N. rachovii. 

Sekvence 5S rDNA var. 1 z vybraného klonu N. kadleci (nekompletní na 5' konci): 

GCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCAATCCAGGGTTGGGCCTGGTCAGTACCTGT

ATGGGAGACCTCTTGGGAATACCAGGTGCTGTAAGCTTTTTCACTAATTTGTTATAAA

ATACAGTTTTTTTCACTTCATCACATCTTTGAACATCTTCGTCATTGAATAATTTTAAAGCC

AGGTGTTCCACACGAACTGCACACACCTGTTGGTAATAAACCTCCTTTGATTTGTCCCTAG

CAATAATGTCTCAGTGCTGGCATTTTAGAGACAAGAAATGGGGTGGGAGCCGATTGTTAC

TCGAAAAAAGAGCAACAGTGATGAAGACAACTGTTTAACTTAGCCTTTTACCTCCATATG

CAAGAATCTAGTCTTTGCAGTGGGCGACAAAATCATACTTTGACAAATACACAAGGGATT

TTTCAAAGATTTTTCAAGGTTTTTCCTTCGCTTACGGCCATACCAGCCTGAAT 

 

5S rDNA varianta 2 

U N. pienaari a N. rachovii jsem izolovala druhý fragment 5S rDNA (zhruba 1100–

1200 bp dlouhý) a označila jej jako 5S rDNA var. 2. Zvýrazněná oblast v níže uvedené sekvenci 

zobrazuje kódující oblast pro 5S rRNA a je neúplná na 5' konci stejně jako u varianty 1. Pouze 

konzervativní kódující oblast vykazovala při analýze BLAST/N identitu (až 96 %) 

s odpovídajícími úseky u jiných ryb. Zbylá oblast (předpokládaný NTS) nevykazovala 

podobnost k žádné sekvenci ve veřejné databázi. Celková délka sekvence 5S rDNA var. 2, 

kterou jsem analyzovala, je 1059 bp a od 5S rDNA var. 1 se tedy liší délkou i sekvencí 

mezerníku. Červeně je v sekvenci označena terminátorová oblast (podle Martins & Wasco 

2004). 
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Sekvence 5S rDNA var. 2 u vybraného klonu N. pienaari (nekompletní na 5' konci): 

GCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGGTCGGGCCTGGTTAGTACTTGG

ATGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGCTGTAAGCTTTTGTCCTTGTCTTTTGAGCC

AGCAGAGGGTGCTGTTACGCACTCGCCTTTCTGAGGAACAACACATTACAGACCTCAAAC

AGTTACAACAGCATATTGCACTTTTCCTTAACACAGACATGTCAAAAAGCCCATTATCTG

GGGCAATCAGGTTTTAAAAGACCGTTTCTTCTTCAATACGTTCACATTTTACTTCCCAAGT

TGCGACAGAGAAAATCCAACTCATGTATCTGTGACTTACTTGATATTCAGGGATCTAACT

AAAGATTGTCATTAAGATTTTGTTCCGGAGCAAGGCTCTGCAGCCTGCGGCTATGATGGC

ACGTCGCAAGTCTTTGCCGCTTCCCTACCAGCTAAAAGAAATGCGGGCCTTTTACTGGAA

TGGCATCAAAATGCACAAATAGGCCTTTTCCACAAAGACCCAACTAGGTTGTTGGAGAAA

CACATGGCAATTTATTGCTGCCAAACACATGAAAAGCTGAACTCACACACTAAGGAAAAT

CGAGGTGCCGGCCGGCCCGCACCTGTTTGCAAGGATTTCACACACGGAGGCCGGCCAGA

CAACGCCCGAACAGGGGGGCGTGGGTCCCACCTTCCACGGGCCCACCACTCATTGGAGG

GACAAAGGAAAAACGAGGTGCTTCTCTCAATTGAGGTGAAGGTGGCCTTTTTGTACATCC

AAATGTTAAATAATATCGTTTGTACATTCTGATGTCTGCGATCTGAACAAATTTGGATTAA

AGCGCATGAACCAACTCTACTGTGTCACTACACAAGCTCCCCTCTCCGCTTTCACCCACGG

AGCCCGGCCAGACACAGCTCAAACTGAGGATGAGGGTGTTTTACTGGAAAGGCCTCAAA

TTGCAGCATTCCATTCAATGGCAGCGAAGGCCACAACTGTCTCTGCACCCTAAAAAAAGG

AGGATGGAAGGACAAGCCTTCGCTTACGGCCATACCAGCCTGAAT 

 

5S rDNA varianta 3 

Při amplifikaci 5S rDNA u samce N. lourensi jsem odhalila jediný fragment, který měl 

při elektroforéze délku přibližně 800-900 bp. Fragment o této délce jsem neodhalila u žádného 

ze zkoumaných druhů, tudíž jsem jej nazvala 5S rDNA var. 3. Sekvenováním jsme získali 

sekvenci o délce 674 nt, zvýrazněná část zobrazuje opět konzervovanou kódující část genu pro 

5S rRNA, která je sekvenčně shodná (nebo vykazuje vysokou identitu) napříč variantami i při 

srovnání s jinými sekvencemi ve veřejné databázi. 5S rDNA var. 3 se opět liší délkou i sekvencí 

předpokládané mezerníkové oblasti. Červeně jsou v sekvenci označeny možné terminátorové 

sekvence (podle Martins & Wasco 2004). 

Sekvence 5S rDNA var. 3 u vybraného klonu N. lourensi (nekompletní na 5' konci): 

GCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGGTCGGGCCTGGTTAGTACTTGG

ATGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGCTGTAAGCTTTTGTCCTTGGCTCTACAGCC

GGCAGAGGGTGCTGTTACGCAATCACCCTTCTGAGGAACAACACATTACAAACCTCAAAC

TATTAACACACAAACGTCACAAAGCCCATTTCCTGGTCATATTAGCTTTTAAAAGAGTCTT

TCTTCTTCAATACGTTCATTGCAGCCTGCAGCTATGATGCCACAAATACAGAGCATCTCCT



50 

 

ACTCAGTGTAAAAAAACATACTTGGGGGGGTGATACAGTTCAGTTATGCAGAGCTACAA

ATGGACGGTAATGTCATGAATATACAATTATTGCACATAGAATTGGTATAAATAGATGGT

GGTGGTCAATGGAGGAAGTGGGAAGTGCGGGGCTGTGTTATCGGTGCATGTGTGAGTTCA

GGGTGGTTATTGCTTTGGGGAAGAAACTGTTTTTGAGTCTGTGGGTTTTTGTGTTAACGCA

CCTGTAGCGCTTCCCTGAGGGAAGCAGTCGGAACATGTTAAAGCCAGGGTGGGAGCTGTC

CTTGATGATGTTTCTGTCTCTGCACCCATAAAAAGGAGGAAGGAAGGAGAAGCTTTCGCT

TACGGCCATACCAGCCTG 

 

4.2 Karyotypové charakteristiky a hybridizační vzory mapovaných 

repetitivních sekvencí u studovaných halančíků 

4.2.1. Jižní klad 

Ve své práci jsem analyzovala všechny druhy afrických halančíků, které řadíme do 

Jižního kladu. Jsou jimi N. furzeri, N. kadleci, N. orthonotus, N. pienaari, N. krysanovi 

a N. rachovii. U všech těchto druhů jsem použila metody C-pruhování, rDNA FISH, 

telomerickou FISH a mapování (všech čtyř nebo vybraných) satelitních DNA z analýzy 

RepeatExplorer (viz kapitola 4.2.3). 

 

N. furzeri a N. kadleci 

Karyotyp obou sesterských druhů sestává u všech analyzovaných populací z 19 párů 

chromozómů (2n = 38). Z toho jsou u N. furzeri 3 páry metacentrické (m), 6 párů 

submetacentrických (sm) a 9 párů subtelocentrických až akrocentrických (st-a). U N. kadleci 

jsem identifikovala 2 metacentrické páry, 7 párů sm a 9 párů st-a chromozómů. Zbylé dva 

chromozómy jsou u obou druhů pohlavní chromozómy – submetacentrický X 

a submetacentrický až subtelocentrický (polymorfní) Y chromozóm. Pohlavní chromozómy 

bylo možné primárně detekovat pouze s pomocí metody BAC-FISH s klony specifickými pro 

pohlavní chromozómy XY. Tato metoda nebyla součástí mé diplomové práce, nicméně 

preparáty analyzované touto metodou (připravené a nafocené kolegy z týmu, konkrétně 

Mgr. Monikou Kreklovou a Mgr. Markem Jankáskem) jsem recyklovala v sekvenčních 

experimentech na další metody (celkem dvakrát – pro mapování satelitu Nfu-SatC a následně 

pro rDNA FISH; viz dále a viz Tab. 4). C-pruhování odhalilo robustní pericentromerické bloky 

na všech chromozómech u všech analyzovaných jedinců N. furzeri a N. kadleci bez ohledu na 
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populaci nebo pohlaví (obr. 4A – J). Detekce rDNA pomocí FISH u N. furzeri odhalila 1 pár 

chromozómů nesoucí na dlouhých raménkách 5S rDNA var. 1 (pár č. 4), shodně u všech tří 

studovaných populací (obr. 5A – F). Naopak sonda pro 18S rDNA odhalila značný 

polymorfizmus ve výskytu těchto klastrů na pohlavních chromozómech, a to jak mezi 

populacemi, tak i v rámci jedné populace (pop. 3/p121) mezi jedinci. U samců N. furzeri se 

klastr objevoval vždy na krátkých raménkách X chromozómu poblíž centromery (obr. 5A, C, 

E), u některých jedinců (8 z 11 analyzovaných) se nacházel i na stejném místě Y chromozómu, 

ale to pouze u populace 3 (obr. 5 C). U samic jsem odhalila signály 18S rDNA ve většině 

případů na obou X chromozómech v pericentromerické oblasti na krátkých raméncích (obr. 5B, 

D, F), pouze u populace 3 byly objeveny i případy (6 z 9 analyzovaných samic), kdy se signál 

objevoval pouze na jednom X chromozómu (obr. 5D). U obou pohlaví N. furzeri se 18S rDNA 

vyskytovala také na jednom dalším chromozómovém páru v pericentromerické oblasti 

dlouhých ramének (subtelocentrický autozómový pár č. 16) a to u všech jedinců ve všech 

populacích. Dále byl u samců (6 z 15 analyzovaných jedinců) i samic (6 ze 13 jedinců) 

populace 1 odhalen jeden menší pericentromerický klastr 18S rDNA na jednom 

metacentrickém chromozómu z páru č. 3 (obr. 5A, B). 

Stejně jako u N. furzeri byla u N. kadleci pomocí FISH detekována 5S rDNA na 

dlouhých raméncích jednoho páru chromozómů (v tomto případě pár č. 3), shodně u všech 

jedinců obou populací (obr. 6A – D). V případě 18S rDNA naopak oproti N. furzeri nebyl 

zaznamenán žádný polymorfizmus, tj. signály po FISH jsem detekovala na autozomálním páru 

č. 2 (malé metacentrické chromozomy) a na jednom (u samců) nebo obou (u samic) 

X chromozómech v pericentromerické oblasti krátkých ramének (obr. 6A – D). Výjimku tvořila 

jedna samice z populace 2, kde se 18S rDNA nevyskytovala ani na jednom X chromozómu.  

 

N. rachovii 

Karyotyp N. rachovii je složen u samců i samic pouze z osmi párů chromozómů 

(2n = 16; 8m – 6sm – 2a), což je zároveň nejmenší dosud pozorovaný počet chromozómů u rodu 

Nothobranchius (Krysanov a Demidova 2018). Na základě vlastních analýz (včetně 

molekulární cytogenetiky) jsem neodhalila polymorfizmus vázaný na pohlaví, který by 

naznačoval přítomnost pohlavních chromozómů. Konstitutivní heterochromatin se vyskytoval 

u většiny chromozómů v pericentromerické oblasti (obr. 4K, L). Klastry 5S rDNA var. 1 jsem 

odhalila na jednom chromozómovém páru (pár č. 7) – nacházely se poblíž centromery na 

dlouhých raménkách. Mapování 5S rDNA var. 2 odhalilo signály na dvou metacentrických 
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chromozómových párech – v subcentromerické oblasti krátkých ramének páru č. 1 

a v telomerické oblasti dlouhých ramének páru č. 3. 18S rDNA byla u tohoto druhu přítomna 

na nejmenším akrocentrickém chromozómovém páru (č. 8) poblíž centromery a to buď na obou 

homolozích nebo pouze na jednom z nich (♂1 z 5, ♀2 ze 3 analyzovaných jedinců, u jedné 

samice se tento polymorfizmus vyskytoval i mezi buňkami) (obr. 7A – D). 

 

 

Tab. 4: Pohlavní chromozómy XY samců N. furzeri a N. kadleci po sekvenčním použití metody FISH 

s různými sondami. 
 

 N. furzeri 

pop. 1 

N. furzeri 

pop. 3 

N. furzeri 

pop. 4 

N. kadleci 

pop. 1 

N. kadleci 

pop. 2 

 X    Y  X    Y  X    Y  X       Y        X    Y 

BAC-FISH 

     

Nfu-SatC 

     

18S rDNA 

  
   

BAC-FISH (červený signál = BAC klon obsahující gen gdf6Y, který je předpokládaným ústředním genem 

determinujícím pohlaví u N. furzeri podle Reichwald et al. 2015; zelený signál = X-vázaný BAC klon č. 220Bc03); 

FISH se satelitní DNA Nfu-SatC (červené signály; výrazně silnější akumulace na chromozómu Y);  

FISH se sondou pro 18S rDNA (zelený signál; obvykle pouze na chromozómu X), u N. furzeri populace 3 byl 

pozitivní signál objeven i na Y chromozómu (viz níže, obr. 5). Metoda BAC-FISH nebyla součástí mé práce – 

výsledky kolegů jsou zde uvedeny, neboť bez této metody by nebylo možné jednoznačně identifikovat pohlavní 

chromozómy XY, a tudíž ani určit hybridizační vzory následně aplikovaných sond Nfu-SatC a 18S rDNA. 
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Obr. 4: Metoda C-pruhování provedena na mitotických metafázích u obou pohlaví druhů N. furzeri, N. kadleci 

a N. rachovii. N. furzeri populace 1 (A, B), populace 3 (C, D) a populace 4 (E, F); N. kadleci populace 1 (G, H) 

a populace 2 (I, J); N. rachovii (K, L). Chromozómy jsou podbarveny DAPI a výsledný obraz je invertován. 

Měřítko = 10 µm. 



54 

 

 

Obr. 5: Karyotypy samců a samic tří populací N. furzeri, sestavené z mitotických metafází po aplikaci dvoubarevné 

(5S var. 1/18S rDNA) FISH. N. furzeri populace 1 (A, B), populace 3 (C, D) a populace 4 (E, F). FISH se sondou 

pro 5S rDNA var.1 (červeně, označeny šipkami) a 18S rDNA (zeleně, označeny hroty šipek); rámečky zobrazují 

polymorfní chromozómové páry ve smyslu přítomnosti/absence signálu 18S rDNA. Je zřejmé, že polymorfizmy 

zahrnovaly autozómy a/nebo pohlavní chromozómy. Chromozómy jsou podbarveny DAPI. Měřítko = 10 µm. 



55 

 

 

Obr. 6: Karyotypy samců a samic dvou populací N. kadleci, sestavené z mitotických metafází po aplikaci 

dvoubarevné (5S var. 1/18S rDNA) FISH. N. kadleci populace 1 (A, B) a populace 2 (C, D). FISH se sondou pro 

5S rDNA var.1 (červeně, označeny šipkami) a 18S rDNA (zeleně, označeny hroty šipek); u populací těchto druhů 

jsem nepozorovala variabilitu ve smyslu přítomnosti/absence signálu 18S rDNA. Klastr 18S rDNA se v rámci 

pohlavních chromozómů vyskytoval vždy pouze na chromozómu X. Za zmínku stojí, že chrom. pár č. 2, se 

signálem 18S rDNA, je pravděpodobně homeologní k polymorfnímu chromozomu s tímto signálem (pár č. 3) u 

N. furzeri populace 1 (viz Obr. 5A, B). Chromozómy jsou podbarveny DAPI. Měřítko = 10 µm. 
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Obr. 7: Metafáze a karyotypy samců a samic jedné populace N. rachovii, sestavené z mitotických metafází po 

aplikaci trojbarevné (5S var.1/5S var.2/18S rDNA) a dvojbarevné (5S var. 2/18S rDNA) FISH. Samčí karyotyp 

(A) a metafáze jiného jedince (B). Samičí karyotyp (C) a metafáze jiného jedince (D, zde se jedná o dvojbarevnou 

FISH 5S var. 2/18S rDNA). Důvodem zobrazení metafází dalších jedinců je polymorfizmus v přítomnosti/absenci 

signálu 18S rDNA na jednom z homologů nejmenšího chromozómu v karyotypu (st pár 8). Schéma experimentu: 

trojbarevnou FISH (A, B, C) jsem provedla se sondou pro 5S rDNA var. 1 značenou biotin-dUTP a digoxigenin-

dUTP (žlutě, označeno hvězdičkami), 5S rDNA var. 2 značenou biotin-dUTP (červeně, označeny šipkami) a 18S 

rDNA značenou digoxigenin-dUTP (zeleně, označeny hroty šipek). Chromozómy jsou podbarveny DAPI. Měřítko 

= 10 µm. 

 

N. krysanovi a N. pienaari 

Karyotyp N. krysanovi obsahuje 9 párů chromozómů (2n = 18; 8m – 8sm – 2a). Na 

základě vlastních analýz (včetně molekulární cytogenetiky) jsem neodhalila polymorfizmus 

vázaný na pohlaví, který by naznačoval přítomnost pohlavních chromozómů. Konstitutivní 

heterochromatin se vyskytoval u většiny chromozómů v pericentromerické oblasti, u jednoho 

submetacentrického páru blok interkalárního heterochromatinu na dlouhých raménkách 

chromozómů (obr. 8A, B). FISH odhalila signály 5S rDNA var. 1 v blízkosti centromery na 

dlouhých raménkách chromozómového páru č. 6. Klastry 5S rDNA var. 2 se stejně jako 
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u N. rachovii vyskytují na dvou chromozómových párech, a to u jednoho páru 

(metacentrického) v pericentromerické oblasti krátkých ramen (pár č. 3), u druhého páru 

(submetacentrického) v terminální oblasti dlouhých ramen (pár č. 7). Jeden klastr 18S rDNA 

se nacházel v pericentromerické oblasti akrocentrickém páru č. 9, a to buď na jednom (u 3 z 6 

studovaných samců a u 2 ze 4 studovaných samic), nebo obou homolozích tohoto páru. Druhý 

pár signálů 18S rDNA se vyskytoval v pericentromerické oblasti dlouhých ramének na stejném 

chromozomovém páru (pár č. 7) jako 5S rDNA var. 2, jedná se tedy o syntenní uspořádání 

klastrů těchto dvou rDNA (obr. 9A, B). 

Karyotyp N. pienaari sestává ze 17 párů chromozómů (2n = 34; 6m – 2sm – 26st/a) 

u obou populací. Na základě vlastních analýz (včetně molekulární cytogenetiky) jsem 

neodhalila polymorfizmus vázaný na pohlaví, který by naznačoval přítomnost pohlavních 

chromozómů. Konstitutivní heterochromatin tvořil robustní (zejména u velkých 

metacentrických chromozomů) nebo méně výrazné pericentromerické bloky, a to přibližně 

u poloviny chromozómů (obr. 8C – F). Kromě toho se na jednom z velkých párů 

metacentrických chromozomů vyskytoval ještě další blok interkalárního heterochromatinu na 

jednom raménku, u pop. 2 byl daleko více patrný (obr. 8E). Podobně jako u předchozích dvou 

druhů jsem metodou FISH mapovala obě varianty 5S rDNA. Var. 1 se nacházela poblíž 

centromery na dlouhých raménkách jednoho chromozómového páru shodně u obou 

studovaných populací (pár č. 7). Stejně tak 5S rDNA var. 2 se vyskytovala na dvou 

chromozómových párech, v tomto případě řazených do skupiny subtelocentriků a akrocentriků. 

U jednoho páru v pericentromerické oblasti dlouhých ramen (pár č. 12), u druhého páru 

v telomerické oblasti dlouhých ramen (pár č. 6). 18S rDNA byla odhalena u dvou párů 

chromozómů, přičemž mezi populacemi se tyto páry lišily (obr. 9C – F). U populace 1 se 

jednalo o pericentromerickou oblast chromozómových párů 11 a 15 (obr. 9C, D), v případě 

populace 2 šlo o páry 8 a 17, přičemž u páru 8 byl signál detekován v pericentromerické oblasti, 

naopak u páru 17 v telomerické oblasti dlouhých ramének (obr. 9E, F). Navíc u jedné samice 

populace 1 jsem odhalila ještě třetí klastr 18S rDNA, který se vyskytoval v telomerické oblasti 

krátkých ramének stejného chromozomového páru (č. 7) jako klastr 5S rDNA var. 1 (obr. 9D). 

Dále jsem u jedné ze tří analyzovaných samic z populace 2 pozorovala polymorfizmus, kdy se, 

podobně jako u samice populace 1, vyskytoval další signál 18S rDNA, v tomto případě jen na 

jednom z homologů páru č. 5 v pericentromerické oblasti (obr. 9F). 
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Obr. 8: Metoda C-pruhování provedena na mitotických metafázích u obou pohlaví druhů N. krysanovi 

a N. pienaari, N. krysanovi (A, B), N. pienaari populace 1 (C, D) a N. pienaari populace 2 (E, F). Šipky ukazují 

na bloky interkalárního heterochromatinu (A, B, E). Chromozómy jsou podbarveny DAPI a výsledný obraz je 

invertován. Měřítko = 10 µm.  

 

 

 

Obr. 9: Karyotypy samců a samic jedné populace N. krysanovi a dvou populací N. pienaari, sestavené 

z mitotických metafází po sekvenční aplikaci dvoubarevné (5S var.2/18S rDNA) a následně jednobarevné (5S 

rDNA var. 1) FISH. N. krysanovi (A, B), N. pienaari populace 1 (C, D) a populace 2 (E, F). FISH se sondou pro 

5S rDNA var.1 (žlutě, označeny hvězdičkami), 5S rDNA var. 2 (červeně, označeny šipkami) a 18S rDNA (zeleně, 

označeny hroty šipek); rámečky zobrazují polymorfní chromozómové páry ve smyslu přítomnosti/absence signálu 

18S rDNA. Schéma experimentu: nejdříve jsem provedla dvoubarevnou FISH s „přímo“ značenými 

oligonukleotidy (tj. dUTP konjugované s fluorochromem), konkrétně se sondami 5S rDNA var. 2 a 18S rDNA. 
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Důvodem je, že odmytí signálů po „přímé“ FISH je obecně snazší než odmývání sond značených biotin-dUTP 

nebo digoxigenin-dUTP. Ve druhém kole jsem mapovala 5S rDNA var. 1, zde za použití značení digoxigenin-

dUTP a detekce Anti-DIG-FITC, což pomohlo zvýraznit jinak slabý signál 5S var. 1. Chromozómy jsou 

podbarveny DAPI. Měřítko = 10 µm 

 

 

N. orthonotus  

 Karyotyp N. orthonotus je složen z 19 párů chromozómů (2n = 38; 6m – 4sm – 28st/a). 

Na základě vlastních analýz (včetně molekulární cytogenetiky) jsem neodhalila polymorfizmus 

vázaný na pohlaví, který by naznačoval přítomnost pohlavních chromozómů. C-pruhování 

odhalilo u tohoto druhu relativně vyšší obsah heterochromatinu v porovnání s většinou 

ostatních druhů (s výjimkou N. furzeri a N. kadleci). Bloky heterochromatinu tvořily 

charakteristické pericentromerické, terminální i intersticiální bloky, které umožnily lépe 

identifikovat homology pro sestavení karyotypu (obr. 10E – H). Stejně jako u předchozích 

druhů byla 5S rDNA var. 1 zjištěna metodou FISH na jednom chromozómovém páru, konkrétně 

na submetacentrickém páru č. 4 v submetacentrické oblasti dlouhých ramének. U tohoto druhu 

jsem zároveň zkusila mapovat také 5S rDNA var. 2, přestože PCR její přítomnost 

nenaznačovala (A. Sember, osobní sdělení). S jistým překvapením jsem skutečně signály 

5S rDNA var. 2 u jednoho samce populace 2 detekovala, ale jelikož se nejednalo o přímé 

srovnání sond variant 1 a 2, nejsem schopna výsledek specifičtěji komentovat a v důsledku 

obsahových možností mé diplomové práce a množství dat ke zpracování jsem se již touto 

problematikou dále nezabývala. Sonda pro 18S rDNA odhalila signály na třech 

chromozómových párech ze skupiny subtelocentriků a akrocentriků (páry č. 13, 16, 18) 

v pericentromerické oblasti. Výjimku tvořila samice z populace 1, kde byla 18S rDNA 

mapována pouze na dvou z těchto párů (páry č. 13 a 18). Nicméně i u ostatních jedinců je signál 

na daném páru (pár č. 16) slabý a obtížněji detekovatelný, je tedy možné, že u samice pop. 1 je 

jen pod detekčním limitem FISH (obr. 10A – D). 
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Obr. 10: Karyotypy samců a samic dvou populací N. orthonotus, sestavené z mitotických metafází po aplikaci 

dvoubarevné (5S var. 1/18S rDNA) FISH a po metodě C-pruhování. N. orthonotus populace 1 (A, B, E F) 

a N. orthonotus populace 2 (C, D, G, H). FISH se sondou pro 5S rDNA var.1 (červeně, označeny šipkami) a 18S 

rDNA (zeleně, označeny hroty šipek); metoda C-pruhování (E, F, G, H; invertováno). Chromozómy jsou 

podbarveny DAPI. Měřítko = 10 µm. 

 

 

Distribuce telomerických repetic u druhů Jižního kladu 

 Telomerická sonda hybridizovala u všech druhů pouze ke koncům chromozómů 

a neodhalila tak žádné přídatné intersticiální signály (obr. 11). 
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Obr. 11: Metoda FISH s telomerickou sondou provedena na mitotických metafázích samců u druhů Jižního kladu. 

Pro lepší kontrast byly obrázky pseudokolorovány (telomerická sonda – zeleně; DAPI – červeně).  

Měřítko = 10 µm. 
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4.2.2 Druhy s mnohočetnými pohlavními chromozómy 

 U druhů Nothobranchius guentheri a N. lourensi byl potvrzen mnohočetný systém 

pohlavních chromozómů typu X1X2Y. Podobně jako u druhů z Jižního kladu byly i u těchto 

dvou druhů aplikovány rDNA FISH (Obr. 12A–C; 13A), telomerická FISH (Obr. 12D, E; 13C) 

a C-pruhování (Obr. 12F; 13B). 

 U N. guentheri jsem analyzovala převážně akvarijní populaci (pop. 1), ale měla jsem 

k dispozici i jednoho samce z populace 2. N. guentheri má karyotyp sestávající u samice 

z 18 párů chromozómů (2n = 36) a u samce z 16 páru a 3 pohlavních chromozómů (2n = 35). 

Samec z populace 2 měl shodné 2n jako samec z akvarijní populace 1. U obou pohlaví se 

nachází jeden pár největších metacentrických chromozomů a dále st-a chromozómy s nízkým 

obsahem konstitutivního heterochromatinu, limitovaného na pericentromerické oblasti 

některých chromozomů. U samců populace 1 (samec populace 2 nebyl analyzován) se navíc 

vyskytoval specifický interkalární blok na subtelocentrickém neo-Y chromozómu (obr. 12F). 

5S rDNA var. 1 se nacházela u samce i samice populace 1 pouze na pohlavních chromozómech, 

kde těsně přiléhala k syntennímu klastru 18S rDNA. V případě samce se jednalo o interkalární 

signál na chromozómu neo-Y a o jeden z dalších pohlavních chromozomů, tj. buď X1 nebo X2 

(má data neumožňují přesnou identifikaci), kde se v terminální oblasti krátkého raménka 

vyskytoval klastr 5S rDNA var. 1 rovněž přidruženě s klastrem 18S rDNA (obr. 12A). U samice 

se tyto signály vyskytovaly na páru akrocentrických chromozómů, tj. oba homology 

chromozómu X1 nebo X2 v pericentromerické oblasti (obr. 12B). 18S rDNA se u N. guentheri 

populace 1 vyskytovala na 7 chromozómech, u samice na 8 chromozómech, taktéž 

s kolokalizací. U N. guentheri populace 2 se vyskytovala 5S rDNA na dvou chromozómech, 

stejně jako u populace 1, tedy na neo-Y chromozómu a jednom z dalších pohlavních 

chromozómů. Dále jsem u samce z populace 2 odhalila výrazně odlišný počet signálů 18S 

rDNA – vyskytovaly se pouze na třech chromozomech, tedy zřejmě na X1, X2 a neo-Y (obr. 

12C). Telomerická sonda aplikovaná na populaci 1 hybridizovala u všech chromozómů obou 

pohlaví pouze na jejich koncích; neodhalila jsem žádné nadbytečné signály uvnitř chromozómů 

(obr. 12D, E). 
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Obr. 12: Mitotické metafáze u N. guentheri po aplikaci různých cytogenetických protokolů. FISH se specifickou 

sondou pro 5S rDNA var. 1 (červeně, označeny šipkami) a 18S rDNA (zeleně, označeny hroty šipek) (A, B, C); 

telomerická FISH – pro lepší kontrast byly obrázky pseudokolorovány 

(telomerická sonda – zeleně; DAPI – červeně) (D, E); C-pruhování (F). Rámečky (A, D) zobrazují trivalent 

tvořený pohlavními chromozomy X1, X2 a neo-Y během profáze prvního meiotického dělení (fáze diplotene). 

Hvězdičky označují chromozóm neo-Y. Chromozómy jsou ve všech případech podbarveny DAPI, v případě C-

pruhování (F) se jedná o invertovaný obraz. Chromozóm neo-Y nese specifický interkalární blok konstitutivního 

heterochromatinu (F). Měřítko = 10 µm. 

 

 

Karyotyp jediného samce N. lourensi sestává z 12 párů autozómů a 3 pohlavních 

chromozómů tvořících opět systém X1X2Y (2n = 27), kde submetacentrický neo-Y chromozóm 

je zdaleka nejdelším chromozomem v karyotypu. Stejně jako u předchozího druhu převažují 

v karyotypu akrocentrické a subtelocentrické chromozómy. C-pruhování odhalilo relativně 

vyšší obsah konstitutivního heterochromatinu v porovnání s N. guentheri. Konstitutivní 

heterochromatin tvořil nápadné pericentromerické bloky u většiny chromozómových párů, 

u neo-Y chromozómu jsou navíc viditelné další, interkalární bloky (obr. 13B). Zatímco sonda 

pro 5S rDNA var. 1 na chromozómy samce N. lourensi nehybridizovala (data nejsou 

prezentována), specifická sonda pro 5S rDNA var. 3, izolovaná přímo ze mnou studovaného 

samce N. lourensi, odhalila signály na 2 chromozómových párech; na jednom páru 

v pericentromerické oblasti krátkých ramének a na druhém páru v submetacentrické oblasti 

dlouhých ramének. Klastry 18S rDNA jsem odhalila na pěti chromozómech; jedním z nich byl 

neo-Y chromozom, kde se signál nacházel interkalárně na dlouhých raméncích tohoto 
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pohlavního chromozómu (obr. 13A). U ostatních čtyř chromozómů se 18S rDNA signál 

nacházel v pericentromerické oblasti (obr. 13A). Telomerická FISH odhalila pouze standardní 

hybridizační vzor, tj. signály na koncích všech chromozómů (obr. 13C). 

 

 

Obr. 13: Mitotické metafáze u N. lourensi po aplikaci různých cytogenetických protokolů. FISH se specifickou 

sondou pro 5S rDNA var. 1 (červeně, označeny šipkami) a 18S rDNA (zeleně, označeny hroty šipek) (A); C-

pruhování (B); telomerická FISH – pro lepší kontrast byly obrázky pseudokolorovány 

(telomerická sonda – zeleně; DAPI – červeně) (C). Hvězdičky označují chromozóm neo-Y. Chromozómy jsou ve 

všech případech podbarveny DAPI, v případě C-pruhování (C) se jedná o invertovaný obraz. Chromozóm neo-Y 

nese dva specifické interkalární bloky konstitutivního heterochromatinu, označeno šipkami (C). Měřítko = 10 µm. 

 

     

4.2.3 Mapování satelitní DNA napříč rodem Nothobranchius 

 Čtyři repetitivní DNA identifikované analýzou RepeatExplorer, tj. Nfu-SatA, Nfu-SatB, 

Nfu-SatC (N. furzeri) a Nru-Sat1 (N. rubripinnis), jsem mapovala u vybraných druhů halančíků 

tak, aby byly reprezentovány hlavní linie napříč fylogenetickým stromem a zahrnula jsem 

i „outgroup“ F. thierryi. Jednalo se o analýzu na malém počtu jedinců/druh/populaci. Cílem 

bylo zejména odhalit do jaké míry sdílejí populace a příbuzné druhy halančíků konkrétní motivy 

satelitní a minisatelitní DNA. V případě Nfu-SatA a Nfu-SatB se jedná o stejné motivy, které 

byly již identifikovány v předchozích pracích (Reichwald et al. 2009, 2015). 

 

Nfu-SatA  

Minisatelit s monomerem 77 bp tvořil neobvykle robustní 

centromerické/pericentromerické klastry na všech chromozómech u N. furzeri a N. kadleci (bez 

ohledu na pohlaví nebo populaci) (Obr. 14). Nacházel se dále již jen u obou populací 

N. orthonotus, tj. druhu nejblíže příbuzného k výše uvedeným; u dalších deseti analyzovaných 

druhů (Tab. 5) jsem neodhalila žádné hybridizační signály (Obr. 14). U obou populací 

N. orthonotus Nfu-SatA opět tvořil pericentromerické (již o něco méně robustní) bloky 
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pericentromerického heterochromatinu, ale tentokrát ne na úplně všech chromozómech 

v karyotypu a počet chromozomů bez signálu se lišil mezi populacemi a v rámci populace 1 

i mezi jedinci. U populace 1 chyběl signál Nfu-SatA na čtyřech až šesti chromozómech (u třech 

analyzovaných samců jsem pozorovala 1x4, 1x5 a 1x6 chromozomů bez signálu, zatímco 

u třech analyzovaných samic to bylo 1x5 a 2x6 chromozomů) (obr. 15A, B). V populaci 2 se 

Nfu-SatA nevyskytoval pouze u jednoho chromozómového páru (obr. 15C, D).  
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Obr. 14: Mitotické metafáze vybraných druhů halančíků po aplikaci metody FISH se sondou pro minisatelit Nfu-

SatA. Chromozómy jsou podbarveny DAPI. Měřítko 10 µm. 
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Obr. 15: Mitotické metafáze N. orthonotus po aplikaci metody FISH se sondou pro minisatelit Nfu-SatA. 

N. orthonotus populace 1 (A, B) a populace 2 (C, D); šipky ukazují na chromozómy bez signálu, rámečky zobrazují 

polymorfní chromozómové páry ve smyslu absence signálu (A, B). Chromozómy jsou podbarveny DAPI. 

Měřítko = 10 µm. 

 

Nfu-SatB  

Tato satelitní DNA vykazovala prakticky stejný hybridizační vzor 

v pericentromerických oblastech všech chromozómů N. furzeri a N. kadleci, pouze v případě 

N. furzeri populace 3 je na jednom submetacentrickém chromozomovém páru u obou pohlaví 

signál přerušen nebarvenou oblastí (obr. 16B). Nfu-SatB se vyskytoval na rozdíl od Nfu-SatA 

v pericentromerické oblasti všech chromozómů N. orthonotus. Navíc jsem tuto repetici odhalila 

i u obou populací N. pienaari (u populace 2 je počet detekovaných klastrů ve srovnání 

s populací 1 výrazně nižší) a překvapivě i u dvou chromozómových párů N. eggersi (aniž bych 

ji detekovala u N. krysanovi, N. rachovii a N. ocellatus, kteří jsou příbuznější k N. furzeri, 

N. kadleci a N. orthonotus; van der Werwe et al. 2021). Je pozoruhodné, že u N. pienaari tvořil 

Nfu-SatB klastry na více chromozómech (přibližně polovina; obr. 16I) než u populace 2 (pouze 

3 páry; obr. 16J), zároveň se u jedinců populace 1 vyskytoval kromě centromerických 

i v telomerických oblastech (obr. 16). 
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Obr. 16: Mitotické metafáze vybraných druhů halančíků po aplikaci metody FISH se sondou pro satelit Nfu-SatB. 

Šipky u N. furzeri populace 3 (B) ukazují na chromozómový pár s centromerickou mezerou. Chromozómy jsou 

podbarveny DAPI. Měřítko = 10 µm. 
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Nfu-SatC  

Distribuce této satelitní DNA se výrazně lišila ve srovnání s Nfu-SatA a Nfu-SatB. 

Jednak jsem ji detekovala u všech zkoumaných druhů napříč rodem Nothobranchius, včetně 

„outgroup“ druhu F. thierryi, a jednak se počet a distribuce klastrů mezidruhově značně lišila. 

Satelit byl buď rozptýlen po všech/většině chromozomů v karyotypu, kde vytvářel menší 

klastry, nebo vytvářel menší počet větších klastrů, případně jsem se u některých druhů setkala 

s oběma situacemi. 

U N. brieni byl Nfu-SatC detekován téměř u poloviny chromozómů a odhalila jsem 

specifickou akumulaci na neo-Y chromozómu (u tohoto druhu je znám opět mnohočetný 

systém pohlavních chromozómů typu X1X2Y; Krysanov a Demidova 2018) (obr. 17A). 

N. eggersi vykazoval klastry Nfu-SatC rozptýleně téměř na všech chromozómech, 

stejně tak N. guentheri, lourensi, a rubripinnis (obr. 17B, D, G, K).  

U druhů N. furzeri a kadleci se Nfu-SatC vyskytoval rozptýleně u nadpoloviční většiny 

chromozómů a v populacích obou druhů vytvářel i specifickou, různě rozsáhlou akumulaci na 

chromozómu Y (obr. 17C, E a také Tab. 5).  

U N. pienaari byl Nfu-SatC detekován u méně než poloviny chromozómů 

v pericentromerických oblastech (obr. 17I). Naopak tomu bylo u N. krysanovi, kde jsem tuto 

repetici odhalila u více než poloviny chromozómů v pericentromerických oblastech, a navíc 

jsem pozorovala i polymorfizmus u jednoho páru submetacentrických chromozómů, kde se 

vyskytovala specifická akumulace na jednom raménku, buď u jednoho nebo obou homologů 

(obr. 17F). Nfu-SatC byl detekován také u N. rachovii, kde tvořil různě rozsáhlé klastry 

v centromerách tří chromozómových párů (obr. 17J). 

U N. ocellatus byl satelit mapován u čtyř párů chromozómů (obr. 17H) a u F. thierryi 

tvořil různě velké klastry rozptýlené napříč karyotypem (obr. 17L). 

U obou populací N. orthonotus Nfu-SatC vytvářel různě velké klastry přibližně 

u poloviny chromozómů. Obě populace se ale od sebe lišily hybridizačním vzorem na největším 

páru metacentrických chromozomů. U populace 1 se vyskytoval polymorfizmus v tom smyslu, 

že jeden, oba nebo žádný homolog nesl specifickou akumulaci Nfu-SatC na jednom rameni. 

Konkrétně u jednoho samce jsem tuto akumulaci nepozorovala na žádném homologu, u dvou 

samců a dvou samic na jednom z homologů a u jedné samice vykazovaly akumulaci oba 

homology (obr. 18A, B). U populace 2 zmíněný metacentrický pár nevykazoval žádnou 

specifickou akumulaci ani polymorfizmus (obr. 18C, D). 
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Obr. 17: Mitotické metafáze vybraných druhů halančíků po aplikaci metody FISH se sondou pro satelit Nfu-SatC. 

Hvězdičky poukazují na pohlavní chromozómy Y (A, C, D, E, G); u N. krysanovi (F) ukazují šipky spolu 

s rámečkem polymorfní chromozómové páry ve smyslu přítomnosti/absence signálu. Chromozómy jsou 

podbarveny DAPI. Měřítko = 10 µm. 
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Obr. 18: Mitotické metafáze N. orthonotus po aplikaci metody FISH se sondou pro satelit Nfu-SatC. N. orthonotus 

populace 1 (A, B) a populace 2 (C, D); šipky ukazují chromozómy se specifickým vzorem (A, B); rámeček 

zobrazuje polymorfní chromozómy se specifickým vzorem (B). Chromozómy jsou podbarveny DAPI. 

Měřítko = 10 µm  

 

Nru-Sat1 

Poslední repetitivní DNA specifická pro genomy halančíků, kterou jsem mapovala 

metodou FISH ve své práci, byl minisatelit Nru-Sat1 identifikovaný v genomu N. rubripinnis. 

Mapování na chromozomy N. rubripinnis odhalilo pericentromerické klastry téměř na všech 

chromozómech s výjimkou šesti párů (obr. 19L). Dále tento satelit tvořil akumulace 

v centromerách šesti chromozómových páru u N. foerschi (obr. 19E) a u téměř poloviny 

chromozómů N. guentheri (obr. 19G). U zbylých deseti druhů, u nichž jsem Nru-Sat1 mapovala 

(Tab. 5), jsem neodhalila žádné specifické hybridizační signály (obr. 19). 
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Obr. 19: Mitotické metafáze vybraných druhů halančíků po aplikaci metody FISH se sondou pro minisatelit Nru-

Sat1. Chromozómy jsou podbarveny DAPI. Měřítko = 10 µm. 
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Tab. 5: fylogenetický strom studovaných afrických anuálních halančíků spolu s tabulkou shrnující získané 

výsledky. 

x = metodu jsem u daného druhu nepoužila 

značení u satelitní FISH: 0 = žádný signál, 1 = méně než polovina 

chromozómů, 2 = více než polovina chromozómů, 3 = všechny chromozómy, 

Y = signál se vyskytuje specificky na chromozómu Y 

2n 
Karyotyp 

(m-sm-st/a) 
5S 18S 

Nfu-

SatA 

Nfu-

SatB 

Nfu-

SatC 

Nru-

Sat1 

♂43 

♀44  

♂1-1-41 

♀0-2-42 
x x 0 0 2 x 

38 
♂6-13-19 

♀6-14-18 
2 

♂3/4  

♀4/5 
3 3 2 (Y) 0 

38 
♂6-13-19 

♀6-14-18 
2 3/4 3 3 2 (Y) 0 

38 
♂6-13-19 

♀6-14-18 
2 

♂3 

♀4 
3 3 2 (Y) 0 

38 
♂4-15-19 

♀4-16-18 
2 

♂3 

♀4 
3 3 2 (Y) 0 

38 
♂4-15-19 

♀4-16-18 
2 

♂3 

♀4 
3 3 2 (Y) 0 

38 6-4-28 2 
♂6 

♀4 
2 3 2 0 

38 6-4-28 2 6 2 3 2 0 

34 6-2-26 
2 var1 

4 var2 

♂4 

♀6 
0 

2  

 
2 0 

34 6-2-26 
2 var1 

4 var2 

♂4 

♀4/5 
0 1 2 0 

18 8-8-2 4 3/4 0 0 2 0 

16 8-6-2 
2 var1 

4 var2 
1/2 0 0 2 0 

30 0-2-28 x x 0 0 1 0 

36 2-2-32 x x 0 1 2 0 

♂27  ♂7-0-20 4 var3 5 x x 2 x 

34 10-2-22 x x 0 x x 2 

♂35 

♀36  

2-1-32 

2-0-34 
2 

♀8 

♂7 
0 0 1 2 

♂35  ♂2-2-31 2 3 x x x x 

36 2-0-34 x x x x x 0 

36 2-0-34 x x 0 0 1 2 

38 4-8-26 x x 0 x x 0 

♂49  ♂1-0-48 x x x x 2 (Y) 0 

♂39  ♂13-12-14 x x x x x 0 
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5 Diskuze 

5.1 Konvenční analýza karyotypu 

Z více než 90 dosud popsaných druhů halančíků rodu Nothobranchius (Fricke et al. 

2021) byly karyotypy popsány u celkem 65 druhů (Krysanov & Demidova 2018) a jednoho 

dalšího taxonu, který zatím není popsán jako oficiální druh (N. sp. Kasenga; Krysanov et al. 

2016). Moje práce zahrnovala pouze druhy s již popsanými karyotypy a až na jediný druh 

(N. ocellatus), kde jsem napočítala 32 chromozómů (vs. 2n = 30 u dvou jedinců popsaných 

v práci Krysanov & Demidova 2018) se mnou zjištěné 2n od dřívějších popisů nelišilo, a to ani 

v případě jedinců z různých populací. Oproti práci Krysanov & Demidova (2018) se ale mírně 

lišila má interpretace počtu chromozómů v jednotlivých morfologických kategoriích, která 

u druhů N. furzeri a N. kadleci byla spojena rovněž s identifikovanou přítomností pohlavních 

chromozómů (viz dále). U tří populací N. furzeri a dvou populací N. kadleci mnou prezentované 

karyotypy zahrnují obecně více submetacentrických chromozómů na úkor metacentrických. 

Struktura karyotypů u dalších studovaných druhů z Jižního kladu se shodovala s popisy v práci 

Krysanov & Demidova (2018), pouze u N. orthonotus byl jeden chromozómový pár přesunut 

ze skupiny metacentrických do skupiny submetacentrických chromozómů. Podobně drobné 

rozdíly v popisu karyotypu (obvykle na úrovni odlišné morfologie jednoho páru chromozómů 

oproti původnímu popisu) jsem zaznamenala i u dalších druhů jako u N. eggersi, N. guentheri 

a F. thierryi. U těchto dalších druhů jsem ale analyzovala jen omezený počet jedinců, neboť 

zde bylo cílem primárně zjistit hybridizační vzory vybraných repetitivních sekvencí (viz dále). 

Možným důvodem pozorovaných rozdílů v popisech karyotypů by mohly být 

mezipopulační karyotypové rozdíly, nicméně konkrétně v případě N. furzeri a N. kadleci se, 

vzhledem ke shodným karyotypům napříč mnou analyzovanými populacemi, zdá 

pravděpodobnější, že rozdíl je způsoben jiným subjektivním hodnocením morfologie 

chromozómů a také jinou kvalitou rozprostření chromozómů. Když jsem srovnala metafáze na 

preparátech vyhotovených z regenerátů ploutví s metafázemi z přímé preparace ledvin (ze 

kterých připravovali v základu podobným protokolem chromozómy i Krysanov & Demidova 

2018), chromozómy z regenerátů ploutví často dosahovaly lepšího rozprostření po preparátu 

a podobný rozdíl byl pozorován i u různých dalších druhů ryb (A. Sember, osobní sdělení). 

Proto si dovolím tvrdit, že metafáze získané z regenerátů ploutví umožnily přesnější identifikaci 

morfologických kategorií chromozómů. Přítomnost různých karyotypových forem u různých 
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populací je naopak pravděpodobná v případě N. ocellatus, kde jsem zaznamenala odlišný počet 

chromozómů oproti práci Krysanov & Demidova (2018). 

 Metodou C-pruhování jsem odhalila masivní centromerické bloky konstitutivního 

heterochromatinu u všech chromozómů v karyotypech blízce příbuzných druhů N. furzeri, N. 

kadleci a N. orthonotus, shodně napříč populacemi. V případě N. furzeri se jedná o potvrzení 

předchozího pozorování, které bylo provedeno u inbrední linie GRZ (Reichwald et al. 2009), 

která je rovněž zahrnuta v mé práci (populace 4). Je pozoruhodné, že směrem k evolučně 

mladším druhům v Jižním kladu se postupně obsah (nejen) centromerického heterochromatinu 

snižuje a jsou zde rovněž druhy (zejména N. krysanovi a N. rachovii), u kterých došlo k výrazné 

redukci 2n, evidentně formou chromozómových fúzí (Krysanov & Demidova 2018, tato práce). 

Jelikož přítomnost vysokého množství heterochromatinu může podporovat zvýšenou četnost 

přestaveb (King 1993, Peng & Karpen 2008), přichází v úvahu, že přestavby skutečně probíhaly 

alespoň z části za přispění bloků heterochromatinu a během těchto procesů mohl být 

heterochromatin do jisté míry eliminován. U dvou mnou analyzovaných druhů s mnohočetnými 

pohlavními chromozómy – N. lourensi a N. guentheri – některé bloky heterochromatinu, které 

se nacházejí mimo centromerickou oblast na neo-Y chromozómu, pravděpodobně ukazují na 

místa předchozích chromozómových přestaveb. Konkrétně zde velmi pravděpodobně došlo 

k fúzím chromozómů či chromozómových fragmentů. V případě neo-Y chromozómu 

N. lourensi se mohlo jednat o fúze více než dvou chromozómů, což by vysvětlovalo 

i neobvyklou délku tohoto pohlavního chromozómu, neboť ani rozsah bloků konstitutivního 

heterochromatinu, ani hybridizační vzory repetitivních sekvencí analyzovaných u tohoto druhu 

v mé práci nenaznačují, že by se velikost chromozómu zvětšila amplifikací repetitivní DNA, 

jako tomu je u některých jiných rybích taxonů (např. Nanda et al. 2014, Schartl et al. 2016, 

Yano et al. 2017). Případy neo-Y chromozómů vzniklých fúzí tří nebo i více chromozómů jsou 

známy u jiných živočichů (da Silva et al. 2019c, Sigeman et al. 2019). Interkalární bloky 

konstitutivního heterochromatinu podobné těm nalezeným na chromozómech neo-Y jsem 

pozorovala i na jiných nápadně velkých dvouramenných chromozómech jako např. u druhů 

N. krysanovi a N. pienaari. 

 

5.2 Distribuce telomerických repetic 

 Sonda s motivem pro obratlovčí telomerickou repetici byla mapována u zástupců 

Jižního kladu a dále u dvou druhů s mnohočetnými pohlavními chromozómy, konkrétně 
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u N. guentheri a N. lourensi. Všechny druhy Jižního kladu vykazovaly standardní hybridizační 

vzor, tj. telomerické signály byly lokalizovány na koncích všech chromozómů. Absence 

nadbytečných akumulací telomerických repetic v rámci chromozómů byla zejména 

pozoruhodná u druhů s výrazně sníženým 2n a nápadně velkými metacentrickými chromozómy 

v karyotypu (N. krysanovi a N. rachovii) a také u druhů N. guentheri a N. lourensi, kde by se 

daly očekávat signály ITS v předpokládaných fúzních místech na chromozómech neo-Y. 

Nepřítomnost ITS může být vysvětlena buď tím, že byly telomerické sekvence odstraněny 

během mechanizmu fúze, nebo se ve fúzních místech zachovaly, ale postupnými mutacemi se 

identita těchto sekvencí vytratila. Další možností je, že se části telomerické sekvence ve fúzních 

místech stále nacházejí, nicméně počet opakování hexamerního motivu je natolik nízký, že je 

hybridizační signál pod detekčním limitem klasické metody FISH (Slijepcevic 1998, Ocalewicz 

2013). Vzhledem k evolučnímu mládí linie halančíků (Dorn et al. 2014, van der Merwe et al. 

2021) je více pravděpodobné, že k erozi telomerických sekvencí došlo již během procesu fúze. 

Z dosavadních dat se tedy zdá, že případné fúze chromozómů probíhaly napříč druhy halančíků 

podobným mechanizmem, který zahrnoval (či dokonce přímo vyplynul ze) ztráty 

telomerických sekvencí. U mnohočetných pohlavních chromozómů byla dosud absence ITSs 

dokumentována u poloviny případů mnohočetných pohlavních chromozómů analyzovaných 

touto metodou (Sember et al. 2021). U samců N. guentheri telomerická FISH pomohla potvrdit 

systém X1X2Y v profázi I meiotického dělení díky tomu, že telomerické signály vymezily tři 

pohlavní chromozómy párující v trivalentu.  

 

5.3 Distribuce a evoluční dynamika klastrů rDNA 

Metoda FISH s využitím sond pro 5S a 18S rDNA byla aplikována u druhů Jižního 

kladu a dvou druhů s mnohočetnými pohlavními chromozómy (N. guentheri, N. lourensi). 

Základní varianta, 5S rDNA var.1, vykazovala napříč těmito vybranými druhy značnou 

stabilitu v počtu signálů. Jedná se vždy o jeden pár submetacentrických (N. furzeri, N. kadleci, 

N. orthonotus, N. rachovii) nebo subtelocentrických/akrocentrických (N. guentheri, 

N. krysanovi, N. pienaari) chromozómů. U 5S rDNA byly objeveny další varianty, které se od 

té základní liší délkou i sekvencí nepřekládaného mezerníku. Evoluce 5S rDNA tak u halančíků 

odpovídá modelu „birth-and-death evolution“, kdy docházelo k duplikacím původní sekvence 

a duplikát se následně sekvenčně odlišil od původní varianty (Pinhal et al. 2011). Sekvenční 

varianty 5S rDNA by mohly mít tkáňově-specifickou funkci, jak bylo popsáno u jiných ryb 
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(Martins a Wasko 2004, Merlo et al. 2013, Rebordinos et al. 2013, Barros et al. 2017, Locati et 

al. 2017), ale to bude muset u halančíků potvrdit nebo vyvrátit další výzkum. 5S var. 2 byla 

detekována u N. krysanovi, pienaari a rachovii a to vždy na dvou chromozómových párech; na 

jednom páru v terminální části chromozómů a na druhém páru intersticiálně. Lokace této 

varianty se tedy nepřekrývala se standardní variantou (var. 1). Je pozoruhodné, že u 

N. orthonotus, ač dřívější PCR analýza neukázala přítomnost jiného než standardního 

amplifikačního produktu odpovídajícímu 5S rDNA var.1 (A. Sember, osobní sdělení), kontrolní 

experiment FISH u tohoto druhu ukázal, že i 5S rDNA var.2 tvoří nějaké specifické signály, 

nicméně z časových důvodů jsem se již této problematice ve své práci dále nevěnovala. 

Poslední variantou studovanou v této práci byla 5S rDNA var. 3, kterou jsem identifikovala 

u N. lourensi a vyskytovala se na dvou akrocentrických chromozómových párech u tohoto 

druhu. Soudě podle výsledků PCR se jednalo o jedinou variantu 5S rDNA u N. lourensi. Tato 

skutečnost spolu s parametry nalezené sekvence (zachovalá kódující oblast pro gen 5S rRNA) 

by naznačovaly, že by se mohlo jednat o funkční variantu 5S rDNA. V případě 5S rDNA 

varianty 2 je rovněž velmi pravděpodobné, že se jedná o funkční variantu (s ohledem na 

parametry sekvence). Ovšem v případě obou variant to bude muset potvrdit navazující výzkum 

založený např. na analýze struktury RNA, která by vznikla přepisem kódující oblasti těchto 

variant (viz např. Symonová et al. 2017). 

Zatímco různé sekvenční varianty 5S rDNA u studovaných halančíků měly spíše stabilní 

počty klastrů napříč populacemi i druhy, sonda pro 18S rDNA, která by měla identifikovat 

polohu hlavního klastru 45S rDNA, vykazovala různé a někdy značně polymorfní počty 

signálů, jak na autozómech, tak na pohlavních chromozómech.  

Hlavní klastr rDNA se obecně vyskytoval na jednom, dvou, ale i třech 

chromozómových párech napříč zkoumanými druhy. Výjimku pak tvořil druh N. guentheri 

populace 1, u kterého byl lokus 18S rDNA detekován u samce na sedmi a u samice na osmi 

chromozómech. Oproti tomu u samce N. guentheri z druhé populace se klastry 18S rDNA 

vyskytovaly pouze na pohlavních chromozómech X1X2Y. Jedná se tudíž o případ 

mezipopulační variability v distribuci rDNA.  

Vnitropopulační polymorfizmus 45S rDNA se u halančíků vyznačoval jak v intenzitě 

daného signálu (z důvodu nerovnoměrného crossing overu, běžně pozorovaného napříč 

organizmy; viz literární přehled, podkapitola 2.2.1.1), tak v jeho přítomnosti či absenci na 

homolozích daných párů. Např. u druhů N. rachovii a N. krysanovi (nezávisle na pohlaví) byl 

detekován signál 18S rDNA buď na jednom nebo obou homologních chromozómech v rámci 
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jedné populace, a to jak mezi jedinci (vnitropopulační polymorfizmus), tak v jednom případě 

(samička N. rachovii) i mezi buňkami (regenerovaných ploutví) v rámci jednoho jedince. 

Podobný případ jako u samičky N. rachovii byl již u ryb pozorován, konkrétně např. u piskoře 

Misgurnus fossilis (Spóz et al. 2017). Možným vysvětlením by mohlo být, že samička je 

genetickou mozaikou buněk, kdy se dvě linie liší mj. právě polymorfizmem 

v přítomnosti/absenci rDNA na jednom z homologů nejmenšího chromozómového páru. Další 

pozoruhodný polymorfizmus 18S rDNA byl detekován u samice N. furzeri z populace 1, u které 

se krom již zmíněných signálů objevoval signál i na jednom metacentrickém chromozómu, 

morfologicky podobnému metacentrickému páru chromozómů, na kterém jsem stabilně 

detekovala signál 18S rDNA napříč jedinci N. kadleci. Je možné, že jsem tímto pozorováním 

zachytila dynamiku rDNA na mezidruhové úrovni, vedoucí k postupnému zániku klastrů rDNA 

na konkrétním chromozómovém páru, a naopak k jejich amplifikaci na jiném chromozómovém 

páru, což by naznačovalo, že hlavní klastr rDNA není úplně vhodným markerem pro studium 

dynamiky karyotypů u halančíků, neboť nemusí vždy ukazovat homeologní chromozómy 

(Milhomem et al. 2013). 

U N. furzeri a N. kadleci byl vedle polymorfizmu rDNA asociovaného s autozómy 

pozorován v rámci daných jedinců prokazatelně i polymorfizmus vázaný na pohlavní 

chromozómy (viz kapitola 5.5).  

Akumulace 18S rDNA byla většinou detekována na koncích chromozómů, zatímco 5S 

rDNA se ve většině případů vyskytovala v intersticiálních pozicích na chromozómech. 

Přítomnost 18S rDNA na koncích chromozómů může podporovat ektopickou rekombinaci, což 

může mít za následek různé chromozómové přestavby a také disperzi rDNA na jiné 

chromozómy (Cazaux et al. 2011, Li et al. 2017).  

U některých druhů ryb mohou být klastry 45S a 5S rDNA pozorovány na stejném páru 

chromozómů, jsou tedy syntenní (např. Bueno et al. 2014, Sember et al. 2015, Traldi et al. 

2016). Toto uspořádání jsem pozorovala také u některých jedinců halančíků v rámci druhů N. 

krysanovi a N. pienaari (jedna samice z populace 1). Dále jsem těsně přiléhající až částečně se 

překrývající klastry 5S (var. 1) a 18S rDNA odhalila u všech jedinců druhu 

N. guentheri. V tomto případě se zároveň jednalo o klastry vázané na pohlavní chromozómy. 

U samců N. guentheri byla tato kolokalizace pozorována v předpokládaném fúzním místě (nebo 

v jeho bezprostřední blízkosti) na neo-Y chromozómu, když vezmeme v potaz přítomnost 

stejné kolokalizace v terminální části jednoho z X chromozómů. Moje data neumožňují 

přesnější určení, zda se jedná o chromozóm X1 nebo X2, ale mapování sond rDNA na meiotické 
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chromozómy v profázi I potvrdilo, že daný chromozóm patří do systému X1X2Y. U samic byl 

klastr přítomen na obou homolozích tohoto chromozómu X. U N. lourensi byl pozorován lokus 

18S rDNA rovněž v jednom z předpokládaných fúzních míst na neo-Y chromozómu. S velkou 

opatrností bychom shodnou přítomnost 18S rDNA v podobných pozicích na neo-Y mohli 

interpretovat jako nepřímý důkaz pro možnou homeologii mezi X1X2Y systémy obou těchto 

druhů, ale vzhledem k často výrazné dynamice rDNA napříč organizmy, včetně ryb 

(Milhomem et al. 2013) i mnou studovaných halančíků, toto tvrzení bude vyžadovat ověření, 

např. formou malovacích celochromozómových sond. Podobným způsobem bude možné ověřit 

potenciální homologii mnohočetných pohlavních chromozómů se systémem XY u druhů 

N. furzeri a N. kadleci, kde jsem také odhalila přítomnost hlavního klastru rDNA. Na druhou 

stranu, další hybridizační vzory (viz níže) naznačují jistou variabilitu v rámci evoluce dosud 

známých pohlavních chromozómů halančíků.  

Moje pozorování přináší další dokumentaci případů, kdy se klastry rDNA zúčastnily 

(s velkou pravděpodobností) procesu fúze chromozómů. Vedle případů systému X1X2Y 

u N. guentheri a N. lourensi je možné, že takové fúze proběhly i na některých autozómech 

jiných druhů, např. na chromozómovém páru č. 7 u N. krysanovi. Podobných případů asociace 

fúzí s výskytem klastru rDNA u ryb přibývá (Sember et al. 2015, 2020a, Barros et al. 2017, 

Supiwong et al. 2019), včetně případů s mnohočetnými pohlavními chromozómy (Cioffi & 

Bertollo 2010, Sassi et al. 2020). Častější zapojení klastrů rDNA v procesu fúze (nebo 

eventuelně jiných chromozómových přestaveb) by mohlo být vysvětleno vysokou intenzitou 

transkripce těchto tandemových repetic (Schöfer & Weipoltshammer 2018), kdy dlouhé úseky 

rozvolněného euchromatinu mohou být velmi náchylné ke zlomům a následným přestavbám 

(Berthelot et al. 2015, Warmerdam & Wolthuis 2019). 

 

5.4 Evoluce vybraných repetitivních sekvencí specifických pro genomy 

halančíků 

 Ve své práci jsem studovala distribuci čtyř vybraných repetitivních sekvencí (satelitní 

nebo minisatelitní DNA), které byly mými kolegy identifikovány v genomech N. furzeri 

a N. rubripinnis pomocí programu RepeatExplorer. Jednalo se o tři repetice identifikované 

v genomu N. furzeri (Nfu-SatA, Nfu-SatB, Nfu-SatC) a jednu z genomu N. rubripinnis (Nru-

Sat1). Tři ze čtyř vybraných repetic byly detekovány specificky v centromerických oblastech 

chromozómů některých druhů (Nfu-SatA, Nfu-SatB, Nru-Sat1). Tyto satelity byly omezeny 
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vždy na úzký soubor blízce příbuzných druhů, ale nemohu zcela vyloučit, že se v jiných 

genomech vyskytují v množství nebo uspořádání, které nemůže metoda FISH detekovat (Ruiz-

Ruano et al. 2016, Crepaldi & Parise-Maltempi 2020). Pouze Nfu-SatC jsem na úrovni 

chromozómového mapování identifikovala u všech druhů a množství klastrů i distribuce se 

mezidruhově a někdy i mezi populacemi (především v rámci N. orthonotus a N. pienaari) mírně 

nebo výrazně lišily. Polymorfizmus ve výskytu Nfu-SatC byl patrný i mezi jedinci, např. 

u N. krysanovi byl detekován vzor dvou separátních bloků na submetacentrickém 

chromozómovém páru, a to buď na jednom nebo na obou homologních chromozómech. Dále 

byla u této satelitní DNA pozorována specifická nápadná akumulace na neo-Y chromozómu 

N. brieni, podobně jako jsem ji pozorovala na chromozómu Y u druhů N. furzeri a N. kadleci. 

Vzhledem k tomu, že N. brieni patří do jiného kladu (klad Kalahari) než N. furzeri a N. kadleci 

a také, že některé z dalších studovaných druhů s mnohočetnými pohlavními chromozómy, 

u kterých podobná akumulace chybí (N. guentheri a N. lourensi), spadají do Pobřežního kladu 

(který je ve fylogenetickém stromu vmezeřen mezi Jižní klad a klad Kalahari (van der Merwe 

et al. 2021)), je velmi pravděpodobné, že specifická akumulace Nfu-SatC na pohlavním 

chromozómu neo-Y u N. brieni byla nezávislá evoluční událost. Je možné, že díky svým 

specifickým vlastnostem (přítomnost v genomech napříč rodem a variabilní distribuce 

nevázaná na konkrétní oblasti chromozomu) má Nfu-SatC zvýšenou pravděpodobnost 

opakovaně kolonizovat oblasti suprese rekombinace na pohlavních chromozómech halančíků. 

Polymorfizmus mezi populacemi vykazoval také Nfu-SatA, a to u N. orthonotus. Lišil 

se počet chromozómů, v jehož centromerách tento satelit netvoří detekovatelné akumulace. 

V populaci 1 chyběl NfuSatA až u šesti chromozómů, kdežto u populace 2 nebyl detekován jen 

u jednoho páru. Zároveň byl u populace 1 odhalen vnitropopulační polymorfizmus nezávislý 

na pohlaví, kdy se počet chromozómů bez signálu pohyboval mezi čtyřmi až šesti. Další 

polymorfizmy byly pozorovány i u Nfu-SatB, kdy u N. furzeri populace 3 byly u jednoho 

chromozómového páru pozorovány v centromerické oblasti mezery bez akumulace. V tomto 

případě by se mohlo jednat o oblast, kde se nachází nějaká jiná specifická repetitivní DNA, 

která se specificky naamplifikovala pouze v centromerách jednoho chromozomového páru. 

Mezipopulační rozdíl v distribuci satelitu Nfu-SatB byl dále pozorován také u N. pienaari, kdy 

u populace 1 byl tento satelit viditelný přibližně u poloviny chromozómů, ale u populace 2 

pouze u třech chromozómových párů.  

Centromerické satelity (Nfu-SatA, Nfu-SatB, Nru-Sat1) se vyskytovaly většinou jen 

u některých příbuzných druhů. To může pravděpodobně poukazovat na rychlý obrat repetitivní 
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DNA v centromerách halančíků, tzn. centromerický „turnover“. U druhu N. foerschi 

a N. guentheri je vidět, že některé chromozómy již ztratily dominantní satelitní DNA Nru-Sat1 

v centromerách. Je zřejmé, že obrat neboli „turnover“ centromerických satelitních DNA 

u halančíků je poměrně rychlý a může mít vliv na reprodukční izolaci. Důvodem by mohla 

být mezidruhová nekompatibilita proteinů, které se vážou na centromerické satDNA, což by 

mohlo vést k nekompatibilitě dělícího aparátu u případných mezidruhových hybridů (Bracewell 

et al. 2019, Robledillo et al. 2020). To, na druhou stranu, zároveň naznačuje, že jsou v tomto 

ohledu značně kompatibilní genomy N. furzeri a N. kadleci, nicméně hybridní zóna mezi těmito 

druhy zatím nebyla v přírodě objevena (M. Reichard, osobní sdělení). Zajímavý je ojedinělý 

výskyt několika detekovatelných akumulací Nfu-SatB u N. eggersi, přestože další druhy, které 

jsou evolučně blíže Jižnímu kladu, detekovatelné akumulace tohoto satelitu neukázaly. Tato 

situace by mohla být v souladu s tzv. „library hypothesis“, která – jak jsem již zmínila 

v kapitole 2.1.1.2 – poukazuje na možnost sdílené „knihovny“ sekvencí satDNA mezi 

příbuznými druhy, kdy v průběhu evoluce různé motivy expandují nebo redukují počet kopií 

(Fry & Salser 1977, Thakur et al. 2021) a je tedy možné, že u některých druhů nízký počet kopií 

nebo způsob jejich uspořádání neumožní daný motiv detekovat metodou FISH (Ruiz-Ruano 

et al. 2016, Crepaldi & Parise-Maltempi 2020). 

 Nfu-SatC byl jako jediný satelit detekován u všech studovaných druhů a zdá se, že je 

specifický pro celý rod Notobranchius. Případ podobně rozšířené repetice v rámci ryb je znám 

např. u trnobřichých ryb (dos Santos et al. 2021). U druhů N. orthonotus a N. krysanovi 

vykazoval Nfu-SatC zajímavé vzory a zároveň polymorfizmy. Vyskytuje se zde specifická 

akumulace na jednom rameni metacentrického (N. orthonotus) a submetacentrického 

(N. krysanovi) chromozómu. U N. orthonotus byl nezávisle na pohlaví pozorován buď jeden 

homolog s akumulací a druhý ji neměl nebo tuto akumulaci neměl ani jeden z homologických 

chromozómů. U N. krysanovi je situace opačná, tj. buď tuto akumulaci vykazoval jeden 

homologický chromozóm nebo ji sdílely oba. Jelikož segregace tohoto polymorfizmu 

nekoreluje s pohlavím jedince, nejedná se s největší pravděpodobností o pohlavní 

chromozómy. Nicméně je pozoruhodné, že akumulovaný blok satelitu Nfu-SatC nápadně 

připomíná akumulaci, kterou jsem pozorovala na chromozómu Y u druhů N. furzeri 

a N. kadleci, kteří jsou blízce příbuzní N. orthonotus a N. krysanovi. Jako jedno z možných 

vysvětlení se nabízí, že by se mohlo jednat o pozůstatky původního Y chromozóm, který ale 

u evolučně mladších druhů N. orthonotus a N. krysanovi již ztratil funkci pro determinaci 

pohlaví, fúzoval s jiným chromozómem a jeho segregace se nyní řídí standardní autozomální 
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dědičností. Kopie bez specifické akumulace satelitu Nfu-SatC by mohla analogicky 

představovat původní chromozóm X fúzovaný na autozóm. Pokud by tato teorie byla pravdivá, 

znamenalo by to, že u druhu N. orthonotus došlo k přechodu na jiný systém pohlavních 

chromozómů. Samozřejmě nelze ani vyloučit přechod na environmentální determinaci pohlaví 

(ESD), nicméně je to méně pravděpodobné, jelikož genetická determinace (GSD) umožňuje 

lépe udržet vhodný poměr pohlaví, a tak jsou v evoluci daleko častější přechody od ESD na 

GSD (Johnson Pokorná & Kratochvíl 2016). Přechody diferencovaných pohlavních 

chromozómů zpět na autozómy byly u živočichů již zaznamenány, např. u octomilky nebo 

gekonů (Vicoso & Bachtrog 2013, Rovatsos et al. 2019). V případě halančíků je ale ještě nutné 

zmínit, že zmíněný polymorfizmus jsem nepozorovala u dvou zbývajících druhů Jižního kladu 

(N. pienaari a N. rachovii).  

 Satelity Nfu-SatA a Nfu-SatB vykazovaly u N. furzeri a N. kadleci masivní 

centromerické akumulace, organizace centromer tak nápadně připomíná 

tzv. metapolycentrickou strukturu, která byla dosud pozorována u několika málo druhů napříč 

rostlinnou i živočišnou říší, konkrétně u hrachu setého Pisum sativum (Neumann et al. 2012), 

hrachoru setého Lathyrus sativus (Vondrak et al. 2019), mravence Solenopsis invicta (Huang 

et al. 2016), a potemníka Tribolium castaneum Gržan et al. 2020). I přes svou dominantní 

distribuci není možné s jistotou říct, že Nfu-SatA a Nfu-SatB jsou jediné centromerické repetice 

vyskytující se v centromerách daných druhů halančíků, nicméně je velmi pravděpodobné, že 

vzhledem ke své abundanci a poloze budou mít tyto dvě repetice důležitou funkci v organizaci 

a/nebo přímo funkci centromer (např. Melters et al. 2013). Nemusí to ale nutně platit pro obě 

satelitní DNA (Cerutti et al. 2016). Je každopádně pozoruhodné, že u dvou příbuzných druhů 

došlo k tak rapidní amplifikaci centromerických repetic (přičemž nezapomínám na blízce 

příbuzný druh N. orthonotus, kde jsou centromerické bloky těchto repetic rovněž výrazné). 

Naznačovalo by to možný důsledek jevu zvaného centromerický tah neboli „centromeric 

drive“, při kterém centromerické repetice (obvykle satDNA), pakliže jsou amplifikovány, 

mohou např. zvyšovat sílu centromery a tím i pravděpodobnost přesunu chromozómu do 

vajíčka místo do pólové buňky v průběhu meiotického dělení (přehled viz Kursel & Malik 

2018).  
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5.5 Diferenciace pohlavních chromozómů u N. furzeri a N. kadleci 

 U druhu N. furzeri jsem potvrdila přítomnost pohlavních chromozómů XX/XY, které 

byly dříve odhaleny u jiných populací tohoto druhu a také u inbrední linie GRZ, kterou jsem 

rovněž studovala, pod označením populace 4 (Reichwald et al. 2015, Willemsen et al. 2020). 

Moje práce zároveň odhalila stejný systém pohlavních chromozómů u sesterského druhu 

N. kadleci. Je nutno zmínit, že pohlavní chromozómy by nebylo možné jednoznačně 

identifikovat, pakliže by nebyla použita BAC-FISH se specifickými klony (práce kolegů 

v týmu, viz výše). Na úrovni základní cytogenetiky je neidentifikovali ani Krysanov 

& Demidova (2018). Sekvenční analýza preparátů odmytých po BAC-FISH pomohla odhalit 

různé fáze diferenciace X a Y chromozómů, včetně mezidruhových, mezipopulačních 

i vnitropopulačních rozdílů. Tab. 4 zobrazuje tuto sekvenční analýzu napříč populacemi a je 

z ní patrné, že pohlavní chromozómy XY jsou v rámci blízce příbuzných druhů N. furzeri 

a N. kadleci s největší pravděpodobností homeologní a u obou druhů ve výsledku, oproti 

původnímu očekávání, mají heteromorfní charakter (Y je znatelně menší chromozóm než X – 

je zkrácen o část krátkého raménka). Výjimku tvoří populace 3 u N. furzeri, kde chromozóm Y 

vykazuje různou míru degenerace včetně situace, kdy mají oba pohlavní chromozómy prakticky 

stejnou morfologii (jsou homomorfní). U N. furzeri zároveň mezipopulační rozdíly 

v diferenciaci pohlavních chromozómů korelují s geografickou distribucí. Zatímco populace 1 

a 4, které sdílejí charakteristiky diferenciace XY, pocházejí z oblasti Chefu (Mosambik), 

N. furzeri z populace 3 je z oblasti nacházející se u řeky Limpopo (Mosambik), přičemž tyto 

dvě lokality jsou od sebe vzdálené okolo 150 km. Mezipopulační polymorfizmy v rozsahu 

diferenciace na Y chromozómu N. furzeri byly objeveny již dříve u dalších populací (např. 

Reichwald et al. 2015, Willemsen et al. 2020). Moje práce naznačuje možnou vyšší dynamiku 

diferenciace pohlavních chromozómů XY u populací z oblasti řeky Limpopo. 

Akumulace Nfu-SatC na dlouhých raménkách chromozómu Y by mohla teoreticky 

vymezovat oblast suprese rekombinace, zároveň ale v nižší míře akumuluje tentýž satelit i na 

chromozómu X. Podobný jev, kdy se specifické repetice akumulují/amplifikují nejen na Y, ale 

i na X chromozómu, byl v rámci ryb již pozorován, konkrétně v případě analýzy akumulace 

transponovatelných elementů u platy skvrnité Xiphophorus maculatus (Chalopin et al. 2015). 

V případě platy autoři této práce nabízejí pro pozorovaný jev několik vysvětlení, z nichž pro 

N. furzeri a N. kadleci by mohly být aplikovatelné tyto dvě: i) pokud nedošlo k úplné supresi 

rekombinace mezi chromozómy X a Y, části bloků Nfu-SatC by se mohly příležitostně přenést 

na chromozóm X; ii) k určité akumulaci Nfu-SatC došlo na XY ještě před vytvořením samčí 
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specifické oblasti na chromozómu Y. V každém případě se zdá, že akumulace Nfu-SatC na 

chromozómu Y pomáhá rozšiřovat oblast suprese rekombinace (Schemberger et al. 2011, 

Chalopin et al. 2015, Schartl et al. 2016, Schemberger et al. 2019). 

 Polymorfizmus na pohlavních chromozómech byl sledován také ve smyslu 

přítomnosti/absence a různé délky klastru 18S rDNA, především na chromozómu Y u samců 

N. furzeri populace 3 a na chromozómech X u téže populace a také u N. kadleci populace 2.  

U jedné samice N. kadleci z populace 2 jsem dokonce neodhalila žádný klastr 18S rDNA na 

chromozómech XX. Podobný případ variability spjatý tentokrát s 5S rDNA na 

Y chromozómech byl mezipopulačně a ve farmářských chovech popsán u pstruha duhového 

Onkorhynchus mykiss (Phillips et al. 2004, Ocalewicz et al. 2007). Nicméně prokazatelně 

vnitropopulační polymorfizmy v diferenciaci pohlavního chromozómu Y nebo W jsou, na 

rozdíl od těch mezipopulačních, relativně vzácné a u ryb byly popsány zatím pouze u jedné 

populace tilápie Oreochromis niloticus (Feron et al. 2021). V práci Feron et al. (2021) jde 

skutečně o vnitropopulační rozdíl v diferenciaci oblasti zahrnující pravděpodobný ústřední gen 

pro determinaci pohlaví, zatímco v případě dynamiky rDNA na pohlavních chromozómech XY 

u N. furzeri a N. kadleci se jedná o polymorfizmy na krátkých raménkách, přičemž data z BAC-

FISH spolu se specifickým vzorem akumulace Nfu-SatC na chromozómu Y ukazují, že oblast 

suprese rekombinace spolu s ústřední determinantou pohlaví se nachází na dlouhém raménku 

chromozómu Y. Pro úplnost, další data z naší laboratoře ukazují, že delece na krátkém raménku 

zahrnovaly i jiné repetitivní DNA než hlavní klastr rDNA (A. Sember, osobní sdělení). Delece 

části chromozómu Y je jedním z mechanizmů, které v pokročilejších fázích diferenciace 

pohlavních chromozómů vedou k odlišnostem v morfologii mezi pohlavními chromozómy. 

Jednou z možností, jak by k takové deleci mohlo dojít, je vnitrochromozómová ektopická 

rekombinace mezi naakumulovanými repeticemi (Delprat et al. 2009, Li et al. 2017). Delece na 

Y chromozómech byly pozorovány u karyotypové formy B trahira Hoplias malabaricus (Cioffi 

et al. 2010), koljušky Gasterosteus aculeatus (Ross & Peichel 2008) nebo např. u hadaře 

hadovitého Ophisurus serpens (Salvadori et al. 2018) 
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6 Souhrn 

V rámci této práce jsem studovala dynamiku karyotypové diferenciace a pohlavních 

chromozomů na úrovni distribuce různých repetitivních sekvencí u afrických anuálních 

halančíků rodu Nothobranchius. Detailně jsem se zaměřila na druhy Jižního kladu, který 

zahrnuje modelový druh N. furzeri a dále jsem zkoumala dva druhy s mnohočetnými 

pohlavními chromozómy (N. guentheri, N. lourensi), kde lze na cytogenetické úrovni dobře 

studovat aspekty evoluce těchto specifických oblastí genomu. Nakonec jsem svoji analýzu 

rozšířila i na reprezentativní druhy napříč fylogenetickým stromem rodu Nothobranchius, kde 

jsem na omezeném vzorku jedinců zkoumala, jak se liší (mezidruhově a mezipopulačně) 

distribuce vybraných satelitních a minisatelitních DNA identifikovaných analýzou genomů 

N. furzeri a N. rubripinis pomocí programu RepeatExplorer.  

 U druhů N. guentheri a N. lourensi jsem objevila bloky heterochromatinu mimo 

centromerickou oblast na chromozómu neo-Y, tyto bloky by mohly ukazovat na místa, kde 

došlo k chromozómovým fúzím. V těchto místech, kde pravděpodobně došlo na neo-Y 

k chromozómovým fúzím, jsem očekávala přítomnost ITS, fluorescenční hybridizace in situ 

s telomerickou sondou ovšem takové akumulace nepotvrdila. Je možné, že během mechanizmu 

fúze došlo k eliminaci telomerické sekvence nebo že se telomerické sekvence v místech fúzí 

zachovaly, ale postupně se mutacemi vytratila jejich identita. Nicméně halančíci jsou evolučně 

mladá linie a přikláním se proto k první možnosti, tj.eliminace telomerických sekvencí během 

fúze. Další repetitivní DNA, kterou jsem ve své práci analyzovala byly 5S a 18S rDNA. 

5S rDNA var. 1 vykazovala u všech studovaných druhů značnou stabilitu co do počtu signálů 

(jednalo se vždy o klastry vyskytující se na jednom páru chromozómů), nicméně jsem 

u některých druhů odhalila další sekvenční varianty 5S rDNA. Případnou možnost tkáňové 

specifity a význam sekvenčních variant bude však nutné objasnit dalším výzkumem. Oproti 

tomu 18S rDNA byla co do počtu klastrů i jejich umístění na chromozómech, ať už na 

autozómech či na pohlavních chromozómech, vysoce variabilní. Tato variabilita byla 

pozorována na různých úrovních (mezidruhová, mezipopulační a dokonce i vnitropopulační). 

Klastry 18S rDNA jsem detekovala ve většině případů na koncích chromozómů. Tato pozice 

by mohla podporovat jejich disperzi na další chromozómy pomocí ektopické rekombinace 

a také různé chromozómové přestavby. U druhů s pohlavními chromozómy jsem detekovala 

klastr na koncích pohlavních chromozómů (N. furzeri, N. kadleci), ale i intersticiálně 
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(N. guentheri, N. lourensi). Ve druhém případě je pravděpodobné, že se rDNA podílela na 

mechanizmu fúze, která dala vzniknout mnohočetnému systému X1X2Y. 

 Repetice satDNA byly mapovány na chromozómy vybraných druhů halančíků napříč 

fylogenetickým stromem pro pokrytí co největší diverzity. Tři ze čtyř vybraných repetic (Nfu-

SatA, Nfu-SatB, Nru-Sat1) byly detekovány specificky v centromerických oblastech 

chromozómů některých druhů a jednalo se vždy o úzký soubor blízce příbuzných druhů, což 

může poukazovat na centromerický „turnover“, který by mohl potenciálně hrát roli 

v reproduktivní izolaci. Pouze satelit Nfu-SatC jsem detekovala v různé míře u všech 

studovaných druhů a mohlo by se tak jednat o satelitní repetici společnou pro celý rod 

Nothobranchius. U sesterských druhů N. furzeri a N. kadleci a dále u vzdáleně příbuzného 

N. brieni jsem odhalila specifickou akumulaci Nfu-SatC na pohlavních chromozómech Y. Tato 

akumulace by mohla odpovídat oblasti suprese rekombinace. Nfu-SatC tak zřejmě hraje 

významnou úlohu v diferenciaci pohlavních chromozómů některých halančíků.  

 Ve své práci jsem využila možnosti integrovat cytogenetické metody s výstupy 

genomických dat, což se ukázalo jako velice hodnotné a přínosné. Zároveň mě tato práce 

naučila efektivně pracovat v týmu a umožnila mi vyzkoušet si zahraniční spolupráci. Tato 

rozsáhlá cytogenetická analýza halančíků opět rozšířila naše obzory ohledně evoluce genomu 

(na úrovni dynamiky repetitivní DNA) tohoto pozoruhodného rybího rodu a odkryla řadu 

dalších zajímavých fenoménů, které si určitě zaslouží další výzkum. Zároveň mé analýzy mj. 

ukázaly, že N. kadleci by mohl být vhodným srovnávacím druhem pro výzkum modelového 

druhu N. furzeri, vzhledem k výrazně podobným karyotypovým vlastnostem i podobnou délkou 

svého životního cyklu.  
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