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Abstrakt

Kostnaté ryby (Teleosteii) zahrnuji nadpolovicni vétSinu biodiverzity obratlovc na Zemi.
Jejich genomy jsou charakteristické znacnou flexibilitou a plasticitou, jdouci ruku v ruce
s polyploidiza¢nimi udéalostmi a dynamikou repetitivni DNA. Kostnaté ryby rovnéz vykazuji
znaénou diverzitu mechanizmt diferenciace a determinace pohlavi. Ukolem této diplomové
prace bylo studovat mechanizmy diferenciace karyotypti a pohlavnich chromozémi
prostiednictvim cytogenetického mapovani repetitivni DNA (metodou
fluorescencni hybridizace in situ, FISH) u vybranych zastupct africkych anudlnich halan¢ikt
rodu Nothobranchius (Cyprinodontiformes). Jednd se o unikatni taxon adaptovany na Zivot
v docasnych sladkovodnich tinich, limitovanych svou existenci na obdobi destt v africkych
savanach. Evoluéné mladéd diverzifikace druhti, alopatrickd speciace v neptekryvajicich se
generacich s malou populaéni velikosti a rovnéz dosud znadma cytogeneticka data naznacuji
rychlou dynamiku chromozémovych zmén u halancikti. Prace tézila 1) z moznosti analyzovat
vice populaci v ramci nckolika blizce pfibuznych druhl a ii) z paralelni analyzy genomi
vybranych halancikii programem RepeatExplorer, ktera identifikovala nejvice zastoupené
repetitivni sekvence. Moje prace ukédzala zna¢nou dynamiku a rychly obrat repetitivni DNA
v genomech halanc¢ikti a pfinesla nové vhledy do mechanizma vzniku a diferenciace jejich

pohlavnich chromozémi, vcetné pfipadii vnitro- 1 mezipopulacni variability.

Klicova slova

Teleostei, repetitivni DNA, halan¢ici, pohlavni chromozomy, chromozémovy polymorfizmus,

rDNA, mezipopulacni variabilita, RepeatExplorer



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 1) more populations of several closely related species for
analysis and i) 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.

Keywords
Teleostei, repetitive DNA, killifish, sex chromosomes, chromosome polymorphism, rDNA,

interpopulation variability, RepeatExplorer



Slovnik pojmii a seznam zkratek
a — akrocentricky chromozom, modifikace Levanovy klasifikace (v ni veden jako telocentricky)

BAC — (z angl. bacterial artificial chromosomes), vektor pro klonovani DNA, vyuzivan mj. pro tcely
mapovani unikatnich (tj. nerepetitivnich) sekvenci metodou FISH

BSA — hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine), protein se Sirokym vyuzitim v mol.
biologickych laboratofich, mj. i jako blokdtor mnoha reakci (blokuje volna vazebnd mista

reaktantil)

C-pruh - vizualizovany usek konstitutivniho heterochromatinu

DAPI —4',6-diamidino-2-phenylindol; fluorescen¢ni barvivo vazici se na DNA (pfednostné na AT pary)
ESD — (z angl. environmental sex determination) — environmentalni ur¢eni pohlavi

ETS — (z angl. external transcribed spacer) — mezernik v transkripéni jednotce rRNA

FISH — (z angl. fluorescence in situ hybridization) — fluorescencni hybridizace in situ

GNS — (z angl. goat normal serum) — alternativa k BSA; vyuziti v mol. biologickych laboratotich jako
blokator mnoha reakci

GSD — (z angl. genetic sex determination) — genetické urc¢eni pohlavi

IGS - (z angl. intergenic spacer) — mezernik v transkripéni jednotce rRNA

ITS — (z angl. internal transcribed spacer) — mezernik v transkripéni jednotce rRNA

m — metacentricky chromozém, Levanova klasifikace

NGS — (z angl. next generation sequencing) — metody sekvenovani nové generace

NOR - (z angl. nucleolar organizer region) — nukleolarni organizator, tj. oblast na chromozému, v niz
se nachazi geny pro rRNA (kromé geni pro 5S rRNA)

NTS — (z angl. non-transcribed spacers) — neptepisované mezerniky, oddélujici kodujici oblasti 5S
rDNA

Outgroup — organizmus nebo skupina organizmi uzivand v evolucnich analyzach, nepatii do
analyzované skupiny a slouzi pro porovnani event. stanoveni vychoziho stavu u analyzované skupiny
PBS — (z angl. phosphate buffer saline) — pufr obsahujici NaCl, KH>PO4, Na;HPO4.12H,0

PCR - (z angl. polymerase chain reaction) — polymerazova fetézova reakce; metoda amplifikace DNA
PNA — (z angl. peptide nucleic acid) — peptidova nukleova kyselina; vyuziva se pfi citlivéjsi modifikaci
FISH (PNA-FISH), ve které je cukrfosfatova kostra nahrazena polyamidovou kostrou

rDNA — useky DNA, které koduji geny pro ribozomalni RNA

sm — submetacentricky chromozém, Levanova klasifikace

SSC — (z angl. saline-sodium citrate) — tzv. SSC pufr; 1x SSC obsahuje 0,15M NaCl a 0,015M
NazCsHs07

st — subtelocentricky chromozom, Levanova klasifikace

Taq polymeraza — DNA polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus pro ucely

metody PCR
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1 Uvod

Svoji diplomovou praci jsem zaméfila na halan¢iky rodu Nothobranchius, kteii jsou
unikatni svymi adaptacemi pro pieziti v opakované vysychajicich malych vodnich plochéach
ve vychodoafrickych savanach béhem stiidajicich se obdobi dest’d a sucha. Jedna se o drobné
sladkovodni ryby s vyraznym pohlavnim dimorfizmem. Jejich Zivotni cyklus je limitovan
vysychanim jejich tiing€, tudiz se museji, v zavislosti na konkrétnim druhu a lokalité, vyvinout,
pohlavné dospét a rozmnozit se v rdmei dvou az jedenacti mésici, pricemz jejich potomstvo je
schopno pieckat v dormantnim stavu obdobi sucha. Halancici jsou tak vhodnym modelem pro
studium starnuti organismu, evoluce a dynamiky populaci aj. (Watters 2009, Furness 2016, Hu
& Brunet 2018, Terzibasi Tozzini & Cellerino 2020). Recentni prace naznacuji, ze tyto ryby
jsou pozoruhodné i z hlediska dynamiky svych karyotypt, nebot’ se od sebe Casto jednotlivé
druhy vyrazné lis§i poftem chromozémi 1 zastoupenim jednoramennych a dvouramennych
elementl v karyotypu (Krysanov & Demidova 2018). To ukazuje na zvySenou cetnost fuzi
arozpadl chromozoémi, coZz na jednu stranu muZze byt silné ovlivnéno Zivotem téchto ryb
v malych izolovanych populacich (Bartadkova et al. 2013, 2015, Dorn et al. 2014, Cui et al.
2019), kde se piestavby fixuji rychleji pod vlivem genetického driftu a ptibuzenského kiizeni
(tzv. inbreedingu) (King 1993, Nonaka et al. 2019). Na stranu druhou tyto ptfestavby mohou
hrat dilezitou roli v reprodukéni izolaci a v koneéném disledku i v ptipadné speciaci nebo
adaptaci na konkrétni habitat (King 1993, Kitano et al. 2009, Guerrero & Kirkpatrick 2014,
Wellband et al. 2019).

U nékterych druhii halan¢ik byly nalezeny pohlavni chromozémy vzdy se samci
heterogamii a vétSinou (Sest ze sedmi piipadl) se jednd o mnohocetné pohlavni chromozémy
typu XiXiXoXo/AX1X2Y (Krysanov et al. 2016, Krysanov & Demidova 2018). Pouze
v jediném piipadé, a to u modelového druhu N. furzeri byl zaznamenan systém QXX/dXY.
Sedm druhli s identifikovanymi pohlavnimi chromozémy je rozmisténo v rliznych liniich
napfi¢ fylogenetickym stromem rodu Nothobranchius (Dorn et al. 2014, van der Merwe et al.
2021), tudiz lze predpokladat, Ze alesponn nékteré¢ znich vznikly jako nezavislé systémy
(Krysanov & Demidova 2018, Sember et al. 2021), ale nejsou pro to zatim zddné empirické

dikazy.

V neposledni fad€ bylo u modelového druhu N. furzeri zjisténo, Ze jeho genom obsahuje
velké mnozZstvi repetitivni DNA (Reichwald et al. 2009, 2015). Ze vSech vySe zminénych

divodt jsou halancici rodu Nothobranchius idealnim modelovym objektem pro cytogeneticky
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vyzkum. Vzhledem k velké atraktivit¢ modelového druhu N. furzeri pro rizna odvétvi
védeckého vyzkumu véetné¢ biomediciny (Cellerino et al. 2016, Hu & Brunet 2018),
a dostupnosti celé fady uzitecnych dat (vCetné¢ genomickych) u tohoto druhu (napt. Harel et al.
2015, Reichwald et al. 2015, Valenzano et al. 2015, Cui et al. 2019, Willemsen et al. 2020), se
pro cytogeneticky vyzkum jevi jako vhodny zacatek analyza Jizniho kladu halanéiku, ktery
kromé N. furzeri zahrnuje jesté dalSich pét druht (N. kadleci, N. krysanovi, N. orthonotus,
N. pienaari a N. rachovii). DalSim vhodnym cilem pro vyzkum jsou zejména druhy
s mnohocetnymi pohlavnimi chromozémy (N. brieni, N. guentheri, N. lourensi, N. ditte,

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

1.1 Cile prace
Ve své praci jsem si vytyc€ila nasledujici cile:

1) Analyzovat dynamiku karyotypt, pohlavnich chromozém a repetitivni DNA u riznych
populaci N. furzeri a sesterského druhu N. kadleci

2) Urcit trendy karyotypové diferenciace a dynamiky vybranych tandemovych repetic
v ramci druhti JiZzniho kladu halanc¢ikil

3) Studovat dynamiku repetitivni DNA u druhti s mnohocetnymi pohlavnimi chromozomy
a prispét tak k zodpovézeni nékterych otazek ohledné plivodu a miry diferenciace téchto
chromozému

4) Analyzovat distribuci vybranych specifickych repetitivnich sekvenci napti¢ celym

rodem Nothobranchius

10



2 Prehled literatury

2.1 Repetitivni sekvence

Genom eukaryot se sklada z jedine¢nych a repetitivnich sekvenci. Repetitivni sekvence
obvykle tvofi jeho podstatnou ¢ast a jejich mnozstvi, slozeni a distribuce na chromozémech se
mnohdy vyrazné lisi mezi evolu¢nimi liniemi, nékdy dokonce mezi blizce ptibuznymi druhy ¢i
v ramci druhu/mezipopulaéné. Tato dynamika a vysledné variabilita maji potencialni vliv na
reproduktivni izolaci a speciaci (Lopez-Flores & Garrido-Ramos 2012, Feliciello et al. 2014,
Lee et al. 2017, Bracewell et al. 2019, Robledillo et al. 2020).

Repetitivni sekvence miizeme ¢lenit podle riznych kritérii. Dle mnoZstvi dané repetice
v genomu rozeznavame vysoce a sttedné repetitivni sekvence a podle usporadani dané repetice
v genomu je Clenime na rozptylené (tj. jednotlivé kopie se vyskytujici napfi¢ genomem)
a tandemové (tj. uspotadané ve shluku/klastru za sebou v rdmci jedné ¢i vice oblasti v genomu).
Mezi typické rozptylené repetice patii mobilni genetické elementy (transpozony
a retrotranspozony). Tandemové repetice délime na minisatelity, mikrosatelity a satelitni
sekvence a patii sem také stiedné repetitivni geny koédujici RNA nebo proteiny, jichz je v buiice
potieba velké mnozstvi (Obr. 1). Tyto tzv. multigenové rodiny koduji napt. ribozomalni RNA
(rDNA), malé jaderné RNA (snDNA), a replikativni histony (Cabral-de-Mello & Martins 2010,
Lopez-Flores & Garrido-Ramos 2012).

V minulosti se soudilo, Ze repetitivni DNA nema v butice Zadnou podstatnou funkci a ze
se jedna jen o jakysi ,,hibitov* mutovanych ¢i evoluci ,,odlozenych* sekvenci. Repetitivni DNA
byla proto oznacovana jako tzv. ,,junk DNA®, ptipadné diky své sobecké propagaci na ukor
organizmu rovnéZ jako ,,selfish DNA®. V poslednich dekadach se tato pfedstava ale vyrazné
zmeénila (pfehledy viz Biémont & Vieira 2006, Louzada et al. 2020). Zajisté k tomu svou mérou
prispélo objeveni aktivni transkripce v nekodujicich oblastech v rdmci projektu ENCODE
(ENCODE Project Consortium 2004), tiebaze se do jisté miry jednalo o detekci transkripcniho
Sumu. Repetitivni DNA je nepostradatelna pro spravnou ulohu centromer, kohezi chromatid,
dale také hraje roli ve struktufe chromozémt a architektute jadra a pii regulaci genové exprese
(napf. epigenetickd regulace a vznik novych regulaénich sekvenci v genomu) (Cabral-de-Mello

& Martins 2010, Winter et al. 2018, Underwood & Choi 2019, ptehled viz Louzada et al. 2020).
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| | [ I

selvence elementy

[ Eidujici ] [ "Nekidujici" ] [ Kodujici ] [ "Nekadujici" ]
[ I | |
{ Pseudogeny ][ Introny ][EItragenni DNA] [ Tandemove ] [ Rozptylené -]
Mobilni elementy

[ Satelitni DNA " Mikrosatelity ][ Minisatelity ]

Obr. 1: Slozeni eukaryotického genomu (upraveno podle Cabral-de-Mello & Martins 2010). Nekddujici
repetitivni elementy jsou v uvozovkach s ohledem na nové objevy, které ukazuji, Ze i n€které repetitivni elementy

se prepisuji do RNA.

Jednim z dileZitych aspektl spojenych se studiem repetitivnich sekvenci je skutec¢nost,
repetitivnich sekvenci maji riznou dynamiku evoluce, ktera se da hodnotit dle kvantitativnich
a kvalitativnich zmén. V prvnim piipadé se jedna o zmény v poctu kopii napfi¢ genomem
a/nebo zmény distribuce dané repetitivni DNA napt. v diisledku nerovnomérného crossing-
overu, vymény mezi sesterskym chromatidami, ektopickych rekombinaci mezi kopiemi
repetice na nehomolognich mistech v genomu, aktivity mobilnich elementti a v neposledni fad¢
v disledku ndhodné segregace téchto zmén v meidze. Tyto procesy vedou casto
k chromozémovym aberacim nejriznéjsiho typu (inverze, delece, amplifikace, translokace),
a tak mohou repetitivni sekvence pfispivat k nestabilité¢ genomu, zejména pokud jsou v genomu
ve vysokém zastoupeni a dale také ve fazi bunéfného stari (vzhledem k deregulaci
epigenetickych mechanizmi) (Charlesworth et al. 1994, Eickbush & Eickbush 2007, Raskina
et al. 2008, Delprat et al. 2009, Li et al. 2017). Dynamika kvalitativnich zmén je spjata
s molekularni evoluci sekvence a délky monomeru dané repetitivni DNA. Rychlost této evoluce
se vyrazn¢ li§i u raznych repetic. Naptiklad zatimco sekvence genli pro rRNA je vysoce
konzervovana napii¢ eukaryotickymi organizmy, obzvlast¢ mikrosatelity a satelitni DNA se

vyvijeji natolik dynamicky, Ze l1ze zaznamenat zasadni rozdily na urovni blizce ptibuznych
12



druhii (Feliciello et al. 2014, Garrido Ramos 2017, Bracewell et al. 2019, Fotsing et al. 2019,
Robledillo et al. 2020). Diky své dynamice mohou byt tandemové repetice vyuzivany jako
markery pro genotypovani jedincti a populaci (Jeffreys et al. 1985). Casto lze také pozorovat

vyrazné polymorfizmy v jejich akumulaci a distribuci (napf. Ananiev et al. 2005, Chirino et al.

2020).

2.1.1 Tandemové uspoiadané repetitivni sekvence

Vzhledem k zaméfeni mé diplomové prace jsem se v nasledujicim textu blize vénovala

zejména multigenovym rodindm (rDNA), satelitni DNA, minisatelitim a telomerické DNA.

2.1.1.1 Multigenové rodiny

Mezi multigenové rodiny fadime skupiny genti, které vznikly genovou duplikaci
v prubehu evoluce a zachovaly si vice nez 50% shodu sekvence (Martins & Wasko 2004). Tyto
tzv. paralogy jsou v genomu bud rozptyleny nebo uspofddany v tandemu. Rozptylené
multigenové rodiny zahrnuji napt. geny pro ¢ichové receptory savci, transferové RNA (tRNA)
nebo geny proteinll vazajicich mastné kyseliny (Nei & Rooney 2005). Multigenové rodiny
usporadané v tandemu mohou vytvaret stfedné€ repetitivni useky. Ptikladem jsou geny pro
ribozomalni RNA (rRNA), malé jaderné RNA (snRNA) a histony (Lopez-Flores & Garrido-
Ramos 2012). Tandemové uspotadani téchto gend usnadiiuje jejich vizualizaci metodou FISH,
na rozdil od jedine¢nych sekvenci, které jsou obvykle pod detekénim limitem standardniho
protokolu. Dalsi vyhodou z hlediska cytogenetického mapovani je fakt, Ze nékteré multigenoveé
rodiny si zaroven zachovavaji velice konzervovanou sekvenci napfi¢ organizmy a konkrétné
kodujici oblasti hlavniho klastru (45S) rDNA se fadi mezi viibec nejkonzervovanéjsi sekvence
napii¢ genomy (Hillis & Dixon 1991), a tudiZ lze sondu pfipravenou z jednoho organizmu
pouzit na mapovani rDNA u Sirokého spektra taxonti (Rab et al. 1999, Silva et al. 2009).

rDNA koduje geny pro ribozomalni RNA, ktera je esencidlni stavebni komponentou
ribozomu. Jelikoz kazda bunka potfebuje mnoho ribozomi pro udrzeni potfebné hladiny
proteosyntézy, a protoze na rozdil od mRNA se rRNA neda vyuzit opakované pro syntézu
vysledného produktu (nebot kazdd kopie se stane soucdsti pouze jednoho konkrétniho
ribozomu), je potieba syntézu rRNA zabezpecit nejen tandemovym uspotradanim kopii rDNA,
ale 1jejich velmi intenzivni transkripci (recentni piehled viz Schofer & Weipoltshammer 2018).

Proto rRNA obvykle ptedstavuje asi 80-90 % celkové bunééné RNA (Palazzo & Lee 2015).
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Hlavni klastr rDNA se sklada z genti pro 188S, 28S a 5,8S a spole¢né je ozna¢ovan jako
45S rDNA (hodnoty vyplyvaji zpohybu ¢astic v hustotnim gradientu pfi izopyknické
centrifugaci). Celd jedna transkrip¢ni jednotka je dale tvofena dvéma vnéjSimi prepisovanymi
mezerniky (ETS — external transcribed spacers) a dvéma vnitinimi pfepisovanymi mezerniky
(ITS — internal transcribed spacers). Oblast mezi transkripénimi jednotkami je oznacovana jako
mezigenovy mezernik (IGS — intergenic spacer) a obsahuje regula¢ni oblasti (obr. 2) (Long &
Dawid 1980, Eickbush & Eickbush 2007). Pti expresi 45S rDNA v interfazi se kolem této
oblasti vytvari jadérko, proto je také nazyvana jako oblast nukleolarniho organizatoru (NOR).
Jadérko je nemembranova organela, ve které probiha vétSina krokl biosyntézy ribozomil
a zaroven se ucastni celé fady dalSich dilezitych pochodd v bunice (Scheer et al. 1993,
Tsekrekou et al. 2017)

Klastr 5S rDNA je tvofen geny pro 5S rRNA, kde se kodujici oblasti pravidelné stfidaji
s nepiepisovanymi mezerniky (NTS — non-transcribed spacers). 5S rDNA se obvykle nachazi
na jinych chromozémech nez NOR (Martins & Wasko 2004, Sochorova et al. 2018). Zatimco
kodujici sekvence 5S rRNA (120 bp) je mezidruhové velmi konzervativni, NTS jsou vysoce
variabilni sekvenéné 1 délkove, jak je patrné u riznych organizmil, ale obzvlasté u ryb (Martins
& Wasko 2004, Merlo et al. 2013, Rebordinos et al. 2013, Vierna et al. 2013). Na rozdil od
genu v klastru 45S rDNA dosud neni zcela objasnéno, jakou tlohu hraje 5S rRNA v ribozomu,
ale pfisuzuje se ji role ve stabilizaci struktury ribozomu, koordinaci konformac¢nich zmén
a aktivité peptidyltransferazové domény (Dinman 2005, Huang et al. 2020).

Evoluce klastru 45S rDNA je charakterizovana procesem oznacovanym jako tzv.
»concerted evolution®. Jedna se o obecny model evoluce tandemovych repetic, ve kterém se
vSechny kopie dané repetice v daném konkrétnim taxonu vyvijeji jako jedna jednotka, a nikoliv
nezévisle na sob&. K tomu vyrazné pfispivaji dva mechanizmy: nerovnomérny crossing-over
a genova konverze. Tyto procesy pod vlivem purifikujici selekce pomahaji odstrafiovat
mutované kopie repetice a tim udrzovat homogenitu sekvence mezi klastry (Nei & Rooney
2005, Eickbush & Eickbush, 2007). Pro vysvétleni evoluce jinych multigenovych rodin,
zejména klastrti 5S rDNA, je nutné ,,concerted evolution* doplnit o (nebo nahradit za) koncept
tzv. ,,birth-and-death evolution®, kde se pfedpokladd vznik novych variant repetice genovou
duplikaci a pokud se nasledné fixuji, jsou nadale udrzovany v genomu vySe uvedenymi
homogeniza¢nimi procesy jako nezavisly klastr (Nei & Rooney 2005, Pinhal et al. 2011).

Vyskyt riznych sekvencnich variant 5S rDNA (které jsou obzvlasté ¢asté u ryb) miize odrazet
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napf. tkanove-specifickou tlohu nebo role v riiznych fazich vyvoje organizmu (Merlo et al.

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

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

2.1.1.2 Satelitni DNA, minisatelity a mikrosatelity

Satelitni DNA (satDNA) ptredstavuje vysoce repetitivni tandemové uspotfadané
sekvence. Svlj ndzev dostala podle satelitniho piku, ktery se vytvoii po centrifugaci
v hustotnim gradientu chloridu cesného (Kit 1961). Délka monomeru se obvykle pohybuje
v rozmezi 100-1000 nukleotidii a dané repetice tvoii klastry dlouhé desitky kilobazi (kb) az
nckolik megabazi (Mb). Recentni definice satDNA zahrnuje i repetice s monomery kratSimi
nez 100 nt, paklize tyto tvoiti dostatecné dlouhé klastry. Ve své praci jsem zachovala ¢lenéni na
satDNA, minisatelity a mikrosatelity. SatDNA tvofi hlavni slozku konstitutivniho
heterochromatinu, zejména v oblastech telomer a centromer (kde obvykle nékolik typli satDNA
spolu s transponovatelnymi elementy tvofi vice komplexni uspofdddni) a mohou se dale
preferenéné akumulovat v oblastech se snizenou cetnosti rekombinace a niZsi purifikujici
selekci, tedy napt. v nerekombinujicich ¢astech pohlavnich chromozémi a na B chromozomech
(Charlesworth et al. 1994, Lopez-Flores & Garrido-Ramos 2012, Garrido-Ramos 2017, Thakur
et al. 2021). SatDNA ptedstavuje u rostlin az 20 % jaderné DNA, u nékterych druht hlodavct
a hmyzu az 50 %, u ¢loveka je to pak 6-8 % (Lopez-Flores & Garrido-Ramos 2012, Lopes
et al. 2021). Struktura, organizace, sekvence a distribuce v genomu je u satDNA do zna¢né miry
druhové specificka, a to i mezi blizce piibuznymi liniemi (Feliciello et al. 2014, Garrido Ramos
2017, Bracewell et al. 2019, Robledillo et al. 2020), nebot’ satDNA je spolu s mikrosatelity
povazovana za nejdynamictéjsi slozku genomu (Lopez-Flores & Garrido-Ramos 2012,

Garrido-Ramos 2017, Fotsing et al. 2019). Vysvétleni, pro¢ se mize satDNA liSit i mezi blizce
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pfibuznymi druhy podéava tzv. ,library hypothesis®, ktera tika, ze pifibuzné druhy sdileji
spole¢nou ,.knihovnu* sekvenci satDNA, a pocet kopii kazdé satDNA muize v priabéhu evoluce
vyrazn¢ expandovat Ci se redukovat, ¢imz se mezi danymi druhy nasledné¢ mtze vyrazné lisit
distribuce riiznych motivi satDNA (Fry & Salser 1977, Thakur et al. 2021). Diky témto
vlastnostem miize analyza satDNA prispét k lep§imu pochopeni evoluc¢nich vzdéalenosti mezi
blizce pfibuznymi druhy a pfipadn€é naznacit mozné nesrovnalosti v uspofadani
fylogenetickych stromt (Suarez-Santiago et al. 2007). Organizmy mohou mit ve svém genomu
rizny pocet motivii satDNA, které se mezi sebou lisi svym procentualnim zastoupenim (nékteré
satDNA jsou dominantni, jiné minoritni) (Garrido Ramos 2017). Celkovy souhrn satelitni DNA
v genomu se oznacuje jako satelitom (termin navrzen v praci Ruiz-Ruano et al. 2016) a dosud
rekordni satelitom co do poctu motivi byl odhalen u ryby Megaleporinus macrocephalus (164
riznych motivii; Utsunomia et al. 2019) a za zminku stoji rovnéZ cvréek Eneoptera
surinamensis s rekordni diverzitou satelitii na pohlavnich chromozému neo-Y (39 z 45 motiva
nalezenych u tohoto druhu; Palacios-Gimenez et al. 2017).

Dynamika satDNA s sebou zaroven piinasi nevyhnutelné komplikace v tom smyslu, ze
pro nami studovany organizmus se ¢asto musi izolovat a charakterizovat nové specifické typy
satDNA, nebot’ ty Casto byvaji specifické pro danou evoluéni linii, rod a nékdy i omezené na
konkrétni druh. Detekce novych satDNA byla v minulosti velmi pracna a provadé¢la se pomoci
Stépeni genomové DNA riznymi restrikénimi endonukledzami, coz byl postup, ktery v lepSim
ptipad¢ vedl k objeveni a charakterizaci jedné ¢i n€kolika malo novych repetitivnich DNA
(Cabral-de-Mello & Martins 2010, Garrido-Ramos 2017). V soucasné dob¢ se ¢im dal Castéji
pouziva efektivnéjsi zplsob, ktery je zaloZen na sekvenovani genomu pomoci technologii nové
generace (next generation sequencing, NGS) o nizké Grovni pokryti genomu (tzv. ,coverage®).
Hrubéd sekvenaéni data, ktera pfi nizké ,,coverage® zahrnuji velmi malo unikatnich oblasti
genomu (na které v tomto ptipadé€ neni zacileno), zaroven nemaji odfiltrované Zadné repetitivni
sekvence a ty se nasledn¢ analyzuji riznymi bioinformatickymi pfistupy, napf. pomoci
programu RepeatExplorer. Cilem této analyzy neni poskladat jednotlivé tiseky sekvencnich
¢teni (neboli ready) do kontinualnich sekvenci (kontigit), nybrz na zaklad¢ podobnosti sekvenci
vytvofit shluky frekventované se piekryvajicich readl, které jsou pak vyhodnoceny jako
repetitivni sekvence (ptfehled viz Novak et al. 2020). Timto zplsobem se da relativné snadno
kvantifikovat a zaroven (diky moznosti grafickych vystupti) taktéz kvalitativné analyzovat
repetitivni DNA v daném genomu. MiZeme tak nejen objevit celou fadu novych repetitivnich

sekvenci (které se daji nasledn€ pouzit jako markery pro FISH), ale i ziskat informace o jejich
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procentudlnim zastoupeni v genomu, zjistit rizné sekvencni varianty a piipadné odhalit
daji porovnavat mezidruhové ¢i v ramci druhu (mezipopulacné nebo napt. mezi pohlavimi).
Jednou z nevyhod programu RepeatExplorer je, Zze obvykle neidentifikuje kratké repetitivni
motivy, typicky napi. mikrosatelity; nicméné mize odhalit n€které minisatelity (Novék et al.
2020).

Oproti mikrosatelitim, které maji kratké monomery (pod 10 bp), minisatelity jsou
repetice o délce monomeru 10-100 bp a pocCet opakovani v tandemu je také v desitkach az
stovkach (Lopez-Flores & Garrido-Ramos 2012). Polymorfizmus mikrosatelitl a minisatelit
se hojné vyuziva ke genotypizaci a u rodi¢ovskych testli ve forenznich analyzach (Jeffreys

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

2.1.1.3 Telomery

Telomery jsou nukleoproteinové komplexy nachazejici se na koncich eukaryotickych
chromozémul. Mezi jejich hlavni funkce patii feSeni tzv. ,,end-replication problem®, kdy se
vlivem mechanizmu replikace DNA zkracuji konce chromozému pti kazdém dé€leni o zhruba
40-250 nt. Dalsi dtlezitou funkci je ochrana koncti chromozomt pted enzymatickou degradaci,
pred mechanizmy signalizujici a opravujici dvouvldknové zlomy a také pted fuzemi mezi
chromozémy, tzv. ,.end-protection problem* (ptehledy viz O’Sullivan & Karlseder 2010,
Srinivas et al. 2020).

Telomery vétSiny eukaryot jsou sloZené ztandemové uspofadanych G-bohatych
sekvenci a dale ze specifické telomerické RNA a telomerickych vazebnych proteini, které maji
dilezité¢ funkce vcetné¢ regulace délky telomer. Zakladni jednotka opakovani telomerické
repetice (vétSinou mezi 5-8 nt) je specifickd pro danou skupinu organizmu (ptehledy viz
O’Sullivan & Karlseder 2010, Srinivas et al. 2020). U obratlovcii se jednd o hexamer
(TTAGGQG), (Moyzis et al. 1988, Meyne et al. 1990).

Ptestoze jsou telomery definovany jako koncové useky chromozomi, mohou byt
pozorovany také v jinych ¢astech chromozémi jako tzv. intersticidlni telomerické sekvence
(ITS) (Meyne et al. 1990, Ocalewicz 2013). Ty se daji klasifikovat podle riznych kritérif,
nejcastéji vSak jako 1) kratké s-ITSs (short ITSs), které se pravdépodobné vyskytuji v kazdém
genomu, ale Casto je neodhalime cytogeneticky a 1i) heterochromatinové het-ITS, které tvoti
napadné klastry amplifikovanych repetic, asociuji s heterochromatinem a fadou jinych

repetitivnich sekvenci a ¢asto se uz jedna spise o odvozené telomere-like sekvence (Lin & Yan
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2008, Ruiz-Herrera et al. 2008). Zatimco s-ITSs vznikaji pravdépodobné castéji v disledku
opravnych syntéz DNA, het-ITSs mohou castéji predstavovat marker predchozich
chromozdémovych prestaveb, napt. fuzi Ci inverzi, paklize tyto udalosti jsou evolu¢né relativné
mladé (tj. nedoslo zatim k erozi téchto sekvenci) a/nebo v pritbéhu jejich vzniku nedoslo
k eliminaci telomer (Meyne et al. 1990, Slijepcevic 1998, Ruiz-Herrera et al. 2008, Lin & Yan
2008). Existuji ale prace, které ukazuji abnormalni distribuce (¢i absence) ITSs, které se vyse
uvedenym vysvétlenim vymykaji (napi. Rovatsos et al. 2015).

Vedle analyzy dynamiky karyotypli nam mapovani telomerického motivu pomoci FISH
muze pomoci rozlustit slozité struktury parujicich chromozémti v meiotickych multivalentech
a také urcit spravny pocet chromozoému, které multivalent tvofi (napt. Griitzner et al. 2004,

Sichova et al. 2016).

2.2 Analyza repetitivnich sekvenci u ryb

Mapovani sekvenci DNA na chromozomech je dilezitym nastrojem pro identifikaci
homolognich chromozoémil pfi studiu karyotypt a pro porovnavani jejich dynamiky mezi druhy
a liniemi a pfi objevovani kryptickych druhti a hybridnich ¢i jinak anomalnich jedinct (Cioffi
et al. 2012, Zhang et al. 2015, Goes et al. 2020). Evoluce a dynamika karyotypu mohou byt
spjaté se zménami na urovni organizace jadra, véetné vyvoje a exprese dalezitych genti (Vara
et al. 2021), a to mize mit vliv na vznik reprodukcnich bariér mezi populacemi pivodné
stejného druhu (napt. Kitano et al. 2009). Jednid se o velmi diskutované¢ téma (nejen)
u obratlovcil (pfehled viz Damas et al. 2021) a cytogenetické mapovani u ryb jakozto bazalni
skupiny obratlovcl tak pfispiva k objasnéni fady aspektii souvisejici s organizaci genomu
a vyvojem obratlovci (Cabral-de-Mello & Martins 2010).

Jelikoz u studenokrevnych obratloveli nefunguje vétSina technik pruhovani
chromozému tak jako u teplokrevnych obratlovcl (z divodu odliSné organizace sekvenci
na chromozomech; shrnuto v Rébova et al. 2015), nejpouzivanéjSimi markery pro
cytogenetickou analyzu téchto skupin jsou rtizné typy repetitivnich sekvenci a obzvlaste ty,
které jsou tandemové€ uspofadané (rRNA, satDNA, snDNA, histonovad DNA aj.). Tyto markery
maji riznou dynamiku, a tudiZ i riznou vypovidaci hodnotu. Naptiklad rDNA ma mezidruhové
vysoce konzervované sekvence DNA, coz umoznuje vyuziti jedné sondy (pfedevSim 45S
rDNA) na vice pfibuznych druhti, jak jsem jiz uvedla v kapitole 2.1.1.1. Na druhou stranu,

sekvencni konzervativita a vysoka transkrip¢ni aktivita je zarovent divodem nestability repetic
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rDNA (Eickbush & Eickbush 2007, Raskina et al. 2008, Potapova & Gerton 2019, Warmerdam
& Wolthuis 2019) a jejich dynamice dale napomaha Castd asociace s transponovatelnymi
elementy (Raskina et al. 2008, Zhang et al. 2008). U rDNA tak ¢asto sledujeme distribuci, ktera
spise odrazi momentalni dynamiku genomu nezli karyotypovou diferenciaci (Symonova et al.
2013, Sember et al. 2015, da Silva et al. 2019a). Oproti tomu klastry genti pro histony obecné
1épe koreluji s chromozémovymi piestavbami, ale jejich sekvence DNA je ¢asto mezidruhove
odli$na do té miry, ze se musi ptipravovat druhove specifické sondy (napt. Zhang et al. 2007,
Provaznikova et al. 2021). Mozna proto u ryb takové studie nejsou piili§ Casté (napft. Silva
et al. 2013). Naopak ptibyva studii vyuzivajicich geny pro malé jaderné RNA, piedevsim U2
snDNA, kde konzervativita sekvence umoziuje aplikovat sondu i na vice ¢i méné blizce
pfibuzné druhy a distribuce klastri obvykle mezidruhové odpovidd homeologickym
chromozémlm (napf. Sember et al. 2018, 2020). Nejvice evoluéné dynamickymi tandemovymi
repeticemi jsou satDNA a mikrosatelity (Garrido-Ramos 2017, Fotsing et al. 2019, Thakur
et al. 2021) a v ptipadé satDNA je nutné obvykle nejdiive charakterizovat druhové specifické

motivy (viz kapitola 2.1.1.2).

2.2.1 Distribuce ruznych typt tandemovych repetic u ryb a jejich vypovidaci hodnota pro

analyzu karyotypu

2.2.1.1 rDNA

rDNA je zdaleka nejvyuzivangj$im cytogenetickym markerem u nemodelovych
organizmu (Sochorovi et al. 2018). U paprskoploutvych ryb bylo doposud (ke dni 3.8.2021)
publikovano ptes 700 praci, ve kterych byly mapovany 58S, 45S nebo oba klastry rDNA u rizné
velkého souboru druhti (A. Sember, nepublikovany piehled). 5S 145S rDNA se u vétSiny druhi
nachazeji na jednom chromozdémovém paru, pri¢emz vétSinou okupuji jiné chromozémoveé pary
(Gornung 2013, Sochorova et al. 2018). U mnoha druhti ale FISH odhalila vyssi pocet signali
jedné ¢i druhé, nebo dokonce obou rDNA (napt. Mantovani et al. 2005, Sember et al. 2015,
Traldi et al. 2016) a mezidruhové rozdily mohou byt i velmi vyrazné (Lima-Filho et al. 2014).
Cim vy3§i podet klastrii, tim vy§si pravdépodobnost, Ze se 45S a 5S rDNA vyskytnou na stejném
chromozoému (= jsou tzv. syntenni); nékdy k sobé€ oba klastry bezprostfedné ptiléhaji a jindy
dokonce pfimo kolokalizuji (napt. Bueno et al. 2014, Sember et al. 2015). Nepravidelny vyskyt
syntenni organizace 5S a 45S rDNA napfi¢ fylogenetickym stromem ryb naznacuje, Ze se jedna

spiSe o vedlejsi produkt dynamiky rDNA neZ o pozitivné selektovanou asociaci, ktera by se
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trvale fixovala v evoluci (napt. Sember et al. 2015). V nekterych ptipadech je tato asociace ale
vhodnym markerem pro detekci druhu nebo taxonomické skupiny (Barby et al. 2018, Glugoski
et al. 2020).

Pouziti rDNA jako cytotaxonomického markeru se vypléaci zejména tam, kde je obtizné
jednotlivé druhy navzajem od sebe odlisit na zdkladé morfologickych znakid (Glugoski et al.
2020), z divodt rychlé karyotypové evoluce v geograficky oddélenych populacich (Cioffi et al.
2012, do Nascimento et al. 2018) a také u skupin, kde je mezidruhové vysoce konzervovana
struktura karyotypu (napi. Barby et al. 2018, Motta-Neto et al. 2019). Pii relativné stabilnim
poctu signalil miizeme odhalit 1 hybridni jedince (napt. Goes et al. 2020), potvrdit polyploidii
a odlisit autopolyploida od allopolyploida (Zhang et al. 2015) nebo odhalit synonymni rybi
druhy (Bellafronte et al. 2005). Nicméné pfi interpretaci dat je tfeba brat v potaz riizné mozné
komplikace; napt. i tehdy, pokud pocet klastri neni pfili§ variabilni a pozice rDNA mezi druhy
se muze zdat konzervovani, komplementarni metodou (napf. pomoci malovacich
celochromozomovych sond) se mize ukazat, ze konkrétni par signalti rDNA vlastné nelezi na
homeolognich chromozdmech, jak bylo naptiklad zjiSténo u jithoamerickych pathotovct rodu
Gymnotus (Milhomem et al. 2013). Dale se u fady druht ryb vyskytuji polymorfizmy rDNA
nejriznéjsiho typu. Nejcastéjsi je délkovy polymorfizmus klastru (pfedevsim 45S) rDNA mezi
homology, ktery se vyskytuje velmi hojn¢ i u jinych organizmi a je zpusoben zejména
nerovnomeérnym crossing-overem, ale mize také odrazet odliSnou uroven spiralizace DNA
mezi homolognimi klastry (napt. Ghigliotti et al. 2010, Sember et al. 2015). Délkovy
polymorfizmus miiZe naopak v extrémnim piipadé vést 1 ke sniZzeni kopii rDNA na jednom
z homologli pod Urovein rozliSovaci schopnosti FISH (pfipadné byl na daném chromozému
lokus tDNA skute¢né zcela eliminovan). My poté pozorujeme polymorfizmus ve smyslu
pfitomnosti/absence signalu (napf. Pereira et al. 2012, Bueno et al. 2014, Sember et al. 2015).
Tato variabilita je v dalSich generacich podpofena nahodnou meiotickou segregaci
chromozému s/bez signalu do gamet (diskutovano v Rébova et al. 2001). Podobné se miize
v populaci vyskytnout polymorfizmus asociovany s inverzi klastru rDNA na jednom
z homolognich chromozému (Bueno et al. 2014, Sember et al. 2015) a byl popsan i piipad, kdy
inverze zahrnujici klastr rDNA byla letalni u inverznich homozygotii (Porto-Foresti et al. 2004).
Pravdépodobnost odhaleni polymorfizmu souvisi s velikosti analyzovaného vzorku (pocet
jedincti a zastoupeni riznych populaci) a ta je v mnoha studiich zamétenych na ryby omezena.
Uvedené typy polymorfizmili se totiz mohou projevit na riznych urovnich — mezi riznymi

populacemi (napft. Singh et al. 2009, Rosa et al. 2012, Bueno et al. 2014) nebo v rdmci populace
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(napt. Rabova et al. 2001, Utsunomia et al. 2014) a dokonce jsou znamy i piipady
polymorfizmu rDNA mezi buiikami v rdmci jedince (napt. Spoz et al. 2017).

Mezi dalsi uskali mapovani rDNA patii moznost rozsifeni pouze ¢asti klastru rDNA po
nekterych chromozdémech, takze odhaleny hybridizacni vzor zalezi na tom, k jakému useku je
komplementarni nase hybridizacni sonda (Lohe & Roberts 1990, Symonova et al. 2013). Navic
jak jiz bylo fec¢eno vyse, 5S rDNA se v genomech ryb mlze vyskytovat ve vice sekvencnich
variantach (Merlo et al. 2013, Rebordinos et al. 2013, Barros et al. 2017, Locati et al. 2017)
a dokonce byl u ryb také dokazan horizontalni pfenos 5S rDNA mezi vzdalenymi druhy,
konkrétn¢ mezi zabohlavcem vychodoatlantskym (Halobatrachus didactylus) a motanem
zlatym (Sparus aurata) (Merlo et al. 2012). Posledni uskali mapovani rDNA souvisi s nedavnou
studii, ve které se ukazalo, ze mira znecisténi Zivotniho prostfedi mize vyrazné meénit distribuci
rDNA v genomech jedincii stejného druhu (da Silva et al. 2019b). To ale, na druhou stranu,
muze pomoci pfi studiu vlivu prostiedi na dynamiku genomu.

Zatim nejvyssi pocet signalti 5S rDNA v ramci ryb byl objeven u ketickovce zabiho
Clarias batrachus (54 signalii; Maneechot et al. 2016). Dal$im zajimavym piikladem je Stika
Esox lucius, u které klastry 5S rDNA leZi v koncovych €astech 37 z 50 chromozému jejiho
karyotypu a bylo zjisténo, Ze vétSina kopii 5S rDNA je schopna vytvofit funkéni 5S rRNA,
tj. nejedna se o pseudogeny (Symonova et al. 2017). Rekordnich 54 signali bylo zaznamenano
1 pro klastr 45S, konkrétn€ u trnobtiché ryby Schizodon fasciatus (de Barros et al. 2017).

Urcité vlastnosti klastri rDNA jako je vysoka transkripéni aktivita (tj. nachylnost
k poskozeni DNA z divodu velmi rozvolnéného chromatinu a mozné kolize s replikacni
masinerii), tendence akumulovat transponovatelné elementy, nachylnost k ektopickym
rekombinacim a mozné kontakty klastrd 45S rDNA zriznych chromozomu
ve sdileném jadérku (Eickbush & Eickbush 2007, Raskina et al. 2008, Zhang et al. 2008,
Potapova & Gerton 2019, Warmerdam & Wolthuis 2019) zplsobuji, Ze se klastry rDNA
v relativné vys$$i mife zucastnuji chromozomovych piestaveb a mohou tedy, pusobit jako
cytogenetické markery téchto prestaveb. U ryb napomaha tomuto scénafi Casta pritomnost
konkrétné klastru 45S rDNA na koncich chromozomii (kolem 58 %; Sochorova et al. 2018),
nebot’ toto uspotfadani podporuje ektopickou rekombinaci (napt. Cazaux et al. 2011). Na druhou
stranu, 1 kdyz se minoritni klastr 5S rDNA vyskytuje s vyssi Cetnosti spiSe v intersticidlnich
oblastech chromozémt, jeho dynamiku u ryb to oproti plivodnim pfedpokladiim (Martins
& Galetti 2001), zda se, ptili§ neomezuje (napt. da Silva et al. 2011). rDNA se vedle detekce

inverzi (napf. Porto-Foresti et al. 2004, Bueno et al. 2014) projevily jako marker centrickych
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fuzi, jelikoz byly nalezeny piimo v predpokladanych fuznich mistech nebo v jejich
bezprostiedni blizkosti. VE&tSina zaznamenanych ptipadl u ryb zahrnuje 5S rDNA, které byla
nalezena ve fuznim mist¢ bez (Sember et al. 2015, Sember et al. 2020a) nebo s dalSim
markerem (typicky s ITSs; napi. Rosa et al. 2012, Favarato et al. 2016, de Barros et al. 2017).
Klastr 45S rDNA ve fuznim mist¢ byl taktéz nalezen (napt. Supiwong et al. 2019, Sember et al.
2020a).

Klastry rDNA se vyskytuji i na pohlavnich chromozémech a mohou tak byt napomocné
pii studiu evoluce téchto specifickych oblasti genomu. 45S rDNA je napiiklad pifitomna na
W chromozomech vsech studovanych teter rodu Triportheus (systém 3ZZ/QZW; Yano et al.
2017) a vyskytuje se na obou (ZW) pohlavnich chromozémech tii druhti characidii
(Characidium timbuiense, C. lanei a C. pterostictum; Scacchetti et al. 2015). Dale, pozice
klastru 45S rDNA na pohlavnich chromozémech u dvou karyotypovych forem trahira Hoplias
malabaricus  pomohla  objasnit mechanizmus vzniku  mnohocetného  systému
PXiXiXoXo/3X1X2Y (karyomorfa D) ze systému 9XX/dXY (karyomorfa C) (Cioffi
& Bertollo 2010). Repetice 5S rDNA byly také nalezeny na pohlavnich chromozdémech,
konkrétné napt. na X chromozému hadate Ophisurus serpens (Salvadori et al. 2018) nebo
u jinozabrovky Aulopus japonicus, kde se amplifikovaly témétr po celé délce chromozému
W (Ota et al. 2003). U hlavacky Dormitator latifrons bylo mozné urcit pohlavni systém
QXX/AXY pravé s piispénim detekce klastru 5S rDNA, ktery se nachazi u tohoto druhu pouze
na X chromozému (Paim et al. 2020). N&které prace u ryb bohuzel nebyly pftili§ disledné
v odliSeni béZného polymorfizmu v poctu signdli rDNA od pohlavné vazané
pritomnosti/absence signalu (diskutovano v Matoso et al. 2011). 5S rDNA se miiZze nachazet
1 na mnohoCetnych pohlavnich chromozémech ryb (napf. Sember et al. 2015, piehled viz
Sember et al. 2021) a konkrétné u antarktické ryby Chionodraco hamatus pomohla distribuce
této multigenové rodiny objasnit mechanizmus vzniku systému X X>Y (Ghigliotti et al. 2013).
U hartie Harttia punctata se na mnohocetnych pohlavnich chromozdémech vyskytuji dokonce

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

2.2.1.2 Telomerickeé repetice a ITSs

ITSs byly objeveny u tady rybich druhti (Meyne et al. 1990, Ocalewicz 2013).
V nékterych piipadech mohou ITS ko-lokalizovat ve fuznim misté s lokusem 5S rDNA (Rosa
et al. 2012, Favarato et al. 2016, de Barros et al. 2017). ITSs se také objevuji na mnohocetnych

22



pohlavnich chromozémech, napf. na metacentrickém chromozému Y u trahira Erythrinus
erythrinus (Cioffi & Bertollo 2010), ale u pfiblizné¢ poloviny systémi mnohocetnych
pohlavnich chromozémt ryb, kde byla pouzita telomerickd FISH, nebyly ITSs zaznamenany
1 pfesto, ze tyto systémy evidentné vznikly mechanizmem flze (shrnuto v Sember et al. 2021).
Poslednim a velmi neobvyklym ptikladem distribuce telomerickych sekvenci je jejich
amplifikace po celé délce dvou mikrochromozémi u jesetera jezerniho Acipenser fulvescens

(Fontana et al. 2004).

2.2.1.3 Satelitni DNA

Jak jsem jiz podrobné popsala vySe (kapitola 2./.1.2), analyza satelitni DNA je
vzhledem k jeji rychlé evoluci komplikovand a ma urcita specifika. Pomoci restrikénich
endonukleédz byla objevena u ryb fada motivi, které pomohly charakterizovat n¢které aspekty
evoluce genomu, karyotypu ¢i specializovanych chromozému. U jedné z bazélnich skupin
paprskoploutvych ryb, u jesetertl, probihé evoluce satelitni DNA velmi pomalu a sekvence Pstl
a Hindlll se vyskytuji napti¢ celym fadem a jsou tak pro né specifické (Robles et al. 2004).
Konzervovanou satDNA lze najit i v ramci kostnatych ryb, kde byl modernéj$im zptisobem
analyzy (viz dale) objeven satelit CharSat01-52 vyskytujici se napfic¢ taxony trnobtichych ryb
(Characiformes) (dos Santos et al. 2021). Naopak fada satelitnich DNA ryb se vyskytuje jen
u blizce ptibuznych druhi nebo pouze u jediného druhu. Naptiklad satelit SSHindlll je
specificky pro genom trahira malabarského H. malabaricus, vznikl zrepetic 5S rDNA
a vyskytuje se vyhradné v centromerach, ve kterych miize hrat funkcni tlohu. Tento satelit
pomohl objasnit mechanizmus vzniku mnohocetnych pohlavnich chromozéml u tohoto
druhového komplexu (Cioffi & Bertollo 2010). Podobné byl vyuzit satelit LeSpel, ktery se
u Megaleporinus elongatus vyskytuje na tfech (u samic) nebo na dvou (u samci)
chromozdémech a na zékladé¢ pozorovani této pohlavné-specifické distribuce autofi studie
navrhli, ze M. elongatus ma misto klasického systému 3Z27/9ZW pravdépodobné mnohocetny
systém 371212272/ Z1W1Z>2W- (Parise-Maltempi et al. 2007). Dulezity vhled do evoluce
pohlavnich chromozémt ZW u jihoamerickych sladkovodnich rodd Parodon a Apareiodon
pfineslo také mapovani satelitu pPh2004 a specifického bloku heterochromatinu
mikrodisekovaného z W chromozému Apareiodon ibitiensis (sekvence WdAp) (napf.
Schemberger et al. 2011). Mechanizmus vzniku B chromozému byl zase studovan u tetry

Astyanax scabripinnis mj. pomoci mapovani satelitu As51 (Mestriner et al. 2000).
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V poslednich n€kolika letech se objevily nové bioinformatické moznosti, jak vyuzit data
NGS z celogenomového sekvenovani pro analyzu satelitni DNA. Jednim z nejbéznéji
pouzivanych programu je RepeatExplorer, diky kterému byly rozsifeny moznosti identifikace
a nasledného mapovani nejriiznéjSich repetitivnich sekvenci také u ryb. Napf. u leporina
velkohlavého Megaleporinus macrocephalus bylo identifikovano rekordnich 164 motivli
satDNA a 14 z nich bylo nalezeno specificky pouze na pohlavnim chromozému W (Utsunomia
etal. 2019). Obdobné¢ u ptibuzného druhu M. elongatus se vyskytuje 9 typt satDNA exkluzivné
pouze na dlouhém raménku pohlavniho chromozému Wi (Crepaldi & Parise-Maltempi 2020).
Pro evoluci pohlavniho chromozomu W u rodu Apareiodon je zase typickd akumulace
transponovatelnych elementt a mikrosatelitQ, jak ukazaly analyzy programt RepeatExplorer
a RepeatMasker (Schemberger et al. 2019). Sdilené motivy satDNA byly nalezeny u riznych
druhil teter rodu Astyanax (Silva et al. 2017) a distribuce nékterych satDNA naznacily vznik
B chromozému z pohlavnich chromozémuti u characidii (rod Characidium; Serrano-Freitas
et al. 2020). Poslednim zajimavym ptipadem jsou sekavci rodu Cobitis, kde Marta et al. (2020)
popsali sedm motivii satDNA, z nichZ n¢které mohou slouzit jako druhové specifické markery
(druhtt C. elongatoides, C. taenia) a pomoci tak pifi charakterizaci rodicovskych genomil

hybridt a polyploidu, ktefi se u téchto ryb hojné vyskytuji.

2.2.1.4 Minisatelity

Minisatelity byly prozatim u ryb mapovany pouze na malém poctu druhti, konkrétné
napft. u lososa obecného (Salmo salar) (Pérez et al. 1999), ¢tverzubce zelen¢ho (Tetraodon
nigroviridis) (Fischer et al. 2004) a v neposledni fadé¢ také u halancika tyrkysového
(Nothobranchius  furzeri), u kterého byl konkrétné objeven GC-bohaty minisatelit
s monomerem o délce 77 nt (Reichwald et al. 2009, 2015).

2.2.1.5 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou hojné pouzivané v cytogenetickych studiich u ryb, ale jelikoz je Casto
velmi obtiZné interpretovat jejich hybridizaéni vzory, nejvétsi uplatnéni maji pti1 charakterizaci
pohlavnich a B chromozémt (napt. Piscor & Parise-Maltempi 2016, Yano et al. 2016). Moje

prace mapovani mikrosatelitli nezahrnuje, tudiZ se jimi zde nebudu detailnéji zabyvat.
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2.3 Trendy karyotypové diferenciace kostnatych ryb

Kostnaté ryby (Teleostei) tvoii drtivou vétSinu druhové diverzity paprskoploutvych ryb
a zaroven predstavuji vice nez polovinu vSech obratlovcti na Zemi (Nelson et al. 2016). Navic
je tato skupina charakterizovana vysokou plasticitou genomu (Ravi & Venkatesh 2008), ktera
muze souviset s toleranci k hybridizaci a polyploidizaci a je pravdépodobné divodem
pozorovaného velkého rozsahu ve velikostech genomil (0,39-248 pg na haploidni genom)
a diploidniho poc¢tu chromozomu (2n = 12-446) (Arai 2011). Analyzu karyotypi kostnatych
ryb né€kdy zpestiuje pritomnost pohlavnich chromozomu (viz dale), B chromozémti a raznych
chromozomovych polymorfizmti ¢i karyotypovych forem (Phillips & Réb 2001, Ene 2003,
Cabral-de-Mello & Martins 2010, Arai 2011, Cioffi et al. 2012, Piscor & Parise Maltempi 2016,
Glugoski et al. 2020).

I ptes vySe zminénou variabilitu se u vétSiny Teleostei pocty chromozomi pohybuji
v rozmezi 2n = 44-52 a nejcastéji (zhruba polovina ptipadil) je dokumentovan pocet 48 nebo
50 chromozémi (Mank & Avise 2006, Molina et al. 2014). Za ancestralni stav se u kostnatych
ryb povaZzuje 48 jednoramennych (konkrétné€ akrocentrickych) chromozému (Kohn et al. 2006).

Rizné skupiny kostnatych ryb se mohou vyrazné liSit dynamikou a mechanizmy
karyotypové evoluce (Yoshida & Kitano 2021). Nékteré skupiny si udrzuji velmi stabilni
2n aptipadné 1 karyotypovou strukturu. Vhodnym piikladem je tad maloostnych ryb
(Cypriniformes), kde nepolyploidni druhy maji velmi ¢asto 48 nebo 50 chromozomi (Arai
2011, Pereira et al. 2012, Sember et al. 2015, Sember et al. 2020b), ale na druhou stranu je zde
Casty vyskyt polyploidie (FlajShans et al. 2013). Na urovni Celedi je pak vysoka stabilita
2n 1 struktury karyotypu u skupin Notopteridae (noZovcoviti; sladkovodni) a Haemulidae
(chrochtaloviti; moi§ké) (Barby et al. 2018, Motta-Neto et al. 2019). Naopak u jinych skupin
byla dokumentovéana zna¢nd mezidruhova ¢i vnitrodruhova variabilita 2 a struktury karyotypu.
Na trovni rodu jsou vysoce variabilni napf. pathofovci rodu Gymnotus (2n=34-54; Milhomem
et al. 2013, Silva et al. 2019) taxonomicky dosud neuspokojivé charakterizovany rod
sumcovitych ryb (krunytovci) rodu Ancistrus (2n=34-54; Glugoski et al. 2020) a dale taxony
zahrnujici kryptické druhy a druhové komplexy a rizné chromozémové polymorfizmy jako
napf. tetry rodu Astyanax (Silva et al. 2013, Piscor & Parise-Maltempi 2016) ¢i hojné studovany
druhovy komplex trahira malabarského (Hoplias malabaricus) (Cioffi et al. 2012). Dale se na
riznych taxonomickych urovnich odehravaji vyrazné zmény karyotypi prostiednictvim
ptrestaveb Robertsonova typu (centrické fuze ¢i rozpady), a to typicky napt. u lososovitych ryb

(¢eled’ Salmonidae; Phillips & Rab 2001), antarktickych Notothenoidei (Ghigliotti et al. 2013,
25



Auvinet et al. 2020), Stik (Celed’ Umbridae; Réb 2004), hadatovitych (Ophichtidae; Salvadori
et al. 2018) a dale pak u jihoamerickych drobnotstek rodu Nannostomus (Sember et al. 2020a)
a halanc¢ikit rod Chromaphyosemion (Volker et al. 2008) a Nothobranchius (Krysanov
& Demidova 2018), pficemz pravé halancici rodu Nothobranchius jsou piedmétem mého
cytogenetick¢ho vyzkumu. Zndmy jsou i populacni polymorfizmy z hlediska pfitomnosti
homozygoti/heterozygotti pro centrickou fizi. Hojné se vyskytuji u lososovitych (Phillips
& Réb 2001) a dale pak u nékterych zastupct celedi Gobiidae (Giles et al. 1985, Ene 2003)

nebo napt. u mienky Schistura notostigma (Sember et al. 2015).

2.4 Determinace pohlavi a pohlavni chromozomy ryb

Kostnaté ryby jsou znamé znacnou variabilitou mechanizmi, které urcuji jejich pohlavi.
Druhy s environmentéalnim uréenim pohlavi (ESD) jsou citlivé na faktory prostfedi v kritickém
obdobi vyvoje gonad. Nejcastéji je kritickym parametrem teplota vody, ale mtize to byt i pH
a dal$i vlivy jako socialni interakce jedincti v populaci aj. (Shen & Wang 2019). Genetické
uréeni pohlavi (GSD) je u ryb bud’ polygenni (tj. bud’ piisobenim vétSiho poctu genii malého
ucinku na autozémech nebo pfechodnou pfitomnosti dvou riznych systéml pohlavnich
chromozdmil, mezi nimiZ je ustanoven vztah dominance a recesivity) anebo monogenni (tj.
ur¢eno Ustfednim genem determinujicim pohlavi, ktery se nachazi na jednom z pohlavnich
chromozémil). GSD a ESD se navic zdaji byt jen krajnimi body kontinua, nebot’ existuji
ptipady, kdy napf. geneticka determinace pohlavi mize byt ovlivnéna teplotou prostiedi apod.
(Devlin & Nagahama 2002, Guiguen et al. 2019, Shen & Wang, 2019).

Znalost mechanizmi determinace pohlavi u ryb je duilezitd s ohledem na proménlivost
podminek v prostfedi a obzvlasté vzhledem k probihajicim globalnim zméndm klimatu, kdy
napf. dlouhodobé vykyvy teplot mohou u druhli s environmentalnim urcenim pohlavi
zpisobovat vyrazné vychyleni poméru pohlavi od ocekdvaného 1:1, coz mize mit neblahy vliv
na prezivani populaci daného druhu (napt. Honeycutt et al. 2019). Dale se téchto znalosti
vyuziva v chovech za ucelem konzervace druhli anebo pro komercni ucely (produkce masa,
kaviaru, prodej akvarijnich ryb aj.), kde se u druht s vyraznym pohlavnim dimorfizmem c¢asto
preferencné chova jen jedno pohlavi (Guiguen et al. 2019, Shen & Wang 2019).

U ryb bylo dosud odhaleno (cytogeneticky, genomicky nebo jinym zplisobem)
minimalné 440 ptipadl taxoni s pohlavnimi chromozémy (Sember et al. 2021). Nejedna se

ptfimo o 440 druhd, nebot’ neni neobvyklé, Ze rtizné populace téhoz rybiho druhu disponuji

26



jinym systémem pohlavnich chromozomt, pifipadné je zjisténa piitomnost druhového
komplexu nebo kryptickych druhti (Cioffi et al. 2012, do Nascimento et al. 2018, Sember et al.
2021). U ryb bylo dosud popsano devét systémi chromozdémového urceni pohlavi, pokud
nepocitame situace, kdy na determinaci pohlavi ma vliv pfitomnost nadpocetného tzv. B
chromozomu (napi. Gammerdinger & Kocher 2018). Kromé standardnich systémi @ XX/ XY
a AZ7Z/2ZW, mizeme u ryb pozorovat systémy odvozené (QXX/3X0, 3ZZ/QZ0)
a mnohocetné (PXiXiXoXo/3X1X2Y, PXX/EXY1Ya, X1 Xi1XoXo/3X1Y1X2 Yo,
aZZ/QRZW\W2, 371212272/ Z1W1Z>2W>) (Devlin & Nagahama 2002, Kitano & Peichel 2012,
ptehled viz Sember et al. 2021).

Systémy pohlavnich chromozémi se mohou u ryb vyrazné liSit na trovni blizce
ptibuznych druhd, mezidruhové i — jak jiz zminuji vySe — mezi populacemi stejného druhu
(Mank & Avise 2009, Cioffi et al. 2012, Schartl et al. 2016, Glugoski et al. 2020). Naptiklad
u Celedi koljuskovitych (Gasterosteidae) se mezi jednotlivymi druhy vyskytuji systémy XY,
X1X2Y a také ZW, které vznikly nezavisle na sob€ a zahrnuji riizné vazebné skupiny (Kitano
et al. 2009, Ross et al. 2009). Vysoka a dobte prostudovana variabilita pohlavnich chromozomii
je znama i u cichlid z jezer vychodni Afriky (Malawi, Tanganyika a Viktoriino jezero) a dale
u medak rodu Oryzias (zahrnujici modelovy druh, medaku japonskou Oryzias latipes) (ptehled
viz. Gammerdinger & Kocher 2018). Vedle Castych ptechodi mezi systémy pohlavnich
chromozém je u nékterych taxond ryb znam i polymorfizmus v mife degenerace neparového
pohlavniho chromozému (Y nebo W). Typickym piipadem je polymorfizmus Y chromozému
u pstruha duhového Oncorhynchus mykkis (Felip et al. 2004, Phillips et al. 2004, Ocalewicz
etal. 2007). Dale, Nanda et al. (2014) objevili mezidruhovy polymorfizmus ve velikosti
heterochromatinového bloku na Y chromozomu v ramci tfi druhti zivorodek (Poecilia
reticulata, P. wingei, P. obscura); u druhu P. reticulata byl polymorfizmus pozorovan i mezi
populacemi (Nanda et al. 2014). Mezipopula¢ni polymorfizmus v diferenciaci Y chromozému
byl zjistén 1 u halancika tyrkysového Nothobranchius furzeri (Reichwald et al. 2015), tedy
druhu, ktery je pfedmétem 1 mé prace.

Vyhodou a zaroven nevyhodou vyzkumu rybich pohlavnich chromozémt je jejich ¢asto
vyrazné¢ homomorfni charakter. To znamend, Ze uroven jejich diferenciace neni natolik
pokrocila, aby se to projevilo v cytologickych rozdilech mezi parovym a neparovym pohlavnim
chromozdémem, takZe jejich pfitomnost miiZe standardni cytogenetické analyze uniknout.
Diivodem ¢asté homomorfie mlize byt relativni evolu¢ni mladi rybich pohlavnich chromozém,

ale tento parametr mize byt zavad¢jici. Napiiklad velmi mladé pohlavni chromozémy u cichlid
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a n¢kterych jihoamerickych sladkovodnich ryb (Henning et al. 2011, Gammerdinger & Kocher
2018) vznikly teprve pfed pouhymi nékolika sty tisici az dvéma miliony let, nicméné i evolucné
pomérné staré (a kupodivu stdle homomorfni) pohlavni chromozdémy jsou u ryb znamy - napf.
minimalné 56 miliont let stary systém XY u Stikotvarnych ryb (Pan et al. 2021) a nelze nezminit
pravdépodobné 180 milionti let stary homomorfni systém ZW u jesetert (Kuhl et al. 2021).
Jinym divodem homomorfie rybich pohlavnich chromozémii jsou Casté prechody mezi
systémy, které znamenaji navrat na zacatek procesu diferenciace (diskutovano v Sember et al.
2021). Rybi pohlavni chromozémy jsou tak vhodnymi objekty pro studium casnych fazi
evoluce téchto specializovanych oblasti genomu, protoze na rozdil napt. od silné
degenerovaného savéiho systému XY lze 1épe rozpoznat a charakterizovat jednotlivé faze
diferenciace a zkoumat zodpovédné molekularni mechanizmy a selek¢ni tlaky (Schartl et al.

2016).

2.5 Anualni halanéici rodu Nothobranchius

Halanc¢ici rodu Nothobranchius, jenz patii do ¢eledi halancikoviti (Nothobranchiidae)
z fadu halancéikovcl (Cyprinodontiformes), pfedstavuji jednu z Sesti skupin tohoto fadu
kostnatych sladkovodnich ryb, u kterych se vyvinul periodicky reprodukéni cyklus
ptizpisobeny kazdoro¢nimu stfidani obdobi sucha a obdobi destt (Furness 2016).

Rod Nothobranchius zahrnuje v sou€asnosti vice nez 90 druhd (Fricke et al. 2021).
Vsechny druhy halané¢ikt jsou drobné ryby o délce 3-15 cm, v priiméru jsou mensi nez 7 cm.
Objevuje se u nich znaény pohlavni dimorfizmus ve velikosti a zbarveni téla, kdy samci jsou
obvykle vyrazné zbarveni, mohou se vyskytovat v jedné nebo vice (obvykle dvou) barevnych
formach a barevné ornamenty jsou u samcii druhové specifické. Zatimco samicky jsou
nevyrazné (vétSinou svétle hnéd¢) a dortistaji menSich velikosti téla (Wildekamp 2004,
Reichard et al. 2009, Reichard & Polacik 2019).

Halancici se vyskytuji hlavné v oblastech savany na vychodni ¢asti afrického
kontinentu, konkrétné od Jihoafrické republiky aZ po Jizni Sudan (Wildekamp 2004, Terzibasi
Tozzini & Cellerino 2020). VSechny druhy obyvaji periodické tiné€, které vznikaji béhem
obdobi deit' a jsou oddélené od ostatnich vodnich toki. Zivotni cyklus halan¢iki tedy musi
prob&hnout urychlené, nebot’ je limitovan vyschnutim jejich tiing€. S pfichodem obdobi desth
se tin€ naplni vodou a embrya z piedchozi generace se mohou zacit lihnout. Embrya se rychle
vyvijeji a pohlavni dospélosti mohou dosahnout napf. jiz za 17 dni svého Zivota (u N. kadleci;
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Blazek et al. 2013). Na dokonceni cyklu maji halanc¢ici 2—11 mésici, prakticky do vyschnuti
ting. Tehdy vSichni dospéli jedinci umiraji. Jikry halancici kladou od dovrseni dospélosti denné
a oplozené jikry, tedy embrya, pfeckdvaji obdobi sucha v pfechodném dormantnim stavu
zvaném diapauza. Jikry ovSsem mohou piezit obdobi sucha pouze ve vhodné (vertisolové) puade.
Cyklus za¢ina na novo s ptichodem dalSiho obdobi destd (Wildekamp 2004, Watters 2009,
Blazek et al. 2013, Furness 2016, Hu & Brunet 2018, Terzibasi Tozzini & Cellerino 2020).

Halancici se tedy adaptovali na proménlivé podminky prostfedi tim, ze vyrazné zkratili
svlj zivotni cyklus. Jak jiz bylo zminéno, jedna se fadove o tydny az mésice. Naptiklad halanc¢ik
tyrkysovy (N. furzeri) z inbredni laboratorni linie GRZ (odchované ze samce a samice z lokality
narodniho zimbabwského parku Gona-Re-Zhou) se doziva v laboratofi praimérné pouhych 10—
12 tydnti a je tak oznaCovan za obratlovce s nejkrats$i délkou Zivota, kterého je mozné chovat
v zajeti (Valdesalici & Cellerino 2003). Starnuti je v rychlém Zivotnim cyklu halancikl
doprovazeno stejnymi degenerativnimi procesy jako u ostatnich obratlovcd. Halancici
a zejména pak modelovy druh N. furzeri se tedy stali atraktivnim modelem pro studium starnuti
organizmu a zdroven jsou diky svym vlastnostem vhodnym modelem pro studium evoluce
a dynamiky populaci, alopatrické speciace a vyvoje genomu v nepfekryvnych generacich za
ptispéni vyrazného genetického driftu aj. (Cellerino et al. 2016, Hu & Brunet 2018, Reichard
& Polacik 2019, Terzibasi Tozzini & Cellerino 2020).

Biodiverzita rodu Nothobranchius se déli do ¢tyt evolucnich linii — tzv. Jizni, Severni,
PobfeZzni a Vnitrozemsky klad (Dorn et al. 2014, van der Merwe et al. 2021). U baze
fylogenetického stromu halancikid (obr. 3) se nachazi Jizni linie, kterd zahrnuje i modelovy
taxon N. furzeri a jeho sestersky druh N. kadleci. Ty spolu tvoii tzv. klad F, zatimco dal$imi
dvéma klady jsou klad O (N. orthonotus; nékdy je z n& vyclenovany jako nezavisly druh
N. kuhntae) a klad R (N. krysanovi, N. pienaari, N. rachovii) (Reichard 2010, Bartdkova et al.
2013, 2015, Vrtilek & Reichard 2016).

Zatimco genomika halanciki je v poslednich letech na vzestupu (genom N. furzeri byl
sekvenovan nékolika védeckymi tymy nezavisle na sobé a publikovany byly recentné i genomy
nékterych dalSich druhti; Reichwald et al. 2015, Valenzano et al. 2015, Cui et al. 2019,
Willemsen et al. 2020), cytogenetické analyzy byly doposud u halan¢iki omezeny pouze na
konvencni cytogenetiku (barveni chromozomi pomoci Giemsova barviva a konstrukce
karyotypii). Jelikoz ale tyto analyzy byly provedeny u Sirokého souboru druhi (N=65 + N. sp.
z oblasti Kasenga), odhaluji zna¢nou diverzitu v diploidnich poc¢tech chromozému (27 = 16—

50), ktera naznacuje dileZitou ulohu pfestaveb Robertsonova typu, jejichz fixace mohla byt
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podpoiena malou velikosti alopatrickych populaci (Ewulonu et al. 1985, Krysanov et al. 2016,
Krysanov & Demidova 2018). Dale se napfi¢ fylogenetickym stromem halancikti vyskytuji
v riznych liniich také druhy s pohlavnimi chromozomy. Konkrétné byl nalezen systém XY
u N. furzeri (Reichwald et al. 2015) a dale mnohocetné pohlavni chromozémy typu XiXoY
u druhl 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 samy systém
pohlavnich chromozomi byl odhalen i u druhu Fundulosoma thierryi (Krysanov & Demidova
2018), tj. druh halancika, ktery se oddé¢lil od linie vedouci k rodu Nothobranchius a patii mezi

dalezité tzv. ,,outgroup® druhy.
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F. thiefryi

N. ocellatus
N. eggersi
N. lourensi

N. foerschi

N. guentheri 1
N. guentheri 2

N. cardinalis

N. rubripinnis

N. melanospilus

L

M Jizni klad

"I klad Ocellatus
|1 Pobfezni klad
M klad Kalahari

Notobranchius rachovii

Obr. 3: Fylogeneticky strom (upraveno podle van der Merwe et al. 2021) africkych anualnich halan¢ikd vybranych
pro tuto praci a fotografie druhd patficich do Jizniho kladu (foto laskavé poskytnuto doc. RNDr. Martinem
Reichardem Ph.D.). Fylogenetickd pozice N. lourensi nebyla studovana a vramci naSeho parcialniho
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fylogenetického stromu byla pfiblizné odhadnuta na zakladé¢ morfologickych znakd a geografického rozsiteni
(M. Reichard, osobni sdéleni).

3 Material a metody

3.1 Material

Ve své praci jsem studovala 11 populaci africkych halancikii rodu Nothobranchius,
mezi kterymi je zahrnuto vSech Sest druht Jizniho kladu, tj. vedle modelového druhu
Nothobranchius furzeri také N. kadleci, N. orthonotus, N. pienaari, N. krysanovi a N. rachovii.
Déle byly studovany dva druhy z Pobtezniho kladu, u nichz byl zjistén vyskyt mnohocetnych
pohlavnich chromozomi typu Xi1X2Y (N. guentheri a N. lourensi). Pro analyzu distribuce
vybranych nejvice abundantnich tandemovych repetic (identifikovanych programem
RepeatExplorer v genomech N. furzeri a N. rubripinnis, viz dale) byli navic vybrani jedinci
z dalSich deviti druhti vetné tzv. ,outgroup® taxonu Fundulosoma thierryi. Detailni idaje
o analyzovanych druzich, populacich a poctech jedincii jsou uvedeny v Tab. 1. Pievdznou
vétdinu studovanych jedinct laskavé poskytl doc. RNDr. Martin Reichard, Ph.D. z Ustavu
biologie obratlovet, AV CR. Jeden samec N. guentheri (populace 2, viz Tab. 1) a jediny
analyzovany samec druhu N. lourensi stejné jako jedinci druhl N. cardinalis, N. ditte a N. brieni
(viz Tab. 1) byli poskytnuti v ramci spoluprice se zahranicnim kolegou, Dr. Segreyem
Simanovskym (Severtsov Institute of Ecology and Evolution, Ruska akademie véd, Moskva).

Ryby byly chovany v akvéariich (50 1) pfi teplot¢ vody 26-27 °C, a krmeny byly
mrazenymi larvami pakomart (rod Chironomus). S analyzovanymi jedinci ryb bylo zachazeno
podle evropskych standardd v souladu s §17 zakona €. 246/1992 Sb. Na manipulaci s zivymi
zvifaty dohlizel &len institucionalniho vyboru pro pédi a pouziti zvitat Ustavu fyziologie
a genetiky zvitat AV CR, v.v.i., s ¢islem osvédéeni CZ 02361 (certifikovano a vydano
Ministerstvem zemé&délstvi CR). P¥i odebirani vzork®l ocasni ploutve byly ryby anestezovany
pomoci metansulfonatu MS-222 (Merck), pro pfimé preparace byly ryby anestezovany smrtici

davkou 2-fenoxyetanolu (Sigma-Aldrich).
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Tab. 1: Seznam studovanych druhti a jejich lokality

Druh ID kod N (pocet Pivod
populace jedincii)
N. brieni (Poll, 1938) * CD 2013-04 18 Kongo
N. cardinalis (Watters, Cooper, i 18 Tanzénic
Wildekamp, 2008) *
N. ditte (Nagy, 2018) * - 14 jezero Mweru, Kongo
N. eggersi (Seegers, 1982) t52 23139 Tanzénie
N. foerschi * ..
(Wﬁdekamp, Berkenkamp, 1979) TAN97/45 18 Tanzanie
N. furzeri (Jubb, 1971) pop. 1 p222 1537139 Chefu (Mosambik)
pop. 3 pl21 113/99 Limpopo (Mosambik)
pop. 4 pGRZ 78172 Chefu (inbredni kmen)
N. guentheri (Pfeffer, 1893) pop. 1 ZAN 14-02 43/89Q | akvarijni populace (Zanzibar)
pop.2* - 18 Tanzanie
N. kadleci (Reichard, 2010) pop. 1 p430 63762 Pungwe (Mosambik)
pop. 2 p091 73/99 Gorongosa (Mosambik)
%iﬁg EZ&;‘:’Z(OS lh (;SHOVSkyl’ Watters, p249 63762 akvarijni populace
N. lourensi (Wildekamp, 1977) * TNKS 2013-02 14 Tanzanie
N. melanospilus (Pfeffer, 1896) T163 14 Tanzanie
N. ocellatus (Seegers, 1985) - 28/19 smés populaci !
N. orthonotus (Peters, 1844) pop. 1 p2 43/59Q Limpopo (Mosambik)
pop. 2 p528 63149 Pungwe (Mosambik)
N. pienaari (Shidlovskyi, Watters,
Wildekamp, 2010) pop. 1 p505 53/49 Limpopo (Mosambik)
pop. 2 p514 63/52 Pungwe (Mosambik)
N. rachovii (Ahl, 1926) p096 83/39 Mosambik
N. rubripinnis (Seegers, 1986) t33 18/19 Tanzanie
F. thierryi (Ahl, 1924) GH 06/5 248739 Ada (Ghana)

*Druhy oznacené hvézdi¢kou pochazeji z chovu v Severtsov Institute of Ecology and Evolution, Ruskéa akademie
véd, Moskva (stejné populace byly zkoumany v praci Krysanov a Demidova 2018). Ostatni druhy pochazeji
z chovu Ustavu biologie obratloveti, AV CR a ptipadné dalii detaily k populacim lze dohledat v nasledujicich
publikacich: Bartakova et al. 2013, 2015, Blazek et al. 2017, Reichard et al. 2020.

! smé&s populaci z dolni ¢asti povodi Ruvu a Rufiji, Tanzanie

3.2 Metody

3.2.1 Priprava chromozémovych preparati

Priprava preparatii z regenerdtit ocasnich ploutvi

U vSech druhlt halan¢ikd byly chromozémové preparaty piipraveny preferencné
z regeneratll ocasnich ploutvi dle protokolu Voélkera & Raéba (2015), s drobnymi Upravami
(Sember et al. 2015). Po odstfiZzeni tenkého prouzku ocasni ploutve byla regenerovana tkan
odebirana obvykle po jednom tydnu (u nékterych druhti zejména z Pobiezniho kladu po dvou
tydnech). Regeneraty jsem nasledné kultivovala 2 h v Petriho miskéch s kultivaénim roztokem

pii pokojové teploté¢ (RT, zangl. ,room temperature®). Kultivaéni roztok byl pfipraven
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ziedénim zasobniho roztoku (zasobni roztok: 7,48g NaCl + 0,18g KCI1 + 0,2g CaCl» + 0,016g
NaHCOs do 1 litru vody) destilovanou vodou v poméru 1:6 a pfidanim kolchicinu (Serva) do
vysledné koncentrace 0,025 %. Po 2 hodinéach jsem kultivaci ukoncila pfiddnim 5 ml ¢erstvého
fixativa — methanol (Lach:ner): kyselina octova (99,8%; Lach:ner) v poméru 3:1 (v/v). Vzorky
jsem poté nechala inkubovat 20 minut (min) v lednici (tj. pfi 8 °C). Nasledné jsem veskery
roztok z Petriho misek odstranila (odlitim a pipetovanim), pfidala 5 ml Cerstvé fixdze a znovu
inkubovala (20 min, 8 °C). Tento krok jsem jest¢ jednou zopakovala a ve tieti fixazi jsem
regeneraty ponechala ptfes noc pii 8 °C. Nasledujici den jsem kazdy regenerat postupné
premistila na kovovou miizku, zakapla 40 pl 50% kyseliny octové a pinzetou ploutvicku jemné
macerovala na mfizce (po dobu 10 vtetin). Ziskana suspenze se nasledné z miizky prenesla do

ptislusné zkumavky a tento proces jsem jesté jednou nebo dvakrat opakovala.

Prima preparace z ledvin a gondad

U nékterych vybranych jedinct jsem chromozémy ziskala ptfimou preparaci z ledvin
a gonad. Vzhledem k omezenému poctu jedinct, které jsem takto zpracovavala, pitvu provedli
zkuSengjsi kolegové (Mgr. Tomas§ Dvorak, RNDr. Jorg Bohlen, PhD. nebo Bc. Tomas Pavlica).
Ledviny a gonady byly vypreparovany a pfeneseny na kovovou miizku, ostatni organy a tkané
(mozek, jatra, slezina, svaly, ploutve) byly pfeneseny do mikrozkumavek, zamrazeny v tekutém
dusiku a uskladnény ve hluboko mrazicim boxu (-80 °C). Organy na miizce byly zakdpnuty
hypotonickym roztokem, tj. 0,075M roztokem chloridu draselného (KCl, Lach:ner) a rozetfeny
pinzetou. Vzniklou suspenzi jsem pienesla do 15ml konické zkumavky a nechala inkubovat po
dobu 10 min pfi pokojové teploté. Hypotonizaci jsem ukoncila pfiddnim nekolika kapek (cca
1 ml) Cerstvé pfipravené fixdZe a po promichani jsem zkumavky centrifugovala (10 min,
259 x g, 4 °C). Po stoceni jsem odsala supernatant a objem doplnila Cerstvou fixazi na 5 ml. Po
promichéni se vzorky nechaly inkubovat na 20 min v lednici (8 °C) a poté jsem je opé&t
centrifugovala. Krok byl opakovéan jesté¢ jednou, po poslednim stoCeni na centrifuze jsem
odpipetovala supernatant na pozadovany objem (tj. adekvatné¢ vzhledem k peletu bunék),
suspenzi jsem promichala a cely objem pienesla do pfipravené mikrozkumavky. Suspenze byly
nasledné bud’ rovnou pouzity pro pifipravu prvnich preparatii, nebo byly uloZeny v mrazicim

boxu pii -20 °C.

Priprava chromozomovych preparatii

Podlozni skla jsem ocistila v kyveté s denaturovanym ethanolem (10 min, RT).
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Suspenze ptipravené Volkerovou metodou obsahovaly 50% kyselinu octovou a musely
z nich byt ihned zhotoveny preparaty na histologické ploténce pti 45 °C. Preparat byl pfipraven
nanesenim 40 pl suspenze na podlozni sklo, pfi¢emz po 20 vtefinach se suspenze opét odsala
a aplikovala vedle. Timto zplsobem byly vytvofeny tii sousedici kruhové plochy
s adherovanymi chromozomy na preparatu.

Suspenze z ptimych preparaci z ledvin mohly byt po tfech kolech fixace v methanol:
octové fixazi uskladnény v mrazicim boxu (-20 °C) nebo byly aplikovany na preparaty, za vlhka
na plotynce nahtaté na 60 °C (dle metody popsané Bertollem et al. 2015). 10—-15 ul suspenze
aplikované na podlozni sklo bylo pied pfenesenim na ploténku v nékterych piipadech jesté
zakapnuto 10 ul Cerstvé fixaze, pro lepsi rozprostteni chromozomi u suspenzi s vyssi hustotou
bunécnych jader.

Kvalita preparatli byla stanovena pod fazovym kontrastem ve svételném mikroskopu
(Olympus BX63). Vybrana skla byla bud’ odvodnéna v ethanolové fade (70%, 80%, 96%, po 2
minutach) a skladovéna v mrazicim boxu pii -20 °C pro dalsi pouziti, nebo obarvena 5%
roztokem Giemsa-Romanowski ve fosfatovém pufru (pH 6,8) (Dr. Kulich) a analyzovéana

pomoci mikroskopu Zeiss s platformou Metafer pro automatické hledani metafazi.

3.2.2 C-pruhovani

Tato metoda slouzi k vizualizaci konstitutivniho heterochromatinu.

Ptipravena skla byla po vytazeni z mraziciho boxu odvodnéna ethanolovou fadou (70%,
80%, 96%) a po oschnuti pfemisténa na histologickou ploténku nahiatou na 60 °C, kde se
inkubovala 1 hodinu. Dlvodem tohoto tzv. ,,zapékani skel* je lep$i pfilnavost materidlu
k povrchu skla, aby nedoslo pti nasledném protokolu k jeho uvolnéni. Poté, co jsem preparaty
nechala zchladnout na pokojovou teplotu, jsem je ponotila do 0,2M HCI (Lach:ner) na 20 minut
(za Gcelem rozvolnéni chromatinu) a poté dikladné oplachla destilovanou vodou. Néasledné
byla skla pfesunuta presné na 3 minuty do vyhtatého (45 °C) nasyceného roztoku Ba(OH)»
(denaturac¢ni krok) a poté rychle oplachnuta v 0,2M HCI pro zastaveni reakce. Preparaty jsem
dale oplachla destilovanou vodou, vlozila do vyhiaté kyvety s 2x SSC a pfi 65 °C inkubovala
po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byla skla opét oplachnuta destilovanou vodou a po oschnuti
jsem na né€ nanesla 25 pl montovaciho media obsahujiciho 4',6-diamidino-2-phenolindol
(DAPI) o koncentraci 1.5 pg/ml (Cambio) pro obarveni chromozoémii. Kazdy preparat jsem

prekryla krycim sklem (22 x 50 mm) a prebytecné medium s DAPI, vcetné
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vzduchovych bublin, jsem vytlacila ven. Hotovy preparat jsem ocistila filtranim papirem

a okraje zalakovala lakem na nehty.

3.2.3 Izolace genomové DNA a priprava hybridiza¢nich sond

Izolace genomové DNA

Genomova DNA byla izolovdna zjater a sleziny za pouziti izolacni soupravy
MagAttract HMW DNA Kit (Qiagen) vyuzivajici magnetickych kuli¢ek. Postupovala jsem
podle protokolu vyrobce, ale vzhledem k vysoké koncentraci buné€k z izolovanych tkani, které
znesnadnovaly izola¢ni kroky, byl protokol optimalizovan pouzitim dvojnasobného mnozstvi
vSech pouzivanych roztoki s vyjimkou elu¢niho pufru. Eluce probihala do objemu 50 pul a byla
jimana ve dvou az tfech frakcich. Kvalita ziskané DNA byla zkontrolovdna pomoci
elektroforézy v 0,8% agar6zovém gelu a koncentraci vSech izolovanych frakci DNA jsem

stanovila na fluorometru Qubit (Invitrogen).

Analyza RepeatExplorer

V ramci naSeho projektu byla provedena analyza programem RepeatExplorer2 (Novak
et al. 2020) za ucelem identifikace nejvice zastoupenych repetitivnich sekvenci v genomech
vybranych halan¢ikii. Analyza byla provedena kolegynémi z Ceskych Budg&jovic RNDr.
Martinou Dalikovou, Ph.D. a RNDr. Annou Volenikovou. S vyuzitim dat z publikovaného
genomu N. furzeri (Reichwald et al. 2015) a ddle nami nové sekvenovanych genomt N. kadleci
a N. rubripinnis na nizké pokryti (Ilumina paired-end sequencing — platforma HiSeq,
Novogene; knihovny byly pfipraveny s inzerty dlouhymi 450 bp a délka sekvencnich ¢teni byla
150 bp; pokryti genomu pfiblizn€ 3x). Pro ucely mé prace byly vybrany Ctyii repetice
s vysokym zastoupenim v danych genomech: Nfu-SatA, Nfu-SatB, Nfu-SatC (genomy
N. furzeri a N. kadleci) a Nru-Satl (genom N. rubripinnis). Zatimco sondy pro Nfu-SatB, Nfu-
SatC byly pfipraveny postupem popsanym nize, minisatelity Nfu-SatA a Nru-Satl s kratkym
monomerem byly syntetizovany na zakazku firmou Generi Biotech a béhem syntézy byl kazdy

monomer znacen fluorochromem Cy3 na 5" konci.

Amplifikace a klonovani fragmentii repetitivni DNA
Useky pozadovanych sekvenci byly ziskany polymerazovou fetézovou reakci (PCR)

s vyuzitim primerd shrnutych v Tab. 2. Zatimco primery pro 5S a 18S rDNA byly pfevzaty
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z pfedchozich cytogenetickych studii, primery pro satelitni sekvence Nfu-SatB a Nfu-SatC
odhalené programem RepeatExplorer v genomu N. furzeri, byly vygenerovany (za asistence
RNDr. Petra Nguyena, Ph.D. a Mgr. Alexandra Sembera, Ph.D.) pomoci programu Primer3
(v. 0.4.0; http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). VSechny primery byly syntetizovany na zakazku
u firmy KRD.

Templatem pro PCR byla celogenomova DNA N. kadleci p430 (5S rDNA, Nfu-SatB
a Nfu-SatC), N. pienaari p5S05 (5S rDNA), N. rachovii p096 (5S rDNA) a N. guentheri
z akvarijni populace (18S rDNA). Jedna reakce PCR o celkovém objemu 50 pl obsahovala
25 ul PPP Master mixu (Top-Bio), 2 ul kazdého primeru (forward a reverse) o koncentraci
10 pmol/ul (neboli 10 uM), dale ptiblizné 100 ng templatové DNA a smés byla doplnéna do
kone¢ného objemu ultradistou vodou PCR Ultra H,O (Top-Bio). Termalni profily pro PCR
jednotlivych fragmentt jsou shrnuty v Tab. 3. Krom¢é amplifikace 18S rDNA, kde byl vyuZit
standardni protokol v pivodni verzi, byla u dalSich fragmentl provedena nejdiive PCR
s teplotnim gradientem nasedani primertt v rozmezi 50—60 °C a nasledné byla zvolena
optimalni teplota (60 °C pro vSechny tfi fragmenty). U vSech fragmentii byla v poslednim cyklu
teplota prodluzovani fetézce (neboli extenze) prodlouzena na 10 min z divodu zvySeni
pravdépodobnosti, ze Taq polymeraza (obsazend v PPP Master mixu) pfida na konec fragmentu
netemplatovy adenosin, jehoZ pfitomnost je dileZitd pro mechanizmus klonovani (viz dale).
PCR probihala v termocykleru Bio-Rad.

Amplifikované produkty byly ovéfeny na elektroforéze v 0,8% agar6zovém gelu.
V ptipadé¢ vétsiho poctu fragmentl byl cely vzorek nasledné separovan elektroforeticky v 1%
agar6zovém gelu a jednotlivé fragmenty byly vyfiznuty a nésledné purifikovany pomoci
soupravy NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel GmpH). V ptfipadé pouze
jednoho fragmentu ve vzorku byl tento fragment purifikovan piimo, za pouZiti stejné
purifika¢ni soupravy, ale s modifikovanym protokolem. V obou piipadech jsem postupovala
podle nédvodu vyrobce.

Fragmenty DNA byly ligovany do pDrive vektoru (Qiagen), jehoz ptesahujici U-konce
paruji s pfesahujicim A-koncem produktu PCR. Konstrukty byly tranformovany do
kompetentnich bun¢k (Qiagen EZ Competent Cells). Kolonie nesouci vektor s inzertem byly
vybrany na zékladé modro-bilé selekce a nasledné byly plazmidy z bunék izolovany pomoci
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), v§e podle protokolu vyrobce. Klonovani a purifikace

plazmidt nebylo sougasti moji prace, bylo obstardno laborantkou Petrou Sejnohovou.
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Vysledné produkty z pozitivnich kolonii a klont byly sekvenovany v obou smérech na
zakazku firmou Macrogen (Nizozemsko) pomoci standardnich primert z faga M13 (M13
forward: 5' GTAAAACGACGGCCAGT 3'; M13 reverse: 5" AACAGCTATGACCATG 3")
a identita vyslednych sekvenci byla ovéiena analyzou BLAST/N (NCBI, Altschul et al. 1990).

Tab. 2: Piehled pouzitych primerta

Gen/Satelit Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3") Zdroj
58 rDNA TACGCCCGATCTCGTCCGATC CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC Martins& Galetti, 1999
188 rDNA CCGAGGACCTCACTAAACCA CCGCTTTGGTGACTCTTGAT Cioffi et al., 2009
NfuSatB TTTCCTAAGGGGGTCAAACC CTGGGTGCCATTTACAAACC tato prace
NfuSatC TGACCCCCAATAGAAATGGA  CGTGTGCGAAAACCACTAAA tato prace

Tab. 3: Termalni profily PCR

Sekvence z RepeatExplorer

PCR krok 5S rDNA 18S rDNA (Nfu-SatB, Nfu-SatC)
Pocatecni denaturace 94 °C /3 min 95 °C /5 min 95 °C /4 min
a. Denaturace 94°C/30s 95°C/ 1 min 95°C/1 min
b. Nasedani primert 60 °C/ 1 min 60 °C/ 1 min 60 °C/ 1 min
c. Elongace 72 °C /2 min 72°C/1min30s 72°C/1min 30 s
d. Zavérecna elongace 10 min 10 min 10 min
Pocet opakovani cyklu a.-c. 35x% 35x% 35x%

Znaceni pomoci nick translace

Sekvence 18S rDNA byla amplifikovand pomoci metody PCR se stejnym protokolem
a termalnim profilem jako je uvedeno vysSe. V pfevazné vétSiné experimentil jsem pouZzivala
jako templat zaklonovany fragment 18S rDNA z tolstolobika bilého (Hypophthalmichthys
molitrix; ptistupové Cislo v GenBank: MT165584), ktery byl usp&$né pouzit v hybridizac¢nich
experimentech jinych ryb (napt. Sember et al. 2020b). Pro ¢ast experimentii byl pouzit oveéfeny
klon 18S rDNA ze samce N. guentheri. Vysledny amplifikovany produkt jsem ovéfila na
elektroforéze a produkt purifikovala pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel GmpH) podle navodu vyrobce. Poté jsem naméfila koncentraci produktu na
fluorometru Qubit. Takto ziskand DNA byla znacena metodou nick translace (neboli ,,posun
zlomu*‘) pomoci soupravy Nick Translation kit (Abbott Molecular). Reakce o objemu 25 pl
obsahovala 500 ng DNA, 2,5 pl nukleotidového mixu (viz déle), 2,5 ul NT pufru, 5 pl
enzymového mixu (DNA polymeraza I a DN4za I) a reakce byla doplnéna do celkového objemu
vodou PCR Ultra H20 (Top Bio). Nukleotidovy mix byl (pfi objemu 50 pl zdsobniho alikvotu)
tvoten 5 pul kazdého z nukleotidi dATP, dCTP a dGTP (koncentrace 2,5 mM), dale 3,4 ul dTTP
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(2,5 mM) a4 pl s dUTP konjugovaného s digoxigeninem (digoxigenin-11-dUTP; Roche) nebo
s biotinem (biotin-16-dUTP; Roche). Zbytek objemu tvofila ultracistd voda PCR Ultra H,O
(Top Bio). Po namichéni nick translacni reakce byla smés inkubovana v termobloku pii 15 °C
po dobu 1 h 40 min az 2 h v zavislosti na staii kitu (u starSiho kitu bylo potfeba vice Casu
k dosazeni idealniho rozsahu znalenych fragmentti 200-500 bp). Reakce byla nasledné
zastavena pfidanim 1 pl 0,5M EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina; pH 8.0) a vlozenim
na 10 min do termobloku (65 °C).

Vétsinu sond jsem znacila nick translaci, ve které byl nukleotid dUTP konjugovany
ptimo s fluorochromem. V tomto ptipadé byly pouzity soupravy Fluorescein NT Labeling Kit
nebo Cy3 NT Labeling Kit (Jena Bioscience). Fluorescein-dUTP byl pouzit pro znaceni 18S
rDNA, Cy3-dUTP pro znaceni Nfu-SatB, Nfu-SatC a né&kterych variant 5S rDNA. Reakce
o objemu 20 pl obsahovala 1-1,5 pg DNA, 2 pl nick translacniho pufru (10x NT labeling
buffer), 2 ul fluorescenéniho mixu (Fluorescein, Cy3), 2 ul enzymového mixu a objem byl
doplnén ultracistou vodou PCR Ultra H,O (Top Bio). Reakce byla inkubovana pti 15 °C po

dobu 30 min a poté ukoncena piidanim 5 pl tzv. stop pufru.

Znaceni pomoci PCR

Sekvence 5S rDNA byla ve vétsin€ ptipadii znacena pomoci PCR. Templatem byl
1zolovany plazmid s ovétenou sekvenci inzertu 5S rDNA a termalni profil reakce byl stejny
jako pfi standardni amplifikaci 5S rDNA (viz Tab. 3); teplota pro nasedani primerti byla zvolena
60 °C. Reakce pii objemu 50 pl obsahovala: 5 pl 10x Taq buffer, 2 ul DMSO
(dimethylsulfoxid), 25 pl enhanceru (vSechny tfi komponenty: Top Bio), 10 pl kazdého
z dvojice primert (10 puM; Tab. 2), 0,5 ul Taq polymerazy Unis (Top Bio), 2,5 ul
nukleotidového mixu s digoxigeninem nebo biotinem konjugovanym s dUTP (stejné sloZeni
jako pfi nick translaci), ptiblizné¢ 100 ng templatové DNA klonu a PCR Ultra H20 (Top Bio).
Dle potieby bylo najednou michano 4—-10 reakci po 50 pl. Reakce probihala v termocykleru
Bio-Rad.

Amplifika¢ni produkty byly nasledné slou¢eny do jednoho vzorku, ktery byl precistén
pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel GmpH) kitu a koncentrace byla

zméfena na fluorometru Qubit.
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Priprava hybridizacnich sond

Pti michani sondy pro dvoubarevnou rDNA FISH obvykle mix pro jedno sklo
obsahoval 250 ng sondy pro 18S rDNA (obvykle znacené¢ digoxigenin-dUTP), 215 ng sondy
pro 5S rDNA (obvykle znacené biotin-dUTP), 25 pg neznacené sonikované DNA z lososich
spermii slouzici jako nespecifickd kompetitivni (neboli blokujici) DNA, 3M acetat sodny
a vychlazeny 96% ethanol. Mnozstvi acetatu sodného odpovidalo 0,1xV a ethanolu 2,5%V, kde
V je soucet objemu sondy a blokujici DNA. Sonda byla ponechana pies noc (nebo i déle)
v mrazicim boxu pii -20 °C, aby se DNA co nejlépe vysrazela. Nasledné byla centrifugovana
(18 600 x g, 4 °C) po dobu 25 min, poté¢ byl odebran supernatant a ptidano 400—700 pl
vymrazeného 70% ethanolu (obvykle cca 4% vice, nez byl ptivodni objem sondy) a smés znovu
sto¢ena na centrifuze (tentokrat 16 000 x g, 4 °C, 15-20 min). 70% ethanol je dulezity pro
odmyti soli z DNA, zejména acetatu sodného, ktery se ptedtim ptidava, aby se sonda lépe
vysrazela. Po centrifugaci byl precizné odebran supernatant a zbytky ethanolu jsem nechala
odpatit pfi 37 °C na 3—5 min. Nasledné byl pelet rozpustén v hybridizaénim mixu (slozeni:
50% formamid, 10% dextran sulfat, 2x SSC, 0.04 M NaPO4 puft, 0.1% SDS, Denhardtovo
¢inidlo) — v ptipadé€ sondy pro jedno sklo byl pelet rozpoustén v 15 pl tohoto mixu, obvykle se
vsak jednalo o sondu na vice skel. Pelet se rozpoustél v hybridiza¢énim mixu pfi inkubaci
v termobloku (37 °C, 400-500 rpm, 2—4 hod) a rozpusténa sonda byla nasledné¢ uloZena

v mrazicim boxu pfi -20 °C pro dalsi pouziti.

3.2.4 Fluorescen¢ni hybridizace in situ (FISH)

Principem této metody je hybridizace fluorescenéné znaené sondy na komplementarni
usek DNA. Ve fluorescencni mikroskopu pak v misté nasednuti sondy pozorujeme barevny
signal. Pomoci FISH byly detekovany multigenové rodiny 18S rDNA a 5S rDNA, minisatelity
Nfu-SatA a Nru-Satl, satelitni DNA Nfu-SatB a Nfu-SatC a telomerické repetice (TTAGGG)x.

FISH jsem provadéla podle protokolu v praci Sember et al. (2015), s mirnymi Gpravami.
Den ptfed samotnym zacatkem FISH byly preparaty vytazeny z mraziciho boxu, odvodnény
v ethanolové tadé (70%, 80%, 96%) a inkubovany v termostatu ve 37 °C ptes noc pro lepsi
adhezi chromozoému k preparatu (tzv. starnuti skel neboli ,,aging®). Prvni den byla skla po
»agingu® piesunuta na 1 hodinu na plotynku nastavenou na 60 °C (tzv. zapékani skel, viz
kapitola 3.2.2, C-pruhovani). Poté jsem preparaty oplachla v kyveté s 2x SSC (5 min, RT)
a nanesla nané 500 pl RNazy A (Sigma-Aldrich) ve 2x SSC (o kone¢né koncentraci 200 ng/ul),
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roztok prekryla krycim sklem (22 x 60 mm) a preparaty jsem inkubovala v 37 °C po dobu
70 min. Po inkubaci byla skla oplachnuta ve 2x SSC a odvodnéna ethanolovou fadou. Po
oschnuti jsem preparaty vlozila do kyvety s 1x PBS na 5 min, nasledné jsem je pfemistila do
kyvety s pepsinem (Chemos CZ) rozpusténém v destilované vodé na kone¢nou koncentraci
0,05 pg/ul; roztok rovnéz obsahoval 1N HCI (pro stimulaci aktivity pepsinu) (Lach:ner), skla
byla inkubovana v kyveté s pepsinem po dobu 3 min (37 °C; vodni lazen). Poté jsem skla kratce
oplachla v 1x PBS a odvodnila v ethanolové fadé. Uéelem inkubace s RNazou A a s pepsinem
bylo odstranéni cytoplazmy a RNA z preparatii, nebot’ by mohly vytvaiet nespecifické
fluorescencni pozadi nebo bréanit sond¢€ v efektivnim nasedani na chromozoémy. Nésledné doslo
k denaturaci chromozémut na preparatech v 75% formamidu (Penta) ve 2x SSC (pH 7.0)
vyhtatém na 72 °C ve vodni 1azni. Denaturace skel probihala pfesn€ 3 min a potom jsem skla
prudce ochladila ve vymrazeném 70% ethanolu a dokoncila ethanolovou fadu (tentokrat po
trech minutach v kazdé ze tii koncentraci). V mezicase probéhla i denaturace sondy, pii 86 °C
na 6 min v termobloku. Sondu jsem po denaturaci ihned zchladila na ledu, aby vlakna DNA
zUstala separovdna. Nasledné doslo k naneseni hybridiza¢ni sondy na skla. Skla byla piekryta
krycim sklem (22 x 50 mm) a zardmovand Rubber cementem (Marabu). Ve vlhké komtrce
(obsahujici 2x SSC) pak byla inkubovana pfes noc v termostatu pti 37 °C.

Druhy den jsem odstranila Rubber cement a kryci skla, preparaty jsem kratce oplachla
v 4x SSC/0,1% Tween-20 a poté prenesla postupné do dvou kyvet s 50% formamidem (Penta)
ve 2x SSC, ktery byl vytemperovan na 42 °C ve vodni lazni. V kazdé¢ kyveté se skla tfepala na
trepacce (140 rpm) po dobu 10 minut. Nasledné byla skla postupné oplachnuta 3% v roztoku
1x SSC (7 min, 42 °C, ttepacka 140 rpm). Poté prob&hl kratky oplach ve 2x SSC a na skla jsem
prenesla 3% BSA (Vector Labs) ve 4x SSC/0,01% Tween-20, piekryla krycim sklem
(22 x 60 mm) a nechala inkubovat ve vlhké komiirce v termostatu (37 °C, 20 min). Ugelem
tohoto kroku bylo vysytit nespecifickd vazebnd mista pro nasednuti protilatek, které jsou
aplikovany v dalsi fazi. Po inkubaci jsem odstranila kryci skla a probéhl kratky oplach
v 4x SSC/0,1% Tween-20. Déle byl nanesen detekéni mix, ktery obsahoval Anti-Digoxigenin-
FITC (Roche) zfedény 1:10 v 0,5% BSA/PBS a Streptavidin-Cy3 (Invitrogen Life
Technologies) zfedény 1:100 v 10% GNS/PBS. Mix pro jedno sklo tedy obsahoval 10 pl Anti-
Digoxigenin-FITC, 100 ul 0,5% BSA/PBS, 2 ul Streptavidin-Cy3 a 200 pl 10% GNS/BSA. Po
naneseni byly preparaty piekryty krycimi skly (22 x 60 mm) a znovu vloZeny do vlhké komtrky
na 37 °C, tentokrat na 70 min. Po uplynuti této doby jsem odstranila kryci skla a preparaty byly
ctytikrat promyty v 4x SSC/0,1% Tween-20 (7 min, 42 °C, tfepacka 140 rpm). Nasledoval
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oplach 1 min v destilované vod¢ a ihned (bez oschnuti) jsem nanasela 20 ul montovaciho média
s DAPI o koncentraci 1.5 pg/ml (Cambio). Skla byla ptekryta krycim sklem (22 x 50 mm)
a zbytek procedury probéhl stejné jako jsem popsala v kapitole o C-pruhovani. Po zaschnuti
laku byla skla minimaln¢ 20 min v lednici a pak mohla byt vyhodnocena a zdokumentovéana
pod fluorescen¢nim mikroskopem (viz kapitola 3.2.8).

Pti pouziti tzv. ,,pfimo* znacené sondy (tj. sonda je znacena dUTP konjugovanym piimo
s fluorochromem) probihalo odmyvani nespecificky nasednuté sondy podle protokolu Yano
etal. (2017). Z preparata byl odstranén Rubber cement a kryci skla jsem odmyla kratkym
oplachem v 1x SSC. Nasledné jsem skla promyvala 2krat v 1x SSC (5 min, 65 °C). Poté
nasledovalo odmyvani jednou ve 4x SSC/0,1% Tween-20 (5 min, 42 °C, tfepacka 140 rpm)
anasledné na 1 min v 1x PBS pfi pokojové teploté a tfepani v ruce. Pak nasledoval rychly
oplach destilovanou vodou a probéhla ethanolova fada. Po uschnuti skel jsem nanesla 20 pl
montovaciho média s DAPI o koncentraci 1.5 pg/ml (Cambio) a zbytek procedury probihal

stejné jako jsem to popsala v kapitole o C-pruhovani.

3.2.5 Telomericka FISH

Telomerické repetice byly detekovany pomoci kitu Telomere PNA FISH Kit/Cy3
(Dako) a bylo postupovéano podle vyrobcem ptilozeného protokolu. Jedinou upravou bylo
prodlouZeni hybridizace z 30 minut na 1,5 hodiny. Vyhodou soupravy je, Ze vyuziva
tzv. peptide nucleic acid (PNA) typ sondy, kde je v kostie polymeru fosfat nahrazen cukrem,

sonda tudiZ nemd zaporny naboj, Iépe hybridizuje a je stabilnéjsi.

3.2.6 FISH bez denaturace chromozomi (angl. non-denaturing FISH, ND-FISH)

Tato redukovana verze protokolu FISH byla v minulosti pouZita pro mapovani
mikrosatelitli. Ve své praci jsem protokol pouzila na mapovani sekvenci Nfu-SatA a Nru-Satl,
které délkou svych monomerl spadaji mezi minisatelity. Postup probihal podle protokolu
Cuadrado & Jouve 2010 s modifikacemi podle Mgr. Jany Stundlové, Ph.D. V dusledku pouziti
sondy s jiz navazanym fluorochromem byl protokol zkracen o dva promyvaci kroky a inkubaci
s detekénim mixem mezi nimi.

Skla nebyla pfed experimentem nijak oSetfena ani denaturovana. Nejprve jsem

pripravila sondu (na jedno sklo bylo nanaSeno 30 pl mixu, tedy 0,6 pl znacenych
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oligonukleotidu a 29,4 ul 2x SSC; vysledné koncentrace sondy byla 2 pmol/ul). Sondu jsem
nasledné denaturovala pfi 80 °C po dobu 5 min v termobloku a poté ji ponechala 15-20 min na
ledu. Po naneseni sondy na preparat probihala hybridizace 2-3 h pfi pokojové teploté. Poté
nasledovalo odmyvani nespecifickych signali 10 min v 4x SSC/0,2% Tween-20 a nasledné
5 min ve 4% SSC/0,1% Tween-20 (oba kroky probihaly na tfepacce, 140 rpm, RT). Poté jsem
nanesla 20 pl montovaciho média s DAPI o koncentraci 1.5 pg/ml (Cambio) a zbytek procedury

probihal stejné jako jsem to popsala v kapitole o C-pruhovani.

3.2.7 Recyklace preparati po FISH analyze

Nekteré preparaty byly vyuzity v sekvenénich experimentech pro vice FISH analyz
s riznymi sondami, proto bylo nutné je zrecyklovat. Preparaty jsem na 20 min vloZzila do kyvety
s destilovanou vodou, aby povolil lak, kterym byly zardmované okraje krycich skel. Lak jsem
nasledné opatrn¢ odstranila skalpelem, tak aby se kryci sklo neposunulo a nésledn¢ jsem skla
dvakrat promyla v kyveté s 4x SSC/0,1% Tween-20 (30 min, 37 °C, tfepacka 130 rpm), po
prvnim promyti jsem opatrné odstranila kryci sklo. Poté jsem preparaty odvodnila v ethanolové
fadé¢ a na 30 min pfemistila do kyvety s fixativem. Déle nésledovaly 2 hodiny inkubace
v termostatu (,,aging®, 37 °C) a po inkubaci jsem skla vlozila do kyvety s PBS (5 min, RT).
Poté jsem skla pfemistila do kyvety s 1% formaldehydem na 5 min pii RT (1% formaldehyd
obsahoval 1350 pl zasobniho 36 - 38% formaldehydu, 125 pl MgClz a objem byl doplnén PBS
do 50 ml). Nasledné jsem preparaty pfemistila znovu do PBS (5 min, RT) a poté provedla
ethanolovou fadu. Takto zrecyklované preparaty byly pfipraveny k denaturaci v 75%

formamidu a dale bylo postupovéno stejné jako v kapitole 3.2.4.

3.2.8 Vyhodnocovani preparati

Preparaty po aplikaci metody FISH byly prohlizeny na fluorescenénim mikroskopu
BX63 Olympus. Snimky jednotlivych metafazi byly foceny pod objektivem 100x pomoci
digitalni kamery black and white CCD camera (DP30W Olympus). Jednotlivé nasnimané
¢ernobilé snimky byly nasledné slouceny a pseudokolorovany (Cy3 — cervena, FITC — zelen4,
DAPI — modrd) v programu DP manager (Olympus). Spojené snimky byly upraveny
v programu Adobe Photoshop CS6 a diploidni pocet chromozémt ovéien v programu Imagel

1.52 (https://imagej.nih.gov/ij) s nainstalovanym doplitkem Levan (Sakamoto & Zacaro, 2009).

43



Karyotypy byly sestaveny z mitotickych metafazi a morfologie chromozému byla urcena podle
Levana et al. (1964), nicméné vedle zachovanych kategorii dvouramennych chromozému
(m = metacentricky; sm = submetacentricky) jsem jednoramenné chromozomy zahrnula do
spolecné kategorie st-a (subtelocentricky-akrocentricky chromozém) a zaroven jsem se
odchylila od nomenklatury citované prace (Levan et al. 1964 pouZzivaji pojem ,telocentricky
chromozém®, zatimco ja jej oznacuji jako ,,akrocentricky*). Divodem této odchylky je nejasna
hranice mezi obéma kategoriemi jednoramennych chromozomu u halancikti i mnoha dalSich
skupin ryb (napt. Sember et al. 2015). Zaroven jsem se odchylila od nomenklatury citované

prace (Levan et al. 1964) pouzitim znacky ,,a* misto ,,t* pro akrocentricky chromozom.
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4 Vysledky

4.1 Analyza sekvenci tandemovych repetic pouzitych jako hybridiza¢ni

sondy

Na zékladé analyz programu RepeatExplorer, které¢ provadéli kolegové z Jihoceské
univerzity (viz kapitola 3.2.3) byly vybrany pro ucely mych hybridizacnich experimentt tii
tandemové repetice sdilené mezi N. furzeri a N. kadleci a déale tandemova repetice

z N. rubripinnis.

Nfu-SatA

Jednéd se o minisatelit o pfedpokladané délce monomeru 77 bp. Je to repetice
s nejvyssim procentudlnim zastoupenim v jaderném genomu N. kadleci (ptiblizny odhad 12 %)
a druhym nejvyssim zastoupenim v jaderném genomu N. furzeri (5,7 %). Pro mapovani
metodou FISH byl jako sonda pouzit monomer znaceny na 5' konci pomoci Cy3.
Sekvence monomeru (5'-3"):

GAGGAGCGTCTTGCCACATGTCAACACTGGGTCTGACTGAGCGCCTCCAGGAGAGAGGC
CCAAGCAAGACGCGCCCC

Nfu-SatB

Satelitni DNA s pfedpoklddanou délkou monomeru 348 bp predstavuje co do
procentudlniho zastoupeni nejpocetnéjsi repetitivni DNA v jaderném genomu N. furzeri
(ptiblizny odhad 12 %) a druhou nejpocetnéjsi v genomu N. kadleci (7 %). Pro mapovani
metodou FISH byl jako sonda pouZit nejdelsi fragment po PCR (z genomové DNA N. kadleci)
o délce ptiblizné 1100 bp, ktery obsahoval tii kopie monomeru Nfu-SatB.
Konsensualni sekvence monomeru Nfu-SatB zji§ténd analyzou RepeatExplorer (5'-3"):
AGGTCCAATCAGGCTGAAACGTTACAGGAAGGTAGAATCTATTGAGTTGTAAGTGATCTG
AACGTTTCATGATGATAGCACTTTCCTAAGGGGGTCAAACCATGTCCCAAAGGTCACCGG
ATCTGGTGTCAATTTAAAGAAGTAGTCCAGTTACACATTTGTGGGCTTATAACTTGGCTTC
TGAATGTCCTAGAGAGATCAGGTTTGTTTTAGTGTACTCCAATCAACAGCCCCTACAACC
ACAAAAAGGAATGGAGTCATTAGCACTTATGGTTTGTAAATGGCACCCAGAATTATGTTG
CACGAAGCACAATTTCACATCATTCTGGGTTCATTTGTGTGAAAACA

45



Nfu-SatC

Satelitni DNA s ptedpokladanou délkou monomeru 634 bp zabira v genomu N. furzeri
pouze 1 %. PrestoZe analyza RepeatExplorer odhalila jesté jinou repetitivni DNA, kterd méla
ve zkoumanych genomech mirné vyssi zastoupeni nez Nfu-SatC (1,8 % u N. furzeri a 1,1 %
uN. kadleci), tato repetitivni DNA nakonec nebyla pfedmétem moji prace. Jednalo se
o retrotranspozon patfici mezi long interspersed nuclear elements (LINE). Pro mapovani
satelitu Nfu-SatC metodou FISH byl jako sonda pouzit nejdelsi fragment po PCR (z genomové
DNA N. kadleci) o délce ptiblizné 1200 bp, ktery obsahoval dva nekompletni monomery Nfu-
SatC.
Konsensualni sekvence monomeru Nfu-SatC zji§téna analyzou RepeatExplorer (5'-3"):
TTTTTCACAGCTCCCTATTGGACTCCTTTTACCCAATCACCAGGAATCTCTGGTAAATAGC
AGCAGACAAGTTGAGGTCACTTGGTCTCCAGTACTGGCAGGTTTTGAAAAAAGGCGGGG
CTTTGGGAGCATGGCGAAATTCGCCATCACGCCATGGAAATACGTTTGCCTCTCATTTCTT
CAGTTATCGTGATATCGCCACGAAATTTCTGGTGAGTGATCCTAGTCTGACCCCCAATAG
AAATGGACAGCTGAAGTTTGTGGGCGTGGCCTATTTTCTGAAATAGCGCCCCCTAGGACC
ATTAAAACTGTCAGCCCCAAGCCATGCTTTGACTGAGGATTACGAAATTTGGTACACTAA
TGTGGTGTCTCAGGACCTACAAAAAAGTCTCTTGGAGCCAAGTGCAAAGTCGCACAGGA
AGTCGGCCATTTTGGTCCAAGTACGCGATTTAGTGGTTTTCGCACACGTTGTTTGGAGAGT
GATGCTCCGTCGCCCTTTTCACCAATCACCTTCAAACTTCTGCTATATACTCTTAAGACAT
AGAGGAAAAAATTCAACCGTCGGATTTTAAATAAGTATAAAGGTGTGGGCGTGGCTAAG
CCTCAAACTTTGACCTTTCGCCACGCCACTCTT

Nru-Satl

Minisatelit Nru-Satl je procentudlné nejvice zastoupenou repetitivni DNA v genomu
N. rubripinnis, 1 kdyZ jeho kopie zaujimaji pouze 2 % jaderného genomu N. rubripinnis.
Predikovana délka monomeru je 48 bp a jako sonda pro FISH byl pouZzit monomer této
sekvence znaceny na 5' konci pomoci Cy3.
Sekvence (5'-3"):
GACCTAGAAGGTTTTTAGCCCTCGGTCGGACTATTTTCAGAAGTATCC

Ribozomalni DNA

18S rDNA

Jak jsem jiz zminila v kapitole 3.2.3, pro pfevaznou vétSinu experimentil byl pouzit pro pfipravu
sondy pro 18S rDNA zaklonovany fragment z tolstolobika bilého, poskytnuty mym Skolitelem
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(Sember et al. 2020b). Pro malou ¢ast experimentli (pfevazné v posledni fazi experimentalni
¢innosti) jsem pouzila sondu vytvorenou ze zaklonovaného fragmentu 18S rDNA ptipravené¢ho
ze samce N. guentheri. Zaklonovany fragment o délce piiblizn¢ 1200 bp obsahoval, jak odhalila
analyza BLAST/N, sekvenci shodnou 18S rDNA mnoha ryb (identita 96 %) véetné N. furzeri
(pt. sekvence ID: EU780557.1). Jelikoz editace sekvenci a vytvoreni konsensudlni sekvence
nebylo naplni mé prace, ptikladam u této i dalSich rDNA vzdy neupravenou sekvenci z jednoho

vybraného klonu. Vysoka kvalita ptivodnich sekvenci mi umoznila analyzovat je bez editace.

Sekvence 18S rDNA z vybraného klonu N. guentheri (nekompletni na 5' 1 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
58 rDNA varianta 1
Pomoci PCR jsem namnozila fragment o délce piiblizné¢ 500 bp, ktery byl shodny

u analyzovanych druhl N. kadleci, N. pienaari a N. rachovii. Zatimco u N. kadleci to byl jediny
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produkt amplifikacni reakce, u zbylych dvou druhii jsem nasla jesté jeden, delsi fragment
(zhruba 1100-1200 bp dlouhy), ktery popisuji v dal$i pasazi. Kratsi fragment jsem oznacila jako
5S rDNA var. 1 a po analyze sekvence v BLAST/N jsem zjistila, ze obsahuje netplnou kodujici
sekvenci genu 5S rDNA. Uplna sekvence ma vysoce konzervovanych 120 bp (Martins &
Wasco 2004), zatimco koédujici ¢ast sekvence ve mnou analyzovanych klonech je zkracend na
5' konci a zahrnuje 94 nt (zvyraznénd Cast), zbytek sekvence (celkova délka analyzované
sekvence je 470 bp) zahrnuje nepiepisovany mezernik (NTS). Cervené jsem v sekvenci
oznacila terminatorovou sekvenci (podle Martins & Wasco 2004). Kddujici sekvence 5S rDNA
byla pti analyze BLAST/N shodna s konzervovanou sekvenci u fady ryb; nejlepsi shoda (véetné
NTS) byla nalezena se sekvenci 5S rDNA N. furzeri (napt. 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 (nekompletni na 5' konci):
GCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCAATCCAGGGTTGGGCCTGGTCAGTACCTGT
ATGGGAGACCTCTTGGGAATACCAGGTGCTGTAAGCTTTTTCACTAATTTGTTATAAA
ATACAGTTTTTTTCACTTCATCACATCTTTGAACATCTTCGTCATTGAATAATTTTAAAGCC
AGGTGTTCCACACGAACTGCACACACCTGTTGGTAATAAACCTCCTTTGATTTGTCCCTAG
CAATAATGTCTCAGTGCTGGCATTTTAGAGACAAGAAATGGGGTGGGAGCCGATTGTTAC
TCGAAAAAAGAGCAACAGTGATGAAGACAACTGTTTAACTTAGCCTTTTACCTCCATATG
CAAGAATCTAGTCTTTGCAGTGGGCGACAAAATCATACTTTGACAAATACACAAGGGATT
TTTCAAAGATTTTTCAAGGTTTTTCCTTCGCTTACGGCCATACCAGCCTGAAT

58 rDNA varianta 2

U N. pienaari a N. rachovii jsem izolovala druhy fragment 5S rDNA (zhruba 1100-
1200 bp dlouhy) a oznacila jej jako 5S rDNA var. 2. Zvyraznéna oblast v niZze uvedené sekvenci
zobrazuje kodujici oblast pro 5S rRNA a je netuplna na 5' konci stejné jako u varianty 1. Pouze
konzervativni kodujici oblast vykazovala pifi analyze BLAST/N identitu (az 96 %)
s odpovidajicimi useky u jinych ryb. Zbyla oblast (pfedpoklddany NTS) nevykazovala
podobnost k zadné sekvenci ve vetejné databdzi. Celkova délka sekvence 5S rDNA var. 2,
kterou jsem analyzovala, je 1059 bp a od 5S rDNA var. 1 se tedy lisi délkou i sekvenci
mezerniku. Cervené je v sekvenci oznadena terminatorova oblast (podle Martins & Wasco

2004).
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Sekvence 5S rDNA var. 2 u vybraného klonu N. pienaari (nekompletni na 5' konci):
GCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGGTCGGGCCTGGTTAGTACTTGG
ATGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGCTGTAAGCTTTTGTCCTTGTCTTTTGAGCC
AGCAGAGGGTGCTGTTACGCACTCGCCTTTCTGAGGAACAACACATTACAGACCTCAAAC
AGTTACAACAGCATATTGCACTTTTCCTTAACACAGACATGTCAAAAAGCCCATTATCTG
GGGCAATCAGGTTTTAAAAGACCGTTTCTTCTTCAATACGTTCACATTTTACTTCCCAAGT
TGCGACAGAGAAAATCCAACTCATGTATCTGTGACTTACTTGATATTCAGGGATCTAACT
AAAGATTGTCATTAAGATTTTGTTCCGGAGCAAGGCTCTGCAGCCTGCGGCTATGATGGC
ACGTCGCAAGTCTTTGCCGCTTCCCTACCAGCTAAAAGAAATGCGGGCCTTTTACTGGAA
TGGCATCAAAATGCACAAATAGGCCTTTTCCACAAAGACCCAACTAGGTTGTTGGAGAAA
CACATGGCAATTTATTGCTGCCAAACACATGAAAAGCTGAACTCACACACTAAGGAAAAT
CGAGGTGCCGGCCGGCCCGCACCTGTTTGCAAGGATTTCACACACGGAGGCCGGCCAGA
CAACGCCCGAACAGGGGGGCGTGGGTCCCACCTTCCACGGGCCCACCACTCATTGGAGG
GACAAAGGAAAAACGAGGTGCTTCTCTCAATTGAGGTGAAGGTGGCCTTTTTGTACATCC
AAATGTTAAATAATATCGTTTGTACATTCTGATGTCTGCGATCTGAACAAATTTGGATTAA
AGCGCATGAACCAACTCTACTGTGTCACTACACAAGCTCCCCTCTCCGCTTTCACCCACGG
AGCCCGGCCAGACACAGCTCAAACTGAGGATGAGGGTGTTTTACTGGAAAGGCCTCAAA
TTGCAGCATTCCATTCAATGGCAGCGAAGGCCACAACTGTCTCTGCACCCTAAAAAAAGG
AGGATGGAAGGACAAGCCTTCGCTTACGGCCATACCAGCCTGAAT

58 rDNA varianta 3

Pii amplifikaci 5S rDNA u samce N. lourensi jsem odhalila jediny fragment, ktery mél
pii elektroforéze délku ptiblizné 800-900 bp. Fragment o této délce jsem neodhalila u Zadného
ze zkoumanych druhi, tudiZ jsem jej nazvala 5S rDNA var. 3. Sekvenovanim jsme ziskali
sekvenci o délce 674 nt, zvyraznéna ¢ast zobrazuje opét konzervovanou kodujici ¢ast genu pro
5S rRNA, kterd je sekvenéné shodné (nebo vykazuje vysokou identitu) napfi¢ variantami i pfi
srovnani s jinymi sekvencemi ve vefejné databazi. 5S rDNA var. 3 se opét 1181 délkou 1 sekvenci
predpokladané mezernikové oblasti. Cervené jsou v sekvenci oznaéeny mozné terminatorové
sekvence (podle Martins & Wasco 2004).
Sekvence 5S rDNA var. 3 u vybraného klonu N. lourensi (nekompletni na 5' konci):
GCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGGTCGGGCCTGGTTAGTACTTGG
ATGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGCTGTAAGCTTTTGTCCTTGGCTCTACAGCC
GGCAGAGGGTGCTGTTACGCAATCACCCTTCTGAGGAACAACACATTACAAACCTCAAAC
TATTAACACACAAACGTCACAAAGCCCATTTCCTGGTCATATTAGCTTTTAAAAGAGTCTT
TCTTCTTCAATACGTTCATTGCAGCCTGCAGCTATGATGCCACAAATACAGAGCATCTCCT
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ACTCAGTGTAAAAAAACATACTTGGGGGGGTGATACAGTTCAGTTATGCAGAGCTACAA
ATGGACGGTAATGTCATGAATATACAATTATTGCACATAGAATTGGTATAAATAGATGGT
GGTGGTCAATGGAGGAAGTGGGAAGTGCGGGGCTGTGTTATCGGTGCATGTGTGAGTTCA
GGGTGGTTATTGCTTTGGGGAAGAAACTGTTTTTGAGTCTGTGGGTTTTTGTGTTAACGCA
CCTGTAGCGCTTCCCTGAGGGAAGCAGTCGGAACATGTTAAAGCCAGGGTGGGAGCTGTC
CTTGATGATGTTTCTGTCTCTGCACCCATAAAAAGGAGGAAGGAAGGAGAAGCTTTCGCT
TACGGCCATACCAGCCTG

4.2 Karyotypové charakteristiky a hybridiza¢ni vzory mapovanych

repetitivnich sekvenci u studovanych halanciki

4.2.1. Jizni klad

Ve své praci jsem analyzovala vSechny druhy africkych halanc¢ikl, které fadime do
Jizniho kladu. Jsou jimi N. furzeri, N. kadleci, N. orthonotus, N. pienaari, N. krysanovi
aN. rachovii. U vSech téchto druhti jsem pouzila metody C-pruhovani, rDNA FISH,
telomerickou FISH a mapovani (vSech ¢tyf nebo vybranych) satelitnich DNA z analyzy

RepeatExplorer (viz kapitola 4.2.3).

N. furzeri a N. kadleci

Karyotyp obou sesterskych druhi sestava u vSech analyzovanych populaci z 19 part
chromozému (2n = 38). Ztoho jsou u N. furzeri 3 pary metacentrické (m), 6 para
submetacentrickych (sm) a 9 para subtelocentrickych az akrocentrickych (st-a). U N. kadleci
jsem identifikovala 2 metacentrické pary, 7 part sm a 9 part st-a chromozémi. Zbylé dva
chromozémy jsou u obou druhlt pohlavni chromozomy — submetacentricky X
a submetacentricky az subtelocentricky (polymorfni) Y chromozém. Pohlavni chromozémy
bylo mozné primarné detekovat pouze s pomoci metody BAC-FISH s klony specifickymi pro
pohlavni chromozomy XY. Tato metoda nebyla soucasti mé diplomové prace, nicméné
preparaty analyzované touto metodou (pfipravené a nafocené kolegy ztymu, konkrétné
Mgr. Monikou Kreklovou a Mgr. Markem Jankédskem) jsem recyklovala v sekvencnich
experimentech na dalSi metody (celkem dvakrat — pro mapovani satelitu Nfu-SatC a nasledné
pro rDNA FISH; viz dale a viz Tab. 4). C-pruhovani odhalilo robustni pericentromerické bloky

na vSech chromozoémech u vSech analyzovanych jedinc N. furzeri a N. kadleci bez ohledu na
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populaci nebo pohlavi (obr. 4A —J). Detekce rDNA pomoci FISH u N. furzeri odhalila 1 par
chromozému nesouci na dlouhych raménkéach 5S rDNA var. 1 (par €. 4), shodné u vsech tii
studovanych populaci (obr. 5SA — F). Naopak sonda pro 18S rDNA odhalila znacny
polymorfizmus ve vyskytu téchto klastrii na pohlavnich chromozémech, a to jak mezi
populacemi, tak i v rdmci jedné populace (pop. 3/p121) mezi jedinci. U samct N. furzeri se
klastr objevoval vzdy na kratkych raménkach X chromozému pobliz centromery (obr. 5SA, C,
E), u nékterych jedincii (8 z 11 analyzovanych) se nachézel i na stejném misté¢ Y chromozému,
ale to pouze u populace 3 (obr. 5 C). U samic jsem odhalila signaly 18S rDNA ve vétSing¢
pfipadli na obou X chromozdémech v pericentromerické oblasti na kratkych raméncich (obr. 5B,
D, F), pouze u populace 3 byly objeveny i ptipady (6 z 9 analyzovanych samic), kdy se signal
objevoval pouze na jednom X chromozomu (obr. 5D). U obou pohlavi N. furzeri se 18S rDNA
vyskytovala také na jednom dalSim chromozémovém péaru v pericentromerické oblasti
dlouhych ramének (subtelocentricky autozomovy par €. 16) a to u vSech jedinci ve vSech
populacich. Dale byl u samct (6 z 15 analyzovanych jedinci) i samic (6 ze 13 jedincl)
populace 1 odhalen jeden menSi pericentromericky klastr 18S rDNA na jednom
metacentrickém chromozoému z paru €. 3 (obr. 5A, B).

Stejné jako u N. furzeri byla u N. kadleci pomoci FISH detekovana 5S rDNA na
dlouhych raméncich jednoho paru chromozému (v tomto ptipad€ par €. 3), shodné€ u vSech
jedincti obou populaci (obr. 6A — D). V ptipadé 18S rDNA naopak oproti N. furzeri nebyl
zaznamenan zadny polymorfizmus, tj. signaly po FISH jsem detekovala na autozomalnim paru
¢. 2 (malé metacentrické chromozomy) a na jednom (u samcl) nebo obou (u samic)
X chromozémech v pericentromerické oblasti kratkych ramének (obr. 6A — D). Vyjimku tvoftila

jedna samice z populace 2, kde se 18S rDNA nevyskytovala ani na jednom X chromozému.

N. rachovii

Karyotyp N. rachovii je slozen u samcii i samic pouze z osmi pard chromozomu
(2n = 16; 8m — 6sm — 2a), coz je zaroven nejmensi dosud pozorovany pocet chromozémi u rodu
Nothobranchius (Krysanov a Demidova 2018). Na zéklad¢ vlastnich analyz (vcetné
molekularni cytogenetiky) jsem neodhalila polymorfizmus vazany na pohlavi, ktery by
naznacoval pfitomnost pohlavnich chromozému. Konstitutivni heterochromatin se vyskytoval
u vétSiny chromozomi v pericentromerické oblasti (obr. 4K, L). Klastry 5S rDNA var. 1 jsem
odhalila na jednom chromozémovém paru (par ¢. 7) — nachdzely se pobliZ centromery na

dlouhych raménkéach. Mapovani 5S rDNA var. 2 odhalilo signaly na dvou metacentrickych
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chromozomovych parech — v subcentromerické oblasti kratkych ramének paru ¢. 1
a v telomerické oblasti dlouhych ramének paru €. 3. 18S rDNA byla u tohoto druhu pfitomna
na nejmensim akrocentrickém chromozémovém paru (€. 8) pobliz centromery a to bud’ na obou
homolozich nebo pouze na jednom z nich (31 z 5, @2 ze 3 analyzovanych jedinci, u jedné

samice se tento polymorfizmus vyskytoval i mezi butikami) (obr. 7A — D).

Tab. 4: Pohlavni chromozémy XY samct N. furzeri a N. kadleci po sekvencnim pouziti metody FISH
s rznymi sondami.

N. furzeri N. furzeri N. furzeri N. kadleci N. kadleci
pop. 1 pop. 3 pop. 4 pop. 1 pop. 2
X Y X Y X Y X Y X Y

BAC-FISH

Nfu-SatC

18S rDNA

BAC-FISH (Cerveny signal = BAC klon obsahujici gen gdf6Y, ktery je predpokladanym tstfednim genem
determinujicim pohlavi u V. furzeri podle Reichwald et al. 2015; zeleny signal = X-vazany BAC klon ¢. 220Bc03);
FISH se satelitni DNA Nfu-SatC (Cervené signaly; vyrazné silngjsi akumulace na chromozému Y);

FISH se sondou pro 18S rDNA (zeleny signal; obvykle pouze na chromozomu X), u N. furzeri populace 3 byl
pozitivni signal objeven i na Y chromozomu (viz niZe, obr. 5). Metoda BAC-FISH nebyla soucasti mé prace —
vysledky kolegli jsou zde uvedeny, nebot’ bez této metody by nebylo mozné jednoznaéné identifikovat pohlavni
chromozomy XY, a tudiz ani uréit hybridizac¢ni vzory nasledné aplikovanych sond Nfu-SatC a 18S rDNA.
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Obr. 4: Metoda C-pruhovani provedena na mitotickych metafazich u obou pohlavi druhd 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)
apopulace 2 (I, J); N. rachovii (K, L). Chromozémy jsou podbarveny DAPI a vysledny obraz je invertovan.

Meéfitko = 10 pum.
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N. furzeri pop. 1 & N. furzeri pop. 1 @

N. furzeri pop. 4 & N. furzeri pop. 4 Q

Obr. 5: Karyotypy samcti a samic ti'i populaci N. furzeri, sestavené z mitotickych metafazi 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 (Cervené, oznaceny Sipkami) a 18S rDNA (zelen€, oznaceny hroty Sipek); ramecky zobrazuji
polymorfni chromozémové pary ve smyslu pfitomnosti/absence signalu 18S rDNA. Je ziejmé, ze polymorfizmy
zahrnovaly autozémy a/nebo pohlavni chromozémy. Chromozémy jsou podbarveny DAPI. Méfitko = 10 pm.

54



N. kadleci pop. 1 & N. kadleci pop. 1 @
» > I

2

N. kadleci pop. 2 8 N. kadleci pop. 2 Q

N * *

-y

L

2 P

Obr. 6: Karyotypy samct a samic dvou populaci N. kadleci, sestavené z mitotickych metafazi 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 (Cervené, oznaceny Sipkami) a 18S rDNA (zelen€, oznaceny hroty Sipek); u populaci téchto druhii
jsem nepozorovala variabilitu ve smyslu pfitomnosti/absence signalu 18S rDNA. Klastr 18S rDNA se v ramci
pohlavnich chromozomu vyskytoval vzdy pouze na chromozému X. Za zminku stoji, ze chrom. par €. 2, se
signalem 18S rDNA, je pravdépodobné homeologni k polymorfnimu chromozomu s timto signalem (par ¢. 3) u
N. furzeri populace 1 (viz Obr. 5SA, B). Chromozdmy jsou podbarveny DAPI. Méfitko = 10 um.
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Obr. 7: Metafaze a karyotypy samcil a samic jedné populace N. rachovii, sestavené z mitotickych metafazi po
aplikaci trojbarevné (5S var.1/5S var.2/18S rDNA) a dvojbarevné (5S var. 2/18S rDNA) FISH. Sam¢i karyotyp
(A) a metafaze jiného jedince (B). Samici karyotyp (C) a metafaze jiného jedince (D, zde se jedna o dvojbarevnou
FISH 5S var. 2/18S rDNA). Divodem zobrazeni metafazi dalSich jedincii je polymorfizmus v pritomnosti/absenci
signalu 18S rDNA na jednom z homologti nejmensiho chromozému v karyotypu (st par 8). Schéma experimentu:
trojbarevnou FISH (A, B, C) jsem provedla se sondou pro 5S rDNA var. 1 zna¢enou biotin-dUTP a digoxigenin-
dUTP (Zluté, oznaceno hvézdickami), 5S rDNA var. 2 znac¢enou biotin-dUTP (Cervené, oznaceny Sipkami) a 18S
rDNA znacenou digoxigenin-dUTP (zeleng, oznaéeny hroty Sipek). Chromozoémy jsou podbarveny DAPI. Méfitko
=10 pm.

N. krysanovi a N. pienaari

Karyotyp N. krysanovi obsahuje 9 part chromozémt (2n = 18; 8m — 8sm — 2a). Na
zaklad¢ vlastnich analyz (v€etné molekularni cytogenetiky) jsem neodhalila polymorfizmus
vazany na pohlavi, ktery by naznaCoval ptitomnost pohlavnich chromozémii. Konstitutivni
heterochromatin se vyskytoval u vétSiny chromozému v pericentromerické oblasti, u jednoho
submetacentrického paru blok interkalarniho heterochromatinu na dlouhych raménkéch
chromozému (obr. 8A, B). FISH odhalila signaly 5S rDNA var. 1 v blizkosti centromery na

dlouhych raménkach chromozémového paru ¢. 6. Klastry 5S rDNA var. 2 se stejné jako
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u N. rachovii vyskytuji na dvou chromozémovych péarech, a to u jednoho paru
(metacentrického) v pericentromerické oblasti kratkych ramen (par ¢. 3), u druhého paru
(submetacentrického) v terminalni oblasti dlouhych ramen (par ¢. 7). Jeden klastr 18S rDNA
se nachazel v pericentromerické oblasti akrocentrickém paru €. 9, a to bud’ na jednom (u 3 z 6
studovanych samcti a u 2 ze 4 studovanych samic), nebo obou homolozich tohoto paru. Druhy
par signalii 18S rDNA se vyskytoval v pericentromerické oblasti dlouhych ramének na stejném
chromozomovém paru (par ¢. 7) jako 5S rDNA var. 2, jedna se tedy o syntenni usporadani
klastrii téchto dvou rDNA (obr. 9A, B).

Karyotyp N. pienaari sestava ze 17 part chromozéml (2n = 34; 6m — 2sm — 26st/a)
uobou populaci. Na zdkladé vlastnich analyz (vCetné molekularni cytogenetiky) jsem
neodhalila polymorfizmus vdzany na pohlavi, ktery by naznacoval pfitomnost pohlavnich
chromozémul. Konstitutivni  heterochromatin  tvofil robustni (zejména u velkych
metacentrickych chromozomt) nebo mén¢ vyrazné pericentromerické bloky, a to piiblizné
u poloviny chromozémt (obr. 8C — F). Kromé¢ toho se na jednom zvelkych para
metacentrickych chromozomu vyskytoval jesté dalsi blok interkaldrniho heterochromatinu na
jednom raménku, u pop. 2 byl daleko vice patrny (obr. 8E). Podobné jako u piedchozich dvou
druhii jsem metodou FISH mapovala ob¢ varianty 5S rDNA. Var. 1 se nachdzela pobliz
centromery na dlouhych raménkdch jednoho chromozdémového paru shodné u obou
studovanych populaci (par ¢. 7). Stejné tak 5S rDNA var. 2 se vyskytovala na dvou
chromozoémovych parech, v tomto ptipadé¢ fazenych do skupiny subtelocentrikil a akrocentrikd.
U jednoho paru v pericentromerické oblasti dlouhych ramen (par ¢. 12), u druhého paru
v telomerické oblasti dlouhych ramen (par ¢. 6). 18S rDNA byla odhalena u dvou pari
chromozdém, pficemz mezi populacemi se tyto pary lisily (obr. 9C — F). U populace 1 se
jednalo o pericentromerickou oblast chromozomovych part 11 a 15 (obr. 9C, D), v piipadé
populace 2 §lo o pary 8 a 17, pfi€emZ u paru 8 byl signal detekovéan v pericentromerické oblasti,
naopak u paru 17 v telomerické oblasti dlouhych ramének (obr. 9E, F). Navic u jedné samice
populace 1 jsem odhalila jesté treti klastr 18S rDNA, ktery se vyskytoval v telomerické oblasti
kratkych ramének stejného chromozomového paru (€. 7) jako klastr 5S rDNA var. 1 (obr. 9D).
Dale jsem u jedné ze tii analyzovanych samic z populace 2 pozorovala polymorfizmus, kdy se,
podobné jako u samice populace 1, vyskytoval dalsi signal 18S rDNA, v tomto pfipad¢ jen na

jednom z homologtl paru €. 5 v pericentromerické oblasti (obr. 9F).
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Obr. 8: Metoda C-pruhovani provedena na mitotickych metafazich u obou pohlavi druhtt N. krysanovi
a N. pienaari, N. krysanovi (A, B), N. pienaari populace 1 (C, D) a N. pienaari populace 2 (E, F). Sipky ukazuji
na bloky interkalarniho heterochromatinu (A, B, E). Chromozoémy jsou podbarveny DAPI a vysledny obraz je
invertovan. Métitko = 10 pm.

N. krysanovi & N. krysanovi Q

N. pienaari pop. 1 @

N. pienaari pop. 2 &

Obr. 9: Karyotypy samci a samic jedné populace N. krysanovi a dvou populaci N. pienaari, sestavené
z mitotickych metafazi po sekvenéni aplikaci dvoubarevné (5S var.2/18S rDNA) a nasledn¢ 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 (zlut€, oznaceny hvézdickami), 5S rDNA var. 2 (Cervené, oznaceny Sipkami) a 18S rDNA (zeleng,
oznaceny hroty Sipek); ramecky zobrazuji polymorfni chromozdmové pary ve smyslu piitomnosti/absence signalu
18S rDNA. Schéma experimentu: nejdiive jsem provedla dvoubarevnou FISH s, pfimo* znaenymi
oligonukleotidy (tj. dUTP konjugované s fluorochromem), konkrétné se sondami 5S rDNA var. 2 a 18S rDNA.
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Dtivodem je, Ze odmyti signalt po ,,pfimé* FISH je obecné snaz$i nez odmyvani sond znacenych biotin-dUTP
nebo digoxigenin-dUTP. Ve druhém kole jsem mapovala 5S rDNA var. 1, zde za pouziti znaceni digoxigenin-
dUTP a detekce Anti-DIG-FITC, coz pomohlo zvyraznit jinak slaby signal 5S var. 1. Chromozomy jsou
podbarveny DAPI. Méfitko = 10 pm

N. orthonotus

Karyotyp N. orthonotus je slozen z 19 parti chromozoému (2n = 38; 6m — 4sm — 28st/a).
Na zéklad¢ vlastnich analyz (v€etné molekularni cytogenetiky) jsem neodhalila polymorfizmus
vazany na pohlavi, ktery by naznacoval pifitomnost pohlavnich chromozomu. C-pruhovani
odhalilo u tohoto druhu relativné vyssi obsah heterochromatinu v porovnani s vétSinou
ostatnich druhti (s vyjimkou N. furzeri a N. kadleci). Bloky heterochromatinu tvoftily
charakteristické pericentromerické, terminalni i intersticidlni bloky, které umoznily lépe
identifikovat homology pro sestaveni karyotypu (obr. 10E — H). Stejné€ jako u ptedchozich
druhti byla 5S rDNA var. 1 zjisténa metodou FISH na jednom chromozémovém paru, konkrétné
na submetacentrickém paru €. 4 v submetacentrické oblasti dlouhych ramének. U tohoto druhu
jsem zaroven zkusila mapovat také 5S rDNA var. 2, pfestoze PCR jeji pfitomnost
nenaznacovala (A. Sember, osobni sdéleni). S jistym pifekvapenim jsem skute¢né signaly
5S rDNA var. 2 u jednoho samce populace 2 detekovala, ale jelikoz se nejednalo o piimé
srovnani sond variant 1 a 2, nejsem schopna vysledek specifi¢téji komentovat a v disledku
obsahovych moznosti mé diplomové prace a mnozstvi dat ke zpracovani jsem se jiZz touto
problematikou déale nezabyvala. Sonda pro 18S rDNA odhalila signdly na tfech
chromozémovych péarech ze skupiny subtelocentrikli a akrocentrikli (pary ¢. 13, 16, 18)
v pericentromerické oblasti. Vyjimku tvofila samice zpopulace 1, kde byla 18S rDNA
mapovana pouze na dvou z téchto para (pary ¢. 13 a 18). Nicméné i u ostatnich jedincti je signal

vvvvv

jen pod detekénim limitem FISH (obr. 10A — D).
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Obr. 10: Karyotypy samct a samic dvou populaci N. orthonotus, sestavené z mitotickych metafazi po aplikaci
dvoubarevné (5S var. 1/18S rDNA) FISH a po metod¢ C-pruhovani. 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 (¢ervené, oznaceny Sipkami) a 18S
rDNA (zeleng, oznaCeny hroty Sipek); metoda C-pruhovani (E, F, G, H; invertovano). Chromozémy jsou
podbarveny DAPI. Méfitko = 10 um.

Distribuce telomerickych repetic u druhii Jizniho kladu
Telomerickd sonda hybridizovala u vSech druht pouze ke konciim chromozému

a neodhalila tak zadné ptidatné intersticialni signaly (obr. 11).
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A N. furzeripop.13 B N. furzeripop.3 & C N. furzeripop.4 3

D N. kadlecipop. 1 & E N. kadlecipop.2 & F N. krysanovi &

G N. orthonotus pop. 1 &

J N. pienaaripop.2 & K N. rachovii &

Obr. 11: Metoda FISH s telomerickou sondou provedena na mitotickych metafazich samct u druhti Jizniho kladu.
Pro lepsi kontrast byly obrazky pseudokolorovany (telomericka sonda — zelen¢; DAPI — Cerveng).
Metitko = 10 pm.
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4.2.2 Druhy s mnohocetnymi pohlavnimi chromozomy

U druhtt Nothobranchius guentheri a N. lourensi byl potvrzen mnohoCetny systém
pohlavnich chromozoémi typu XiX>Y. Podobné jako u druhii z Jizniho kladu byly i u téchto
dvou druhti aplikovany rDNA FISH (Obr. 12A—C; 13A), telomericka FISH (Obr. 12D, E; 13C)
a C-pruhovéani (Obr. 12F; 13B).

U N. guentheri jsem analyzovala ptevazné akvarijni populaci (pop. 1), ale méla jsem
k dispozici 1 jednoho samce z populace 2. N. guentheri méa karyotyp sestavajici u samice
z 18 parit chromozoémi (2n = 36) a u samce z 16 paru a 3 pohlavnich chromozémt (2n = 35).
Samec z populace 2 mél shodné 2n jako samec z akvarijni populace 1. U obou pohlavi se
nachdzi jeden par nejvétsich metacentrickych chromozomt a déle st-a chromozoémy s nizkym
obsahem konstitutivniho heterochromatinu, limitovaného na pericentromerické oblasti
nékterych chromozomi. U samcl populace 1 (samec populace 2 nebyl analyzovéan) se navic
vyskytoval specificky interkalarni blok na subtelocentrickém neo-Y chromozému (obr. 12F).
5S rDNA var. 1 se nachazela u samce i samice populace 1 pouze na pohlavnich chromozémech,
kde té€sn¢ piiléhala k syntennimu klastru 18S rDNA. V piipad¢ samce se jednalo o interkalarni
signal na chromozému neo-Y a o jeden z dalSich pohlavnich chromozomd, tj. bud’ X; nebo X>
(mé data neumoziuji presnou identifikaci), kde se v termindlni oblasti kratkého raménka
vyskytoval klastr 5S rDNA var. 1 rovnéz ptidruzené s klastrem 18S rDNA (obr. 12A). U samice
se tyto signaly vyskytovaly na paru akrocentrickych chromozomi, tj. oba homology
chromozému X nebo X v pericentromerické oblasti (obr. 12B). 18S rDNA se u N. guentheri
populace 1 vyskytovala na 7 chromozomech, u samice na 8 chromozdémech, taktéz
s kolokalizaci. U N. guentheri populace 2 se vyskytovala 5S rDNA na dvou chromozdémech,
stejn¢ jako u populace 1, tedy na neo-Y chromozému a jednom z dalSich pohlavnich
chromozoémi. Déle jsem u samce z populace 2 odhalila vyrazné odliSny pocet signali 18S
rDNA — vyskytovaly se pouze na tiech chromozomech, tedy zfejmé na X;, X> a neo-Y (obr.
12C). Telomericka sonda aplikovana na populaci 1 hybridizovala u v§ech chromozému obou
pohlavi pouze na jejich koncich; neodhalila jsem zadné nadbytecné signaly uvnitt chromozomu

(obr. 12D, E).
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Obr. 12: Mitotické metafaze u N. guentheri po aplikaci riznych cytogenetickych protokoli. FISH se specifickou
sondou pro 5S rDNA var. 1 (Cervené, oznaceny Sipkami) a 18S rDNA (zelen¢, oznaceny hroty Sipek) (A, B, C);
telomericka FISH - pro lepsi kontrast byly obrazky pseudokolorovany
(telomericka sonda — zelené; DAPI — ¢ervené) (D, E); C-pruhovani (F). Ramecky (A, D) zobrazuji trivalent
tvofeny pohlavnimi chromozomy X, X, a neo-Y béhem profaze prvniho meiotického déleni (faze diplotene).
Hvézdi¢ky oznacuji chromozdém neo-Y. Chromozémy jsou ve vSech piipadech podbarveny DAPI, v ptipadé C-
pruhovani (F) se jedna o invertovany obraz. Chromozdm neo-Y nese specificky interkalarni blok konstitutivniho
heterochromatinu (F). Métitko = 10 pm.

Karyotyp jediného samce N. lourensi sestavd z 12 parti autozomii a 3 pohlavnich
chromozoém tvoficich opét systém Xi1X2Y (2n = 27), kde submetacentricky neo-Y chromozém
je zdaleka nejdel$Sim chromozomem v karyotypu. Stejné jako u pfedchoziho druhu ptevazuji
v karyotypu akrocentrické a subtelocentrick¢ chromozdémy. C-pruhovéani odhalilo relativné
vys§i obsah konstitutivniho heterochromatinu v porovnani s N. guentheri. Konstitutivni
heterochromatin tvofil napadné pericentromerické bloky u vétSiny chromozémovych part,
uneo-Y chromozému jsou navic viditelné dalsi, interkalarni bloky (obr. 13B). Zatimco sonda
pro 5S rDNA var. 1 na chromozomy samce N. lourensi nehybridizovala (data nejsou
prezentovana), specifickd sonda pro 5S rDNA var. 3, izolovana pfimo ze mnou studovaného
samce N. lourensi, odhalila signdly na 2 chromozoémovych parech; na jednom paru
v pericentromerické oblasti kratkych ramének a na druhém paru v submetacentrické oblasti
dlouhych ramének. Klastry 18S rDNA jsem odhalila na péti chromozémech; jednim z nich byl

neo-Y chromozom, kde se signdl nachdzel interkaldarn€ na dlouhych raméncich tohoto
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pohlavniho chromozému (obr. 13A). U ostatnich ¢tyf chromozémi se 18S rDNA signal
nachdzel v pericentromerické oblasti (obr. 13A). Telomericka FISH odhalila pouze standardni

hybridizac¢ni vzor, tj. signaly na koncich vsech chromozomu (obr. 13C).

A N. lourensi & B N. lourensi & N. lourensi &
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Obr. 13: Mitotické metafaze u N. lourensi po aplikaci riznych cytogenetickych protokold. FISH se specifickou
sondou pro 5S rDNA var. 1 (Cervené, oznaceny Sipkami) a 18S rDNA (zelené, oznaeny hroty Sipek) (A); C-
pruhovani  (B); telomericka FISH — pro [lepsi kontrast byly obrazky pseudokolorovany
(telomericka sonda — zelen¢; DAPI — Cerven¢) (C). Hvézdicky oznacuji chromozém neo-Y. Chromozémy jsou ve
vSech ptipadech podbarveny DAPI, v ptipadé C-pruhovani (C) se jedna o invertovany obraz. Chromozdm neo-Y
nese dva specifické interkalarni bloky konstitutivniho heterochromatinu, oznaceno Sipkami (C). Méfitko = 10 um.

4.2.3 Mapovani satelitni DNA nap¥i¢ rodem Nothobranchius

Ctyfi repetitivni DNA identifikované analyzou RepeatExplorer, tj. Nfu-SatA, Nfu-SatB,
Nfu-SatC (N. furzeri) a Nru-Satl (N. rubripinnis), jsem mapovala u vybranych druhti halané¢ika
tak, aby byly reprezentovany hlavni linie napfi¢ fylogenetickym stromem a zahrnula jsem
1,,outgroup® F. thierryi. Jednalo se o analyzu na malém poctu jedincti/druh/populaci. Cilem
bylo zejména odhalit do jaké miry sdileji populace a ptibuzné druhy halan¢ikli konkrétni motivy
satelitni a minisatelitni DNA. V ptipadé¢ Nfu-SatA a Nfu-SatB se jednd o stejné motivy, které
byly jiz identifikovany v piedchozich pracich (Reichwald et al. 2009, 2015).

Nfu-SatA

Minisatelit s monomerem 77 bp tvoril neobvykle robustni
centromerické/pericentromerické klastry na vSech chromozémech u N. furzeri a N. kadleci (bez
ohledu na pohlavi nebo populaci) (Obr. 14). Nachdzel se dale jiz jen u obou populaci
N. orthonotus, tj. druhu nejbliZe ptibuzného k vyse uvedenym; u dalSich deseti analyzovanych
druhii (Tab. 5) jsem neodhalila Z4dné hybridizaéni signaly (Obr. 14). U obou populaci

N. orthonotus Nfu-SatA opét tvofil pericentromerické (jiZz o néco méné robustni) bloky
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pericentromerického heterochromatinu, ale tentokrat ne na uplné vSech chromozémech
v karyotypu a pocet chromozomi bez signalu se 1iSil mezi populacemi a v ramci populace 1
1 mezi jedinci. U populace 1 chybé¢l signal Nfu-SatA na Ctyiech az Sesti chromozdémech (u ttech
analyzovanych samctl jsem pozorovala 1x4, 1x5 a 1x6 chromozomil bez signélu, zatimco
u tfech analyzovanych samic to bylo 1x5 a 2x6 chromozomt) (obr. 15A, B). V populaci 2 se

Nfu-SatA nevyskytoval pouze u jednoho chromozémového paru (obr. 15C, D).
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A N. eggersi Q@ B N. furzeripop. 13 C N. furzeripop. 3 &

D N. guentheri 3 E N. kadlecipop.2 3 E N. krysanovi &

€] N. ocellatus & H N.pienaaripop.13 | | N. pienaaripop.2 3

N. rachovii & K N. rubripinnis @ F. thierryi @

Obr. 14: Mitotické metafaze vybranych druhd halancikd po aplikaci metody FISH se sondou pro minisatelit Nfu-
SatA. Chromozomy jsou podbarveny DAPI. Méfitko 10 pm.
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A N. orthonotus pop. 18 | B N. orthonotus pop. 1 ¢

Obr. 15: Mitotické metafaze N. orthonotus po aplikaci metody FISH se sondou pro minisatelit Nfu-SatA.
N. orthonotus populace 1 (A, B) a populace 2 (C, D); Sipky ukazuji na chromozémy bez signalu, ramecky zobrazuji
polymorfni chromozémové pary ve smyslu absence signdlu (A, B). Chromozémy jsou podbarveny DAPI.
Mg¢titko = 10 pm.

Nfu-SatB

Tato  satelitni DNA  vykazovala  prakticky stejny  hybridizaéni  vzor
v pericentromerickych oblastech vS§ech chromozomii N. furzeri a N. kadleci, pouze v ptipadé
N. furzeri populace 3 je na jednom submetacentrickém chromozomovém paru u obou pohlavi
signal pferuSen nebarvenou oblasti (obr. 16B). Nfu-SatB se vyskytoval na rozdil od Nfu-SatA
v pericentromerické oblasti vSech chromozémii N. orthonotus. Navic jsem tuto repetici odhalila
1 u obou populaci N. pienaari (u populace 2 je pocet detekovanych klastrii ve srovnani
s populaci 1 vyrazné niZ§i) a pfekvapive i u dvou chromozdémovych part N. eggersi (aniz bych
ji detekovala u N. krysanovi, N. rachovii a N. ocellatus, kteti jsou piibuznéjsi k N. furzeri,
N. kadleci a N. orthonotus; van der Werwe et al. 2021). Je pozoruhodné, ze u N. pienaari tvoftil
Nfu-SatB klastry na vice chromozémech (ptiblizné polovina; obr. 161) nez u populace 2 (pouze
3 pary; obr. 16]), zarovenl se u jedinci populace 1 vyskytoval kromé centromerickych

1 v telomerickych oblastech (obr. 16).
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J N. pienaari pop. 2 & K N. rachovii 3 L N. rubripinnis &

Obr. 16: Mitotické metafaze vybranych druhti halan¢ikt po aplikaci metody FISH se sondou pro satelit Nfu-SatB.
Sipky u N. furzeri populace 3 (B) ukazuji na chromozoémovy par s centromerickou mezerou. Chromozémy jsou
podbarveny DAPI. Métitko = 10 pm.
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Nfu-SatC

Distribuce této satelitni DNA se vyrazné liila ve srovnani s Nfu-SatA a Nfu-SatB.
Jednak jsem ji detekovala u vSech zkoumanych druhii napii¢ rodem Nothobranchius, véetné
,outgroup® druhu F. thierryi, a jednak se pocet a distribuce klastri mezidruhoveé zna¢né lisila.
Satelit byl bud’ rozptylen po vsSech/vétsin¢ chromozomu v karyotypu, kde vytvaiel mensi
klastry, nebo vytvarel mensi pocet vétsich klastrl, ptipadné jsem se u nékterych druhi setkala
s obéma situacemi.

U N. brieni byl Nfu-SatC detekovan témér u poloviny chromozému a odhalila jsem
specifickou akumulaci na neo-Y chromozomu (u tohoto druhu je zndm opét mnohocetny
systém pohlavnich chromozému typu X1X>Y; Krysanov a Demidova 2018) (obr. 17A).

N. eggersi vykazoval klastry Nfu-SatC rozptylené témeéf na vSech chromozomech,
stejné tak N. guentheri, lourensi, a rubripinnis (obr. 17B, D, G, K).

U druhti N. furzeri a kadleci se Nfu-SatC vyskytoval rozptylen¢ u nadpoloviéni vétSiny
chromozoémt a v populacich obou druhti vytvarel i specifickou, rizné rozsdhlou akumulaci na
chromozému Y (obr. 17C, E a také Tab. 5).

U N. pienaari byl Nfu-SatC detekovdn u mén€ neZz poloviny chromozomi
v pericentromerickych oblastech (obr. 171). Naopak tomu bylo u N. krysanovi, kde jsem tuto
repetici odhalila u vice nez poloviny chromozému v pericentromerickych oblastech, a navic
jsem pozorovala i polymorfizmus u jednoho paru submetacentrickych chromozémi, kde se
vyskytovala specificka akumulace na jednom raménku, bud’ u jednoho nebo obou homologti
(obr. 17F). Nfu-SatC byl detekovan také u N. rachovii, kde tvofil riizné rozsahlé klastry
v centromerach tfi chromozémovych para (obr. 17J).

U N. ocellatus byl satelit mapovan u Ctyf partt chromozoémi (obr. 17H) a u F. thierryi
tvoril rizné velké klastry rozptylené napti¢ karyotypem (obr. 17L).

U obou populaci N. orthonotus Nfu-SatC vytvarel rizné velké klastry ptiblizné
u poloviny chromozémti. Ob¢ populace se ale od sebe liSily hybridizaénim vzorem na nejveétSim
paru metacentrickych chromozomii. U populace 1 se vyskytoval polymorfizmus v tom smyslu,
ze jeden, oba nebo zadny homolog nesl specifickou akumulaci Nfu-SatC na jednom rameni.
Konkrétné u jednoho samce jsem tuto akumulaci nepozorovala na Zadném homologu, u dvou
samcl a dvou samic na jednom z homologl a u jedné samice vykazovaly akumulaci oba
homology (obr. 18A, B). U populace 2 zminény metacentricky par nevykazoval Zadnou

specifickou akumulaci ani polymorfizmus (obr. 18C, D).
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A N. brieni & B N. eggersi 9 C N. furzeripop. 4 &

D N. guentheri 3 E N. kadleci pop. 2 & = N. krysanovi

*

€] N. lourensi & H N. ocellatus & | N. pienaaripop.1 &

N. rachovii & K N. rubripinnis 3 F. thierryi Q

Obr. 17: Mitotické metafaze vybranych druht halanciki po aplikaci metody FISH se sondou pro satelit Nfu-SatC.
Hvézdicky poukazuji na pohlavni chromozéomy Y (A, C, D, E, G); u N. krysanovi (F) ukazuji Sipky spolu
s rameCkem polymorfni chromozémové pary ve smyslu pfitomnosti/absence signalu. Chromozoémy jsou
podbarveny DAPI. Méfitko = 10 um.
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A N. orthonotus pop. 13 | B N. orthonotus pop. 1 ¢

[ ]

C N. orthonotuspop.2 3 | D N. orthonotus pop. 2

Obr. 18: Mitotické metafaze N. orthonotus po aplikaci metody FISH se sondou pro satelit Nfu-SatC. N. orthonotus
populace 1 (A, B) a populace 2 (C, D); Sipky ukazuji chromozémy se specifickym vzorem (A, B); ramecek
zobrazuje polymorfni chromozomy se specifickym vzorem (B). Chromozémy jsou podbarveny DAPI.
Mg¢titko = 10 pm
Nru-Satl

Posledni repetitivni DNA specifickd pro genomy halancikli, kterou jsem mapovala
metodou FISH ve své praci, byl minisatelit Nru-Satl identifikovany v genomu N. rubripinnis.
Mapovani na chromozomy N. rubripinnis odhalilo pericentromerické klastry téméf na vSech
chromozémech s vyjimkou Sesti parG (obr. 19L). Dale tento satelit tvofil akumulace
v centromerach Sesti chromozémovych paru u N. foerschi (obr. 19E) a u téméf poloviny
chromozoémul N. guentheri (obr. 19G). U zbylych deseti druhti, u nichZ jsem Nru-Satl mapovala

(Tab. 5), jsem neodhalila Zadné specifické hybridizacni signaly (obr. 19).
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A N. brieni & B N. cardinalis 3 N. ditte &

D N. eggersi Q@ = N. foerschi & F N. furzeripop.1 &

€] N. guentheri & H N. melanospilus & N. rachovii 3

N. ocellatus & K N. pienaari pop. 13 L N. rubripinnis 9

Obr. 19: Mitotické metafaze vybranych druhd halancikd po aplikaci metody FISH se sondou pro minisatelit Nru-
Satl. Chromozoémy jsou podbarveny DAPI. Méfitko = 10 um.
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Tab. 5: fylogeneticky strom studovanych africkych anuélnich halancikd spolu s tabulkou shrnujici ziskané

vysledky.
Karyotyp Nfu- | Nfu- | Nfu- | Nru-
2n (m-sm-st/a) 58 188 SatA | SatB | SatC | Satl
F. thierryi g43 | JS1-1-41
Ty 044 00-2-42 X X 0 0 2 X
46-13-19 33/4
B Q61418 | 2 Joas | 3 | 3 200
46-13-19
38 06-14-18 2 3/4 3 3 2(Y) 0
46-13-19 a3
38 06-14-18 2 04 3 3 2(Y) 0
34-15-19 a3
38 04-16-18 2 04 3 3 2(Y) 0
| 34-15-19 a3
38 04-16-18 2 04 3 3 2(Y) 0
36
38 6-4-28 2 04 2 3 2 0
38 6-4-28 2 6 2 3 2 0
2 varl 34 2
34 6-2-26 4 vard 06 0 2 0
2 varl 34
— 34 6-2-26 4 vard 04/5 0 1 2 0
— 18 8-8-2 4 3/4 0 0 2 0
| 16 862 | 2Vl | g 0 2 0
4 var2
N. ocellatus 30 0-2-28 X X 0 0 1 0
N. eggersi 36 2-2-32 X X 0 1 2 0
N. lourensi 327 387-0-20 4 var3 5 X X 2 X
N. foerschi 34 10-2-22 X X 0 X X 2
L ; 335 2-1-32 Q8
N. guentheri 1 | 036 2-0-34 2 37 0 0 1 2
N. guentheri2 | 335 | J32-2-31 2 3 X X X X
N. cardinalis 36 2-0-34 X X X X X 0
N. rubripinnis 36 2-0-34 X X 0 0 1 2
N. melanospilus | 38 4-8-26 X X 0 X X 0
349 31-0-48 X X X X 2(Y) 0
|: 339 | J413-12-14 X X X X X 0
8 Jizni klad x = metodu jsem u daného druhu nepouzila
"I klad Oceliatus
| Pobfezni klad znaceni u satelitni FISH: 0 = Zzadny signal, 1 = méné nez polovina
B klad Kalahari chromozomt, 2 = vice nez polovina chromozoémi, 3 = v§echny chromozémy,

Y = signal se vyskytuje specificky na chromozému Y
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5 Diskuze

5.1 Konvencni analyza karyotypu

Z vice nez 90 dosud popsanych druhti halanciki rodu Nothobranchius (Fricke et al.
2021) byly karyotypy popsany u celkem 65 druhii (Krysanov & Demidova 2018) a jednoho
dalSiho taxonu, ktery zatim neni popsan jako oficidlni druh (M. sp. Kasenga; Krysanov et al.
2016). Moje prace zahrnovala pouze druhy s jiz popsanymi karyotypy a az na jediny druh
(N. ocellatus), kde jsem napocitala 32 chromozomi (vs. 2n = 30 u dvou jedinct popsanych
v piipad¢ jedinct z riznych populaci. Oproti praci Krysanov & Demidova (2018) se ale mirné
lisila mé interpretace po¢tu chromozému v jednotlivych morfologickych kategoriich, ktera
u druhl N. furzeri a N. kadleci byla spojena rovnéz s identifikovanou ptitomnosti pohlavnich
chromozém (viz dale). U tii populaci N. furzeri a dvou populaci N. kadleci mnou prezentované
karyotypy zahrnuji obecné vice submetacentrickych chromozomii na tikor metacentrickych.
Struktura karyotypti u dalsich studovanych druhti z Jizniho kladu se shodovala s popisy v praci
Krysanov & Demidova (2018), pouze u N. orthonotus byl jeden chromozémovy par presunut
ze skupiny metacentrickych do skupiny submetacentrickych chromozému. Podobné drobné
rozdily v popisu karyotypu (obvykle na Grovni odlisné morfologie jednoho paru chromozému
oproti piivodnimu popisu) jsem zaznamenala i u dalSich druhti jako u N. eggersi, N. guentheri
a F. thierryi. U téchto dalSich druhli jsem ale analyzovala jen omezeny pocet jedincii, nebot’
zde bylo cilem primérné€ zjistit hybridiza¢ni vzory vybranych repetitivnich sekvenci (viz dale).

Moznym divodem pozorovanych rozdill v popisech karyotypti by mohly byt
mezipopulacni karyotypové rozdily, nicméné konkrétné v ptipad€ N. furzeri a N. kadleci se,
vzhledem ke shodnym karyotypiim napfi¢ mnou analyzovanymi populacemi, zda
pravdépodobné&jsi, Ze rozdil je zpusoben jinym subjektivnim hodnocenim morfologie
chromozoémt a také jinou kvalitou rozprostfeni chromozémi. Kdyz jsem srovnala metafaze na
preparatech vyhotovenych z regenerati ploutvi s metafazemi z pfimé preparace ledvin (ze
kterych ptipravovali v zakladu podobnym protokolem chromozémy i1 Krysanov & Demidova
2018), chromozémy z regeneratt ploutvi ¢asto dosahovaly lepSiho rozprostieni po preparatu
a podobny rozdil byl pozorovén i u riznych dalSich druhii ryb (A. Sember, osobni sdéleni).
Proto si dovolim tvrdit, ze metafaze ziskané z regeneratli ploutvi umoznily pfesnéjsi identifikaci

morfologickych kategorii chromozémit. Pfitomnost riznych karyotypovych forem u raznych
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populaci je naopak pravdépodobna v ptipadé N. ocellatus, kde jsem zaznamenala odli§ny pocet
chromozoému oproti praci Krysanov & Demidova (2018).

Metodou C-pruhovani jsem odhalila masivni centromerické bloky konstitutivniho
heterochromatinu u v§ech chromozému v karyotypech blizce piibuznych druhit N. furzeri, N.
kadleci a N. orthonotus, shodné napti¢ populacemi. V piipadé N. furzeri se jedné o potvrzeni
ptedchoziho pozorovani, které bylo provedeno u inbredni linie GRZ (Reichwald et al. 2009),
ktera je rovnéz zahrnuta v mé praci (populace 4). Je pozoruhodné, ze smérem k evolucné
mladS$im druhtim v Jiznim kladu se postupné obsah (nejen) centromerického heterochromatinu
snizuje a jsou zde rovnéz druhy (zejména N. krysanovi a N. rachovii), u kterych doslo k vyrazné
redukci 27, evidentné formou chromozémovych fuzi (Krysanov & Demidova 2018, tato prace).
Jelikoz ptitomnost vysokého mnozstvi heterochromatinu mize podporovat zvysenou Cetnost
ptestaveb (King 1993, Peng & Karpen 2008), pfichazi v uvahu, Ze ptestavby skute¢né probihaly
alespont z ¢asti za piispéni blokli heterochromatinu a béhem téchto procesi mohl byt
heterochromatin do jisté miry eliminovan. U dvou mnou analyzovanych druhi s mnohocetnymi
pohlavnimi chromozdémy — N. lourensi a N. guentheri — nékteré bloky heterochromatinu, které
se nachazeji mimo centromerickou oblast na neo-Y chromozému, pravdépodobné ukazuji na
mista predchozich chromozémovych ptestaveb. Konkrétné zde velmi pravdépodobné doslo
k fuzim chromozémt ¢i chromozémovych fragmentd. V piipadé neo-Y chromozému
N. lourensi se mohlo jednat o fuze vice nez dvou chromozomi, coz by vysvétlovalo
1 neobvyklou délku tohoto pohlavniho chromozému, nebot’ ani rozsah blokl konstitutivniho
heterochromatinu, ani hybridiza¢ni vzory repetitivnich sekvenci analyzovanych u tohoto druhu
v mé praci nenaznacuji, Ze by se velikost chromozomu zvétSila amplifikaci repetitivni DNA,
jako tomu je u nékterych jinych rybich taxonii (napt. Nanda et al. 2014, Schartl et al. 2016,
Yano et al. 2017). Pfipady neo-Y chromozému vzniklych fuzi tii nebo i vice chromozomi jsou
zndmy u jinych zivocichti (da Silva et al. 2019¢, Sigeman et al. 2019). Interkalarni bloky
konstitutivniho heterochromatinu podobné tém nalezenym na chromozémech neo-Y jsem
pozorovala 1 na jinych nipadné velkych dvouramennych chromozomech jako napt. u druhi

N. krysanovi a N. pienaari.

5.2 Distribuce telomerickych repetic

Sonda s motivem pro obratlovéi telomerickou repetici byla mapovana u zastupci

Jizniho kladu a dale u dvou druht s mnohocetnymi pohlavnimi chromozémy, konkrétné
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u N. guentheri a N. lourensi. Viechny druhy Jizniho kladu vykazovaly standardni hybridizac¢ni
vzor, tj. telomerické signdly byly lokalizovany na koncich vSech chromozomt. Absence
nadbyte¢nych akumulaci telomerickych repetic v ramci chromozomi byla zejména
pozoruhodna u druhii s vyrazné snizenym 27 a napadné velkymi metacentrickymi chromozomy
v karyotypu (N. krysanovi a N. rachovii) a také u druht N. guentheri a N. lourensi, kde by se
daly ocekavat signdly ITS v ptedpokladanych fiznich mistech na chromozémech neo-Y.
Neptitomnost ITS miize byt vysvétlena bud’ tim, ze byly telomerické sekvence odstranény
beéhem mechanizmu fuze, nebo se ve flznich mistech zachovaly, ale postupnymi mutacemi se
identita téchto sekvenci vytratila. Dal$i moznosti je, Ze se ¢asti telomerické sekvence ve fiznich
mistech stale nachéazeji, nicméné pocet opakovani hexamerniho motivu je natolik nizky, zZe je
hybridiza¢ni signal pod detekénim limitem klasické metody FISH (Slijepcevic 1998, Ocalewicz
2013). Vzhledem k evolu¢nimu mladi linie halan¢ikti (Dorn et al. 2014, van der Merwe et al.
2021) je vice pravdépodobné, Ze k erozi telomerickych sekvenci doslo jiz béhem procesu fuze.
Z dosavadnich dat se tedy zda, Ze ptipadné fize chromozdému probihaly napti¢ druhy halan¢ikt
podobnym mechanizmem, ktery zahrnoval (¢i dokonce pifimo vyplynul ze) ztraty
telomerickych sekvenci. U mnohocetnych pohlavnich chromozémii byla dosud absence ITSs
dokumentovana u poloviny ptipadii mnohocetnych pohlavnich chromozémii analyzovanych
touto metodou (Sember et al. 2021). U samct N. guentheri telomericka FISH pomohla potvrdit
systém X1X2Y v profazi | meiotického déleni diky tomu, Ze telomerické signaly vymezily tfi

pohlavni chromozémy parujici v trivalentu.

5.3 Distribuce a evolu¢ni dynamika klastri rDNA

Metoda FISH s vyuZitim sond pro 5S a 18S rDNA byla aplikovana u druhti Jizniho
kladu a dvou druhti s mnohocetnymi pohlavnimi chromozémy (N. guentheri, N. lourensi).

Zakladni varianta, 5S rDNA var.1, vykazovala napfi¢ témito vybranymi druhy znacnou
stabilitu v poctu signald. Jedna se vzdy o jeden par submetacentrickych (N. furzeri, N. kadleci,
N. orthonotus, N. rachovii) nebo subtelocentrickych/akrocentrickych (N. guentheri,
N. krysanovi, N. pienaari) chromozému. U 5S rDNA byly objeveny dalsi varianty, které se od
té zakladni lisi délkou i1 sekvenci nepfekladaného mezerniku. Evoluce 5S rDNA tak u halanciki
odpovida modelu ,,birth-and-death evolution®, kdy dochéazelo k duplikacim ptivodni sekvence
a duplikat se nasledné€ sekvencné odlisil od plivodni varianty (Pinhal et al. 2011). Sekvenéni
varianty 5S rDNA by mohly mit tkdnové-specifickou funkci, jak bylo popsano u jinych 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 halancikii potvrdit nebo vyvratit dal§i vyzkum. 5S var. 2 byla
detekovana u N. krysanovi, pienaari a rachovii a to vzdy na dvou chromozémovych parech; na
jednom paru v terminalni ¢asti chromozémii a na druhém paru intersticialné. Lokace této
varianty se tedy nepiekryvala se standardni variantou (var. 1). Je pozoruhodné, Ze u
N. orthonotus, a¢ diivéjsi PCR analyza neukdzala piitomnost jiného nez standardniho
amplifika¢niho produktu odpovidajicimu 5S rDNA var.1 (A. Sember, osobni sd¢leni), kontrolni
experiment FISH u tohoto druhu ukazal, ze i 5S rDNA var.2 tvoii néjaké specifické signaly,
nicmén¢ z Casovych divodil jsem se jiz této problematice ve své praci dale nevénovala.
Posledni variantou studovanou v této praci byla 5S rDNA var. 3, kterou jsem identifikovala
u N. lourensi a vyskytovala se na dvou akrocentrickych chromozdémovych parech u tohoto
druhu. Soudé¢ podle vysledkit PCR se jednalo o jedinou variantu 5S tDNA u N. lourensi. Tato
skutecnost spolu s parametry nalezené sekvence (zachovala kodujici oblast pro gen 5S rRNA)
by naznacovaly, ze by se mohlo jednat o funkéni variantu 5S rDNA. V piipadé 5S rDNA
varianty 2 je rovnéZz velmi pravdépodobné, Ze se jedna o funkcni variantu (s ohledem na
parametry sekvence). OvSem v piipadé obou variant to bude muset potvrdit navazujici vyzkum
zalozeny napt. na analyze struktury RNA, ktera by vznikla pfepisem kodujici oblasti téchto
variant (viz napf. Symonova et al. 2017).

Zatimco rizné sekvencni varianty 5S rDNA u studovanych halan¢ik mély spise stabilni
pocty klastri napti¢ populacemi i druhy, sonda pro 18S rDNA, kterd by méla identifikovat
polohu hlavniho klastru 45S rDNA, vykazovala rizné a nékdy znaéné€ polymorfni pocty
signali, jak na autozoOmech, tak na pohlavnich chromoz6émech.

Hlavni klastr rDNA se obecné vyskytoval na jednom, dvou, ale 1 tfech
chromozoémovych parech napfi¢ zkoumanymi druhy. Vyjimku pak tvotil druh N. guentheri
populace 1, u které¢ho byl lokus 18S rDNA detekovéan u samce na sedmi a u samice na osmi
chromozdmech. Oproti tomu u samce N. guentheri z druhé populace se klastry 18S rDNA
vyskytovaly pouze na pohlavnich chromozomech X;iX,Y. Jedna se tudiz o pfipad
mezipopulacni variability v distribuci rDNA.

Vnitropopulaéni polymorfizmus 45S rDNA se u halan¢ikli vyznacoval jak v intenzité
daného signalu (z divodu nerovnomeérného crossing overu, bézné pozorovaného napfiic
organizmy; viz literarni pfehled, podkapitola 2.2.1.1), tak v jeho pfitomnosti ¢i absenci na
homolozich danych part. Napi. u druht N. rachovii a N. krysanovi (nezavisle na pohlavi) byl

detekovan signal 18S rDNA bud’ na jednom nebo obou homolognich chromozdémech v ramci
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jedné populace, a to jak mezi jedinci (vnitropopulacni polymorfizmus), tak v jednom piipadé
(samic¢ka N. rachovii) i mezi bunkami (regenerovanych ploutvi) v rdmci jednoho jedince.
Podobny piipad jako u samicky N. rachovii byl jiz u ryb pozorovan, konkrétné napt. u piskoie
Misgurnus fossilis (Spoz et al. 2017). Moznym vysvétlenim by mohlo byt, Ze samicka je
genetickou mozaikou bunck, kdy se dv€é linie lisi mj. pravé polymorfizmem
v pritomnosti/absenci rDNA na jednom z homologli nejmensiho chromozémového paru. Dalsi
pozoruhodny polymorfizmus 18S rDNA byl detekovan u samice N. furzeri z populace 1, u které
se krom jiz zminénych signalli objevoval signal i na jednom metacentrickém chromozomu,
morfologicky podobnému metacentrickému paru chromozémt, na kterém jsem stabilné
detekovala signal 18S rDNA napfi¢ jedinci N. kadleci. Je mozné, Ze jsem timto pozorovanim
zachytila dynamiku rDNA na mezidruhové Grovni, vedouci k postupnému zaniku klastri rDNA
na konkrétnim chromozémovém péru, a naopak k jejich amplifikaci na jiném chromozomovém
paru, coz by naznacovalo, ze hlavni klastr IDNA neni tplné vhodnym markerem pro studium
dynamiky karyotypi u halan¢ikti, nebot’ nemusi vzdy ukazovat homeologni chromozoémy
(Milhomem et al. 2013).

U N. furzeri a N. kadleci byl vedle polymorfizmu rDNA asociovaného s autozémy
pozorovan vramci danych jedinct prokazatelné i1 polymorfizmus vézany na pohlavni
chromozémy (viz kapitola 5.5).

Akumulace 18S rDNA byla vétSinou detekovana na koncich chromozémt, zatimco 5S
rDNA se ve vétSin€ piipadid vyskytovala v intersticidlnich pozicich na chromozdémech.
Ptitomnost 18S rDNA na koncich chromozémi miiZe podporovat ektopickou rekombinaci, coz
muze mit za nasledek rizné chromozémové prestavby a také disperzi tDNA na jiné
chromozémy (Cazaux et al. 2011, Li et al. 2017).

U né&kterych druhi ryb mohou byt klastry 45S a 5S rDNA pozorovany na stejném paru
chromozémi, jsou tedy syntenni (napt. Bueno et al. 2014, Sember et al. 2015, Traldi et al.
2016). Toto uspotadani jsem pozorovala také u nékterych jedincii halan¢ikli v ramci druht M.
krysanovi a N. pienaari (jedna samice z populace 1). Dale jsem té€sné ptiléhajici az ¢astecné se
prekryvajici klastry 5S (var. 1) a 18S rDNA odhalila u vSech jedinci druhu
N. guentheri. V tomto ptipad¢ se zaroven jednalo o klastry vdzané na pohlavni chromozomy.
U samcu N. guentheri byla tato kolokalizace pozorovana v predpokladaném fliznim misté (nebo
v jeho bezprostfedni blizkosti) na neo-Y chromozomu, kdyz vezmeme v potaz piitomnost
stejné kolokalizace v termindlni ¢asti jednoho z X chromozémi. Moje data neumoziuji

presnéjsi urceni, zda se jedna o chromozoém X nebo Xz, ale mapovani sond rDNA na meiotické
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chromozoémy v profazi I potvrdilo, Ze dany chromozdém patii do systému X1X2Y. U samic byl
klastr pfitomen na obou homolozich tohoto chromozomu X. U N. lourensi byl pozorovan lokus
18S rDNA rovnéz v jednom z ptedpokladanych fuznich mist na neo-Y chromozomu. S velkou
opatrnosti bychom shodnou ptitomnost 18S rDNA v podobnych pozicich na neo-Y mohli
interpretovat jako nepiimy dikaz pro moznou homeologii mezi X1 X2Y systémy obou téchto
druhti, ale vzhledem k cCasto vyrazné dynamice rDNA napfi¢ organizmy, vcetné ryb
(Milhomem et al. 2013) i mnou studovanych halan¢ikt, toto tvrzeni bude vyzadovat ovéfeni,
napt. formou malovacich celochromozémovych sond. Podobnym zpiisobem bude mozné ovérit
potencidlni homologii mnohocetnych pohlavnich chromozémi se systémem XY u druht
N. furzeri a N. kadleci, kde jsem také odhalila ptitomnost hlavniho klastru rDNA. Na druhou
stranu, dal8i hybridizacni vzory (viz niZe) naznacuji jistou variabilitu v ramci evoluce dosud
znamych pohlavnich chromozém halanc¢ik.

Moje pozorovani piindsi dalsi dokumentaci ptipadt, kdy se klastry rDNA zacastnily
(s velkou pravdépodobnosti) procesu fize chromozémi. Vedle piipadi systému XiX>Y
u N. guentheri a N. lourensi je mozné, ze takové flze probehly i na nekterych autozomech
jinych druht, napt. na chromozdémovém paru €. 7 u N. krysanovi. Podobnych ptipadi asociace
fuzi s vyskytem klastru rDNA u ryb ptibyva (Sember et al. 2015, 2020a, Barros et al. 2017,
Supiwong et al. 2019), v¢etné ptipadi s mnohocetnymi pohlavnimi chromozomy (Cioffi &
Bertollo 2010, Sassi et al. 2020). Cast&jsi zapojeni klastrd rDNA v procesu fiize (nebo
eventuelné jinych chromozomovych piestaveb) by mohlo byt vysvétleno vysokou intenzitou
transkripce téchto tandemovych repetic (Schofer & Weipoltshammer 2018), kdy dlouhé useky
rozvolnéného euchromatinu mohou byt velmi nachylné ke zlomiim a naslednym piestavbam

(Berthelot et al. 2015, Warmerdam & Wolthuis 2019).

5.4 Evoluce vybranych repetitivnich sekvenci specifickych pro genomy

halanc¢ika

Ve své praci jsem studovala distribuci ¢ty vybranych repetitivnich sekvenci (satelitni
nebo minisatelitni DNA), které¢ byly mymi kolegy identifikovany v genomech N. furzeri
a N. rubripinnis pomoci programu RepeatExplorer. Jednalo se o tfi repetice identifikované
v genomu N. furzeri (Nfu-SatA, Nfu-SatB, Nfu-SatC) a jednu z genomu N. rubripinnis (Nru-
Satl). Tti ze Ctyt vybranych repetic byly detekovany specificky v centromerickych oblastech

chromozému nékterych druhii (Nfu-SatA, Nfu-SatB, Nru-Satl). Tyto satelity byly omezeny
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vzdy na uzky soubor blizce piibuznych druhti, ale nemohu zcela vyloudit, ze se v jinych
genomech vyskytuji v mnozstvi nebo usporadani, které nemtize metoda FISH detekovat (Ruiz-
Ruano et al. 2016, Crepaldi & Parise-Maltempi 2020). Pouze Nfu-SatC jsem na Urovni
chromozémového mapovani identifikovala u vSech druhti a mnozstvi klastrii 1 distribuce se
mezidruhovée a nékdy i mezi populacemi (ptedevsim v rdmci N. orthonotus a N. pienaari) mirng
nebo vyrazné lisily. Polymorfizmus ve vyskytu Nfu-SatC byl patrny i mezi jedinci, napf.
u N. krysanovi byl detekovan vzor dvou separatnich blokli na submetacentrickém
chromozémovém paru, a to bud’ na jednom nebo na obou homolognich chromozémech. Déle
byla u této satelitni DNA pozorovana specificka napadnd akumulace na neo-Y chromozému
N. brieni, podobn¢ jako jsem ji pozorovala na chromozému Y u druhtit N. furzeri a N. kadleci.
Vzhledem k tomu, ze N. brieni patti do jiného kladu (klad Kalahari) nez N. furzeri a N. kadleci
a také, Zze nékteré z dalSich studovanych druhti s mnohocetnymi pohlavnimi chromozomy,
u kterych podobna akumulace chybi (N. guentheri a N. lourensi), spadaji do Pobtezniho kladu
(ktery je ve fylogenetickém stromu vmezeten mezi Jizni klad a klad Kalahari (van der Merwe
et al. 2021)), je velmi pravdépodobné, Ze specifickd akumulace Nfu-SatC na pohlavnim
chromozému neo-Y u N. brieni byla nezavisla evolucni udalost. Je mozné, ze diky svym
specifickym vlastnostem (pfitomnost v genomech napii¢ rodem a variabilni distribuce
nevazand na konkrétni oblasti chromozomu) méa Nfu-SatC zvySenou pravdépodobnost
opakovan¢ kolonizovat oblasti suprese rekombinace na pohlavnich chromozdémech halan¢ik.

Polymorfizmus mezi populacemi vykazoval také Nfu-SatA, a to u N. orthonotus. Lisil
se pocet chromozému, v jehoz centromerach tento satelit netvoii detekovatelné akumulace.
V populaci 1 chyb¢l NfuSatA az u Sesti chromozémi, kdezto u populace 2 nebyl detekovan jen
u jednoho paru. Zaroven byl u populace 1 odhalen vnitropopulacni polymorfizmus nezavisly
na pohlavi, kdy se pocet chromozémul bez signilu pohyboval mezi ¢tyfmi az Sesti. Dalsi
polymorfizmy byly pozorovany i u Nfu-SatB, kdy u N. furzeri populace 3 byly u jednoho
chromozdémového paru pozorovany v centromerické oblasti mezery bez akumulace. V tomto
pfipad¢é by se mohlo jednat o oblast, kde se nachazi n&jaka jind specificka repetitivni DNA,
ktera se specificky naamplifikovala pouze v centromerach jednoho chromozomového paru.
Mezipopulaéni rozdil v distribuci satelitu Nfu-SatB byl dale pozorovan také u N. pienaari, kdy
u populace 1 byl tento satelit viditelny ptiblizn¢ u poloviny chromozomu, ale u populace 2
pouze u tiech chromozémovych part.

Centromerické satelity (Nfu-SatA, Nfu-SatB, Nru-Satl) se vyskytovaly vétSinou jen

u nékterych ptibuznych druhii. To mize pravdépodobné poukazovat na rychly obrat repetitivni
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DNA v centromerach halancikli, tzn. centromericky ,turnover. U druhu N. foerschi
a N. guentheri je vidét, ze nékteré chromozomy jiz ztratily dominantni satelitni DNA Nru-Satl
v centromerach. Je zfejmé, Zze obrat neboli ,turnover centromerickych satelitnich DNA
u halancikli je pomérné rychly a mize mit vliv na reprodukéni izolaci. Divodem by mohla
byt mezidruhovéa nekompatibilita proteinti, které se vazou na centromerické satDNA, coz by
mohlo vést k nekompatibilité¢ déliciho aparatu u ptipadnych mezidruhovych hybrida (Bracewell
et al. 2019, Robledillo et al. 2020). To, na druhou stranu, zarovein naznacuje, ze jsou v tomto
ohledu znacn¢ kompatibilni genomy N. furzeri a N. kadleci, nicmén¢ hybridni zona mezi t€émito
druhy zatim nebyla v ptirodé objevena (M. Reichard, osobni sdéleni). Zajimavy je ojedinély
vyskyt nékolika detekovatelnych akumulaci Nfu-SatB u N. eggersi, ptestoze dalsi druhy, které
jsou evoluéné blize Jiznimu kladu, detekovatelné akumulace tohoto satelitu neukazaly. Tato
situace by mohla byt v souladu stzv. ,library hypothesis®, kterd — jak jsem jiz zminila
v kapitole 2.1.1.2 — poukazuje na moznost sdilené ,knihovny* sekvenci satDNA mezi
pribuznymi druhy, kdy v pribéhu evoluce riizné motivy expanduji nebo redukuji pocet kopii
(Fry & Salser 1977, Thakur et al. 2021) a je tedy mozné, Ze u nékterych druhii nizky pocet kopii
nebo zpiisob jejich uspofaddani neumozni dany motiv detekovat metodou FISH (Ruiz-Ruano
et al. 2016, Crepaldi & Parise-Maltempi 2020).

Nfu-SatC byl jako jediny satelit detekovan u vSech studovanych druhtli a zda se, Ze je
specificky pro cely rod Notobranchius. Ptipad podobné rozsitfené repetice v ramci ryb je znam
napf. u trnobfichych ryb (dos Santos et al. 2021). U druhit N. orthonotus a N. krysanovi
vykazoval Nfu-SatC zajimavé vzory a zaroven polymorfizmy. Vyskytuje se zde specificka
akumulace na jednom rameni metacentrického (N. orthonotus) a submetacentrického
(N. krysanovi) chromozému. U N. orthonotus byl nezavisle na pohlavi pozorovan bud’ jeden
homolog s akumulaci a druhy ji nemé&l nebo tuto akumulaci nemél ani jeden z homologickych
chromozéml. U N. krysanovi je situace opacna, tj. bud’ tuto akumulaci vykazoval jeden
homologicky chromozém nebo ji sdilely oba. JelikoZ segregace tohoto polymorfizmu
nekoreluje s pohlavim jedince, nejednd se snejvétsi pravdépodobnosti o pohlavni
chromozémy. Nicméné je pozoruhodné, ze akumulovany blok satelitu Nfu-SatC napadné
pfipomind akumulaci, kterou jsem pozorovala na chromozému Y u druhl N. furzeri
a N. kadleci, kteti jsou blizce ptibuzni N. orthonotus a N. krysanovi. Jako jedno z moznych
vysvétleni se nabizi, ze by se mohlo jednat o pozistatky piivodniho Y chromozom, ktery ale
u evoluéné mladsich druht N. orthonotus a N. krysanovi jiz ztratil funkci pro determinaci

pohlavi, fizoval s jinym chromozémem a jeho segregace se nyni fidi standardni autozomalni
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dédicnosti. Kopie bez specifické akumulace satelitu Nfu-SatC by mohla analogicky
predstavovat ptivodni chromozém X fizovany na autozém. Pokud by tato teorie byla pravdiva,
znamenalo by to, Ze u druhu N. orthonotus doslo k piechodu na jiny systém pohlavnich
chromozému. Samoziejme nelze ani vyloucit prechod na environmentalni determinaci pohlavi
(ESD), nicméné je to méné pravdépodobné, jelikoz genetickd determinace (GSD) umoziuje
1épe udrzet vhodny pomér pohlavi, a tak jsou v evoluci daleko ¢astéjsi prechody od ESD na
GSD (Johnson Pokornd & Kratochvil 2016). Prechody diferencovanych pohlavnich
chromozému zpét na autozémy byly u zivo€ichl jiz zaznamenany, napf. u octomilky nebo
gekont (Vicoso & Bachtrog 2013, Rovatsos et al. 2019). V piipad¢ halancikt je ale jesté nutné
zminit, ze zminény polymorfizmus jsem nepozorovala u dvou zbyvajicich druhti Jizniho kladu
(N. pienaari a N. rachovii).

Satelity Nfu-SatA a Nfu-SatB vykazovaly u N. furzeri a N. kadleci masivni
centromerické  akumulace,  organizace  centromer tak  ndpadné¢  pfipomind
tzv. metapolycentrickou strukturu, ktera byla dosud pozorovana u nékolika malo druhti napfi¢
rostlinnou 1 zivo¢iSnou 181, konkrétn¢€ u hrachu set¢ho Pisum sativum (Neumann et al. 2012),
hrachoru setého Lathyrus sativus (Vondrak et al. 2019), mravence Solenopsis invicta (Huang
et al. 2016), a potemnika Tribolium castaneum Grzan et al. 2020). I pfes svou dominantni
distribuci neni mozné s jistotou fict, Ze Nfu-SatA a Nfu-SatB jsou jediné centromerickeé repetice
vyskytujici se v centromerach danych druhti halanéikd, nicméné je velmi pravdépodobné, ze
vzhledem ke své abundanci a poloze budou mit tyto dvé repetice dilleZitou funkci v organizaci
a/nebo ptimo funkci centromer (napi. Melters et al. 2013). Nemusi to ale nutné platit pro obé
satelitni DNA (Cerutti et al. 2016). Je kazdopadné pozoruhodné, Ze u dvou ptibuznych druha
doslo k tak rapidni amplifikaci centromerickych repetic (pficemZ nezapominam na blizce
ptibuzny druh N. orthonotus, kde jsou centromerické bloky téchto repetic rovnéZ vyrazné).
Naznacovalo by to mozny disledek jevu zvaného centromericky tah neboli ,,centromeric
drive®, pfi kterém centromerické repetice (obvykle satDNA), paklize jsou amplifikovany,
mohou napt. zvySovat silu centromery a tim i pravdépodobnost pfesunu chromozému do
vajicka misto do pélové bunky v pritbéhu meiotického déleni (ptehled viz Kursel & Malik

2018).
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5.5 Diferenciace pohlavnich chromozomi u N. furzeri a N. kadleci

U druhu M. furzeri jsem potvrdila pfitomnost pohlavnich chromozémi XX/XY, které
byly diive odhaleny u jinych populaci tohoto druhu a také u inbredni linie GRZ, kterou jsem
rovnéz studovala, pod oznacenim populace 4 (Reichwald et al. 2015, Willemsen et al. 2020).
Moje prace zarovenn odhalila stejny systém pohlavnich chromozémt u sesterského druhu
N. kadleci. Je nutno zminit, Zze pohlavni chromozémy by nebylo mozné jednoznacné
identifikovat, paklize by nebyla pouzita BAC-FISH se specifickymi klony (prace kolegt
vtymu, viz vySe). Na urovni zdkladni cytogenetiky je neidentifikovali ani Krysanov
& Demidova (2018). Sekvenc¢ni analyza preparati odmytych po BAC-FISH pomohla odhalit
ruzné faze diferenciace X a Y chromozému, vcéetné mezidruhovych, mezipopulacnich
1 vnitropopulacnich rozdild. Tab. 4 zobrazuje tuto sekven¢ni analyzu napti¢ populacemi a je
zni patrné, Ze pohlavni chromozémy XY jsou v rdmci blizce ptibuznych druhtt N. furzeri
a N. kadleci s nejvétsi pravdépodobnosti homeologni a u obou druhti ve vysledku, oproti
puvodnimu oc¢ekavani, maji heteromorfni charakter (Y je znatelné¢ mensi chromozém nez X —
je zkracen o ¢ast kratkého raménka). Vyjimku tvoii populace 3 u N. furzeri, kde chromozém Y
vykazuje riznou miru degenerace veetné situace, kdy maji oba pohlavni chromozomy prakticky
stejnou morfologii (jsou homomorfni). U N. furzeri zaroven mezipopulacni rozdily
v diferenciaci pohlavnich chromozémii koreluji s geografickou distribuci. Zatimco populace 1
a 4, které sdileji charakteristiky diferenciace XY, pochazeji z oblasti Chefu (Mosambik),
N. furzeri z populace 3 je z oblasti nachazejici se u feky Limpopo (Mosambik), pfi¢emzZ tyto
dvé lokality jsou od sebe vzdalené okolo 150 km. Mezipopulacni polymorfizmy v rozsahu
diferenciace na Y chromozomu N. furzeri byly objeveny jiz diive u dalSich populaci (napf.
Reichwald et al. 2015, Willemsen et al. 2020). Moje prace naznacuje moznou vyssi dynamiku
diferenciace pohlavnich chromozoémi XY u populaci z oblasti feky Limpopo.

Akumulace Nfu-SatC na dlouhych raménkach chromozému Y by mohla teoreticky
vymezovat oblast suprese rekombinace, zaroven ale v niz§i mife akumuluje tentyz satelit 1 na
chromozému X. Podobny jev, kdy se specifické repetice akumuluji/amplifikuji nejen na 'Y, ale
1 na X chromozoému, byl v rdmci ryb jizZ pozorovan, konkrétné v ptipad¢ analyzy akumulace
transponovatelnych elementii u platy skvrnité Xiphophorus maculatus (Chalopin et al. 2015).
V ptipadé€ platy autofi této prace nabizeji pro pozorovany jev nékolik vysvétleni, z nichz pro
N. furzeri a N. kadleci by mohly byt aplikovatelné tyto dvé: 1) pokud nedoSlo k tplné supresi
rekombinace mezi chromozémy X a Y, ¢asti blokti Nfu-SatC by se mohly ptilezitostné prenést

na chromozém X; ii) k urcité akumulaci Nfu-SatC doslo na XY jesté pfed vytvorenim samci
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specifické oblasti na chromozému Y. V kazdém ptipadé se zd4, ze akumulace Nfu-SatC na
chromozému Y poméha rozsSifovat oblast suprese rekombinace (Schemberger et al. 2011,
Chalopin et al. 2015, Schartl et al. 2016, Schemberger et al. 2019).

Polymorfizmus na pohlavnich chromozomech byl sledovan také ve smyslu
ptitomnosti/absence a riizné délky klastru 18S rDNA, pfedevs§im na chromozému Y u samct
N. furzeri populace 3 a na chromozomech X u téze populace a také u N. kadleci populace 2.
U jedné samice N. kadleci z populace 2 jsem dokonce neodhalila zadny klastr 18S rDNA na
chromozémech XX. Podobny piipad variability spjaty tentokrat s 5S rDNA na
Y chromozémech byl mezipopulacné a ve farmaiskych chovech popsan u pstruha duhového
Onkorhynchus mykiss (Phillips et al. 2004, Ocalewicz et al. 2007). Nicméné prokazatelné
vnitropopulacni polymorfizmy v diferenciaci pohlavniho chromozému Y nebo W jsou, na
rozdil od téch mezipopulacnich, relativné vzacné a u ryb byly popsany zatim pouze u jedné
populace tilapie Oreochromis niloticus (Feron et al. 2021). V praci Feron et al. (2021) jde
skute¢né o vnitropopulaéni rozdil v diferenciaci oblasti zahrnujici pravdépodobny ustiedni gen
pro determinaci pohlavi, zatimco v pfipad¢ dynamiky rDNA na pohlavnich chromozémech XY
uN. furzeri a N. kadleci se jedna o polymorfizmy na kratkych raménkéch, pficemz data z BAC-
FISH spolu se specifickym vzorem akumulace Nfu-SatC na chromozému Y ukazuji, Ze oblast
suprese rekombinace spolu s Ustfedni determinantou pohlavi se nachdzi na dlouhém raménku
chromozému Y. Pro tuplnost, dalsi data z nasi laboratote ukazuji, ze delece na kratkém raménku
zahrnovaly 1 jiné repetitivni DNA neZ hlavni klastr IDNA (A. Sember, osobni sdéleni). Delece
¢asti chromozému Y je jednim z mechanizmi, které v pokrocilejSich fazich diferenciace
pohlavnich chromozémi vedou k odlisnostem v morfologii mezi pohlavnimi chromozomy.
Jednou z moznosti, jak by k takové deleci mohlo dojit, je vnitrochromozomova ektopicka
rekombinace mezi naakumulovanymi repeticemi (Delprat et al. 2009, Li et al. 2017). Delece na
Y chromozémech byly pozorovany u karyotypové formy B trahira Hoplias malabaricus (Cioffi
et al. 2010), koljusky Gasterosteus aculeatus (Ross & Peichel 2008) nebo napt. u hadate
hadovitého Ophisurus serpens (Salvadori et al. 2018)
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6 Souhrn

V ramci této prace jsem studovala dynamiku karyotypové diferenciace a pohlavnich
chromozomli na Urovni distribuce riznych repetitivnich sekvenci u africkych anuélnich
halan¢ik rodu Nothobranchius. Detailné jsem se zameétila na druhy Jizniho kladu, ktery
zahrnuje modelovy druh N. furzeri a dale jsem zkoumala dva druhy s mnohocetnymi
pohlavnimi chromozémy (N. guentheri, N. lourensi), kde lze na cytogenetické tirovni dobfie
studovat aspekty evoluce téchto specifickych oblasti genomu. Nakonec jsem svoji analyzu
rozsifila i na reprezentativni druhy napiic¢ fylogenetickym stromem rodu Nothobranchius, kde
jsem na omezeném vzorku jedincl zkoumala, jak se li§i (mezidruhové a mezipopulacng)
distribuce vybranych satelitnich a minisatelitnich DNA identifikovanych analyzou genomi
N. furzeri a N. rubripinis pomoci programu RepeatExplorer.

U druh@ N. guentheri a N. lourensi jsem objevila bloky heterochromatinu mimo
centromerickou oblast na chromozému neo-Y, tyto bloky by mohly ukazovat na mista, kde
doslo k chromozémovym fazim. V téchto mistech, kde pravdépodobné doslo na neo-Y
k chromozémovym flzim, jsem ocekavala pfitomnost ITS, fluorescencni hybridizace in situ
s telomerickou sondou ovS§em takové akumulace nepotvrdila. Je mozné, Ze béhem mechanizmu
fuze doslo k eliminaci telomerické sekvence nebo Ze se telomerické sekvence v mistech fuzi
zachovaly, ale postupné€ se mutacemi vytratila jejich identita. Nicméné halancici jsou evolucné
mlada linie a pfiklanim se proto k prvni moZnosti, tj.eliminace telomerickych sekvenci béhem
fuze. Dalsi repetitivni DNA, kterou jsem ve své praci analyzovala byly 5S a 18S rDNA.
5S rDNA var. 1 vykazovala u vSech studovanych druht zna¢nou stabilitu co do poctu signala
(jednalo se vzdy o klastry vyskytujici se na jednom paru chromozdémil), nicméné jsem
u nékterych druhi odhalila dalsi sekven¢ni varianty 5S rDNA. Ptipadnou moZnost tkanové
specifity a vyznam sekvencnich variant bude vSak nutné objasnit dal§im vyzkumem. Oproti
tomu 18S rDNA byla co do poctu klastri i jejich umisténi na chromozoémech, at’ uz na
autozdmech ¢i na pohlavnich chromozomech, vysoce variabilni. Tato variabilita byla
pozorovana na rtiznych urovnich (mezidruhova, mezipopulacni a dokonce i vnitropopulacni).
Klastry 18S rDNA jsem detekovala ve vétSin€ piipadii na koncich chromozémt. Tato pozice
by mohla podporovat jejich disperzi na dal§i chromozémy pomoci ektopické rekombinace
a také rizné chromozémové prestavby. U druhl s pohlavnimi chromozémy jsem detekovala

klastr na koncich pohlavnich chromozémt (N. furzeri, N. kadleci), ale 1 intersticialné
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(N. guentheri, N. lourensi). Ve druhém piipad¢ je pravdépodobné, ze se rDNA podilela na
mechanizmu fuze, ktera dala vzniknout mnohocetnému systému X;X>Y.

Repetice satDNA byly mapovany na chromozdémy vybranych druht halan¢iki napiic¢
fylogenetickym stromem pro pokryti co nejvétsi diverzity. Tti ze ¢tyt vybranych repetic (Nfu-
SatA, Nfu-SatB, Nru-Satl) byly detekovany specificky v centromerickych oblastech
chromozému nékterych druht a jednalo se vzdy o uzky soubor blizce ptibuznych druhd, coz
muze poukazovat na centromericky ,turnover”, ktery by mohl potencialné¢ hrat roli
v reproduktivni izolaci. Pouze satelit Nfu-SatC jsem detekovala v rizné mife u vsSech
studovanych druhi a mohlo by se tak jednat o satelitni repetici spole¢nou pro cely rod
Nothobranchius. U sesterskych druhtt N. furzeri a N. kadleci a dale u vzdalené piibuzného
N. brieni jsem odhalila specifickou akumulaci Nfu-SatC na pohlavnich chromozémech Y. Tato
akumulace by mohla odpovidat oblasti suprese rekombinace. Nfu-SatC tak ziejmé hraje
vyznamnou Ulohu v diferenciaci pohlavnich chromozémi nékterych halancik.

Ve své praci jsem vyuzila moznosti integrovat cytogenetické metody s vystupy
genomickych dat, coz se ukdzalo jako velice hodnotné a pfinosné. Zarovenl mé tato prace
naucila efektivné pracovat v tymu a umoznila mi vyzkousSet si zahrani¢ni spolupréci. Tato
rozséahla cytogenetickd analyza halan¢ika opét rozsitila nase obzory ohledné evoluce genomu
(na Urovni dynamiky repetitivni DNA) tohoto pozoruhodného rybiho rodu a odkryla fadu
dalSich zajimavych fenoméni, které si urcité zaslouzi dal§i vyzkum. Zaroven mé analyzy mj.
ukazaly, Ze N. kadleci by mohl byt vhodnym srovnavacim druhem pro vyzkum modelového
druhu N. furzeri, vzhledem k vyrazné podobnym karyotypovym vlastnostem i podobnou délkou

sveho Zivotniho cyklu.
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