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Seznam zkratek 

AT   pár bází adenin-thymin 

BAC   bacterial artificial chromosome – vektor pro klonování DNA, využívaný 

mj. pro účely mapování unikátních (tj. nerepetitivních) sekvencí 

metodou FISH 

CGH  comparative genome hybridization – metoda používaná pro odhalení 

rozdílů mezi dvěma genomy, sondou jsou dvě celogenomové DNA 

CMA3  Chromomycin A3 – fluorescenční barvivo se specifickou vazbou na GC-

bohaté úseky DNA 

DAPI   4',6-diamidino-2-phenylindol – fluorescenční barvivo se specifickou 

vazbou na AT-bohaté úseky DNA 

DTEs   DNA transposable elements – transponovatelné element, podtřída DNA 

transpozóny 

ETS   external transcribed spacer – vnější přepisovaný mezerník v transkripční 

jednotce 45S rDNA 

FISH   fluorescence in situ hybridization – fluorescenční in situ hybridizace 

GC   pár bází guanin-cytosin 

GISH   genomic in situ hybridization – metoda používaná pro odhalení rozdílů 

mezi dvěma genomy, sondou je jedna celogenomová DNA 

het-ITSs  heterochromatin interstitial telomeric sequences/sites – rozsáhlé vnitřní 

telomerické sekvence asociované s heterochromatinem 

IGS   intergenic spacer – mezerník v transkripční jednotce 45S rDNA obsahující 

různé regulační oblasti 

ITS   internal transcribed spacer – vnitřní přepisovaný mezerník v transkripční 

jednotce 45S rDNA 

ITSs   interstitial telomeric sequences/sites – vnitřní telomerické sekvence 

LTR   long terminal repeat – dlouhé koncové přímé repetice, charakteristické pro 

jednu ze dvou hlavních podtříd retrotranspozónů a pro retroviry 

MYA   million years ago – milióny let v čase bazpět 

NF  nombre fondamental – celkový počet chromozómových ramének v karyotypu  

NGS   next generation sequencing – metody sekvenování nové generace 



 

NOR   nuleolar organizer region – organizátor jadérka, oblast na jednom až více 

párech chromozómů, kde se nachází geny pro 45S rRNA (kromě genů 

pro 5S rRNA) (nucleolus organizer region) 

NTS   non-transcribed spacer – nepřepisovaný mezerník v transkripční jednotce 5S 

rDNA 

PCR   polymerase chain reaction – polymerázová řetězová reakce 

PNA   peptid nucleic acid – peptidová nukleová kyselina, modifikace využívaná pro 

specifičtější analýzu metodou FISH 

qPCR quantitative real-time polymerase chain reaction – kvantitativní 

polymerázová řetězová reakce 

rDNA   ribosomal DNA – oblast na jednom až více párech chromozómů kódující 

geny pro ribozomální RNA 

RTEs   retrotransposable elements – retrotranspozóny 

satDNA  satellite DNA – satelitní DNA 

snRNA  small nuclear RNA – malé jaderné RNA 

TEs   transposable elements – transponovatelné elementy 

WCP   whole chromosome painting – varianta FISH využívající celý chromozóm 

nebo jeho část jako malovací sondu 

TOR target of rapamycin – serin/threoninová proteinkináza hrající mj. úlohu v 

kontrole buněčného růstu v závislosti na obsahu živin; má vliv na expresi 

rDNA 

TSA  tyramid signal amplification – amplifikace signálu pomocí tyramidu, metoda 

zesílení signálu při detekci sond metody FISH 

TSGD   teleost-specific whole-genome duplication – celogenomová duplikace 

specifická pro kostnaté ryby  

WGD   whole genome duplication – celogenomová duplikace, polyploidie 

2n  diploidní počet chromozómů 
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Abstrakt 

 Paprskoploutvé ryby (Actinopterygii) jsou druhově nejpočetnější skupinou 

obratlovců na zemi. Většinu jejich druhové diverzity tvoří ryby kostnaté (Teleostei), jejichž 

evoluční úspěch bývá spojován s celogenomovou duplikací, která nastala u vzniku této 

skupiny, tj. po jejich divergenci od ostatních paprskoploutvých ryb. I přes vzrůstající počet 

genomických a transkriptomických studií je dosud nejvíce informací o genomech ryb známo 

na úrovni měření obsahů DNA a analýzy karyotypů. Genomy paprskoploutvých a zejména 

kostnatých ryb jsou značně dynamické a obsahují pestrou škálu repetitivních sekvencí, 

jejichž variabilita stojí za pozoruhodným rozpětím ve velikostech jejich genomů a má vliv i 

na diferenciaci karyotypů. Paprskoploutvé ryby jsou proto vhodným modelem pro řadu 

studií, jejichž cílem je objasnit úlohu genomové variability v procesu evoluce, morfologické 

a ekologické diverzifikace a adaptace. Zejména mapování repetitivních sekvencí metodou 

fluorescenční in situ hybridizace (FISH) přineslo v posledních dvou desetiletích poznatky 

velice užitečné při utváření představ o architektuře rybích genomů a při řešení nejrůznějších 

evolučních, taxonomických a ekologických otázek. Tato práce se zabývá studiem dynamiky 

karyotypů, repetitivních sekvencí a polyploidizace u vybraných druhů Teleostei a 

Chondrostei, jejichž ekologicko-evoluční charakteristiky nabízejí možnost konfrontovat tyto 

výsledky s komplexnější problematikou. Vedle metod konvenční cytogenetiky bylo 

zahrnuto mapování genů pro ribozomální RNA, retrotranspozónů a telomerických 

(TTAGGG)n repetic metodou FISH a mezidruhové srovnávací analýzy metodou 

komparativní genomové hybridizace (CGH) a genomové in situ hybridizace (GISH). Naše 

výsledky ukazují, že dynamika a variabilita repetitivních sekvencí mohou hrát podstatnou 

úlohu v ekologické adaptaci, speciaci a evoluci polyploidních genomů a to i v kontrastu 

s relativně stabilní makrostrukturou karyotypů (především diploidního počtu chromozómů, 

2n). Výsledky této práce prokazují, že molekulárně-cytogenetický přístup je stále plodnou 

disciplínou, která je schopná vnést světlo do řady dosud neobjasněných témat na úrovni 

vztahu genomu a evoluce/ekologie rybích druhů a ukazuje na důležitost integrace 

cytogenetických/cytogenomických dat s výsledky jiných vědeckých přístupů.  

 

Klíčová slova: autopolyploidie vs. allopolyploidie, dynamika genomu, GISH/CGH, FISH, 

heterochromatin, chromozómové přestavby, karyotypová diferenciace, ribozomální RNA, 

Teleostei, transponovatelné elementy  

 



10 

Abstract 

Ray-finned fishes (Actinopterygii) exhibit the greatest biodiversity among 

vertebrates. The vast majority of extant actinopterygian fish species belong to clade Teleostei 

- a lineage whose significant evolutionary success might have resulted from a teleost specific 

whole-genome duplication (TSGD) that occurred at the onset of this group, subsequent to 

its divergence from the rest of actinopterygian lineages. Despite the growing body of 

sequenced fish genomes and analyses of their transcriptomes, the largest contribution to 

understanding fish genomes comes from analyses of DNA content and from cytogenetics. 

Genomes of ray-finned fishes and especially those of Teleostei exhibit vast diversity and 

rapid dynamics of repetitive DNA sequences whose variability is reflected in a wide range 

of fish genome sizes and in the dynamics behind karyotype differentiation. Therefore, ray-

finned fishes offer a unique opportunity to study genome variability as a driving force 

underlying morphological and ecological diversification, evolution and adaptation. 

Particularly, the mapping of repetitive DNA sequences by means of fluorescence in situ 

hybridization (FISH) has proven to be a very useful and informative approach during the last 

two decades and contributed greatly to our understanding of the fish genome architecture 

together with new insights into a large amount of evolutionary, ecological and taxonomic 

matters and questions. The present study is focused on karyotype differentiation, specifically 

on the distribution of repetitive sequences and polyploidy events in selected species of 

Teleostei and Chondrostei with the aim to integrate cytogenetic and taxonomic approaches 

in order to provide a more complex view of particular evolutionary and ecological features 

of the respective fish groups. Together with conventional cytogenetic analysis, we employed 

FISH with probes complementary to tandem repetitive sequences such as ribosomal rRNA 

genes (rDNA), retrotransposable elements and telomeric (TTAGGG)n sequences. 

Additionally, we performed comparative genome hybridization (CGH) and genomic in situ 

hybridization (GISH) in order to compare the genomes of hybrid specimens or closely-

related species. Our data clearly show that the dynamics and variability of repetitive 

sequences may play a significant role in ecological adaptation and speciation, as well as in 

polyploid genome evolution and that this can be traced even in species groups with generally 

conserved karyotype macrostructure (particularly for the level of diploid chromosome 

number, 2n). Our results have demonstrated the importance of integrating 

cytogenetic/cytogenomic approaches with other biological disciplines and that molecular 

cytogenetics has an enormous potential in the post-genomic era, hence offering new insights 
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towards extending the knowledge on different kinds of unsolved evolutionary-ecological 

questions related to the evolution of the fish genome. 

 

Key words: autopolyploidy vs. allopolyploidy, genome dynamics, GISH/CGH, FISH, 

heterochromatin, chromosome rearrangements, karyotype differentiation, ribosomal RNA, 

Teleostei, transposable elements  
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1. Úvod 

Paprskoploutvé ryby (Actinopterygii) jsou monofyletickou skupinou, která tvoří více 

než 95% druhové diverzity všech ryb na zemi (Volff 2005, Nelson 2006). Zahrnují přes 

30 000 dosud popsaných druhů1 (Sallan 2014, Plíštil 2016, Eschmeyer et al. 2016) a 

představují tedy více než polovinu žijících obratlovců na této planetě (55 000). Jedná se o 

extrémně diverzifikovanou skupinu, jejíž zástupci osídlili téměř všechny vodní habitaty na 

Zemi (Nelson 2006). Některé druhy paprskoploutvých ryb se staly vhodným modelem pro 

studium funkce genů a vývoje obratlovců – typicky např. dánio pruhované Danio rerio a 

medaka japonská Oryzias latipes (Furutani-Seiki a Wittbrodt 2004, Mayden at al. 2007, 

Takeda a Shimada 2010, McCluskey a Postletwait 2015). Kromě toho se zde najdou vhodné 

modelové druhy a skupiny využívané pro studium populační genetiky, ekologie a evoluce 

(Sallan 2014, Braasch et al. 2015). Nejznámějším příkladem je studium ohromné adaptivní 

radiace u cichlid z afrických jezer (např. Kocher 2004). V neposlední řadě se různé aspekty 

biologie ryb studují ve zvýšené míře u hospodářsky významných rybích druhů, např. u 

jeseterů a lososovitých (např. Porto-Foresti et al. 2007, Havelka et al. 2011). 

Recentní paprskoploutvé ryby zahrnují celkem pět fylogenetických linií (kterým je 

v různých systémech přiznáván různý taxonomický status) a z nichž čtyři představují 

druhově chudé relikty dřívě rozšířených skupin – bichiři (Polypteriformes – dva rody), 

jeseteři, lopatonosi a veslonosi (Acipenseriformes – šest rodů, z nichž dva jsou ale 

parafyletické), kostlíni (Lepisosteiformes - dva rody) a kaprouni (Amiiformes – jeden rod 

s jediným druhem) (Obr. 1). Poslední linii paprskoploutvých představují ryby kostnaté 

(Teleostei) zahrnující naprostou většinu dnes existující biodiverzity ryb vůbec (přes 4500 

rodů) (Nelson 2006). Zatímco na fylogenetické postavení bichirů a jeseterů v rámci 

parskoploutvých ryb panuje víceméně názorová shoda, u ostatních tří linií tomu tak není. Od 

chvíle, kdy byla rozeznána jejich evoluční odlišnost, tedy více než 150 let, se diskutuje o 

jejich vzájemném vztahu. Zatímco práce založené na znacích morfologických, 

paleontologických a jejich kombinacích považují kostlíny a kaprouny za monofyletickou 

skupinu (Holostei) (Obr. 1), která je sesterská Teleostei, práce založené více na 

nemorfolgických (tj. molekulárních, biochemických apod.) znacích považují kaprouny a 

Teleostei za monofyletickou skupinu (Halecostomi), která je sesterská kostlínům. Tento tzv. 

Holostei – Halecostomi problém a jeho historii a nejnovější vývoj v poslední době podrobně 

                                                 
1 Česká druhová jména ryb v této práci jsou uváděná podle: www.aquatab.net (Plíštil 2016). 

http://www.aquatab.net/
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shrnula Sallan (2014). Je také pozoruhodné, že rovněž cytogenetická data podporují 

konstrukce Halecostomi (Majtánová et al. 2015). 

Vedou se četné debaty, jak moc k ohromné diverzifikaci kostnatých ryb přispěla 

celogenomová duplikace (TSGD – teleost-specific whole-genome duplication), která 

proběhla u předka této skupiny přibližně před 226-316 miliony lety (Hurley et al. 2007). Je 

však zcela zřejmé, že TSGD poskytla nový genetický materiál pro evoluci variant genů a 

pro re-strukturalizaci rybích genomů (Braasch & Postlethwait 2012). Značná rybí diverzita 

může být dále pozitivně ovlivněna faktem, že ryby jsou oproti ostatním skupinám obratlovců 

více tolerantní k nejrůznějším změnám na genomové, chromozómové i genetické úrovni 

(Venkatesh 2003, Ravi & Venkatesh 2008) a vykazují značnou senzitivitu ve smyslu 

akumulace repetitivních sekvencí (Kidwell 2002, Biémont & Vieira 2006). Tyto 

charakteristiky se odrážejí mj. v rozsahu diploidních počtů chromozómů (2n = 12 – 446) 

(Arai 2011), ale hlavně ve značném rozpětí ve velikostech rybích genomů (0,35 – 9,32 pg 

DNA/haploidní genom) (Gregory 2016). Pozoruhodná je např. analýza kompaktních 

genomů čtverzubců Tetraodon nigroviridis a Takifugu rubripes, kteří mají jedny 

z nejmenších genomů mezi obratlovci vůbec, a to zejména v důsledku značně redukovaného 

obsahu repetitivních sekvencí (Roest Crollius et al. 2000, Aparicio et al. 2002, Fischer et al. 

2004, Jaillon et al. 2004).   

Zatímco genom čtverzubce rudoploutvého Takifugu rubripes byl v roce 2002 prvním 

plně osekvenovaným genomem u ryb (a v pořadí druhým u obratlovců) (Aparicio et al. 

2002), v současné době jsou již k dispozici první verze (drafty) genomových sekvencí 

celkem u 60 druhů paprskoploutvých ryb (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Drtivou většinu 

tvoří zástupci kostnatých ryb, ale několik genomů už je známo i u jiných rybích skupin (např. 

kostlín Lepisosteus oculatus). V brzké době se očekává publikace prvních genomů u jeseterů 

– Acipenser sinensis (Bernardi et al. 2012), A. naccari 

(http://compgen.bio.unipd.it/anaccariibase/), A. ruthenus (Havelka M., osobní sdělení) a 

také u příčnoústé ryby Calorhynchus milli (http://esharkgenome.imcb.a-star.edu.sg/), která 

následně může posloužit jako užitečný outgroup pro Actinopterygii. Souběžně se 

sekvenačními projekty (a z velké části i na podporu jejich správného poskládání) se u ryb 

začínají stále více objevovat studie zabývající se rybí transkriptomikou, konstrukcí 

nejrůznějších typů genetických map a analýzami konzervované syntenie (tedy analýzy 

lokusů, které se nacházejí spolu na jednom vlákně DNA u jednoho organizmu a hledá se, 

zda-li je toto uspořádání stejné u dvou či více srovnávaných druhů; Ehrlich et al. 1997) 

(přehled viz Braasch et al. 2015). Podobné analýzy však komplikuje přítomnost paralogů (tj. 

http://www.genomesize.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://compgen.bio.unipd.it/anaccariibase/
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homologů genů odvozených genovou duplikací) po jedné či více polyploidizačních 

událostech (Braasch et al. 2015). Navíc kvůli problémům s  finálním umístěním repetitivních 

sekvencí bývají tyto sekvence často z poskládaného genomu vyřazeny (přestože mnohdy 

tvoří jeho podstatnou část) (Van Oeveren et al. 2011). Proto se ví stále relativně málo o 

struktuře a organizaci rybích genomů. Dosud bylo v tomto ohledu nejvíce informací získáno 

na základě analýz velikostí genomů pomocí měření obsahů DNA a dále prostřednictvím 

(molekulárně) cytogenetických studií, kde se ukázalo být mimořádně cenným zdrojem 

informací mapování různých typů repetitivních sekvencí (např. Fischer et al. 2004, Martins 

2007, Cabral-de-Mello & Martins 2010, Arai 2011, Cioffi & Bertollo 2012). Úloha 

molekulární cytogenetiky je i v dnešní (tj. postgenomové) době nezpochybnitelná, mj. 

s ohledem na nutnost tvorby fyzických map pro účely správného poskládání 

osekvenovaných genomů (Lewin et al. 2009, Van Oeveren et al. 2011). Navíc díky značným 

pokrokům v molekulární genetice, mikroskopii a bioinformatice se i vědní disciplína 

zabývající se chromozómy neustále vyvíjí a posouvá metodologicky kupředu a je schopná 

nadále poskytnout odpovědi na celé spektrum systematických, taxonomických, evolučních 

a ekologických otázek. Tím spíše, pokud se získaná data integrují a interpretují v kontextu 

s výsledky jiných, zejména fylogenetických, genomických, populačních či morfometrických 

analýz (Jaillon et al. 2004, Robinson et al. 2008, Oliveira et al. 2009, Mazzuchelli et al. 2012, 

Sotero-Caio et al. 2015, Valente et al. 2016). Tato práce se o takový přístup snaží a pokouší 

se poskytnout vhled do dynamiky genomů vybraných skupin paprskoploutvých ryb na 

chromozómové a sub-chromozómové úrovni pro objasnění konkrétních otázek spjatých 

s evolucí, ekologií a speciací u těchto skupin. 
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Obr. 1: Systematické členění ryb s časovou osou datující divergence jednotlivých skupin. 

Taxonomické skupiny zahrnující ryby analyzované v této práci jsou zvýrazněny červeným 

textem. Upraveno podle Near et al. 2012. 
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2. Cíle práce 

Jelikož paprskoploutvé ryby zahrnují polovinu diverzity všech obratlovců, byla by 

hloubková analýza na úrovni zástupců všech jednotlivých skupin obsahově nad rámec této 

práce i nad možnosti jedné laboratoře. Svůj cytogenetický výzkum jsem proto soustředil na 

vybrané skupiny, které svými ojedinělými vlastnostmi nabízejí vhodnou příležitost pro 

analýzu dynamiky repetitivních sekvencí za účelem lepšího porozumění procesům 

karyotypové diferenciace a genomové evoluce u paprskoploutvých ryb a kde zároveň mohou 

získané výsledky přispět k zodpovězení komplexnějších, zejména evolučně-ekologických 

otázek. Vedle zástupců dvou velkých skupin kostnatých ryb (Cobitoidea a Salmonidae) byli 

analyzováni také jeseteři (Acipenseridae) jakožto zástupci bazálních skupin 

paprskoploutvých ryb nepatřících mezi kostnaté. 

 

Hlavní cíle předkládané dizertační práce lze definovat v následujících bodech: 

- Ověřit potenciál karyotypových změn jako evoluční síly v pozadí enormní 

systematické a odtud taxonomické a ekologické diverzifikace mřenek čeledi 

Nemacheilidae (Teleostei: Cobitoidea). 

- Prostudovat vliv repetitivních sekvencí na proces sympatrické speciace u dvou druhů 

síhů (Teleostei: Salmoniformes) ze severoněmeckého jezera Stechlin – široce 

rozšířeného síha malého Coregonus albula a endemického síha stechlinského 

C.   fontanae. 

- Popsat možnosti využití metod GISH a CGH v cytogenetické analýze ryb 

a  optimalizovat je pro analýzu vybraných skupin paprskoploutvých ryb 

- Pomocí metod GISH a CGH analyzovat genomovou kompozici u mezidruhových 

hybridů jeseterů (Chondrostei: Acipenseriformes), vyprodukovaných v akvakultuře 

z druhů jeseter malý Acipenser ruthenus, jeseter ruský A. gueldenstaedtii a jeseter 

sibiřský A. baerii, ve snaze objasnit cytogenetické pozadí přetrvávající fertility u 

jeseteřích hybridů, často vysoce polyploidních. 

- Analyzovat původ endemické sekavky ‘Botia’ zebra (Teleostei: Cobitoidea), 

potenciálního hybrida druhů Leptobotia guilinensis (2n) a Sinibotia pulchra (4n). 
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3. Literární přehled 

3.1. Základní charakteristiky karyotypů ryb 

Cytogenetika se stala v řadě případů důležitým přístupem pro studium evoluční 

biodiverzity ryb (Molina 2007, Oliveira et al. 2009, Artoni et al. 2015). Vzhledem k tomu, 

že ryby celkově tvoří vice než polovinu všech druhů dnešních obratlovců, přispívají 

cytogenetické analýzy této skupiny zároveň i k objasnění procesů v pozadí evoluce 

a  organizace genomů obratlovců obecně (Martins & Cabral-de-Mello 2010). Poslední dosud 

publikovaný přehled (Arai 2011) zahrnuje přes 3 400 karyotypovaných rybích druhů, což 

představuje jen nepatrný zlomek z celkové rybí biodiverzity. Přestože se počet 

karyotypovaných druhů každým rokem navyšuje, tak s ohledem na každoroční 

exponenciální nárůst nových popsaných rybích druhů (Eschmeyer et al. 2016) se 

procentuelně podíl známých karyotypovaných druhů spíše paradoxně snižuje. Abychom 

získali nějakou ucelenější představu o karyotypové diferenciaci/evoluci ryb, zbývá do 

celkové mozaiky poskládat ještě většina dílků. Nicméně již nyní z dostupných údajů je 

zřejmé, že ohromná rybí biodiverzita je odrazem dynamických procesů na genomové úrovni, 

které i s ohledem na proběhlé celogenomové duplikace mají poněkud volnější manipulační 

prostor a činí tak rybí genom plastickým (Robinson-Rechavi et al. 2001, Venkatesh 2003, 

Volff 2005, Ravi & Venkatesh 2008). To se nepochybně odráží jak v morfologické 

a  ekologické variabilitě (Nelson 2006), tak i v karyotypové diferenciaci a evoluci (Kohn et 

al. 2006, Molina 2007, Mank & Avise 2006, Arai 2011, Molina et al. 2014).  

Zatímco teplokrevní obratlovci obvykle bývají velice citliví na různé cytogenetické 

změny, jež ve svém důsledku mohou vést k letalitě nebo k infertilitě (Otto & Whitton 2000), 

studenokrevní obratlovci tolerují změny na chromozómové úrovni daleko lépe (Mable et al. 

2011). Proto se mohou tyto změny daleko efektivněji projevit jako faktor v pozadí 

evolučních procesů u dané skupiny živočichů, zejména tedy u plazů a ryb (Comai 2005, Otto 

2007, Mable et al 2011). Zejména některé skupiny ryb vykazují značnou plasticitu genomu 

projevující se zvýšenou náchylností k opakovaným procesům polyploidizace (např. 

máloostní – Cypriniformes) (Benfey 1989, Amores et al. 1998, Pandian a Koteeswaran 1998, 

Leggatt & Iwama 2003, Taylor et al. 2003, Mank & Avise 2006, Yang et al. 2015) 

a  k produkci mezidruhových hybridů (Schultz 1969, Dawley & Bogart 1989, Schwartz 

2001, Saitoh et al. 2010 a další). Pravděpodobně jsou tyto jevy u paprskoploutvých ryb 

podporovány krom výše zmiňované flexibility genomu rovněž vysokou frekvencí výskytu 

neredukovaných gamet a sklony k hybridizaci (Mable et al. 2011, Mason & Pires 2015).  
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Uvedené změny spolu s rozdílnou afinitou k akumulaci různých typů repetitivních 

sekvencí vedou k výrazným změnám ve složení a velikostech rybích genomů, které mohou 

být patrné i mezi blízce příbuznými druhy (Hinegardner & Rosen 1972, Hardie & Hebert 

2004, Pie et al. 2007, Smith & Gregory 2009, Gregory 2016). Značná variabilita je u ryb 

patrná i co se týče rozpětí diploidních počtů chromozómů – od 2n = 12 u Gonostoma 

bathyphilum (Gonostomatidae) (Post 1974) do 2n = 446 u Ptychobarbus dipogon 

(Cyprinidae) (Yu & Yu 1990). Avšak u většiny druhů ryb se diploidní počty pohybují 

v rozmezí od 44 do 52 chromozómů (Obr. 2), přičemž téměř 50 % kostnatých ryb má 

karyotyp sestávající ze 48 nebo 50 chromozómů (Galetti et al. 2000, Leggatt & Iwama 2003, 

Mank & Avise 2006), včetně většiny zástupců Cypriniformes (Arai 2011). Tento poměr je 

do jisté míry ovlivněný velkým počtem analyzovaných druhů ze skupiny ostnoploutvých ryb 

(Perciformes), která představuje nejdiverzifikovanší rybí skupinu a kde se u zástupců 

některých čeledí udržuje značně konzervované 2n = 48 (Mank & Avise 2006, Molina 2007, 

Molina et al. 2014). V rámci Teleostei je diploidní počet 2n = 48 považován za původní, 

přičemž ancestrální karyotyp byl pravděpodobně sestaven výhradně z jednoramenných 

chromozómů (Ohno 1970, Kohn et al 2006).  

 

Obr. 2: Distribuce diploidních počtů chromozómů (2n) u dosud studovaných skupin 

paprskoploutvých ryb. Osa x – 2n; osa y – počty studovaných druhů. Upraveno podle Molina 

et al. 2014. 
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Zatímco některé skupiny ryb jsou značně konzervativní i ve smyslu neměnného 

poměru jednotlivých chromozómových kategorií jako např. někteří zástupci již 

zmiňovaných Perciformes (Molina 2007, Motta-Neto et al. 2011a, b, Calado et al. 2014), 

u  jiných skupin je mezidruhově patrná výrazná variabilita v zastoupení jednoramenných 

a  dvouramenných chromozómů - např. u lososovitých (Salmoniformes) (Phillips & Ráb 

2001). U řady skupin ryb (typicky u máloostných, Cypriniformes) chromozómy vykazují 

plynulý přechod mezi jednotlivými chromozómovými kategoriemi z důvodu graduálně se 

měnící pozice centromery (např. Ráb & Collares-Pereira 1995, Sola & Gornung 2001). 

Nemalý počet rybích druhů navíc ve svých karyotypech udržuje různé typy polymorfizmů, 

které mohou zahrnovat např. jedince heterozygotní pro centrické fúze nebo rozpady, což je 

typické například pro některé lososovité (Salmonidae; Thorgaard 1976, Phillips & 

Kapucinski 1987, Phillips & Ráb 2001) a hlaváčovité (Gobiidae; Ene et al. 2003) nebo pro 

některé halančíky (Notobranchiidae; Völker et al. 2008). Někdy se taková variabilita odhalí 

až po analýze velkého souboru jedinců – objeví se tzv. kryptické karyotypy (např. Oliveira 

et al. 2009). V určitých případech takové objevy mohou být známkou právě probíhajícího 

procesu speciace. Např. u halančíka druhu Chromaphyosemion bivittatum byl pozorován 

malý stupeň haplotypové a morfologické diverzity, zatímco karyotypová variabilita na 

úrovni vnitropopulační a mezi populacemi je značná, což indikuje rychlou chromozómovou 

evoluci (Völker et al. 2007, 2008). Více než dvě karyotypové formy (tzv. karyomorfy) byly 

popsány např. u trahirů druhů Hoplias malabaricus (Bertollo et al. 2000) a Erythrinus 

erythrinus (Bertollo et al. 2004) (Erythrinidae), mezipopulační rozdíly byly zaznamenány 

u  hadohlavcovitých (Channidae) (Tanomtong et al. 2014). V případě H. malabaricus bylo 

však zjištěno, že se jedná o komplex několika kryptických druhů, s dobře definovanými 

rozdíly mezi populacemi a absencí hybridních jedinců z oblastí, kde se nositelé různých 

karyomorf vyskytují sympatricky (Bertollo et al. 2000, 2007, Cioffi et al. 2012b). Tento druh 

a pravděpodobně i E. erythrinus budou jistě potřebovat taxonomickou revizi. H. malabaricus 

patří společně např. s tilápií nilskou Oreochromis niloticus (Martins et al. 2004), tetrou 

drsnoploutvou Astyanax scabripinnis (Piscor et al. 2015), pstruhem duhovým Oncorhynchus 

mykiss (Phillips et al. 2001, Porto-Foresti et al. 2007), lososem obecným Salmo salar (Abuín 

et al. 1996, Phillips et al. 2001), kaprem obecným Cyprinus carpio a karasem stříbřitým 

Carassius carassius (Ráb et al. 2007, Knytl et al. 2013b) k cytogeneticky 

nejprozkoumanějším rybím druhům současnosti. Na úrovni větších taxonomických celků 

pak můžeme zařadit mezi cytogeneticky nejvíce prostudované skupiny ryby lososovité 

(Salmonidae) (Phillips & Ráb 2001), kaprovité (Cyprinidae) (Arai 2011), štikotvárné 



20 

(Esociformes) (Ráb 2004), cichlidy (Cichlidae) (Poletto et al. 2010a), jesetery 

(Acipenseriformes) (Fontana 2001, 2007, 2016) a ostnoploutvé ryby (Perciformes) jednak z 

Neotropické oblasti (Molina 2007, Artoni et al. 2015) a dále pak z oblastí za Antarktickou 

koncergencí oceánského výměníku (Notothenioidei) (Pisano & Ozouf-Costaz 2000, Pisano 

& Ghigliotti 2009). 

 Jednou ze základních charakteristik sledovaných při karyotypové analýze je 

distribuce (konstitutivního) heterochromatinu. Oblasti na chromozómech vykazující 

zvýšenou akumulaci heterochromatinu mohou být důležitým zdrojem karyotypové 

variability a to zejména proto, že v jejich blízkosti často dochází ke dvouvláknovým zlomům 

vedoucím k následným chromozómovým přestavbám (Raskina et al. 2008). Množství a 

distribuce heterochromatinu je i u ryb vysoce relevantním cytogenetickým znakem, který 

vykazuje variabilitu mezi druhy, populacemi stejného druhu (např. Molina et al. 2008) nebo 

mezi jedinci stejné populace (např. Mantovani et al. 2000, 2005) a tato variabilita hrála 

v karyotypové diferenciaci některých skupin ryb důležitou roli (Ojima & Ueda 1978, Mayr 

et al. 1985, Souza et al. 1996, Caputo et al. 1997, Margarido & Galetti 2000, Völker et al. 

2008, Baumgärtner et al. 2014). Korelace mezi heterogenitou heterochromatinu a značnými 

změnami ve struktuře karyotypu byla dokumentována u řady rybích skupin (např. Caputo et 

al. 1997, Cioffi et al. 2009b, 2010b, Blanco et al. 2010a, 2011). Byly popsány i 

vnitropopulační polymorfizmy spočívající v rozdílné velikosti ramének homologických 

chromozómů po amplifikaci heterochromatinu (např. Völker et al. 2007, Baumgärtner et al. 

2014). Naopak výrazně redukovaný obsah heterochromatinu u některých Perciformes bývá 

dáván do kontextu se stabilitou jejich karyotypů (Molina 2007). Akumulace 

heterochromatinu zároveň u některých ryb souvisela s evolucí pohlavních chromozómů 

(Centofante et al. 2002, Rosa et al. 2006, Molina et al. 2008, Cioffi et al. 2010b). Typickou 

vlastností heterochromatinu je jeho komplexní složení z různých typů tandemových repetic 

a transponovatelných elementů (TEs) (Lippman et al. 2004, Sharma & Raina 2005). 

Primárně se jedná o vysoce repetitivní sekvence lokalizované většinou v centromerách a 

telomerách, ale v genomech se zvýšeným obsahem heterochromatinu se bloky 

heterochromatinu nacházejí i jinde, jak bylo ukázáno např. u některých Neotropických ryb 

(Margarido & Galetti 2000).  

V genomech celé řady druhů kostnatých ryb byl konstitutivní heterochromatin 

charakterizován jak na úrovni chromozómové distribuce, tak na úrovni sekvence DNA 

(zejména u vysoce repetitivních sekvencí) (Uno et al. 2013 a citace zde uvedené). Tyto 

informace pomohly v některých případech ověřit fylogenetické vztahy u blízce příbuzných 
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druhů. Konstitutivní heterochromatin je u ryb studován pomocí C-pruhování a za pomoci 

barvení AT- a GC-specifickými fluorochromy (Mayr et al. 1985, Sumner 1990). Oblasti 

barvitelné bázově-specifickými fluorochromy však nemusejí nutně odpovídat pouze úsekům 

konstitutivního heterochromatinu. GC- specifické fluorochromy u ryb až na výjimky (u 

jeseterů; Fontana et al. 1998b) vizualizují (často výhradně) oblasti nukleolárních 

organizátorů (NOR; nucleolar organizer region) (Schmid &  Guttenbach 1988, Ráb et al. 

1999, Galetti  2001). Mohou však vizualizovat i oblasti 5S rDNA (Deiana et al. 2000, 

Affonso & Galetti 2005, Morescalchi et al. 2007, Lima-Filho et al. 2014b). Existují i 

pozoruhodné případy vnitrodruhové variability ve velikosti a pozicích GC-bohatých úseků, 

jako např. u sivena amerického Salvelinus fontinalis (Śliwińska-Jewsiewicka et al. 2015 a 

citace zde uvedené).  

Karyotypovou analýzu ryb někdy komplikuje výskyt mikrochromozómů a B 

chromozómů. Mikrochromozómy jsou na první pohled velmi drobné elementy, často genově 

a GC-bohaté, vykazující vyšší četnost rekombinace (zejména u ptáků; Burt 2002, Axelsson 

et al. 2005). Velikostní hranice vymezující mikrochromozómy od ostatních chromozómů 

v karyotypu není přesně stanovená (resp. různé definice se často rozcházejí), ale většinou se 

takto označují elementy menší než 20 Mbp (např. Rodionov 1996). Mikrochromozómy lze 

nalézt například u jeseterů (Acipenseridae) (Fontana 1994, 2001, Fontana et al. 2007) nebo 

některých cichlid (Cichlidae) (Poletto et al. 2010a) a svojí velikostí se k nim často blíží i 

elementy z druhé zmiňované kategorie – B chromozómy. Ty byly dosud popsány u zhruba 

60 druhů ryb, často zástupců trnobřichých (Characiformes) a sumcovitých (Siluriformes) 

(Carvalho et al. 2008, Martins et al. 2014, Barbosa et al. 2015), ale i u cichlid (Cichlidae) 

(Poletto et al. 2010a, b, Fantinatti et al. 2011), kaprovitých (Cyprinidae) (Ziegler et al. 2003) 

a lososovitých (Salmonidae; zejména u rodu Coregonus; Jankun et al. 1991, 1995, Phillips 

& Ráb 2001). Narozdíl o mikrochromozómů bývají B chromozómy v populaci početně 

variabilní a obvykle jsou tvořeny vysoce a středně repetitivní DNA (např. rDNA, satelitní 

DNA – satDNA; transponovatelné elementy – TEs, aj.) (Camacho 2005). Masivní 

akumulace repetitivních sekvencí může z B chromozómu v některých případech učinit 

dokonce naopak největší chromozóm v karyotypu (u ryb např.: Ziegler et al. 2003, Poletto 

et al. 2010b). Poslední dobou se ukazuje, že B chromozómy mohou obsahovat i celou řadu 

aktivně přepisovaných genů kódujících proteiny nebo rRNA (Makunin et al. 2014) včetně 

případů u ryb (Yoshida et al. 2011, Pansonato-Alves et al. 2014 a citace v něm uvedené).  

Z hlediska mechanizmu určení pohlaví jsou ryby velice atraktivní skupinou pro 

výzkum, protože disponují značnou diverzitou od hermafroditizmu po gonochorizmus a od 
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environmentální determinace pohlaví po genetickou (na úrovni genové či chromozómové) 

(Devlin & Nagahama 2002, Schartl 2004, Volff et al. 2007, Kobayashi et al. 2013). Některé 

skupiny se navíc rozmnožují speciálními způsoby asexuální reprodukce (přehled viz Avise 

2008; viz dále). Na rozdíl od teplokrevných živočichů jsou u ryb determinace a diferenciace 

pohlaví dva různé procesy: přestože je pohlaví u většiny ryb určeno geneticky, proces 

pohlavní diferenciace může být ještě ovlivněn vnějšími faktory jako je teplota a pH vody 

anebo hormonální stimulace. Proto lze pomocí specifických manipulací dodatečně pohlaví 

u ryb změnit (tzv. „sex reversal“) (přehledy viz Devlin & Nagahama 2002, Pifferer et al. 

2009). 

Z hlediska chromozómového určení pohlaví bylo u ryb popsáno celkem osm různých 

systémů pohlavních chromozómů od těch základních (XX/XY, XX/X0, ZZ/ZW, ZZ/Z0) až 

po různé složitější systémy neopohlavní (např. XX/XY1Y2, X1X1X2X2/X1X2Y, ZZ/ZW1W2, 

Z1Z1Z2Z2/Z1Z2W) (Devlin & Nagahama 2002). Morfologicky diferencované pohlavní 

chromozómy byly nalezeny zatím u zhruba 10% analyzovaných druhů (Devlin & Nagahama 

2002). Extrémní případ chromozómového určení pohlaví u ryb byl popsán u čtverzubce 

Takifugu rubripes, kde jediná substituce (tj. bodová mutace) v genu determinujícím pohlaví 

odlišuje chromozómy X a Y (Kamiya et al. 2012). Ukazuje se, že systém a/nebo stádium 

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

příbuzných druhů (de Oliveira et al. 2008, Henning et al. 2008), různých populací toho 

samého druhu – např. u pstruha Onkorhynchus mykiss (Salmonidae) (Colihueque et al. 2001) 

a platy Xiphophorus maculatus (Kallman 1984) či na úrovni různých karyomorf v rámci 

druhového komplexu – např. u trahira H. malabaricus (Bertollo et al. 2000, Cioffi et al. 

2012b). U některých skupin (např. Salmonidae, Cichlidae) bylo zjištěno, že stejné systémy 

pohlavních chromozómů nejsou stejného původu a že zde tudíž došlo ke konvergentní 

evoluci (Phillips et al. 2001, Woram et al. 2003, Mank & Avise 2009). Tato pozorování 

poukazují na opravdu značnou variabilitu, která často nikterak nesouvisí s fylogenetickými 

vztahy v dané skupině a naznačuje, že u příbuzných druhů nezřídkakdy docházelo 

k přechodům mezi různými pohlavně-determinačními systémy v průběhu evoluce (Mank et 

al. 2006, Mank & Avise 2009). Tyto změny mohly zároveň souviset se speciačními 

událostmi a přispět tak ke značné rybí biodiverzitě (Volff 2005). Datování vzniku pohlavních 

chromozómů u ryb je vzácné, nicméně dosavadní údaje ukazují, že kromě skutečně evolučně 

mladých systémů pohlavních chromozómů (např. 0,6 MYA, tj. „million years ago“ neboli 

milióny let v čase nazpět u rodu Eigenmannia z čeledi bezostných Clupeiformes; Henning 

et al. 2011) mohou být některé další i relativně staré – např. u jazyka druhu Cynoglossus 
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semilaevis (Chen et al. 2014), kde je stáří pohlavních chromozómů datováno na 30 MYA, 

nebo u některých kostnatých ryb, např. teter rodu Triportheus (15-25 MYA; Yano et al., in 

rev.), medaky Oryzias latipes (10 MYA; Kondo et al. 2004) a koljušky tříostné Gasterosteus 

aculeatus (10 MYA; Peichel et al. 2004). Z výše uvedených charakteristik vyplývá, že ryby 

jsou velice zajímavým modelem pro studium evoluce pohlavních chromozómů (Devlin a 

Nagahama 2002, Volff 2005). 

Evoluce základních i odvozenějších (neopohlavních) systémů pohlavních 

chromozómů u ryb zahrnuje na cytogenetické úrovni zejména chromozómové přestavby a 

akumulaci heterochromatinu (např. Almeida-Toledo et al. 2000, Vicente et al. 2003, Oliveira 

et al. 2009, Ross et al. 2009, Cioffi et al. 2010b, 2012a, b, c). Dosud popsané pohlavní 

chromozómy ryb se vyznačují různou mírou heterochromatinizace a obsahem nejrůznějších 

repetitivních sekvencí (např. Cioffi et al. 2010b, 2011a, c, Terencio et al. 2012, Yano et al. 

2014, Schmid et al. 2016). Dokonce i v rámci rodu může nepárový pohlavní chromozóm 

(alozóm) vykazovat různou míru degenerace asociovanou s odlišným složením a mírou 

akumulace repetitivních sekvencí (Yano et al. in rev.). V některých případech byly rybí 

gonozómy v časném stádiu evoluce odhaleny právě na základě přítomnosti konkrétních 

repetitivních sekvencí (Haaf & Schmid 1994, Cioffi & Bertollo 2010). 

 

3.2. Specifika studia karyotypové diferenciace ryb 

Klasické cytogenetické studie poskytly v období před nástupem metod moderní 

molekulární biologie první informace o organizaci genomů u různých skupin organizmů. 

Kromě konvenčního barvení Giemsou byly používány různé pruhovací techniky a rovněž 

metoda detekce NOR pomocí dusičnanu stříbrného (Sumner 1990, 2003, Ferguson-Smith 

2015). Avšak vzhledem k tomu, že všechny původní cytogenetické metody byly vyvíjeny 

primárně za účelem analýzy lidských chromozómů, bylo nutné je následně optimalizovat 

pro ostatní studované organizmy a o to tím intenzivněji, čím více se daný taxon evolučně 

vzdaluje člověku. To platí dvojnásobně u ryb, u nichž ohromná diverzita mnohdy nedovoluje 

použít s úspěchem jeden obecný standardizovaný protokol. Úskalí představuje u ryb mimo 

jiné také velmi malá velikost jejich chromozómů, pohybující se často v rozmezí 2-5 µm 

(Jankun et al. 2004). Ani po optimalizaci ovšem některé metody neposkytly u konkrétních 

skupin nemodelových organizmů reprodukovatelné výsledky a v případě ryb (a dalších 

studenokrevných obratlovců) představuje obvyklou komplikaci nemožnost aplikace 

klasických technik G-, Q- a R-pruhování (Schmid & Guttenbach 1988, Sumner 1990), tedy 

až na pár, v součastnosti oprávněně zpochybňovaných (Majtanová et al. 2016b), výjimek 
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(např. Baxhall 1983, Gold et al 1990, Yu et al. 1994, Amaro et al. 1996, Medrano et al. 

1988). V pozadí těchto odlišných vlastností v barvení chromatinu stojí skutečnost, že 

genomy vyšších obratlovců jsou členěny do přibližně 300 kbp dlouhých AT- nebo GC-

bohatých úseků zvaných izochory (Bernardi 1993, Fortes et al. 2007), které způsobují, že se 

na savčích a ptačích chromozómech vytváří charakteristický vzor pruhů. Genomy ryb 

a  většiny obojživelníků a plazů tuto charakteristiku postrádají (Medrano et al. 1988, Schmid 

a Guttenbach 1988, Bernardi & Bernardi 1990, Schmid et al. 1990, Sumner 1990). Z toho 

důvodu se cytogenetický výzkum u nižších obratlovců zaměřil kromě určení 2n a celkového 

počtu chromozómových ramén (Nombre Fondamental, NF) (Matthey 1945) po obarvení 

Giemsou zejména na analýzu heterochromatinu a později, s nástupem metody FISH, na 

charakterizaci asociovaných repetitivních sekvencí a studium jejich dynamiky a evoluční 

role (Cioffi & Bertollo 2012). Z metodologického hlediska využívaly rané cytogenetické 

studie u ryb techniky pro analýzu konstitutivního heterochromatinu, tedy C-pruhování 

(Sumner 1972) a fluorescenční pruhování (za použití bázově-specifických fluorochromů) 

(Mayr et al. 1985), dále pak stanovení tzv. fenotypu NOR (tj. počtu a pozice NOR; Amemiya 

& Gold 1988) pomocí dusičnanu stříbrného (Howell & Black 1980) a v některých spíše 

výjimečných případech bylo použito replikační pruhování (např. Jankun et al. 1998, Jankun 

2000). Při postupné aplikaci výše uvedených metod na tentýž chromozómový preparát (s 

výjimkou replikačního pruhování) je možné získat soubor vzorů, jejichž kombinací se 

snažíme kompenzovat informační hodnotu, kterou u vyšších obratlovců zprostředkovávají 

G-, Q- a R- pruhy. Tento přístup se označuje jako tzv. sekvenční barvení (přehled viz Rábová 

et al. 2015) a je založen na rozdílných mechanizmech působení jednotlivých dílčích metod, 

kdy každá z nich ovlivňuje (a ve výsledku destruuje) jinou část chromatinu. Soubor vzorů 

získaný kombinací metod sekvenčního barvení nám může poskytnout významné vodítko při 

konstrukci karyotypů a při jejich vzájemném srovnávání. Obdobnými postupy byla u ryb 

odhalena celá řada chromozómových přestaveb, strukturních a numerických polymorfizmů, 

systémy pohlavních chromozómů a variabilita související s geografickou distribucí (např. 

Võlker et al. 2007, Molina 2007). Na druhou stranu, některé skupiny ryb mají značně 

konzervativní karyotypy, vzor C-pruhů i fenotyp NOR (Molina 2007, Motta-Neto et al. 

2011a, b), a tudíž nějsou v těchto případech uvedené postupy příliš informativní.  

Základní metodou molekulární cytogenetiky je fluorescenční in situ hybridizace 

(FISH), která umožňuje lokalizovat konkrétní sekvence DNA přímo na chromozómech.  

S nástupem FISH byly možnosti analýzy karyotypu značně rozšířeny jak u ryb (Phillips & 

Reed 1996, Phillips 2001, Cabral-de-Mello & Martins 2010, Martins et al. 2011), tak i u 
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dalších nemodelových organizmů (např. Cabrero & Camacho 2008, Raskina et al. 2008, 

Carvalho et al. 2009, Nguyen et al. 2010, da Silva et al. 2010). Badatelé se zaměřili zpočátku 

zejména na vizualizaci vysoce a středně repetitivních sekvencí zahrnujících rDNA, histony, 

telomery, centromery, TEs a satDNA (Martins et al. 2011). Přestože se většinou jednalo 

o  studium menšího souboru jedinců dané skupiny, vyskytly se i práce většího rozsahu, na 

populační úrovni (Veltsos et al. 2009).  

Cytogenetické mapování repetitivních sekvencí metodou FISH ukázalo značný 

potenciál při analýze karyotypové diferenciace ryb (Vicari et al. 2010, Cioffi & Bertollo 

2012). Tyto klasické molekulárně-cytogentické markery umožňují dodnes detailnější 

mezidruhové srovnávací studie, a to díky detekci homeologických chromozómů. 

Nejvyužívanější je mapování genů pro ribozomální RNA, protože jejich sekvenční 

konzervativita značně usnadňuje mezidruhovou aplikaci (viz dále). V podobném smyslu lze 

využít i tandemově uspořádaných repetic genů pro histony a klastrů TEs, ale tyto sekvence 

DNA bývají méně konzervativní, a proto je obvykle vhodné při přípravě odpovídajících sond 

pomocí PCR využívat degenerované primery a následně navrhnout primery specifičtější 

(Martins et al. 2011).  

Pro izolaci a analýzu zcela nových, dosud nepopsaných repetitivních sekvencí (často 

specifických jen pro daný druh nebo skupinu příbuzných druhů – např. satDNA a TEs) byla 

(nejen) u ryb aplikována metoda restrikčního štěpení. Při vhodném výběru restrikční 

endonukleázy (tedy enzymu, který rozeznává jen určitou specifickou zrcadlově-symetrickou 

sekvenci v rámci genomu a štěpí ji) lze totiž získat fragmenty obsahující konkrétní 

repetitivní sekvenci a použít je jako sondu pro FISH. Nevýhodou je časová náročnost 

zahrnující nutnost testování různých restrikčních endonukleáz, klonování a sekvenování celé 

řady fragmentů, dokud není nalezena vhodná kandidátní repetitivní sekvence (Cabral-de-

Mello & Martins 2010, Vicari et al. 2010, Martins et al. 2011). U ryb se tato strategie 

osvědčila při zkoumání původu B chromozómů, struktury centromer a evoluce pohlavních 

chromozómů (Phillips 2001, Caputo et al. 2009, Mazzuchelli & Martins 2009, Vicari et al. 

2010). Alternativní strategií pro analýzu dosud neznámých repetitivních sekvencí je použití 

C0t-1 DNA jako sondy pro FISH. Jedná se o vysoce repetitivní frakci genomu, jejíž izolace 

z celkové genomové DNA je založena na rychlejší reasociační kinetice oproti zbytku 

sekvencí v genomu (Britten & Kohne 1968, Zwick et al. 1997). Obvykle se C0t-1 DNA 

používá jako kompetitivní DNA v různých hybridizačních experimentech (Trifonov et al. 

2009), ale lze ji využít i jako sondu pro FISH, která nepřímo reprezentuje zejména satDNA. 

U ryb byla tato strategie využita např. u některých ostnoploutvých (Perciformes) (Ferreira 
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& Martins 2008, Fantinatti et al. 2011, Costa et al. 2015, Cioffi et al. 2015). V určitých 

případech byla použita k mapování na chromozómy i jiná (pozdější) frakce C0t DNA 

obsahující širší škálu repetitivních sekvencí, např. u jeseterů (Romanenko et al. 2015). Vedle 

mapování distribuce repetitivních sekvencí se již u ryb začínají (pomocí imunodetekce) 

mapovat i konkrétní epigenetické modifikace, které s výskytem repetitivních sekvencí 

a  heterochromatinu souvisí – např 5-metylcytosin (Almeida-Toledo et al. 1998, Schmid et 

al. 2016). 

S postupem času, přestože základní princip metody FISH zůstal zachován, pokroky 

v mikroskopii, bioinformatice a molekulární biologii umožnily nové konstrukce 

experimentů. Z toho důvodu se v posledních letech již i v rámci rybí cytogenetiky objevují 

práce zaměřené na lokalizaci unikátních sekvencí (zejména genů přítomných pouze v jedné 

kopii na haploidní genom) nebo sekvencí na pohlavních chromozómech pomocí BAC klonů 

(bacterial artificial chromosome) (Li et al. 2011, García-Cegarra et al. 2013, Ghigliotti et al. 

2013, Nanda et al. 2014, Taboada et al. 2014, Zhao et al. 2014) a na analýzu pohlavních 

chromozómů či mezidruhové homologie pomocí malovacích celochromozómových sond 

(WCP, whole chromosome painting) (Phillips et al. 2001, Diniz et al. 2008, Henning et al. 

2008, 2011, Ráb et al. 2008, Wang et al. 2009, Nagamachi et al. 2010, 2013, Cioffi et al. 

2011d, e, 2013, Machado et al. 2011, Schemberger et al. 2011, Terencio et al. 2012, Pazian 

et al. 2013, Blanco et al. 2014, Cocca et al. 2015). Nicméně, v případě malovacích sond je u 

velké řady rybích druhů téměř nemožné vybrat vhodný, tj. morfologicky jednoznačně 

odlišitelný chromozóm, z důvodu často jen pozvolna klesající velikosti chromozómů 

v daném karyotypu a jejich malé velikosti (Laudicina & Mühlmann 2015). Proto až na 

výjimky (Henning et al. 2008, Ráb et al. 2008) se většina studií využívajících WCP u ryb 

soustředila na analýzu pohlavních nebo B chromozómů. Ve snaze usnadnit výběr vhodného 

chromozómu pro WCP u ryb někteří autoři doporučují C-pruhování (Vicari et al. 2010) 

a  jiní již s úspěchem použili fluorescenční barvení (Cioffi et al. 2011d). U paúhořovce druhu 

Gymnotus carapo byla dokonce pomocí sortování chromozómů připravena téměř kompletní 

kolekce chromozómů pro malovací sondy (Nagamachi et al. 2010). 

Další modifikací FISH, která zejména v posledních několika letech našla uplatnění 

v rybí molekulární cytogenetice, je komparativní genomová hybridizace (CGH) či 

genomová in situ hybridizace (GISH) využívající jako sondu celogenomovou DNA. Tento 

přístup byl zatím u ryb využit zejména pro analýzu genomového složení u mezidruhových 

hybridů (Zhu & Gui 2007, Valente et al. 2009, Rampin et al. 2012, Knytl et al. 2013a, Pereira 

et al. 2013, 2014, Yano et al., in rev., Majtánová et al. 2016a).  
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V poslední době se navíc začíná u ryb zavádět i metoda fibre-FISH, která umožňuje 

natažení chromozómů ještě před hybridizací a je tedy vhodná pro detailnější mapování (s 

rozlišovací schopností 1-500 kbp), zejména v případě analýzy sousedících nebo 

překrývajících se (ko-lokalizujících) mapovaných oblastí (Speicher & Carter 2005, de 

Barros et al. 2011, Ozouf-Costaz et al. 2015).  

V rámci této dizertační práce byly kromě analýzy repetitivních sekvencí metodou 

FISH použity i výše zmíněné techniky GISH a CGH, o kterých bude podrobněji pojednáno 

v samostatné kapitole. 

 

3.3. Analýza repetitivních sekvencí v genomech ryb 

Eukaryotické genomy obsahují celou škálu sekvencí DNA, které se v daném genomu 

vyskytují ve větším počtu kopií. Tyto tzv. repetitivní sekvence vykazují značnou evoluční 

dynamiku a variabilitu a v mnoha případech zaujímají významnou část genomu 

(Charlesworth et al. 1994, Jurka et al. 2005, Biémont & Vieira 2006) – konkrétně např. až 

95 % genomu cibule nebo 50 % genomu lidského (přehledy viz Martins 2007, Cabral-de-

Mello & Martins 2010, Cioffi & Bertollo 2012, López-Flores & Garrido-Ramos 2012). 

Vysoký obsah repetitivní DNA (60 %) byl zjištěn rovněž u latimérie podivné Latimeria 

chalumnae (Amemiya et al. 2013). Obecně se jedná o oblasti genomu, kde dochází ve 

zvýšené míře k nukleotidovým substitucím a dalším změnám na úrovni sekvence DNA, 

které podporují dynamiku této frakce genomu (Wichman et al. 1991, Henikoff et al. 2001, 

Cioffi & Bertollo 2012). Opakovaně byla mj. zjištěna korelace mezi akumulací bloků 

repetitivní DNA a chromozómovými přestavbami (Raskina et al. 2008). Přestože se 

repetitivní sekvence obvykle shlukují v oblastech genomu s malou četností rekombinace – 

tedy převážně do centromerického a telomerického heterochromatinu (jak ukazují i studie 

na rybách; Sola & Gornung 2001, Cabral-de-Mello & Martins 2010), nejsou oproti 

původním předpokladům omezené pouze na oblasti heterochromatinu (Charlesworth et al. 

1994, Kejnovský et al. 2009, Supiwong et al. 2014, Costa et al. 2015 a další). 

 Repetitivní sekvence lze klasifikovat podle různých kritérií. Základní třídění je 

založeno na množství dané repetice v genomu (vysoce a středně repetitivní sekvence) a dále 

na jejím uspořádání – jednotlivé kopie mohou být buď uspořádané v tandemu (za sebou), 

anebo rozptýlené po genomu (Obr. 3) (Sumner 2003, Cioffi & Bertollo 2012). Tandemově 

bývají uspořádané satelitní sekvence, mini- a mikrosatelity a středně repetitivní geny (patřící 

mezi multigenové rodiny), zatímco mezi rozptýlené repetice patří zejména TEs (Jurka et al. 

2005). Navíc řada genomů prodělala tzv. segmentální duplikace, při kterých jsou 
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duplikovány fragmenty DNA delší než 1 kbp, které mohou být následně organizované 

v tandemu nebo přemístěny do jiné části genomu (Van de Peer & Meyer 2005, López-Flores 

& Garrido-Ramos 2012). 

 Zejména tandemové repetice podléhají značné dynamice podpořené amplifikačními 

procesy a nerovnoměrným crossing-overem a spolu s TEs přispívají značnou měrou 

k nestabilitě genomu (Dover 1986, Lönning & Saedler 2002, Eickbush & Eickbush 2007, 

Raskina et al. 2008). Díky uvedeným procesům jsou tandemové repetice značně polymorfní 

a mohou být tedy použity jako vhodné markery pro genotypování jedinců a populací 

(Jeffreys 1985), pro studium evoluce konkrétního taxonu, identifikaci specifických (třeba 

pohlavních) chromozómů, identifikaci homologie chromozómů a chromozómových 

přestaveb (přehledy viz Martins 2007, Cabral-de-Mello & Martins 2010, Cioffi & Bertollo 

2012, Martins et al. 2011). 

 Dříve se předpokládalo, že většina repetitivních sekvencí nemá v genomu 

prakticky žádnou funkci a byly tak považovány za přebytečnou část genomu – tzv. „junk 

DNA“ nebo „selfish DNA“ (Doolittle & Sapienza 1980, Orgel & Crick 1980). Tento názor 

se ovšem v posledních letech výrazně změnil, zejména s ohledem na odhalení aktivní 

transkripce v nekódujících oblastech genomu (ENCODE Project Consortium 2004) 

a  na akumulaci nových dat, které změnily úhel pohledu na úlohu repetitivních sekvencí ve 

strukturní a funkční organizaci genomu (Biémont & Vieira 2006, Martins 2007, Cioffi & 

Bertollo 2012).   

 

 

Obr. 3: Organizace eukaryotického genomu a členění repetitivních sekvencí podle Cabral-

de-Mello & Martins 2010. 
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Porozumění dynamice repetitivních sekvencí a jejich roli v architektuře genomů a 

organizaci chromozómů je vzhledem k jejich procentuálnímu zastoupení v genomu velice 

důležité. V posledních dvou dekádách byla celá řada typů tandemových nebo rozptýlených 

repetitivních sekvencí analyzována u ryb, zejména metodou FISH a to se ukázalo být jako 

velice produktivní (a ekonomicky zároveň relativně nenáročný) přístup při odhalování 

evolučních sil v pozadí ohromné rybí biodiverzity (Vicari et al. 2008, 2010, Cabral-de-Mello 

& Martins 2010, Cioffi & Bertollo 2012). Repetitivní sekvence posloužily jako vhodné 

markery pro cytotaxonomické a evoluční studie a doplnily informace, které nebylo možné 

získat sekvenováním genomů.  

Genomy ryb se navzájem co do obsahu repetitivních sekvencí značně liší, a to jak 

kvantitativně, tak i kvalitativně. Například u čtverzubce zeleného (Tetraodon nigroviridis), 

který má vůbec nejmenší genom mezi obratlovci (Hinegardner 1968, Gregory 2016), je 

obsah repetitivních sekvencí velmi malý (Roest Crollius et al. 2000), přičemž TEs 

a  pseudogeny se shlukují výhradně do omezené oblasti – do krátkých 

heterochromatinizovaných ramének subtelocentrických chromozómů (Dasilva et al. 2002).  

 

3.3.1. Satelitní sekvence, minisatelity a mikrosatelity 

Satelitní DNA (satDNA) jsou tandemové repetice o délce základní jednotky 

v rozmezí 100 – 1000 nt a o vysokém počtu opakování (1000 – 100 000) (Charlesworth et 

al. 1994, López-Flores & Garrido-Ramos 2012). Jedná se o DNA, která při centrifugací 

v hustotním gradientu CsCl tvoří oddělený (satelitní) pík (Beridze 1986, Plohl et al. 2008). 

SatDNA se vyskytuje jen na několika místech v genomu, zejména v centromerách a 

telomerách, kde napomáhá správné funkci těchto chromozómových domén (Charlesworth 

et al. 1994, Shapiro & Sternberg 2005, Grewal & Jia 2007). Z důvodů dynamických procesů 

spjatých s evolucí tandemových repetic obecně (nerovnoměrný crossing-over, genová 

konverze a transpozice; Dover 1986) vznikají často druhově-specifické sekvence satDNA – 

např. 5S-HindIII-DNA u trahira H. malabaricus (Martins et al. 2006, Ferreira et al. 2007). 

Naopak některé satDNA mohou být společné pro celou čeleď nebo řád – jako např. PstI a 

HindIII satDNA u jeseterů (Landfredi et al. 2001, Robles et al. 2004). U ryb byly satelitní 

sekvence cytogeneticky studovány většinou nepřímo, ve spojitosti s analýzou distribuce 

konstitutivního heterochromatinu C-pruhováním. Prací zaměřených na popis konkrétní 

satelitní sekvence na molekulární úrovni a na její zamapování na chromozómy je méně 

(přehledy viz Phillips et al. 2001, Martins 2007, Cabral-de-Mello & Martins 2010, Vicari et 

al. 2010, Martins et al. 2011). Řada studií zaměřila pozornost zejména na identifikaci 
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satDNA sekvencí souvisejících s pohlavními chromozómy a B chromozómy (Martins 2007), 

např. As51 u tetry drsnoploutvé Astyanax scabripinnis (Mestriner et al. 2000).  

Minisatelity zahrnují repetice dlouhé přibližně 10 – 100 bp, o počtu několika desítek 

až stovek kopií v rámci tandemu (Jeffreys 1985). Ačkoliv byly popsány u řady rybích druhů 

(Goodier & Davidson 1998), na chromozómy byla mapována pouze hrstka z nich – např. u 

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

nigroviridis (Fischer et al. 2004). Druhá z uvedených prací ukazuje asociaci minisatelitů 

s TEs a naznačuje tak jeden z možných procesů zodpovědných za jejich dynamiku. 

Mikrosatelity jsou charakteristické jednotkou dlouhou pod 9 nt, která se nejčastěji 

opakuje 4-40x (ale i více) a vytváří tandemové bloky ne delší než 1 kbp (Tautz & Renz 1984, 

Chistiakov et al. 2006). Mikrosatelity se z hlediska dynamiky chovají podobně jako 

minisatelity; uplatňují se zde procesy ektopické (=nealelické) rekombinace, 

nerovnoměrného crossing-overu, replikační sklouznutí DNA polymerázy a asociace s TEs 

(Schlötterer 2000, Ellegren 2004, Scacchetti et al. 2015a a práce zde uvedené). Rozdíl oproti 

minisatelitům spočívá v rozdílné distribuci na chromozómech a jejich potenciální funkci 

v genomu (López-Flores & Garrido-Ramos 2012). Kromě toho mikrosatelity jsou daleko 

více polymorfní, a proto se posléze více uplatnily jako markery využívané ve forenzní, 

populační a evoluční genetice (přehled viz Ellegren 2004). Jejich distribuce na 

chromozómech byla zatím studována jen u několika druhů ryb, ale v poslední době počet 

takto zaměřených prací prudce stoupá (viz dále). Ukazuje se, že mikrosatelity mohou být 

široce zastoupené v euchromatinu i v heterochromatinu a některé mohou být dále 

preferenčně lokalizovány např. na B chromozómech (Milani & Cabral-de-Mello 2014) nebo 

pohlavních chromozómech (Kubát et al. 2008, Pokorná et al. 2011, Kejnovský et al. 2013) 

a to včetně případů publikovaných u ryb (Nanda et al. 1990, Cioffi et al. 2011a,b, c; 

Schemberger et al. 2011, Xu et al. 2013, Cioffi et al. 2015, Ziemniczak et al. 2015). 

Nezřídkakdy se mikrosatelity shlukují v telomerách nebo subtelomerických oblastech – 

např. u trnobřichých (Characiformes) (Hatanaka et al. 2002, Cioffi et al. 2011b, Scacchetti 

et al. 2015c).  

V této práci sice nebyly žádné konkrétní satDNA ani mini- nebo mikrosatelity 

cytogeneticky analyzovány, ale přítomnost jejich genomově-specifických variant 

nepochybně sehrála významnou úlohu při analýzách rybích genomů metodami GISH a 

CGH. 
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3.3.2. Telomery 

Telomery jsou speciální ribonukleoproteinové struktury na koncích chromozómů, 

složené ze specifických G-bohatých tandemových repetic DNA, proteinových komplexů 

(nazývaných souhrnně „shelterin“) a nekódující telomerické RNA (TERRA) (de Lange 

2005, Azzalin et al. 2007, O´Sullivan & Karlseder 2010). Hlavní funkce telomer je chránit 

konce eukaryotických chromozómů před enzymatickou degradací a před fúzemi s jinými 

chromozómy; zabránit rozpoznání konců chromozómů enzymatickou mašinerií pro opravu 

dvouvláknových zlomů a zamezit zkracování chromozómů vyplývajícího z mechanizmu 

replikace na opožděném vlákně DNA (Olovnikov 1973, Blackburn & Greider 1995, Bolzán 

& Bianchi, 2006). U telomerické DNA ryb, stejně jako u ostatních obratlovců, je základní 

jednotkou opakování hexamer (TTAGGG)n (Moyzis et al. 1998, Meyne et al. 1989, 1990). 

Telomery vykazují značnou délkovou variabilitu mezidruhovou, vnitrodruhovou i v rámci 

chromozómů jedné buňky (Zijlmans et al. 1997, Canela et al. 2007). U ryb se tato variabilita 

pohybuje mezi 2-15 kbp (Elmore et al. 2008). Kromě své obvyklé přítomnosti na koncích 

chromozómů se mohou telomerické repetice vyskytovat i v jiných částech genomu jako tzv. 

intersticiální telomerické sekvence (ITSs) (přehledy viz Bolzán & Bianchi 2006, Lin & Yan 

2008, Ruiz-Herrera et al. 2008). V takových případech mohou být pozůstatkem po 

nejrůznějších chromozómových přestavbách – často fúzích, méně často inverzích (např. 

Meyne et al. 1990, Metcalfe et al. 1998, Go et al. 2000, Nanda et al. 2002b, Hartmann a 

Scherthan 2004, Mota-Velasco et al. 2010, Ocalewicz 2013), ale mohou rovněž být 

výsledkem procesů transpozice nebo některých mechanizmů opravy dvouvláknových zlomů 

v DNA (Azzalin et al., 2001, Nergadze et al. 2007). V případech zejména evolučně starších 

chromozómových přestaveb už nemusí být ITSs přítomny, popřípadě nemusí být zahrnuty 

do přestavby již od počátku (např. u Robertsonových (Rb) translokací myší; Garagna et al. 

1995, Nanda et al. 1995), anebo mohou být přítomny v tak malém počtu kopií, že jsou 

cytogeneticky nedetekovatelné. Byly však popsány i situace, kdy se ITSs naopak zachovaly 

u evolučně starších přestaveb, zatímco u recentních se nedochovaly (Nanda et al. 2002b). 

ITSs jsou považovány za oblasti náchylné ke k rekombinacím (Ashley & Ward 1993, Nanda 

et al. 2002b) a mohou potenciálně vést k následných druhotným centrickým rozpadům a 

inverzím (Slijepčevič 1998, Lin & Yan 2008). ITSs se vyskytují napříč různými taxony 

včetně obojživelníků, ptáků, hlodavců a savců (Meyne et al. 1990, Schmid et al. 2010) a 

byly popsány i u celé řady druhů ryb (přehled Ocalewicz 2013). ITSs ryb často asociují 

s konstitutivním heterochromatinem (např. Meyne et al. 1990, Cioffi et al. 2010a, Scacchetti 

et al. 2011, Rosa et al. 2012) a mohou v některých případech sousedit nebo ko-lokalizovat i 



32 

s oblastmi NOR (např. Ocalewicz et al. 2004, Gornung et al. 2004, Pomianowski et al. 2012) 

nebo 5S rDNA (Rosa et al. 2012). Mohou dokonce pokrývat i celé mikrochromozómy jako 

např. u některých jeseterů (Fontana et al. 1998a, 2004). Některé studie naznačují, že zejména 

v případech rozsáhlých ITSs (tzv. heterochromatinové ITSs, het-ITSs) se již nemusí jednat 

o telomerické sekvence sensu stricto, nýbrž o tzv. „telomere-like“ sekvence, které se 

amplifikují různými mechanizmy jako součást satelitní sekvence (Garrido-Ramos et al. 

1998, Metcalfe et al. 2004, Ruiz-Herrera et al. 2008). V každém případě FISH se sondami 

komplementárními k telomerickým sekvencím může poskytnout velice cenné informace o 

recentních nebo relativně nedávných procesech souvisejících se změnami na chromozómové 

úrovni (v rámci ryb např. Cioffi et al. 2010a, Cioffi et al. 2011a, c, Ocalewicz 2013, 

Ocalewicz et al. 2013), a může být dále velice užitečná i v případech, kdy není lehké 

definovat konce jednotlivých chromozómů – například při analýze meiotických multivalentů 

pohlavních chromozómů (př. Šíchová et al. 2015). 

 

3.3.3. Středně repetitivní geny (multigenové rodiny) 

V analýze karyotypů metodou FISH patří mezi nejužívanější takové sondy, které jsou 

komplementární ke genům tvořící tzv. multigenové rodiny (Cabral-de-Mello & Martins 

2010). Obecně se jedná o skupiny genů, které byly odvozené genovou duplikací a mají 

sekvenční shodu nad 50 % (Martins & Wasco 2004, Nei & Rooney 2005, López-Flores & 

Garrido-Ramos 2012). Tyto paralogní geny mohou být rozptýlené po genomu (jako 

například čichové receptory savců) nebo mohou být organizovány v tandemu (globinové 

geny), přičemž mohou vytvářet i větší bloky středně repetitivních sekvencí (např. rRNA, 

histony nebo geny pro malé jaderné RNA – snRNA; „small nuclear RNA“) (Nei & Rooney 

2005). Důvodem tohoto uspořádání je skutečnost, že v buňce je potřeba velké množství 

produktů těchto genů. Z hlediska cytogenetického mapování pak poskytují dvě zásadní 

výhody: 1) jejich repetitivní povaha umožňuje poměrně snadnou vizualizaci pomocí 

standardní metody FISH (na rozdíl od unikátních sekvencí, jejichž délka je pod limitem 

rozlišovací schopnosti běžného protokolu) a dále 2) se často jedná o geny, jejichž sekvence 

je velmi konzervovaná. V rámci ryb bylo nejvíce studií zaměřeno na lokalizaci genů pro 

ribozomální RNA. Za uplynulých 20 let byly charakterizovány fenotypy rDNA (tedy počet 

a distribuce obou klastrů rDNA) u zhruba stovky (5S rDNA) až několika set (45S rDNA) 

rybích druhů z nejrůznějších skupin (přehledy viz Martins & Wasko 2004, Cabral-de-Mello 

& Martins 2010, Gornung 2013). Kódující oblasti rDNA patří mezi vůbec 

nejkonzervovanější sekvence napříč organizmy (Hillis & Dixon 1991), takže se příslušné 
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vyrobené hybridizační sondy dají aplikovat na celou škálu příbuzných a mnohdy i 

nepříbuzných taxonů (příkladem za všechny budiž použití 28S rDNA sondy z myši na 

chromozómy kostlína obecného Lepisosteus osseus; Ráb et al. 1999). Samotná pozice lokusů 

konkrétních repetitivních genů může mít značnou informační hodnotu v rámci analýzy 

blízce příbuzných druhů nebo jedinců daného druhu z různých subpopulací. Rozdíly v počtu 

a distribuci lokusů rDNA již posloužily v řadě studií jako tzv. mezidruhový (Amemiya & 

Gold 1990, Kirtiklis et al. 2010) či mezipopulační (př. Ferreira et al. 2007, Cioffi et al. 2009a, 

b, Lima-Filho et al. 2012) cytotaxonomický marker, včetně přímého uplatnění v akvakultuře 

(Porto-Foresti et al. 2007). Rozdíly ve fenotypu rDNA mohou dále pomoci odhalit 

přítomnost a povahu chromozómových přestaveb (např. Porto-Foresti et al. 2004, Vicari et 

al. 2010, Bellafronte et al. 2011, Machado et al. 2011). Ne vždy ovšem shodné fenotypy 

rDNA u dvou blízce příbuzných druhů znamenají, že sledujeme klastry rDNA skutečně na 

homeologických chromozómech (Milhomem et al. 2013). I tak nám informace o počtu a 

pozicích daného klastru repetitivních genů může v některých případech naznačit evoluční 

vzdálenosti a vztahy v rámci souboru studovaných druhů. Výše zmíněné neplatí zejména 

v případech, kdy jsou počet a pozice klastrů dané multigenové rodiny příliš konzervativní 

nebo naopak příliš polymorfní.  

Informační hodnota mapování repetitivních genů vzrůstá s počtem testovaných 

markerů. U ryb se v posledních letech vedle ribozomální RNA začínají ve větší míře 

využívat sondy komplementární k tandemově uspořádaným genům pro různé histony 

(Pendás et al. 1994a, Hashimoto et al. 2011, 2013, Lima-Filho et al. 2012, Pansonato-Alves 

et al. 2013a, b, Silva et al. 2013, 2014, Costa et al. 2014, 2016, Utsunomia et al. 2014a, 

Daniel et al. 2015) a taktéž pro U1 a U2 snRNA (Merlo et al. 2010, Úbeda-Manzanaro et al 

2010, Cabral-de-Mello et al. 2012, Merlo et al. 2012a, b, Supiwong et al. 2013, Utsunomia 

et al. 2014b, García-Souto et al. 2015, Scacchetti et al. 2015b, Silva et al. 2015). Drtivá 

většina prací v rybí cytogenetice popisuje mapování repetitivních genů metodou FISH na 

mitotické chromozómy, ale najdou se i práce na meiotických bivalentech (např. Cioffi & 

Bertollo 2010, Sampaio et al. 2014). Z populačního hlediska byly na úrovni zejména rDNA 

FISH dosud nejvíce zkoumány u trahir H. malabaricus (Erythrinidae) (např. Born & Bertollo 

2000, Ferreira et al. 2007, Cioffi et al. 2009a, b, Blanco et al.2010a, b,) a tetra Astyanax 

scabripinnis (Characidae) (přehled viz Piscor et al. 2015). 
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3.3.3.4. Geny pro ribozomální RNA a jejich dosavadní studium u ryb 

Všechny aspekty buněčného růstu a vývoje jsou závislé na biogenezi ribozómů a 

následné syntéze proteinů. Jelikož buňka potřebuje velké množství ribozómů, potřebuje 

syntetizovat i velké množství ribozomální RNA (rRNA), která je jejich podstatnou součástí 

(Prokopowich et al. 2003). Navíc se rRNA nedá použít opakovaně pro syntézu výsledného 

produktu podobně jako mRNA („messenger RNA“). Z těchto důvodů rRNA zaujímá asi 80 

% veškeré RNA v buňce (Prokopowich et al. 2003). Efektivní expresi napomáhá repetitivní 

charakter transkripčních jednotek pro rRNA, které se na chromozómech shlukují do oblastí 

označovaných jako rDNA (ribozomální DNA). Geny pro ribozomální RNA patří mezi 

nejlépe prostudované a zmapované oblasti DNA napříč organizmy. Eukaryotické genomy 

se vyznačují dramatickými rozdíly v počtu kopií transkripčních jednotek rDNA (přibližně 

od 20 do 20 000) (Long & Dawid 1980, Prokopowich et al. 2003, Weider et al. 2005), 

přičemž celá řada (především epigenetických) mechanizmů dále reguluje, jaké množství 

z těchto kopií bude skutečně přepisováno do RNA (McStay & Grummt 2008). Odhaduje se, 

že až 50 % rDNA je obvykle transkripčně inaktivní (Schleisinger et al. 2009). 

Geny pro rRNA jsou na chromozómech uspořádány do dvou separátních klastrů, 

které se v  genomech obratlovců (a většiny eukaryot) obvykle nacházejí na odlišných 

chromozómech (de Lucchini et al. 1993, Suzuki et al. 1996). Hlavní klastr rDNA kóduje 

geny pro 28S, 5,8S a 18S rRNA, které jsou přepisovány dohromady jako prekurzorová 

molekula se sedimentačním koeficientem2 45S (odtud označení 45S rDNA). Součástí 

transkripční jednotky jsou ještě dva vnější přepisované mezerníky (ETSs; external 

transcribed spacers – ETS1 a ETS2) a dva vnitřní přepisované mezerníky (ITSs; internal 

transcribed spacers – ITS1 a ITS2). Jednotlivé transkripční jednotky rRNA jsou od sebe 

odděleny mezigenovým mezerníkem (IGS; intergenic spacer), který obsahuje různé 

regulační oblasti (Long & Dawid 1980, Eickbush & Eickbush 2007) (Obr. 4). Pořadí 

jednotlivých komponent transkripční jednotky je u eukaryot vysoce konzervované: 5´-

ETS1-18S-ITS1-5,8S-ITS2-28S-ETS2-3´ (viz Obr.4).  

Oblast na chromozómu, kde se nachází 45S rDNA, je totožná s NOR. Již v telofázi 

na konci mitózy se okolo přepisovaných rRNA začíná formovat jadérko – nemembránový 

subkompartment, ve kterém probíhá většina kroků biosyntézy ribozómů (Scheer et al. 1993, 

Schwarzacher & Wachtler 1993, Gerbi et al. 2003). NOR aktivně přepisované v interfázi 

zůstávají nadále despiralizované a bývají tak patrné na mitotických chromozómech jako 

                                                 
2 Jedná se o koeficient pro ultracentriugaci; hodnota S (neboli Svedberg) je relativní číslo vyjadřující 

pohyblivost dané částice při centrifugaci. 
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sekundární konstrikce, protože se slabě barví Giemsovým barvivem (Heliot et al. 1997, 

Sumner 2003). Současně zde zůstávají asociované některé proteinové komponenty 

transkripčního aparátu, které lze vizualizovat metodou impregnace stříbrem (Howell & 

Black 1980). Tato metoda má ovšem tu zásadní nevýhodu, že zobrazí pouze NOR aktivní 

v předchozí interfázi (Miller et al. 1976) a někdy naopak zobrazí i jiné úseky na 

chromozómech (např. bloky heterochromatinu nebo kinetochory) (Suja et al. 1990, Dobigny 

et al. 2003).   

Druhý klastr rDNA se exprimuje mimo oblast jadérka a je tvořen pouze 

tandemovými repeticemi genu pro 5S rRNA (mající u ryb konzervativní délku 120 bp), který 

se pravidelně střídá s kopiemi nepřepisovaného mezerníku (NTS; non-transcribed spacer) 

(Long & Dawid 1980). 5S rDNA obvykle vykazuje vyšší počet kopií než ostatní rRNA geny 

(Martins 2007). Zatímco kódující oblasti všech rRNA genů jsou velmi konzervativní (jsou 

to jedny z nejkonzervativnějších sekvencí vůbec), mezerníky bývají sekvenčně značně 

variabilní a lze se na jejich základě mapovat evoluční rozdíly mezi blízce příbuznými druhy 

(Hillis & Dixon 1991, Eickbush & Eickbush 2007, Pinhal et al. 2011). U ryb bývá enormně 

variabilní zejména mezerník v 5S rDNA, a to jak sekvenčně, tak délkově (Martins & Wasco 

2004, Pinhal et al. 2011, Campo & García-Vásquez 2012, Merlo et al. 2012b, Rebordinos et 

al. 2013). 

 

Obr. 4: Organizace genů pro ribozomální RNA u eukaryot. A tandemové repetice 45S 

rDNA; výřez znázorňuje uspořádání genů v transkripční jednotce a asociovaný mezigenový 

mezerník (IGS); na obrázku není znázorněn druhý vnější přepisovaný mezerník (ETS2) za 

genem 28S. B tandemové repetice 5S rDNA, výřez znázorňuje kódující oblast genu pro 5S 

rRNA a asociovaný nepřepisovaný mezerník. Upraveno podle Martins et al. 2011. 
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Jako ancestrální se pro ryby jeví fenotyp rDNA, kdy jeden pár chromozómů 

v karyotypu nese 45S rDNA a jiný chromozómový pár nese 5S rDNA (Martins & Galetti 

2001, Sola et al. 2003, Gornung 2013). V případě 45S rDNA byl tento trend pozorován 

u  72  % dosud analyzovaných ryb (Gornung 2013). Evoluční dynamika klastrů rDNA ale 

může být i poměrně značná. Zatímco u některých skupin ryb je počet obou klastrů rDNA 

druhově specifický a dá se tudíž použít jako cytotaxonomický marker (Amemiya & Gold 

1988, Martins & Galetti 1999, Almeida-Toledo et al. 2002, Martins et al. 2006), u jiných ryb 

byl pozorován značný polymorfizmus v počtu lokusů, a to nejen mezi jedinci stejného druhu, 

ale i intra-individuálně (Castro et al. 2001, Jankun et al. 2001, Rábová et al. 2001, Jorge & 

Moreira-Filho 2004, Boroń et al. 2006, Gromicho & Collares-Pereira 2007, Cioffi et al. 

2010a, 2015, Martins et al. 2013, Lima-Filho et al. 2014b, Pereira et al. 2014, Traldi et al. 

2015). To platí zejména pro taxony, kde byly popsány abnormální fenotypy rDNA, 

zahrnující mnohdy až extrémně vysoké počty lokusů pro jeden či druhý klastr rDNA. Takové 

práce jsou známé u ryb ze skupin Perciformes (Affonso & Galetti 2005, Poletto et al. 2010b), 

Gymnotiformes (Scacchetti et al. 2011, 2012), Characiformes (Lima-Filho et al. 2014b), 

Cypriniformes (Singh et al. 2009), Salmoniformes (Pendás et al. 1993a, Fujiwara et al. 1998, 

Castro et al. 2001, Jankun et al. 2001) a Siluriformes (Maneechot et al. 2016). Podobné 

případy byly zaznamenány také u jiných obratlovců (Cazaux et al. 2011, Britton-Davidian 

et al. 2012), bezobratlých (Hirai et al. 1996, Veltsos et al. 2009) a rovněž u rostlin (Pedrosa-

Harand et al. 2006). U tulipánu Tulipa fosteriana bylo odhaleno pomocí FISH rekordních 

71 signálů 5S rDNA, některé z nich ale prokazatelně odpovídaly nekompletním nefunkčním 

kopiím těchto genů (Mizouchi et al. 2007). U ryb byl rekordní počet 54 lokusů 5S rDNA 

zaznamenán u keříčkovce Clarias batrachus (Maneechot et al. 2016). Další vysoké počty 

byly popsány např. u skaláry Pterophyllum leopoldi (42 lokusů 18S rDNA; Schneider et al. 

2013a), trahira E. erythrinus (více než 20 lokusů 5S rDNA; Cioffi et al. 2010a) a některých 

cichlid (14-15 lokusů 5S rDNA; Poletto et al. 2010b, Nakajima et al. 2012). Variabilitu 

fenotypů rDNA dále podporuje u ryb obzvláště častý polymorfizmus délky klastru 45S 

rDNA, který je mezi homology chromozómů často způsobem nerovnoměrným crossing-

overem a odlišnou spiralizací (Collares-Pereira & Ráb 1999). Dále bývá popisován 

polymorfizmus ve smyslu přítomnosti/absence rDNA lokusu v rámci homologických 

chromozómů (např. Castro et al. 2001, Boroń et al. 2006). V některých případech lze u ryb 

na druhové úrovni (nikoliv v rámci celých skupin) pozorovat rovněž syntenii obou typů 

klastrů rDNA a nebo jejich přímou ko-lokalizaci v daném lokusu (Pendás et al. 1994b, 

Drouin & de Sá 1995, Morán et al. 1996, Fujiwara et al. 1998, Almeida-Toledo et al. 2002, 
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Fontana et al. 2003, Hatanaka & Galetti 2004, Diniz et al. 2008, Kirtiklis et al. 2010, Hett et 

al. 2011, Rossi et al. 2012, Marquioni et al. 2013, Supiwong et al. 2014), potažmo jejich 

asociaci s jinými repetitivními geny (Drouin & de Sá 1995, Hashimoto et al. 2011, 2013, 

Lima-Filho et al. 2012, Pansonato-Alves et al. 2013a, b, Silva et al. 2013, 2015). 

Předpokládá se, že daná uspořádání vznikají spíše jako vedlejší efekt dynamických procesů 

v genomu, zejména v případě polyploidů (Ma & Gustafson 2005) mezidruhových hybridů 

(např. Pereira et al. 2014).  

Z hlediska distribuce na chromozómech je u ryb patrný rozdíl mezi oběma klastry 

rDNA. 45S rDNA se většinou vyskytuje v telomerických nebo subtelomerických částech 

chromozómů (Gornung 2013) a řada prací naznačuje, že to by mohl být důvod disperze této 

rDNA u některých druhů ryb, jelikož v koncových částech chromozómů častěji dochází k 

nehomologní rekombinaci a translokacím (Mantovani et al. 2005). 5S rDNA se naopak 

převážně nachází v intersticiálních nebo přímo pericentromerických oblastech (Martins & 

Galetti 2001, Cioffi & Bertollo 2012), což tomuto klastru podle některých autorů poskytuje 

určitou evoluční stabilitu (Martins & Galetti 2001), např. z důvodu větší ochrany před 

transpoziční aktivitou (Noleto et al. 2007, Sczepanski et al. 2007). Nicméně, jak je patrné 

z předchozích odstavců, i tento klastr rDNA může u ryb vykazovat značnou variabilitu 

v počtu lokusů. Za zmínku stojí, že někdy se rDNA u ryb nachází na pohlavních 

chromozómech a to jak na tom párovém (X, Z; Morán et al. 1996, Born & Bertollo 2000, 

Phillips et al. 2004) tak na alozómu (Y, W; Artoni & Bertollo 2002, Diniz et al. 2008, 

Ghigliotti et al. 2013, Lima-Filho et al. 2014a, Scacchetti et al. 2015a, b, Yano et al., in rev.), 

případně na obou (Parise-Maltempi et al. 2007, Machado et al. 2011, Pucci et al. 2014, 

Scacchetti et al. 2015a, b). 

Z výše uvedeného vyplývá, že výskyty neobvyklých fenotypů rDNA se nezdají být 

tak vzácné, jak se původně předpokládalo a s přibývajícím počtem studií se postupně mění 

názor na charakter rDNA jako na stabilní cytogenetický marker. Čím dál tím více je naopak 

patrné, že se jedná o značně dynamickou frakci genomu. Jak již bylo zmíněno výše, geny 

kódující rRNA jsou z hlediska sekvence jedny z nejkonzervovanějších oblastí 

eukaryotického genomu, které procházejí minimálními změnami v průběhu stovky miliónů 

let. Tento stav ale může paradoxně přispívat k nestabilitě genomu, protože sekvenční 

stabilita genů pro rRNA spolu s jejich repetitivním charakterem zároveň zvyšují riziko 

heterologních synapsí v meióze, které mohou vést k nerovnoměrným crossing-overům mezi 

nehomologickými chromozómy, tj. k ektopickým (nealelickým) rekombinacím (Raskina et 

al. 2004, 2008, Rebordinos et al. 2013). Popsaný mechanizmus je ale zároveň součástí 
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procesů přispívajích k udržování sekvenční homogenity kopií rDNA. Dynamika genových 

klastrů bývá popisována pomocí konceptů „concerted evolution“ a „birth-and-death 

evolution“ (termíny nemají české ekvivalenty), popřípadě pomocí přechodných modelů 

(Eickbush & Eickbush 2007, Nei & Rooney 2005, Pinhal et al. 2011). „Concerted evolution“ 

popisuje evoluci konkrétního klastru genů jako proces, který pomocí mechanizmů 

nerovnoměrného crossing-overu a genové konverze udržuje uniformitu sekvence dané 

multigenové rodiny v konkrétním genomu (resp. dochází k homogenizaci dané sekvence na 

všech přítomných lokusech). Tento koncept platí pro tandemové repetice obecně. Zatímco 

pro vysvětlení dynamiky 45S rDNA je concerted evolution dostačující, u 5S rDNA je situace 

komplikovanější a daný model musí být doplněn o koncept výše zmíněné „birth-and-death 

evolution“, který popisuje vznik a fixaci nových sekvenčních variant 5S rDNA pomocí 

duplikací (Nei & Rooney 2005, Pinhal et al. 2011, Vierna et al. 2013). Z hlediska různých 

variant totiž u 5S rDNA (a to zejména u ryb) často nacházíme v genomech různé varianty 

lišící se obvykle sekvencí a délkou NTS (Pendás et al. 1994b, Morán et al. 1996, Martins & 

Galetti 2001, Martins & Wasco 2004, Eickbush & Eickbush 2007, Pinhal et al. 2011, 

Rebordinos et al. 2013) a tyto varianty často zahrnují i pseudogeny (Martins & Wasco 2004). 

Nezřídka bývá přítomna jedna dominantní varianta 5S rDNA doplněná o minoritní lokusy 

s odlišnou sekvencí (Messias et al. 2003). Zdá se tedy, že homogenizace procesem concerted 

evolution probíhá jen u některých klastrů 5S rDNA, zatímco zbylé varianty se vyvíjejí 

nezávisle a postupně se délkově i sekvenčně odlišují (Martins 2007). 

V posledních letech je ovšem stále více zřejmé, že dynamice zejména lokusů rDNA 

napomáhá ještě další faktor. Řada studií ukázala, že změny ve fenotypech rDNA není možné 

vždy zcela vysvětlit jen klasickými chromozómovými přestavbami (Dubcovsky & Dvořák 

1995, Raskina et al. 2004, 2008, Datson & Murray 2006) a navíc bylo zdokumentováno, že 

určitá množina mobilních genetických elementů, tedy TEs, preferenčně inzeruje svoje kopie 

do lokusů rDNA (Jakubczak et al. 1991, Kalendar et al. 2008, Zhang et al. 2008). To je 

možné mj. i díky tomu, že se v genomu nachází nadbytek kopií genů pro ribozomální RNA, 

a tedy určité množství inzerovaných TEs do rDNA může být buňkou tolerováno (Eickush & 

Eickbush 2007). Navíc v konkrétních případech, zejména u ryb, byla disperze rDNA genů 

přímo spjata se současným výskytem některých TEs v daných lokusech (Cioffi et al. 2010a, 

de Silva et al. 2011, Nakajima et al. 2012, Costa et al. 2013, Silva et al. 2013). Diverzitě TEs 

u ryb je věnována následující kapitola. 
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3.3.4. Transponovatelné elementy (TEs) 

Genomy ryb vykazují značnou variabilitu ve velikosti a jedním z hlavních 

odpovědných faktorů je – podobně jako u ostatních obratlovců – rozdílná akumulace TEs 

(Kidwell 2002, Biémont & Vieira 2006, Feschotte & Pritham 2007, Böhne et al. 2008, 

Chalopin et al. 2015a). Jedná se o úseky DNA, které jsou schopné se v rámci jádra dané 

buňky přemístit z jednoho místa genomu na jiné a přitom se kopírovat anebo po sobě 

zanechat dvouvláknový zlom. Na základě jejich struktury a mechanizmu transpozice jsou 

TEs klasifikovány do dvou hlavních tříd: 1) retrotranspozóny (RTEs) a 2) DNA transpozóny 

(DTEs) (Kidwell 2002, Wicker et al. 2007). Přestože dříve byly TEs považovány za frakci 

genomu, která nemá žádnou funkci a nijak nepřispívá k životaschopnost organizmu („junk 

DNA“) (Doolittle & Sapienza 1980) a která se tedy jen samoúčelně kopíruje se zbytkem 

genomu do dceřiných buněk („selfish DNA“) (Orgel & Crick 1980), dnes je naprosto zřejmé, 

že TEs hrají celou řadu velice významných rolí v evoluci a v architektuře genomu. 

Konkrétně mohou podporovat vznik chromozómových přestaveb (Lönning & Saedler 2002, 

Raskina et al. 2008), ovlivňovat regulaci genové exprese přilehlých genů (Medstrand et al. 

2005, Shapiro & Sternberg 2005, Slotkin & Martienssen 2007) nebo hrát úlohu při 

diferenciaci pohlavních chromozómů (např. Harvey et al. 2003, Steinemann & Steinemann 

2005, Chalopin et al. 2015b). V neposlední řadě, některé TEs mohou mít vliv na stabilitu 

genomu a na jeho evoluci prostřednictvím různých epigenetických procesů (Jurka et al. 

2007, Slotkin & Martienssen 2007). Byly rovněž popsány role TEs při adaptaci daného 

organizmu na nové podmínky (Casacuberta & Gonzáles 2013). TEs evidentně zvýšením 

genetické variability podporují schopnost genomů vyvíjet se, když se změní externí 

podmínky (Rebollo et al. 2010, Hua-Van et al. 2011).  

Množství a zastoupení jednotlivých TEs v genomech různých organizmů může být 

do značné míry odrazem komplexity jejich obranných mechanizmů proti transpoziční 

aktivitě (Abrusán & Krambeck 2006). Obranné mechanizmy hostitelského genomu spolu 

s četností transpozice, kompeticí mezi jednotlivými typy TEs a dalšími vlivy jako je velikost 

populace a způsob reprodukce daného organizmu vedou k jedinečnosti z hlediska obsahu 

TEs u různých evolučních linií (Le Rouzic a Capy 2006). Explozivní re-aktivace TEs může 

být odpovědí na stres, způsobený např. polyploidizační událostí, mezidruhovým křížením; 

anebo se může jednat o abiotický (environmentální) stres (McClintock 1984, Capy et al. 

2000, Rebollo et al. 2010, Belyayev 2014). Důvodem, proč při hybridizaci a polyploidizaci 

dochází ke značné re-aktivaci TEs, je náhlá deregulace epigenetických regulačních 

mechanizmů (Fontdevila 2005, Arkhipova a Rodriguez 2013). 



40 

Přestože jsou rybí genomy obecně více kompaktní než například genomy savčí, byla 

v nich pozorována největší diverzita TEs v rámci obratlovců. De facto každá skupina TEs je 

v genomech ryb nějakým způsobem zastoupena (Volff et al. 2003, Volff 2005, Dettai et al. 

2007, Chalopin et al. 2015a). Recentní analýzy naznačují převahu DTEs u kostnatých ryb 

(Chalopin et al. 2015a, Gao et al. 2016) a ukazují, že jsou nejdůležitějším faktorem 

přispívajícím k variabilitě velikostí jejich genomů (Gao et al. 2016). Diverzita (nikoliv však 

kvantita) zejména RTEs zůstala v porovnání třeba s lidským nebo myším genomem velmi 

značná i v redukovaných kompaktních genomech čtverzubců (Roest Crollius et al. 2000, 

Aparicio et al. 2002, Volff et al. 2003). Z hlediska procentuálního zastoupení TEs v genomu 

má z dosud analyzovaných druhů zatím nejméně čtverzubec Tetraodon nigroviridis (6 %) a 

nejvíce dánio pruhované Danio rerio (56 %, tedy přibližně 10x více) (Chalopin et al. 2015a, 

Gao et al. 2016). Obsah a distribuce TEs se mohou značně lišit v rámci stejné vývojové linie 

včetně blízce příbuzných druhů (např. Cioffi et al. 2010, Ferreira et al. 2011b) a mohou tak 

mít vliv na variabilitu ve velikostech genomů. Je dále zajímavé, že např. sladkovodní ryby, 

které obvykle tvoří menší efektivní populace než ryby mořské, mají obecně větší genomy 

(Yi a Streelma 2005). Stojí taky za povšimnutí, že mnoho rybích TEs zůstává stále aktivních 

(Bouneau et al. 2003, Huang et al. 2012). 

Komplexní pohled na distribuci TEs v rámci genomu je nezbytný pro pochopení 

interakcí a koevoluce TEs s hostitelským genomem. Proto je žádoucí kombinovat 

sekvenační data s cytogenetickou analýzou (Dettai et al. 2007, Valente et al. 2016). 

V poslední době rychle narůstá počet prací, které se u ryb věnují fyzickému mapování 

transponovatelných elementů pomocí metody FISH (přehledy viz Ferreira et al. 2011b, 

Costa et al. 2013). Zatím jsou ale dostupné informace jen u velmi malého zlomku druhů 

z celkové diverzity (cca kolem 60 druhů). Z toho důvodu zatím není možné v širším 

kontextu chápat distribuční vzor a evoluční role TEs v rámci fylogenetických vztahů ryb. Je 

však zřejmé, že zatímco někdy bývají TEs rozptýlené po věštině chromozómů daného 

karyotypu (Ozouf-Costaz et al. 2004), většinou tvoří viditelné shluky v konkrétních 

oblastech genomu jako například poblíž centromer nebo rDNA (Cioffi et al. 2010, Valente 

et al. 2011). Mezi nejhojněji studované elementy patří non-LTR („long terminal repeat“) 

RTEs rodiny Rex (elementy Rex1, 3 a 6), které byly poprvé popsány u platy skvrnité X. 

maculatus (Volff et al. 1999) a byly aktivní během evoluce celé řady rybích linií (Volff et 

al. 2000, Volff 2005, Ferreira et al. 2011b, Costa et al. 2013). Distribuce těchto elementů se 

liší v rámci kostnatých ryb – u některých skupin se shlukují v oblastech heterochromatinu, 

případně výhradně v centromerách (Ozouf-Costaz et al. 2004, Teixeira et al. 2009, Cioffi et 



41 

al. 2010, Valente et al. 2011), u jiných jsou zase rozptýlené po celém genomu (Ozouf-Costaz 

et al. 2004, Ferreira et al. 2011a, Pansonato-Alves 2013b, Daniel et al. 2015). Dosud 

publikované studie přisuzují elementům rodiny Rex možné role ve speciačních procesech, 

při vzniku pohlavních a B chromozómů a aktivní účast na chromozómových přestavbách či 

disperzi lokusů rDNA (Ziegler et al. 2003, Ozouf-Costaz et al. 2004, Martins 2007, Cioffi 

et al. 2010, Cioffi & Bertollo 2012, Terencio et al. 2012, Silva et al. 2013). V rámci ryb byl 

dokonce popsán i příklad údajného horizontálního přenosu TEs (Koga et al. 2000). 

 

3.4. Chromozómové přestavby a jejich význam v karyotypové diferenciaci ryb 

Struktura karyotypu je obvykle do značné míry specifickou charakteristikou daného 

živočišného nebo rostlinného druhu a změny v počtu, morfologii a velikosti chromozómů 

mohou být vnímány buď jako důsledek, anebo jako přímý důvod speciačních událostí (White 

1973, 1978, King 1993, Sumner 2003, Raskina et al. 2008). Ač to nemusí být vždy pravidlem 

(např. Molina et al. 2002, Molina 2007), karyotypy různých druhů se od sebe liší z důvodu 

nejrůznějších chromozómových přestaveb a obvykle není jednoduché určit směr, jakým tyto 

změny proběhly (tj. směr karyotypové diferenciace). Potřebné podpůrné údaje nám však 

může poskytnout fylogenetický strom určující vztahy mezi zkoumanými druhy a/nebo tzv. 

outgroup (tj. karyotyp druhu patřícího do příbuzné, pokud možno sesterské skupiny) 

(Sumner 2003, Dobigny et al. 2004). Velice důležité je rovněž stanovit tzv. ancestrální 

karyotyp – tj., jaký karyotyp měl společný předek dané taxonomické skupiny (Dobigny et 

al. 2004). Je také nutné počítat s tím, že v některých případech pozorované přestavby nejsou 

(zatím) kauzálně spojené se speciací, nýbrž se udržují v rámci daného druhu jako 

polymorfizmy, které často vytvářejí mezipopulační rozdíly a představují různé karyomorfy 

(King 1993). Výskyt chromozómových polymorfizmů v přírodních populacích eviduje celá 

řada prací (White 1973, 1978, King 1993, Hoffman et al. 2004). Vedle polymorfizmů 

menšího rozsahu ovšem v některých případech karyotypová analýza odhalí kryptické druhy 

nebo druhový komplex, což je obzvláště důležité v případech, kdy jiné typy analýz (např. 

morfometrická analýza) žádné rozdíly neodhalí (Volobouev et al. 2002). 

Abychom se mohli bavit o karyotypové diferenciaci a potažmo o chromozómové 

speciaci, musíme si nejprve definovat, jaký je mechanizmus vzniku nejběžnějších 

chromozómových přestaveb, jaký vliv mají na životaschopnost jedince, jakým způsobem 

mohou být fixovány v populaci a jaký je jejich vliv na proces speciace. O těchto tématech 

pojednávají následující podkapitoly. 
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3.4.1. Základní typy přestaveb a jejich vliv na životaschopnost a fertilitu 

Předmětem následujících odstavců není vyčerpávající přehled všech 

chromozómových přestaveb, nýbrž nástin mechanizmu vzniku a důsledky těch 

nejběžnějších z nich, které se ve zvýšené míře uplatnily v karyotypové diferenciaci/evoluci 

napříč organizmy. Ač bych nerad opomíjel důležitý příspěvek delecí, duplikací a 

reciprokých či nereciprokých translokací nezahrnujících centromeru, svoji pozornost 

zaměřím zejména na inverze, centrické fúze a rozpady, tandemové fúze a adice 

heterochromatinu (King 1993, Schmid et al. 2010). Tyto přestavby nejen, že jsou nejčastěji 

popisovanými mechanizmy změny 2n a NF v rámci karyotypové diferenciace (byť bohužel 

někdy v rámci mylné interpretace; přehled viz Schubert & Lysák 2011), ale rovněž budou 

dále diskutovány v kontextu s výsledky této práce. 

Chromozómová inverze je přestavba, při které dojde obvykle ke dvěma 

dvouvláknovým zlomům v rámci jednoho chromozómu, vyštěpený segment se převrátí 

o  180° a posléze dojde k jeho opětovnému znovuspojení s mateřskou molekulou DNA. 

K inverzi může dojít mj. také mechanizmem ektopické rekombinace zahrnující dvě kopie 

téže tandemové repetice (často TEs) na daném chromozómu (Delprat et al. 2009). Pokud je 

součástí invertovaného segmentu centromera, jedná se o inverzi pericentrickou, v opačném 

případě se bavíme o inverzi paracentrické. V konečném důsledku se změní pořadí některých 

genů na chromozómu, může dojít ke změně v jejich expresi, a pokud se jednalo o inverzi 

pericentrickou, může se více či méně změnit morfologická kategorie chromozómu (King 

1993, Schmid et al. 2010). Pro jedince heterozygotního pro danou inverzi potom platí, že 

v profázi prvního meiotického dělení, aby spolu mohly párovat homologní chromozómy, 

vznikne v oblasti párování invertovaného segmentu s původní neinvertovanou oblastí tzv. 

inverzní smyčka. Pokud v oblasti inverzní smyčky nedojde ke crossing-overu, polovina 

gamet ponese chromozóm s inverzí, ale jinak se nic zásadního z hlediska životaschopnosti 

potomstva nestane. Podobný výsledek bude mít i dvojitý crossing-over v rámci smyčky. 

Pokud ale dojde uvnitř smyčky k jednoduchému crossing-overu mezi invertovanou 

a  neinvertovanou chromatidou, povede to při následné segregaci chromozómů ke tvorbě 

gamet, z nichž polovina ponese chromozóm s duplikací a delecí různých segmentů. 

Takovéto aberantní gamety povedou ke vzniku neživotaschopného potomstva (White 1973, 

Hoffmann & Rieseberg 2008, Lysák & Schubert 2013). Pokud tedy není rekombinace 

v oblasti přestavby nějakým způsobem potlačena, je heterozygot pro inverzi silně selektivně 

znevýhodněn z hlediska reprodukce (King 1993, Hoffman & Rieseberg 2008, Schmid et al. 

2010). I přesto bylo zjištěno, že na rozdíl od rostlin většina inverzí nemá u živočichů vliv na 
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redukci fitness (John 1981, Coyne et al. 1993, Bardhan & Sharma 2000, Rieseberg 2001, 

Coyne a Orr 2004). Naopak, inverze hrály velmi podstatnou úlohu v karyotypové evoluci 

mnoha živočišných skupin (White 1973, Green a Sessions 2007).  

Centrické fúze jsou nejrozšířenějším typem chromozómové přestavby v karyotypové 

evoluci v rámci dosud studovaných organizmů (King 1993, Schmid et al. 2010). 

Analogickým procesem v opačném směru probíhají centrické rozpady, které jsou obecně 

méně časté (např. Qumsiyeh 1994). Na rozdíl od inverzí, centrické fúze a rozpady mění 2n 

a zcela jasně mění také velikost a morfologii zúčastněných chromozómů. Fúze navíc 

zahrnuje dva nehomologické chromozómy, zatímco výše popisované inverze se odehrávají 

pouze v rámci jedné vazebné skupiny. Nejznámější popisovanou formou jsou fúze a rozpady 

Robertsonova typu. K Robertsonovým (Rb) translokacím/fúzím dochází tehdy, pokud dva 

jednoramenné (akrocentrické nebo subtelocentrické) chromozómy fúzují spolu v oblasti 

centromery za vzniku nápadně většího dvouramenného (submetacentrického nebo 

metacentrického) elementu, přičemž se ztrácí krátká raménka původních chromozómů 

(sensu Robertson 1916). Produkt Rb translokace má posléze dvě centromery lokalizované 

vedle sebe, ale ty se funkčně chovají jako jeden celek, nebo je jedna původní centromera 

inaktivována. Někdy se centromera produktu Rb translokace na cytologické úrovni projeví 

jako nápadný blok pericentromerického heterochromatinu (např. Schmid et al. 2010). To 

záleží zejména na tom, na kterém místě v původních chromozómech dojde ke zlomům – 

jestli v krátkých (p) raménkách anebo přímo uvnitř satelitní sekvence centromery. V tom 

druhém případě vzniká ještě jako meziprodukt miniaturní chromozóm s centromerou a 

pokud je eliminován při následných buněčných děleních, může Rb translokace vést 

k dědičnému snížení 2n (Lysák & Schubert 2013). Rb translokace mohou vzniknout i 

v přímém důsledku zkrácení telomer na kritickou délku, v důsledku diskontinuální replikace 

na opožděném vlákně DNA (tzv. „end replication problem“) (Olovnikov 1973, Allsopp et 

al. 1995, Slijepčevič 1998). Vlivem translokace dochází ke vzniku nových vazebných 

skupin, může dojít k přerušení vazby genu s regulační oblastí, ke tvorbě chimérických genů 

a k deregulaci exprese genů v oblasti přestavby (aktuální přehled viz Roukos & Misteli 

2014). V profázi prvního meiotického dělení se u hetrozygota s translokací tvoří trivalent ze 

dvou jednoramenných a  jednoho ekvivalentního dvouramenného homologického 

chromozómu a následně dochází k segregačním problémům i bez účasti rekombinace. Na 

úrovni jedince způsobují Rb (a jiné reciproké) translokace produkci asi 40% 

nebalancovaných gamet, poruchu fertility, poruchy spermatogeneze, vznik deformovaných 

spermií aj. (King 1993, Roux et al. 2005, Vozdová et al. 2014). U člověka jsou Rb 
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translokace nejběžnější chromozómovou přestavbou (Page et al. 1996). Z evolučního 

hlediska ale vznik stabilní Rb translokace, následovaný její fixací v polymorfní populaci, 

může vyústit v post-zygotickou reproduktivní izolaci homozygotů pro danou přestavbu 

(Baker & Bickham 1986, Ropiquet et al. 2008). Klasickým modelem pro mezipopulační 

variabilitu Rb translokací je myš domácí Mus musculus domesticus, u které byla zjištěna 

ohromná diverzita 2n způsobená Rb translokacemi zahrnujícími přibližně 60 % všech 

možných kombinací původních telocentrických chromozómů (tj. přes 100 tzv. 

„metacentrických ras“) (Hauffe et al. 2012 a citace zde uvedené). Konkrétně právě u myší 

se ukázalo, že heterozygotní sestava chromozómů zahrnutých v Rb translokaci má 

minimální efekt na fitness (Hauffe a Searle 1998, Sans-Fuentes et al. 2010). U savců obecně 

napomohla vzniku Rb translokací řada faktorů – velikosti chromozómů, obsah GC-bohaté 

DNA, genová denzita, nehomologní rekombinace mezi repetitivními sekvencemi a eroze či 

inaktivace telomer na p-raménkách (Slijepčevič 1998, Garagna et al. 2001, Ruiz-Herrera et 

al. 2010, Wesche & Robinson 2012). 

V případě tandemové fúze dva chromozómy fúzují svými konci, a pokud je následně 

jedna původní centromera inaktivována, vede to ke vzniku stabilního produktu. Běžným 

případem je fúze dvou malých akrocentrických chromozómů za vzniku velkého 

jednoramenného elementu. Důsledkem tandemové fúze je redukce 2n a změna NF. 

Segregační poměry v meióze jsou u heterozygota podobné jako u centrických fúzí a rozpadů 

(King 1993, Schmid et al. 2010). Tandemové fúze bývají často pozorovány u organizmů, 

v jejichž karyotypech je převaha jednoramenných chromozómů a markerem této přestavby 

může být intersticiální blok konstitutivního heterochromatinu v dlouhých (q) raménkách 

(King 1993). Tandemové fúze byly dominantní přestavbou v karyotypové evoluci jelínků 

rodu Muntjac (Lee et al. 1993, Hartmann a Scherthan 2004). 

Adice heterochromatinového bloku může vzniknout např. amplifikací 

pericentromerického heterochromatinu za vzniku různě dlouhých heterochromatinových p-

ramének. Případná disperze na další chromozómy může být podpořena lokací na konci 

chromozómu, které jsou náchylnější k přenosu genetického materiálu a nenáhodným 

uspořádáním chromozómů (resp. přiblížení telomer) v interfázním jádře podle modelu 

popsaného Schweizerem & Loidlem (1987). Heterochromatinizace krátkého raménka může 

být rovněž důsledkem inverze (King 1993). Křížící experimenty ukázaly, že adice 

heterochromatinu u heterozygotů nemá obvykle žádný negativní vliv na fertilitu, a tak zde 

příliš nepůsobí evoluční tlak proti tvorbě různých polymorfizmů. Takové polymorfizmy pak 
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mohou setrvat v rámci populace velmi dlouho. Nicméně vysoký obsah heterochromatinu 

v genomu zvyšuje pravděpodobnost vzniku dalších typů přestaveb (King 1993). 

V rámci ryb obvykle jednoduché polymorfizmy zahrnující pouze jednu 

chromozómovou přestavbu nemají obvykle zásadní negativní vliv na životaschopnost a na 

fitness (tj. reprodukční zdatnost) u heterozygotních jedinců, jak bylo popsáno v případě 

centrických fúzí a rozpadů u zástupců lososovitých (Salmonidae) (např. Phillips & 

Kapuscinski 1987, 1988) a  hlaváčovitých (Gobiidae) (Ene et al. 2003) nebo v případě jiných 

typů translokací u  gudeovitých (Goodeidae) (Turner et al. 1985). Mezi zajímavé případy 

patří výskyt plně životaschopných a fertilních dvojitých heterozygotů pro dvě různé 

přestavby (inverze a  centrické rozpady) u lososa Oncorhynchus gorbuscha (Phillips et al. 

1999). Naopak, paracentrická inverze zahrnující NOR u pstruha duhového O. mykiss byla 

asociována s  letalitou u homozygotních jedinců (Porto-Foresti et al. 2004).  

 

3.4.2. Modely chromozómové speciace 

Karyotypová diferenciace zahrnuje 1) chromozómové přestavby vytvářející 

vnitropopulační karyotypovou variabilitu a 2) různé karyotypové změny, jež se fixují 

v různých populacích. Z evolučního úhlu pohledu je nejzajímavějším aspektem karyotypové 

diferenciace potenciál chromozómových přestaveb přispět ke speciaci a adaptaci jako 

efektivní post-zygotická bariéra. Nicméně, jak je zřejmé z některých karyotypově 

konzervativních skupin živočichů (vačnatci, medvědi, kočky aj.), speciace nemusí nutně 

změny na karyotypové úrovni zahrnovat (White 1973, 1978, King 1993, Qumsiyeh 1994). 

Modely chromozómové speciace mohou být rozděleny do dvou základních skupin. 

Do té první patří modely tradiční (tzv. „hybrid-sterility models“) (White 1978, King 1993, 

Rieseberg 2001), které předpokládají, že určité typy chromozómových přestaveb jako jsou 

translokace, inverze, fúze a rozpady mohou mít negativní vliv na fertilitu a na 

životaschopnost potomků daného jedince vlivem mechanizmů popsaných výše. Výsledné 

gamety (nebo zygota z nich vzniklá) jsou následně neživotaschopné, což vytváří bariéru 

mezi jedinci s přestavbou a jedinci se standardním karyotypem. Absence genového toku 

mezi populacemi lišícími se v dané přestavbě nakonec vede ke speciaci. Takto koncipované 

modely ovšem naráží na fakt, že přestavba, která v heterozygotním stavu způsobí značnou 

redukci fitness, může být v populaci fixována jen za určitých podmínek – např. pomocí 

meiotického tahu, genetického driftu v malých inbredních populacích anebo v případě 

pozitivní selekce ve prospěch nově vzniklé kombinace alel, jejichž přítomnost v silné genové 

vazbě hraje nějakou důležitou úlohu v adaptaci na lokální podmínky prostředí (White 1978, 
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Lande 1985, King 1993, Rieseberg 2001, Kirkpatrick & Barton 2006, Kawakami et al. 

2011). Tyto podmínky nejsou v přírodě až tak časté, aby takto koncipovaný model 

chromozómové speciace mohl být široce uplatněn (Rieseberg 2001, Ayala & Coluzzi 2005, 

Butlin 2005). Mimoto, v případě, že přestavba příliš fitness jedince nesníží, bude naopak 

snadno fixována a nebude mít moc velký vliv na reprodukční izolaci dané populace, tedy 

nepovede ke speciaci (Rieseberg 2001, Navarro & Barton 2003). Proti tradičním modelům 

nakonec hovoří i experimentální data, protože bylo prokázáno, že např. inverze u živočichů 

často fitness neredukují (viz výše). 

 Druhá skupina modelů (tzv. „suppressed-recombination models“) je založena na více 

recentních představách o principu chromozómové speciace.  Takové modely předpokládají, 

že v blízkosti zlomů u přestaveb v heterozygotním stavu je značně redukován až inhibován 

crossing-over – pravděpodobně proto, že přestavba narušuje párování chromozómů (Noor 

et al. 2001, Rieseberg et al. 2001, Ayala & Coluzzi 2005, Butlin 2005, Faria & Navarro 

2010). V oblasti vymezené chromozómovou přestavbou a v jejím okolí se tedy mohou začít 

akumulovat rozdíly na úrovni sekvence DNA, protože v daném místě nebude docházet 

k rekombinaci a to umožní genům lokalizovaným v této části chromozómu odlišit se na 

sekvenční úrovni. Postupná akumulace rozdílů mezi jedinci lišícími se v dané přestavbě 

může značně přispět k divergenci druhů. Suprese rekombinace je tedy faktor, který určuje 

potenciál chromozómové přestavby vést ke speciaci (Noor et al. 2001, Rieseberg 2001, 

Navarro & Barton 2003). Rozdíl od předchozí skupiny modelů spočívá v tom, že modely 

potlačení (suprese) rekombinace počítají s kumulativním efektem – tj. vznik chromozómové 

přestavby a následné sekvenční odlišení. Chromozómová přestavba přitom nemusí mít 

negativní efekt na fitness, aby mohla ke speciaci vést (Rieseberg 2001). Modely na této bázi 

byly podpořeny teoreticky i empiricky (Navarro & Barton 2003, Coyne & Orr 2004, Ayala 

& Coluzzi 2005, Kirkpatrick & Barton 2006, Feder & Nosil 2009, Faria & Navarro 2010). 

Většina z nich se zaměřila na analýzu efektu chromozómových inverzí, i když poslední 

dobou začínají přibývat také práce zaměřené na Rb translokace (Dumas et al. 2015).  

Změny na úrovni chromozómových přestaveb vedou k přeuspořádání současných 

genových vazeb, což může mít různý vliv na expresi genů anebo celých genových klastrů. 

Takové změny mohou být zároveň důležitým zdrojem evolučních inovací (Butlin 2005, 

Faria & Navarro 2010). Suprese rekombinace v oblasti chromozómové přestavby může mít 

za následek, že se v této oblasti chromozómu budou postupně hromadit (a dostávat do silné 

genové vazby) alely, které mohou mít vliv na lepší adaptaci daného druhu na příslušnou 

lokalitu (Noor et al. 2001, Butlin 2005, Kirkpatrick & Barton 2006, Hoffmann & Rieseberg 
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2008, Faria & Navarro 2010, Guerrero & Kirkpatrick 2014), nebo se dostanou do vazby 

geny přímo asociované s reprodukční izolací (Kawakami et al. 2011). To může vést 

k divergenci dvou populací i bez nutnosti přerušení genového toku.  

Některé práce naznačují, že genomy konkrétních taxonomických skupin jsou 

náchylné k určitým typům přestaveb, což se posléze může např. odrazit v podobné 

adaptabilitě na určité podmínky prostředí. Daný jev se nazývá karyotypová ortoselekce 

(White 1973, 1978, King 1993) a může souviset mj. s distribucí repetitivních sekvencí, které 

se mohou na iniciaci přestaveb podílet (King 1993, Raskina et al. 2008). Např. u myši M. 

musculus domesticus byla popsána pozitivní korelace mezi náchylností k Rb translokacím a 

výskytem AT-bohatých pericentromerických repetitivních sekvencí (Redi et al. 1990). Další 

typické příklady karyotypové ortoselekce jsou Rb translokace u turovitých (Gallagher & 

Womack 1992) nebo centrické rozpady u zástupců psovitých šelem (Graphodatski et al. 

2001). 

Jaké procesy vlastně stojí v pozadí karyotypové evoluce/diferenciace ryb? Jaké jsou 

hybné síly, které určují, zdali bude mít karyotyp převahu jednoramenných nebo 

dvouramenných chromozómů a jaké jsou důsledky? S ohledem na ohromnou biodiverzitu 

paprskoploutvých ryb, neumožňuje dosud limitovaný počet karyotypovaných druhů vyvodit 

obecnější závěry o mechanizmech karyotypové diferenciace celé skupiny. Pro některé 

jednotlivé řády paprskoploutvých ryb však už ale relevantní data dostupná jsou, např. u 

Salmoniformes (Phillips a Ráb 2001), Esociformes (Ráb 2004) a Perciformes (Molina 2007, 

Artoni et al. 2015) Současné teorie o trendech karyotypové diferenciace paprskoploutvých 

ryb zahrnují mechanizmus meiotického tahu na úrovni větších taxonomických celků, a účast 

karyotypové ortoselekce následně na úrovni čeledí a rodů (Molina et al. 2014) Meiotický tah 

(sensu Sandler & Novitski 1957) vede k preferenční segregaci chromozómů v meióze a 

může mít za následek postupnou akumulaci jednoramenných nebo dvouramenných 

chromozómů v  karyotypu konkrétních skupin ryb. Speciální význam je přisuzován 

především tahu centromerickému, kde variace v sekvenci centromer a struktuře 

asociovaných centromerických proteinů hrají roli v rozdílných schopnostech centromer 

vázat mikrotubuly dělícího vřeténka (Malik 2009). Kromě těchto představ byla již dříve 

konkrétně u Salmoniformes úspěšně aplikována hypotéza, kterou formuloval Qumsiyeh 

(1994) pro karyotypovou evoluci savců. Qumsiyeh (1994) předpokládá, že změny 2n a NF 

prostřednictvím konkrétních chromozómových přestaveb mohou být selekčně zvýhodněny 

z důvodu jejich efektu na zvýšení nebo snížení rekombinace, což může mít v konečném 

důsledku značný vliv na schopnost adaptace na specifické podmínky prostředí. 
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 Zatímco u některých skupin kostnatých ryb karyotypová variabilita pozitivně 

koreluje s pozorovanou diverzitou např. ve tvaru těla (z dosud nezmiňovaných třeba 

u  hadohlavcovitých Channidae; Cioffi et al. 2015 a citace zde uvedené), u jiných skupin 

naopak zjevně karyotypová diferenciace nehraje až tak zásadní evoluční úlohu. Například 

u  halančíka Chromaphyosemion bivittatum je malý stupeň haplotypové a morfologické 

diverzity doprovázen neobvyklou vnitropopulační i mezipopulační karyotypovou diverzitou 

(Völker et al. 2007, 2008) a naopak, některé čeledi ostnoploutvých ryb (Perciformes) mají 

extrémně konzervované karyotypy na úrovni 2n i NF a přitom vykazují ohromnou variabilitu 

v morfologii těla (Molina 2007, Motta-Neto et al. 2011a, b).  

 

3.4.3. Cytologická detekce chromozómových přestaveb a jejich interpretace 

Počet chromozómů a NF jsou dobrými vodítky pro detekci karyotypových změn. 

Obvykle ale tímto způsobem zachytíme jen ty nejnápadnější chromozómové přestavby – 

konkrétně tandemové fúze, centrické fúze a rozpady a pericentrické inverze. Naopak běžnou 

cytogenetickou analýzou obvykle nezachytíme většinu reciprokých translokací, které jsou 

některými autory považovány za nejčastější typ chromozómové přestavby v karyotypové 

evoluci (Schubert & Lysák 2011). Velice nápadným náznakem fúzí a rozpadů je změna 2n 

při současně nezměněném NF. Právě pro usnadnění kvantifikace těchto typů přestaveb byla 

charakteristika NF původně navržena (Matthey 1945). Pericentrické inverze naopak mohou 

pozměnit NF, ale 2n zůstane stejné. Paracentrické inverze oproti tomu odhalíme jen náhodou 

(nepočítáme-li klasické studie na polytenních chromozómech; přehled viz Schmid et al. 

(2010), a to sice pokud jsou asociované s nějakým cytologicky detekovatelným markerem 

(blok heterochromatinu, rDNA lokus apod.) (u ryb např. Porto-Foresti et al. 2004). Asociace 

s bloky heterochromatinu však může být vhodným markerem pro detekci celé řady jiných 

chromozómových přestaveb (Badaeva et al. 2007). Vhodnou metodou pro detekci 

invertovaných segmentů na chromozómech je CO-FISH (hybridizace jednovláknových 

sond), díky které může být zjištěna dokonce orientace hybridizovaného úseku (Robinson et 

al. 1998, Garagna et al. 2001). Někdy není vyhodnocení mechanizmů karyotypové 

diferenciace úplně jednoznačné a daná pozorování mohou být nesprávně interpretována 

(Schubert & Lysák 2011). Pro detailnější studium karyotypové diferenciace/evoluce se stále 

více uplatňuje analýza využívající FISH s celochromozómovými malovacími sondami 

(např. Kubíčková et al. 2002, Chaves et al. 2004, Vozdová et al. 2011) a to včetně rybí 

cyogenetiky (.viz kapitola 3.2 a zejména studie Nagamachi et al. 2010).  
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3.4.4. Chromozómové přestavby v karyotypové diferenciaci ryb 

Na základě srovnávací analýzy genomů medaky, zebřičky, čtverzubce a genomu 

lidského došli Ravi & Venkatesh (2008) k závěru, že v genomech kostnatých ryb se vyskytly 

chromozómové přestavby všeho druhu ve větší míře než u ostatních obratlovců. Četné 

cytogenetické studie ukázaly, že karyotypy konkrétních skupin formovaly převážně 

pericentrické inverze a Rb translokace, případně tandemové fúze a centrické rozpady. 

Výrazný vliv pericentrických inverzí na karyotypovou diferenciaci byl popsán např. u 

některých Perciformes (Molina & Galetti 2004, Kavalco 2005, Molina 2007, Pucci et al. 

2014), přestože obecně je tato skupina vnímána z karyotypového hlediska jako značně 

konzervativní (Molina et al. 2002, Molina 2007, Motta-Neto et al. 2011a, b). Rb translokace 

(případně tandemové fúze a centrické rozpady) byly popsány např. u lososovitých 

(Salmonidae) (Ráb & Phillips 2001), kde byly dokumentovány i různé populace polymorfní 

pro danou přestavbu (Thorgaard 1976, Phillips & Kapucinski 1987). Podobně polymorfní 

populace byly popsány rovněž u některých sumců (Siluriformes) (Porto et al. 2014), 

hlaváčovitých (Gobiidae) (Ene 2003) a jednoho mexického druhu z čeledi gudejovitých 

(Cyprinodontiformes) (Turner et al. 1985). Centrické rozpady byly popsány zejména u 

sumců (Silurformes) (Artoni & Bertollo 2001, Kavalco et al. 2005, Milhomem et al. 2010, 

Mariotto et al. 2011, Rosa et al. 2012, Maneechot et al. 2016) a především pro čeleď 

Locariidae jsou hlavním mechanizmem karyotypové diferenciace (Artoni & Bertollo 2001). 

Adice AT-bohatého heterochromatinu byly popsány u halančíků (Völker et al. 2007, 2008). 

Není náhodou, že výše popsané případy se týkají zejména sladkovodních ryb. U mořských 

ryb je fixace nových přestaveb obtížnější kvůli vysoké mobilitě (vajíček, larev i dospělců) a 

vzhledem k absenci geografických překážek (Galetti et al. 2000). Vyjímečně ale i u 

mořských ryb byly pozorovány polymorfizmy třeba na úrovni centrických fúzí či rozpadů – 

např. u sledě bělomořského Clupea pallasi marisalbi (Lajus 2007). 

 Ačkoliv jsou chromozómové přestavby významným mechanizmem speciace a u ryb 

měly nepochybně důležitý vliv na diverzifikaci druhů v rámci různých podskupin, poněkud 

nadřazenější roli měly v evoluci genomů (a karyotypů) ryb změny celogenomové, kterým se 

věnuje následující kapitola. 
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3.5. Polyploidie a její význam v evoluci ryb 

3.5.1. Polyploidie – obecná charakteristika a vymezení termínu 

Polyploidie je stav, kdy se v somatických buňkách vyskytuje více než dvě kompletní 

sady chromozómů. Jedná se v podstatě o extrémní případ duplikace, která v tomto případě 

postihuje celý genom (whole genome duplication, WGD). Polyploidizace neboli WGD se 

vyskytla u předchůdců celé řady skupin dnešních obratlovců, rostlin a hub a řada autorů 

připisuje tomuto procesu značný význam z hlediska druhové diverzifikace (přehled viz Cox 

et al. 2014). Polyploidie se vyskytuje obzvláště u rostlin, kde podle současných genomových 

a cytogenetických analýz prodělaly všechny vyšší rostliny alespoň jednu WGD (Jaillon et 

al. 2009, Soltis et al. 2009, Van de Peer et al. 2009, Jiao et al. 2011). U živočichů je odlišení 

polyploidních populací od těch diploidních na morfologické úrovni často téměř nemožné, 

ovšem užitím genetických a cytogenetických metod počet polyploidních forem živočichů 

postupně narůstá (přehled viz Bogart & Bi 2013). I tak ale zatím stále zůstává faktem, že u 

živočichů se polyploidie vyskytuje méně než u rostlin. Důvodů, proč tomu tak je, byla 

vyřčena celá řada. Patří mezi ně: 1) přítomnost pohlavních chromozómů, 2) komplexnější 

ontogenetický vývoj, 3) nižší schopnost kompenzace poměru velikost/počet buněk (přehledy 

viz Mable 2004, Mable et al. 2011). V případě pohlavních chromozómů dochází u 

polyploidů k problémům spjatým s jejich chybnou segregací do dceřiných buněk a může 

dojít i k porušení kompenzace dávky genů (Hartl & Ruvolo 2012). Byly ovšem popsány i 

protiargumenty, proč by např. přítomnost pohlavních chromozómů u živočišných polyploidů 

vadit správné reprodukci nemusela (Mable 2004). Z hlediska vývoje, generuje polyploidie 

dle očekávání předčasnou mortalitu nebo těžké vývojové abnormality zejména u vyšších 

obratlovců (Otto & Whitton 2000). Nicméně i tak hrála polyploidie u obratlovců nepochybně 

velmi důležitou evoluční úlohu, krom jiného i díky tomu, že umožňuje sympatrickou 

speciaci (Otto & Whitton 2000).  

K polyploidii dochází v důsledku působení různých biotických a abiotických stresů 

– např. fyzikálních (zejména teplotní), nebo jako důsledek hybridizační události či 

přestárnutí gamet. Za určitých okolností se tento stav může evolučně fixovat za vzniku 

nového (polyploidního) taxonu. Při znalosti diploidních předků můžeme potom hovořit o 

evoluční polyploidizaci. Po polyploidní události ovšem genom vlivem řady mechanizmů 

(viz dále) nastoupí fázi postupné re-diploidizace vedoucí až (u sexuálně se rozmnožujících 

organizmů) k obnovení tvorby bivalentů namísto multivalentů v meióze a zde pak hovoříme 

o biologickém diploidovi (Tyalé & Parisod 2013). Z hlediska objevování polyploidních 

druhů pak nastává problém, pokud polyploidní původ tušíme, ale nejsou známi přímí 
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předchůdci daného druhu. Snadnost identifikace polyploidního původu druhu souvisí rovněž 

se stářím polyploidizační události – např. u paleopolyploidů už genom došel do tak pokročilé 

fáze re-diploidizace, že je prakticky nemožné rozpoznat případné parentální genomy a bývá 

obtížné rozpoznat polyploidii samotnou (přehledy viz Flajšhans et al. 2013, Tyalé & Parisod 

2013). 

 

3.5.2. Autopolyploidie a allopolyploidie 

Polyploidie může být výsledkem znásobení celé sady chromozómů u jednoho druhu 

(autopolyploidie) a nebo se může jednat o spojení dvou různých genomů při mezidruhové 

hybridizaci (allopolyploidie) (Otto 2007, Flajšhans et al. 2013). V případě 

autopolyploidizace můžou být příčinou poruchy gametogeneze (spontánní porucha 

segregace chromozómů během prvního nebo druhého meiotického dělení) a následné 

splynutí gamet, z nichž jedna – (ať už spermie nebo vajíčko) – má neredukovanou (tedy 

diploidní) sadu chromozómů. Dále může být příčinou stárnutí ovulovaných oocytů a nebo 

může dojít k poruše rozchodu chromozómů v časném embryu. Zapůsobit mohou i vlivy 

prostředí, které mohou způsobit poruchy v procesu fertilizace gamet (přehledy viz Flajšhans 

et al. 2013, Mason & Pires 2015). Allopolyploidizace zahrnuje inkorporaci jednoho nebo i 

vice genomů blízce příbuzným druhů procesem hybridizace. Má obvykle za následek změnu 

normálního bisexuálního typu rozmnožování na některý typ rozmnožování asexuálního (viz 

kap. 3.5.7.). 

Přestože máme stále značně omezené znalosti ohledně procesů spjatých s 

allopolyploidizací a jejími důsledky (Ma & Gustafson et al. 2005, Parisod et al. 2010a, 

Abbott et al. 2013), tak se zdá, že v přírodě má u studenokrevných živočichů tato forma nad 

autopolyploidií převahu, což by mohlo být vysvětleno např. přítomností dvou různých sad 

genetického materiálu, které mohou poskytnout větší možnosti pro následné evoluční 

procesy spjaté s adaptací a vývojem daného polyploida (Mallet 2007). U rostlin však 

převažuje autopolyploidie (Ramsey & Schemske 1998), ovšem není zatím úplně patrné, jaké 

z toho přesně pro rostliny plynou evoluční důsledky (Comai 2005, Parisod et al. 2010b). 

Přestože auto- i allopolyploidie může vést k reprodukční izolaci části populace 

daného druhu, projevují se oba mechanizmy jinak v konečném důsledku. Autopolyploidní 

jedinci se od diploidních vzhledově příliš neliší a obývají i podobnou nebo stejnou niku, což 

vede ke kompetici mezi diploidními a polyploidními jedinci, díky čemuž se polyploidní linie 

nemusí dlouhodobě udržet (Zhang & King 1993). Pokud autopolyploidní jedinci začnou 

obývat jinou niku, je možná jejich ko-existence s diploidním druhem – např. sekavec Cobitis 
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biwae (Kusunoki et al. 1994, Saitoh et al. 2010). Vznik allopolyploidních jedinců je více 

komplexní process, který může zahrnovat i období asexuální reprodukce. Hybridní 

potomstvo má větší potenciál adaptovat se na jinou niku než autopolyploidi (Arnold & 

Bennett 1993, Brochmann et al. 2004, Paun et al. 2011). U ryb jsou příkladem 

allotetraploidní linie pakaprovcovití (Catostomidae) (Uyeno & Smith 1972, Ferris a Whitt 

1980), nebo početné polyploidní linie kaprovitých (Cyprinidae) Yang et al. 2015). 

 

3.5.3. Dynamika genomu po polyploidizační události  

Polyploidizace funguje jako okamžitá a účinná bariéra genového toku, jelikož 

potomci rodičů o různém stupni ploidie se buď nevyvíjejí, nebo jsou sterilní, z důvodu 

nebalancovaného počtu chromozómů (Comai 2005). Polyploidizace tak může většinou vést 

ke speciaci.  

Polyploidie je spojena s řadou dynamických změn probíhajících na genomové a 

epigenetické úrovni. Patří mezi ně chromozómové přestavby, mobilizace TEs, umlčení 

některých genů a jev zvaný „genome downsizing“ (viz dále) (Parisod et al. 2010a, b, 2012, 

Tyalé a Parisod 2013). Současně dochází i k akumulaci repetitivních sekvencí, které se 

vyvíjejí rychleji než sekvence unikátní (Schwarzacher et al. 1989). 

 Již delší dobu je obecně přijímána myšlenka, že polyploidizace výrazně zvyšuje 

plasticitu genomu, která následně urychluje genomovou evoluci prostřednictvím různých 

strukturních změn, vytvářením nových genových komplexů a zejména pak díky přítomnosti 

redundantních kopií genů (Ohno 1970, 1999, Taylor & Raes 2004). Tyto nadbytečné kopie 

genů přítomné v genomech polyploidů jednak poskytují nové kombinace alel, což může vést 

1) ke značné akceleraci evoluce u daného polyploidního genomu (heterózní efekt) a 2) k 

eliminaci možného nepříznivého vlivu recesivních alel (Comai 2005, Madlung 2013). Navíc 

je zde menší selekční tlak na tyto nadbytečné kopie a ty mohou po akumulaci různých mutací 

získat nové funkce (neofunkcionalizace) (přehled viz Cuypers & Hogeweg 2014). Takové 

geny se mohou ukázat v určitém ohledu jako evolučně výhodné a mohou vést potenciálně 

až ke speciaci. K udržení fyziologie organizmu totiž stačí dvě alely daného genu, tudíž 

selekce nepůsobí na všechny alely polyploida stejně (Rong et al. 2010). Mnohem častěji se 

však nadbytečné kopie vlivem naakumulovaných mutací, inzercí TEs nebo vlivem 

epigenetických modifikací stanou zcela nefunkčními (non-funkcionalizace, 

pseudofunkcionalizace) (Kidwell & Lisch 1997, Lynch & Conery 2000). Poslední možností 

je, že dojde k rozložení funkce mezi původní a nadbytečnou kopii daného genu 

(subfunkcionalizace) (Lynch a Conery 2000). 
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 Dalším důsledkem polyploidizační události je deregulace mechanizmů, které se 

podílely na umlčování TEs, a tak dochází ke značnému nárůstu transpoziční aktivity (Matzke 

& Matzke 1998, Ma & Gustafson et al. 2005, Parisod et al. 2010a, b). To se projevuje 

zejména u allopolyploidů (viz dále), protože zde přicházejí do styku dva původně odlišné 

genomy, které nejsou obvykle zcela kompatibilní z hlediska obranných mechanizmů proti 

transpozici. Re-aktivace TEs může vést k rapidním změnám na úrovni uspořádání genomu i 

na úrovni exprese různých genů (Raskina et al. 2008, Rebollo et al. 2010, Bento et al. 2013). 

Již Barbara McClintock (1984) navrhla, že v důsledku polyploidní události může k 

uvedeným procesům dojít. Její tzv. “teorie genomového šoku” byla dosud v praxi 

pozorována u mnoha allopolyploidních rostlin a v konečném důsledku může znamenat ztráty 

funkce některých genů, poruchy v meiotickém párování chromozómů, změny v metylačních 

vzorech a nebo chromozómové přestavby (Cox et al. 2014). Genetické a epigenetické 

modifikace zahrnuté v reorganizaci zejména allopolyploidních genomů byly již popsány v 

řadě případů (přehled viz Bento et al. 2013)  

 Bylo prokázáno, že po polyploidizační události není výsledný genom sumou 

velikostí genomů původních (resp. dvojnásobek původního genomu u autopolyploidie), 

nýbrž že v důsledků reorganizačních procesů dochází ke snížení celkového obsahu DNA. 

Dochází totiž k jevu označovanému jako „genome downsizing“, při němž mohou i podstatné 

části chromozómů (zejména u autopolyploidů) být ztraceny. Tyto změny jsou zřejmě 

nezbytné k tomu, aby nějakým způsobem byla nastavena životaschopnost polyploidního 

genomu. Genome downsizing je pravděpodobně velice rozšířený jev (Leitch & Bennett 

2004), který významně přispívá k procesu re-diploidizace. Nakonec se po určité době 

nastřádá tolik genomických/cytogenetických změn, že může být výsledný genom 

charakterizován jako diploidní (resp. re-diploidizovaný) (Otto & Whitton 2000, Ma & 

Gustafson 2005, Tyalé & Parisod 2013). 

 

3.5.4. Polyploidizační události v evoluci obratlovců 

Současné modely chromozómové evoluce (Nakatani et al. 2007) předpokládají, že u 

předchůdců dnešních obratlovců došlo ke dvěma celogenomovým duplikacím (2R neboli 

„two rounds“ hypotéza) – první z nich u předchůdců dnešních obratlovců a druhá při vzniku 

čelistnatců (Gnathostomata) (Ohno 1970, 1999, Panopoulou & Poustka 2005, Volff 2005, 

Froschauer et al. 2006) (Obr. 5). Mezi důkazy 2R hypotézy patří nálezy paralogních genů v 

různých genových rodinách (Becak 2014). 
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V rámci paprskoploutvých ryb nastala ještě třetí WGD (3R hypotéza) u vzniku 

kostnatých ryb (tj. po jejich divergenci od předků dnešních jeseterů, veslonosů a kostlínů) a 

to v období asi před 226-350 miliony let (Christoffels et al. 2004, Hoegg et al. 2004, 

Vandepoele et al. 2004, Inoue et al. 2005, Meyer & Van de Peer 2005, Hurley et al. 2007) 

(Obr. 5). K této události (nazývané také jako „teleost-specific genome duplication“ TSGD) 

tedy došlo až po divergenci linie Teleostei od předků dnešních jeseterů a veslonosů 

(Acipenseriformes), bichirů (Polypteriformes), kaprounů (Amiiformes) a kostlínů 

(Lepisosteiformes) (Birstein et al. 1977, Ludwig et al. 2001, Volff 2005, Froschauer et al. 

2006, Crow et al. 2012). Důkazy hovořící pro správnost 3R hypotézy pocházejí z analýzy 

konzervované syntenie a výsledky potvrdily i sekvenační projekty (přehled viz Glasauer a 

Neuhauss 2014). Časové zařazení TSGD a skutečnost, že kostnaté ryby tvoří 99 % současné 

rybí biodiverzity naznačují ohromný potenciál polyploidie jako evolučního mechanizmu 

(Amores et al. 1998, Taylor et al. 2001, Hoegg et al. 2004, Crow et al. 2006, Santini et al. 

2009, Inoue et al. 2010). To je patrné i přesto, že dosud bylo zmapováno na genomové či 

cytogenetické úrovni jen 10 % rybí biodiverzity.  

Nicméně je třeba připomenout, že i v rámci Acipenseriformes došlo k určitým 

specifickým polyploidizačním událostem – jeseteři (Acipenseridae) prodělali svoje vlastní 

tři specifické WGD (Obr. 5) a veslonosi (Polyodon) jednu nezávislou WGD (Crow et al. 

2012). Další celogenomové duplikace se odehrály u kostnatých: Botiidae (Šlechtová et al. 

2006), Catostomidae (Uyeno & Smith 1972). Cyprinidae (David et al. 2003, Yang et al. 

2015), Salmonidae (MacQueen & Johnston 2014) (Obr. 5) a zjevně i Callichthyidae 

(Oliveira et al. 1992; Taylor & Oliveira, ústní sdělení P. Rábovi).  

Pro úplnost je dobré uvést, že vedle 2R a 3R a událostí u Acipenseriformes dále 

proběhla celá řada dalších polyploidizačních událostí nezávisle na sobě u různých linií 

nižších obratlovců tj. vedle ryb ještě zejména u obojživelníků; Mable et al. 2011). U 

teplokrevných obratlovců jsou případy polyploidie vzácné – např. byla dlouho 

předpokládaná u osmáka pouštního Tympanoctomys barrerae (Gallardo et al. 1999, 2004), 

ale analýza pomocí malovacích sond ukázala, že tomu tak nejspíše není (Svartman et al. 

2005) a tento případ bude nepochybně I nadálem předmětem diskuze. U člověka byly 

výjimečně popsány případy triploidních dětí, které se dožily téměř jednoho roku (Takabachi 

et al. 2008 a citace zde uvedené). 
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Obr. 5: Systematické členění ryb s časovou osou datující divergence jednotlivých skupin a 

s vyznačením jednotlivých polyploidizačních událostí. WGD1 a WGD2 – první dvě 

celogenomové duplikace u zrodu obratlovců; TSGD – celogenomová duplikace specifická 

pro kostnaté ryby (Teleostei); AGDs – polyploidizační události specifické pro jesetery a 

lopatonosy (Acipenseriformes); CGD – celogenomová duplikace u kaprovitých; SaGD – 

celogenomová duplikace u předka dnešních lososovitých (Salmonidae). MYA – million 

years ago (miliony let v čase nazpět). Upraveno podle Braasch a Postlethwait 2012. 

3.5.5. Důkazy 3R hypotézy a protokaryotyp obratlovců 
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 Poslední dobou bylo publikováno několik srovnávacích studií zabývajících se 

analýzou konzervované syntenie mezi obratlovci, jejichž genom byl již sekvenován (Jaillon 

et al. 2004, Naruse et al. 2004, Woods et al. 2005, Kohn et al. 2006, Nakatani et al. 2007). 

Na základě srovnání genomů člověka, kura domácího, zebřičky, čtevrzubce Tetraodon 

nigroviridis a medaky byl zrekonstruován pravděpodobný hypotetický karyotyp předchůdce 

dnešních obratlovců (2n = 22), čtvernožců (2n = 36) a kostnatých ryb (2n = 24)  (Kohn et al. 

2006). Uvedené hypotetické údaje do značné míry odpovídají skutečným současným 

poměrům, a jelikož většina dnešních kostnatých ryb má karyotyp s diploidním počtem 

chromozómů 2n = 48, tak tyto výsledky podporují 3R hypotézu. 

 

3.5.6. Výskyt polyploidie u ryb 

Různé nezávislé, paralelní polyploidizační události proběhly u řady různých skupin, 

rodů, druhů nebo populací. Největší počet případů polyploidie u ryb je znám zejména u 

evolučně bazálních kostnatých ryb a u některých Ostaryophysi (skupina zahrnující 

Cypriniformes, Characiformes, Siluriormes, Gymnotiformes a Gonorynchiformes). U 

Ostaryophysi je z polyploidního hlediska nejvýznamější řád Cypriniformes (máloostní), 

jehož podčeleď Cyprininae zahrnuje nejvíce polyploidních druhů v rámci paprskoploutvých 

ryb vůbec (přes 400) (Amores et al. 1998, Leggatt & Iwama 2003, Taylor et al. 2003, Arai 

2011, Yang et al. 2015 Froese & Pauly 2016), obvykle se jedná o tetraploidy (~ 100 

chromozómů) nebo hexaploidy (~ 150 chromozómů). Patří sem např. Barbus (Chenuil et al. 

1999), hybridní polyploidní (3x nebo 4x) komplexy karasů (Takada et al. 2010, Jakovlič & 

Gui 2011, He et al. 2012, Li et al. 2014, Luo et al. 2014) nebo třeba kapr obecný Cyprinus 

carpio, který má paleotetraploidní původ (Larhammar & Risinger 1994, David et al. 2003) 

stejně jako ostatní zástupci tribu Cyprinini (Yang et al. 2010, 2015). Velice zajímavým 

případem je potom druh Ptychobarbus dipogon, u něhož bylo napočítáno až 446 

chromozómů (Yu & Yu 1990, Cui et al. 1991), což je nejvyšší dosud přirozený známý počet 

chromozómů u obratlovců. V rámci sesterské linie Leuciscinae je dobré (opět) zmínit 

hybridní polyploidní komplex jelců Squalius alburnoides (Alves et al. 2001). Jako příklady 

dalších polyploidních Cypriniformes uvedu: peříčkovce Heteropneustes fossilis 

(Siluriformes)  (Pandian & Koteeswaran 1999), hybridní polyploidní komplexy sekavců 

rodu Cobitis a piskořů rodu Misgurnus (Cobitidae) a tetraploidní linii u sekavek čeledi 

Botiidae (o nichž bude detailněji pojednáno později) (Šlechtová et al. 2006). Další rybí 

skupiny s vysokým počtem polyploidních druhů jsou Salmoniformes, Catostomidae a 

Acipenseriformes (Eschmeyer 2016). Případy polyploidie u evolučně mladších skupin jsou 

https://en.wikipedia.org/wiki/Heteropneustes_fossilis
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popsány jen vyjímečně – např. u Perciformes (rod Channa) (Legatt & Iwama 2003, Gregory 

2005) a Cyprinodontiformes (Schultz 1969). Není však úplně jasné, jestli sledovaný trend 

distribuce polyploidie u ryb není jen důsledkem nedostatku příslušných dat.  

Spontánní polyploidie je v přírodě u ryb velmi častým a široce dokumentovaným 

jevem (Benfey 1989, Pandian & Koteeswaran 1998, Ráb et al. 2007). Ukázalo se, že rybí 

genomy jsou natolik plastické a tolerantní k polyploidii, že u nich lze poměrně jednoduchými 

technikami polyploidii indukovat experimentálně (např. pomocí tepelného nebo tlakového 

šoku), čehož se dodnes hojně využívá v akvakultuře. Dané polyploidní formy mají široké 

využití – např. k produkci tržních ryb o vyšší hmotnosti (zejména u pstruha duhového) nebo 

při vysazování sterilních polyploidů do volných vod (zejména do sportovních rybářských 

revírů) (Piferrer et al. 2009).  

 

3.5.7. Polyploidie, hybridizace a asexuální reprodukce u ryb 

U ryb jsou popsány případy dvou typů asexuální reprodukce – hybridogeneze a 

zejména gynogeneze. Celkem bylo dosud u nižších obratlovců objeveno více než 80 

hybridních komplexů (Alves et al. 2001). Obvyklou indikací při takovém objevu je 

přítomnost celosamičí populace a nebo přítomnost jedinců různé ploidie na jedné lokalitě 

(Drozd et al. 2010). 

Při gynogenezi samičky produkují diploidní vajíčka, která k nastartování procesu 

embryogeneze sice potřebují splynutí se samčí spermií, ale nejdojde ke splynutí prvojader 

(tj. samčí jádro se rozplyne v cytoplazmě vajíčka a jeho genetická informace se nepřenese 

do potomstva). Potomstvo je následně celosamičí, jedná se o klony matky (Lamatsch & 

Stöck 2009). Mezi gynogeneticky se rozmnožující ryby patří např. diploidně-polyploidní 

complex sekavců rodu Cobitis (Vasil'ev & Vasil'eva 1982, Vasil'ev et al. 1989, Ráb et al. 

2000, Bohlen & Ritterbusch 2000, Bohlen & Ráb 2001, Janko et al. 2007), karasů 

(Carassius) (Ráb et al. 2007, Knytl et al. 2013a) a taky živorodka křížená Poecilia formosa 

(Turner et al. 1980, Lampert et al. 2005).  

Hybridogenezí se u ryb rozmnožuje např. komplex ryb rodu Poeciliopsis (Schultz 

1969, Vrijenhoek 1989) a komplex jelce iberského Squalius alburnoides (přehled viz 

Gromicho & Collares-Pereira et al. 2007). Během hybridogeneze dochází v gametogenezi 

hybridů k eliminaci jednoho rodičovského genomu a tito jedinci pak v gametách přenášejí 

pouze genom druhého rodičovského druhu. Hybridní jedinci se pak páří pouze s jedinci  

rodičovského druhu, jehož genom byl premeioticky eliminován (Lamatsch & Stöck 2009).  
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V malém procentu případů dojde během procesu asexuální reprodukce ke splynutí 

prvojader a zvýší se ploidní stupeň u potomka cestou adice genomu (Choleva et al. 2012). 

V případě, že má hybridní jedinec diploidní genom, stane se při náhodné adici dalšího 

genomu hybridním triploidem. Byly popsány případy, kdy tito hybridní polyploidi našli 

svoji novou ekologickou niku a nakonec populačně převládlli nad sexuálně se množící 

formou. Nakonec, může dojít k adici dalšího genomu (prostřednictvím tzv. “triploidního 

mostu”) a vznikne potomstvo tetraploidní, které už se může množit opět sexuálně (protože 

mají sudý počet chromozómových sad ) (Ramsey & Schemske 1998). Může se u nich tak 

obnovit sexuální reprodukce, s funkční meiózou a probíhající rekombinací a stanou se tak v 

podstatě biologickými (funkčními) diploidy (Alves et al. 2001, Piferrer et al. 2009, Lamatsch 

& Stöck 2009, Bogart & Bi 2013, Choleva & Janko 2013, Collares-Pereira et al. 2013, 

Sternberg & Saura 2013).  

 

3.5.8. Cytogenetické metody využitelné pro studium polyploidie 

Existuje celá řada metod, které nám mohou pomoci odhalit původ polyploidie u 

daného organizmu. Velmi často používanou metodou je průtoková cytometrie (Ráb et al. 

2007, Flajšhans et al. 2013), dále pak stanovení karyotypu, kvantifikace obarvených jadérek 

v buňkách, mikrodenzitometrie a měření velikostí buněk a jader (Flajšhans et al. 2013). 

Nejmodernější metody jsou již schopné analyzovat genovou expresi u allopolyploidů za 

účelem podrobnějšího studia jejich genomové kompozice a evoluce (Duchemin et al. 2015). 

Z čistě molekulárně-cytogenetických metod je metodou první volby genomová in situ 

hybridizace (GISH) nebo komparativní genomová hybridizace (CGH).  

CGH byla původně navržena jako metoda pro detekci rozdílů mezi genomem 

zdravých a nádorových buněk na cytogenetické úrovni (Kallioniemi et al. 1992). Tato 

technika byla později přizpůsobena pro studium mezidruhových hybridů a našla široké 

uplatnění zejména u rostlin (Schwarzacher et al. 1989, Chester et al. 2010). Později byla 

využita i na detekci pohlavních chromozómů i u ryb (Traut et al. 1999, 2001). Princip metody 

spočívá v aplikaci odlišně značených celogenomových sond DNA (které náleží buď dvěma 

parentálním druhům při analýze hybridů, nebo samci a samici při analýze pohlavních 

chromozómů). Sondy jsou hybridizovány současně na chromozómovém preparátu, což 

umožňuje detekovat molekulární rozdíly mezi nimi. V případě pohlavních chromozómů 

bude jedna ze sond nasedat výrazně silněji na nehomologní část nepárového chromozómu. 

Při analýze genomů hybridů budou diferenciálně značeny chromozómy rodičovských druhů. 

Zatímco CGH využívá dvě různě značené celogenomové sondy, varianta GISH pracuje 
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pouze s jednou. Mechanizmus GISH/CGH závisí zejména na přítomnosti genomově-

specifických rozptýlených repetitivních sekvencí (především RTEs, satDNA a 

mikrosatelity), které se obvykle vyvíjejí rychleji než unikátní oblasti genomu (Charlesworth 

et al. 1994) a díky kterým lze odlišit oba studované genomy (Schwarzacher et al. 1989, 

Schubert et al. 2001, Kato et al. 2005). Takových sekvencí je zejména v rostlinných 

genomech velké množství (Schwarzacher et al. 1989). V některých případech (především u 

taxonů s malými genomy) nemusí být metoda úspěšná anebo jsou rozdílové signály 

omezeny do oblastí bohatých na repetitivní DNA (Raina a Rani 2001, Lysák a Lexer 2006). 

I pro takové případy však už byla vyvinuta varianta protokolu GISH/CGH (Jang a Weiss-

Schneeweiss 2015).  

GISH nebo CGH se obvykle aplikují za použití kompetitivní neboli blokující DNA 

jednoho z analyzovaných druhů či pohlaví (Traut et al. 1999, 2001), nebo za použití C0t-1 

DNA (Sealey et al. 1985, Trifonov et al. 2009). Důvodem je nutnost vyvázat (resp. blokovat) 

zejména vysoce repetitivní tandemové sekvence, které by vlastní hybridizací na 

chromozómy mohly překrýt specifické signály. Dále je vhodné eliminovat i další společné 

sekvence DNA. Např. u GISH je značená sonda jednoho genomu blokována kompetitivní 

DNA připravenou z druhého genomu a tato blokující DNA odejme společné sekvence 

v hybridizační směsi, a tedy ve výsledku hybridizuje na chromozómy v ideálním případě jen 

ta frakce sondy, která obsahuje pouze sekvence specifické pro jeden genom. V některých 

případech mezidruhové GISH (zejména při variantě zvané „komparativní genomová in situ 

hybridizace“, cGISH) se alternativně nepoužívá kompetitivní DNA žádná (She et al. 2012).  

Metody CGH i GISH jsou používány např. k detekci pohlavních chromozómů 

zejména v případech, kdy jsou rozdíly mezi nimi na cytologické úrovni velmi nepatrné, 

chromozómy jsou příliš malé, počet chromozómů je příliš vysoký nebo nefungují pruhovací 

metody (Traut et al. 1999, 2001). Tímto přístupem byly objeveny nebo potvrzeny pohlavní 

chromozómy v rané fázi diferenciace např. u obojživelníků a plazů (Ezaz et al. 2005, Ezaz 

et al. 2006, Martinez et al. 2008, Koubová et al. 2014, Altmanová et al. 2016). Ve 

většině těchto případů by nebylo možné odhalit pohlavní chromozómy běžnými 

cytogenetickými metodami. U ryb byla podobná analýza provedena u dánia pruhovaného D. 

rerio, platy skvrnité X. maculatus a živorodky duhové Poecilia reticulata, kde byly následně 

lokalizovány pohlavně-specifické oblasti na chromozómech v rámci časné fáze diferenciace 

gonozómů (Traut and Winking 2001). Recentně byla metodou CGH rovněž lokalizována 

samičí specifická oblast na W chromozómu u tetry znamenané Triportheus signatus (Yano 

et al., in rev). 
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Pro účely identifikace parentálních genomů u mezidruhových hybridů, 

allopolyploidů a nebo při analýze možné mezidruhové introgrese byla metoda GISH/CGH 

používána zejména u rostlin (Schwarzacher et al. 1989, Jiang & Gill 1994, Kato et al. 2005, 

Lim et al 2007, Matoba et al. 2007, Marková & Vyskot 2009). V rámci analyzovaného druhu 

je dokonce možné rozeznat i tři různé genomy – např. v karyotypu hexaploidní pšenice 

Triticum (Han et al. 2003, 2004, Mahelka et al. 2011, 2013). GISH/CGH ovšem našly 

uplatnění i při analýze parentálních genomů u hybridních obojživelníků (např. Bi & Boragt 

2006, Zálesná et al. 2011), či třeba měkkýšů (Huang et al. 2015). U ryb konkrétně GISH 

pomohla při identifikace genomů u allotetraploidních hybridů gynogeneticky se 

reprodukující samice karase stříbřitého Carassius auratus gibelio (Zhu & Gui 2007, Knytl 

et al. 2013a), identifikaci genomového složení u hybridních sekavců rodu Cobitis 

(Majtánová et al. 2016a), při analýze hybridního komplexu jelců rodu Squalius podčeledi 

Leuciscinae (Pereira et al. 2013, 2014) a při detekci chromozómové eliminace u 

mezidruhových hybridů Oryzias latipes a O. hubbsi (Sakai et al. 2007). 

Poslední možností je aplikace mezidruhové GISH pro zmapování distribuce 

sekvenčně konzervovaných úseků na chromozómech mezi blízce nebo vzdáleně příbuznými 

druhy – tak jako např. u tilápie Oreochromis niloticus (Valente et al. 2009). 

GISH a CGH jsou finančně nenáročné metody vhodná pro studium organizace 

genomu zejména u nemodelových organizmů, u kterých většinou dosud nejsou známé 

celogenomové sekvence.  
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3.6. Modelové skupiny ryb zahrnutých v této práci 

 

3.6.1. Cobitoidea (Teleostei: Cypriniformes) 

Řád máloostní (Cypriniformes) je z hlediska druhové diverzity největší skupinou 

sladkovodních ryb na této planetě (Nelson 2006, Mayden.et al. 2009, Saitoh et al. 2011). 

Větví se do dvou hlavních fylogenetických linií – 1) Cyprinoidea zahrnující např. čeleď 

kaprovitých a 2) Cobitoidea, která sdružuje čeledi sekavcovitých ryb. Cobitoidea se v 

současnosti člení do deseti čeledí zahrnujících přibližně 1100 druhů, přičemž někdy se jako 

jedenáctá čeleď počítají Catostomidae, jejichž fylogenetický vztah ke zbytku sekavců však 

není dosud zcela objasněn (Šlechtová et al. 2007, Kotelatt 2012) (Obr.6). Sekavcovité ryby 

se vyskytují téměř ve všech vodních systémech Eurasie. Jedná se obvykle o drobné bentické 

ryby, v jejichž evoluci došlo k ohromné diverzifikaci, jež se odráží ve značné diverzitě v 

morfologii těla a ekologických specializacích. Cytogenetika zástupců Cobitoidea je dosud z 

velké části neprozkoumaná; dosud byli analyzováni (převážně konvenční cytogenetickou 

analýzou) jen někteří zástupci čeledí Botiidae, Catostomidae, Cobitidae, Nemacheilidae a 

Vaillantellidae (Uyeno a Smith 1972, Bohlen et al. 2008, Arai 2011, Kaewmad et al. 2014). 

Zvláštní pozornost byla dosud soustředěna zejména na zástupce čeledi Cobitidae, kde bylo 

odhaleno několik polyploidizačních událostí (Saitoh et al 2010, Arai 2011), jež v některých 

případech souvisely s přechodem na asexuální způsob reprodukce – v drtivé většině případů  

na gynogenezi (Vasil'eva & Vasil'ev 1998, Bohlen & Ritterbusch 2000, Bohlen & Ráb 

2001), vyjímečně na tzv. meiotickou hybridogenezi (detail viz Morishima et al. 2008). 

 

3.6.1.1. Mřenky (Nemacheilidae) 

 Mřenky představují nejdiverzifikovanější skupinu sekavcovitých ryb. Zahrnují 46 

rodů s 600 popsanými druhy (Kottelat 2012). Je to současně i skupina geograficky 

nejrozšířenější. Zástupce mřenek lze najít takřka ve všech eurasijských vodních tocích od 

Portugalska po Japonsko a od sibiřských řek po Jávu. Kromě výše uvedeného se mřenky 

vyznačují i značnou diverzitou morfologickou, distribuční (hojně rozšířené vs. endemitní 

druhy) a diverzitou ve schopnosti kolonizovat širokou škálu vodních habitatů. Někteří 

zástupci (Triplophysa stoliczkaya) byli nalezeni dokonce ve výšce téměř 5200 metrů nad 

mořem (v Himálajích), což je v rámci ryb rekordní záznam a naopak jedinci druhu 

Triplophysa zhaoi byli nalezeni v jeskyni v Turfanské proláklině (Xinjiang, Čína), v hloubce 

50 m pod mořem, tedy na jednom z nejhloubějších míst v rámci sladkovodních ryb (přehled 

viz Kottelat 2012). 
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Obr. 6: Systematické členění nadčeledi Cobitoidea a nejbližších sesterských skupin. 

Upraveno podle Bohlen a Šlechtová 2009 a Kottelat 2012. 

 

3.6.1.2. Sekavky (Botiidae) 

Sekavky čeledi Botiidae obývají asijské toky středně velkých a větších řek od 

Pakistánu po Japonsko a od Jávy po Rusko. Mezi jejich typické morfologické charakteristiky 

patří vysunovatelný suborbitální trn (Nalbant 2002). Na rozdíl od ostatních sekavců se 

nejedná o striktně bentické ryby. Sekavky byly dříve zahnuty v čeledi Cobitidae, ale později 

bylo prokázáno, že se jedná o nezávislou vývojovou linii v rámci Cobitoidea (Šlechtová et 

al. 2007). Na základě rozsáhlé fylogenetické analýzy (Šlechtová et al. 2006) bylo prokázáno, 
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že se Botiidae člení do dvou podčeledí, z nichž jedna zahrnuje pouze diploidní druhy 

(Leptobotiinae) a druhá pouze druhy tetraploidní (Botiinae). Obě podčeledi (zahrnující 

celkem 9 rodů) mají zcela separované oblasti výskytu. Zatímco Leptobotiinae se vyskytují 

v severních částech Asie, Botiinae obývají jižní a západní oblasti. Pouze v jižní Číně dochází 

ke kontaktu ryb rodu Sinibotia (Botiinae) se sekavkami rodu Leptobotia a Parabotia 

(Botiinae). Dosavadní údaje favorizují polyploidizační událost jako hybnou sílu v pozadí 

separace Botiinae a Leptobotiinae (Šlechtová et al. 2006).  

 

3.6.2. Lososovití (Teleostei: Salmoniformes) 

Skupinu Salmoniformes tvoří jediná čeleď, Salmonidae, a ta zahrnuje 11 rodů a 70 

druhů (Nelson 2006). Patří sem atlantičtí a pacifičtí pstruzi a lososi, siveni, hlavatky a lenci 

(Salmoninae), síhové (Coregoninae) a lipani (Thymallinae) (Obr. 7). Téměř všechny druhy 

jsou významné z hlediska akvakultury. Navíc je tato skupina pozoruhodná i z evolučně-

genetického hlediska. U předka Salmoniformes totiž došlo k autopolyploidizační události 

(následné po 3R) zhruba před 88-103 miliony let (Macqueen & Johnston 2014). Vzhledem 

k tomu, že diploidní předci lososovitých již zcela vyhynuli, je celá čeleď polyploidní 

(Phillips & Ráb 2001). Důkazem polyploidie budiž dvojnásobná velikost genomů ve 

srovnání s nejbližší skupinou Esociformes (Phillips a Ráb 2001), setrvávající tvorba 

tetravalentů v meióze (Lee & Wright 1981, Oliveira et al. 1995) a pozůstalé genové 

duplikace (Moghadam et al. 2005, Koop & Davidson 2008). Mapování pomocí BAC FISH 

odhalilo u lososovitých rozsáhlé syntenní bloky, které zůstaly konzervované po miliony let 

(Phillips et al. 2006, Berthelot et al. 2014).  

Po autotetraploidizaci byl první hypotetický protokaryotyp lososovitých složen ze 

100 akrocentrických chromozómů (Phillips & Ráb 2001). V rámci re-diploidizace (která 

ještě neskončila – viz výše a Sakamoto et al. 2000) došlo postupně k celé řadě 

chromozómových přestaveb, nejčastěji Rb translokacím, které vedly k diverzifikaci 

karyotypu a adaptivní radiaci druhů (Phillips & Ráb 2001). Neukončené re-diploidizaci 

krom jiného nasvědčuje i mezidruhová variabilita v počtu chromozómových ramének u 

zástupců podčeledí Coregoninae, Salmoninae a Thymallinae (Jankun et al. 2007, Caputo et 

al. 2009, Ocalewicz a Dobosz 2009, Ocalewicz et al. 2013). Karyotypy lososovitých spadají 

do dvou charakteristických kategorií. Zatímco v kategorii A se 2n pohybuje kolem 80 

chromozómů, kategorii B tvoří zástupci s 2n kolem 60 chromozómů (Phillips & Ráb 2001). 

 

 



64 

 

Obr. 7: Systematické členění čeledi lososovitých (Salmonidae) a nejbližších sesterských 

skupin. Upraveno podle MacQueen a Johnston 2014. 

 

3.6.3. Jeseteři (Chondrostei: Acipenseriformes) 

Jeseteři a veslonosi jsou jednou z nejstarších dosud žijících skupin paprskoploutvých 

ryb – staří podobně jako bichiři a kostlíni (Sallan 2014). Původ této skupiny ryb se datuje 

do období jury, tedy do doby přibližně před 200 miliony let (Bemis et al. 1997, Hurley et al. 

2007). Patří sem jeseteři a lopatonosi (Acipenseridae; 25 druhů) a dva druhy veslonosů 

(Polyodon) (Bemis et al. 1997). Řada morfologických znaků těchto ryb nese archaické prvky 

(Roček 2002).  

Jeseteři jsou velice žádoucí pro výzkum genetiky a evoluce z celé řady důvodů. 

Jedním z nich je fakt, že se oddělili od přechůdců dnešních kostnatých ryb ještě před třetí 

genomovou duplikací (Ohno 1970, Fontana 1994, Bemis et al. 1997, Ludwig et al. 2001). 

(Cyto)genetické a genomické údaje u této skupiny tak mohou být velice užitečné jako 

outgroup při objasňování procesů souvisejících s 3R hypotézou. Z cytogenetického hlediska 

mají jeseteři karyotyp, který u ryb nemá obdoby – je složený z většího počtu 

mikrochromozómů a menšího počtu makrochromozómů. Jelikož jeseteři prodělali několik 

následných celogenomových duplikací (viz výše), můžeme u nich odlišit celkem tři ploidní 

úrovně: paleotetraploidi (2n = 4x ~ 120; např. A. ruthenus), paleooktaploidi (2n = 8x ~ 240; 

např. A. baerii, A. gueldenstaedtii) a paleododekaploidi (2n = 12x ~ 360; např. A. 

brevirostrum) (Birstein et al. 1997, Havelka et al. 2011, 2016, Fontana 2016). Jeseteři tedy 

vykazují jedny z nějvětších počtů chromozómů mezi obratlovci. Některé studie založené na 

cytogenetickém mapování (nejen) 5S a 45S rDNA a na molekulárních analýzách 

mikrosatelitů ovšem naznačují, že jeseteři se 120 chromozómy by mohli být (minimálně 
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z funkčního hlediska) diploidi, s 240 chromozómy tetraploidi atd. Výsledky se ovšem nedají 

vztáhnout na celý genom, a tak dodnes není zcela rozhodnuto, která verze polyploidní série 

je ta správná. Z cytogenetického hlediska může být pro vyřešení této otázky velmi užitečným 

nástrojem mapování unikátních sekvencí zaklonovaných v BAC klonech a WCP (Fontana 

et al. 2007). Pozoruhodný je fakt, že druhy jesterů s různým stupněm ploidie se mohou mezi 

sebou libovolně křížit (uměle i v přírodě) a vzniklé potomstvo s intermediárním počtem 

chromozómů je plně fertilní a často vysoce ploidní (Havelka et al. 2011, 2013, 2014, 2016). 

Hybridní potomstvo je navíc schopné křížit se s rodičovským druhem (Havelka et al. 2011, 

2013). Polyploidie u jeseterů se tedy zdá být v tomto světle s vysokou pravděpodobností 

allopolyploidií, ovšem dosavadní údaje naznačují, že u veslonosů došlo naopak 

k autopolyploidii (Symonová et al. 2010).  

 

Obr. 8: Vybraní zástupci studovaných skupin paprskoploutvých ryb. A Acipenseridae;   

B-C Botiidae; D-F Nemacheilidae; G-H Salmonidae. A) Acipenser ruthenus,  

B) Chromobotia macracantha, C) Sinibotia pulchra, D) Nemachilichthys ruppelli,  

E) Schistura pridii, F) S. notostigma, G) Coregonus albula, H) C. fontanae. A, B, E – 

www.fishbase.org (Froese & Pauly 2016); C, D, F – Bohlen J., UŽFG AV ČR; G-H – Schulz 

a Freyhof 2003.

http://www.fishbase.org/
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4. Materiál a metody 

4.1. Použitý biologický materiál 

V průběhu dizertační práce byly pro cytogenetickou a molekulárně biologickou 

analýzu zpracovány výhradně ryby zakoupené od zahraničních a tuzemských soukromých 

chovatelů, chovatelů akvarijních ryb, z rybích farem anebo byly uloveny na konkrétních 

lokalitách na základě patřičných povolení. Pro izolaci DNA a přípravu chromozómových 

preparátů byla využita svalová tkáň, krev nebo ocasní ploutev. Lihové preparáty 

zpracovaných jedinců jsou uloženy ve sbírce Ústavu živočišné fyziologie a genetiky AV ČR, 

v.v.i. 

  

4.2. Výčet použitých metod 

 

Konvenční cytogenetika 

Příprava chromozómových preparátů z ploutví a ledvin, barvení Giemsou, C-pruhování, 

fluorescenční pruhování, detekce nukleolárních organizátorů (NOR) pomocí dusičnanu 

stříbrného 

 

Molekulární cytogenetika 

Jednobarevná a dvoubarevná FISH, TSA-FISH, PNA-FISH, GISH, CGH  

 

Mikroskopie  

světelná, fluorescenční 

 

Práce s DNA 

izolace, separace, stanovení koncentrace, PCR, neradioaktivní značení (pomocí PCR, nick 

translace), sonikace, celogenomová amplifikace pomocí WGA kitů 

 

Genové inženýrství 

Klonování genů  

 

Práce se sekvencemi 

BLAST/n, GenBank 
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5. Výsledky 

5.1. Souhrnný komentář k publikacím zahrnutým do dizertace 

Předkládaná dizertační práce se zabývá srovnávací karyotypovou analýzou u 

paprskoploutvých ryb. Jedná se ovšem o nejdiverzifikovanější skupinu obratlovců, proto 

jsem svoji pozornost soustředil jen na vybrané skupiny, jejichž charakteristiky jsou nějakým 

způsobem vhodné pro řešení otázek spjatých s karyotypovou diferenciací/evolucí a jejím 

vlivem na evoluční a ekologické procesy. Abychom mohli plnohodnotně využít 

cytogenetická data, ve většině případů předkládané publikace kombinují cytogenetický 

přístup s dalšími vědeckými disciplínami/přístupy jako je fylogeneze (Sember et al. 2015, 

Bohlen et al., in rev.), sekvenční analýza repetitivních sekvencí (Symonová et al. 2013b, 

Sember et al. 2015), artificiální produkce hybridů (Symonová et al. 2013a) a morfometrie 

(Bohlen et al. in rev.). 

V první publikaci zařazené do dizertační práce (Sember et al. 2015) se zaměřujeme 

zejména na podrobnou srovnávací karyotypovou analýzu u mřenek čeledi Nemacheilidae. 

Důvody, proč jsme si pro dané účely vybrali zrovna tuto skupinu ryb, jsou následující: 1) 

naše laboratoř se již delší dobu zabývá (na cytogenetické a fylogenetické úrovni) fenoménem 

asexuální reprodukce u sekavců rodu Cobitis, patřící do čeledi Cobitidae, sesterské skupiny 

mřenek (např. Bohlen & Ritterbusch 2000, Bohlen & Ráb 2001, Janko et al. 2007), 2) 

vzhledem k charakteristikám popsaným v kapitole 3.6.1.1 jsou Nemacheilidae skupinou 

vykazující značný potenciál pro ekologickou adaptaci a jsou velmi úspěšní v kolonizaci 

nejrůznějších habitatů. Cílem publikace Sember et al. 2015 bylo objasnit, jak důležitý vliv 

měly změny na úrovni karyotypu na evoluční procesy v pozadí ohromné diverzifikace této 

skupiny sekavcovitých ryb, protože u studovaných sesterských skupin (Cobitidae, 

Catostomidae a Botiidae) byly vlivem polyploidizace a/nebo přechodem na asexuální mód 

reprodukce změny na chromozómové a genomové úrovni evidentně podstatným evolučním 

faktorem (Uyeno & Smith 1972, Ráb et al. 2000, Bohlen & Ritterbusch 2000, Bohlen & Ráb 

2001, Šlechtová et al. 2006 a další). Až dosud bylo o mřenkách publikováno jen několik 

prací, které se zabývají téměř výhradně základním popisem karyotypu (Arai 2011, 

Gaffaroglu et al. 2012, Kumar et al. 2014, Esmaelli et al. 2015), proto zůstávala tato otázka 

u druhově nejpočetnější čeledi skupiny Cobitoidea dosud nezodpovězena. Naše výsledky 

ukazují, že ohromná diverzifikace mřenek čeledi Nemacheilidae je spojena se značnou 

cytogenetickou variabilitou, která je ovšem patrná až na sub-chromozomální úrovni (tj. 

analýzy distribuce a sekvenčního složení (konstitutivního) heterochromatinu a především na 
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úrovni mapování tandemových repetitivních sekvencí). Naopak z hlediska 2n se skupina jeví 

jako převážně konzervativní a homogenní. Analýza fenotypů rDNA – ač fylogeneticky 

neinformativní – ukázala skrytou variabilitu spojenou s dynamikou repetitivních sekvencí, 

zejména v případě 5S rDNA, kde je navíc patrná korelace mezi zvýšeným počtem lokusů 5S 

rDNA a endemizmem. 

 Publikace Symonová et al. (2013b) se detailně věnuje fenoménu multiplikace lokusů 

rDNA, který byl stejně jako u mřenek (Sember et al. 2015) pozorován i u síhů podčeledi 

Coregoninae. Hlavním tématem studie Symonová et al. (2013b) je analýza adaptivní radiace 

a ekologické speciace v severoněmeckém jezeře Stechlin, vzniklém po poslední době ledové 

(tj. před 12-15 tisíci lety), na příkladu dvou sympatrických druhů síhů. Síhové (zástupci 

lososovitých ryb) podstupovali v různých postglaciálních jezerech v Eurasii a Americe 

opakované cykly ústupů do refúgií a sekundárních kontaktů tak, jak se střídaly doby ledové 

a meziledové. Důsledkem nejen toho často tvoří v jezerech sympatrické druhové páry nebo 

jeden ancestrální druh dá vzniknout více novým druhům (např. Vonlanthen et al. 2009). Patří 

proto mezi vhodné modely adaptivní speciace (Hudson et al. 2011). Síhové jsou rovněž 

ideálním modelem pro studium časných post-zygotických bariér, protože reproduktivní 

izolace mezi sympatrickými druhy je mnohdy recentní událostí (Bernatchez et al. 2010, 

Dion-Côté et al. 2014, 2015). Ve studii Symonová et al. (2013b) analyzujeme sympatrický 

pár síhů tvořený druhy Coregonus albula a C. fontanae. Zatímco C. albula je druh rozšířený 

i v jiných jezerech, C. fontanae je endemit pro jezero Stechlin (Schulz & Freyhof 2003) a 

liší se zejména svojí neobvykle malou velikostí těla (nejmenší v rámci síhů), obdobím 

kladení jiker (Schulz & Freyhof 2003) a metabolickou adaptací (Ohlberger et al. 2008). 

Cílem této publikace bylo analyzovat pomocí molekulárně-cytogenetických metod 

chromozómové pozadí divergence obou druhů a faktory, které mohly přispět k jejich 

reproduktivní izolaci v jejich sympatrickém (i když ne přímo syntopickém3) areálu. Jedná se 

o první cytogenetický vhled do dané problematiky, která byla u síhů již dříve analyzována 

na několika desítkách studií zahrnujících data fylogenetická, biogeografická, (populačně) 

genetická, morfologická nebo eko-fyziologická (např. Østbye et al. 2005, 2006, Landry & 

Bernatchez 2010, Dalziel et al. 2015, Laporte et al. 2015). Naše výsledky ukazují, že 

endemitní druh C. fontanae má překvapivě vysoký počet (kompletních i nekompletních) 

lokusů pro 45S rDNA (až 40 signálů), které byly pravděpodobně rozšířeny po genomu 

procesem transpozice. Domníváme se, že zvýšená aktivita TEs spolu s explozivním 

                                                 
3 Sympatrické druhy se vyskytují ve stejné oblasti, ale nemusí nutně sdílet konkrétní lokalitu. Syntopické 

druhy sdílejí i stejnou lokalitu. 
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nárůstem těchto lokusů 45S rDNA mohli způsobit rozdíl v četnosti (zejména nehomologní) 

rekombinace u obou parentálních druhů a ve svém důsledku napomoci divergenci obou 

druhů a následné speciaci. Předpokládaná zvýšená aktivita retrotranspozónu Rex1 mohla být 

do jisté míry odpovědí na environmentálními stres, který by mohl souviset s nedostatkem 

potravy v jezeře Stechlin. 

 Dynamika nikoliv konkrétních vybraných, ale všech genomově-specifických 

disperzních repetitivních sekvencí byla zkoumána ve třetí studii (Symonová et al. 2013a), 

která se zaměřila na komparativní analýzu genomu u hybridů jeseterů druhů Acipenser 

ruthenus, A. baerii a A. guldenstaedtii vyprodukovaných v akvakultuře. Vysoká tolerance 

jeseterů k hybridizaci představuje v současnosti problémy pro rybolovem značně 

redukované a kriticky ohrožené přírodní populace, jelikož hybridní jedinci mohou původní 

druhy v jejich lokalitách i zcela nahradit a tím pádem přispět k jejich vyhubení. Detailnější 

vhled do mechanizmů na úrovni dynamiky genomu umožňujících jeseterům úspěšnou 

mezidruhovou hybridizaci může napomoci konzervačním strategiím u této ohrožené skupiny 

ryb. Kombinace výsledků metod GISH a CGH zde odhalila, že genomy rodičovských druhů 

se na mitotických metafázích hybridního jedince navzájem liší pouze repetitivními 

sekvencemi, které jsou akumulovány na mikrochromozómech a na některých menších 

makrochromozómech. Oproti tomu zbylé makrochromozómy nevykazovaly druhově-

specifické signály, pravděpodobně tak obsahují spíše unikátní sekvence a obecně oblasti s 

s pomalejší evoluční dynamikou. Je možné, že toto uspořádání a preferenční distribuce 

genomově-specifických repetitivních sekvencí především na mikrochromozómy hraje 

nějakou roli ve flexibilitě jeseteřích genomů a v jejich schopnosti mezidruhově se křížit za 

vzniku fertilního a vysoce ploidního potomstva.  

 Jelikož druhá a třetí publikace zahrnovala metodu CGH, kterou bylo potřeba 

v mnoha ohledech pro uvedené rybí skupiny optimalizovat, došlo k vytvoření unikátního 

protokolu, který byl publikován jako kapitola v recentně vydané knize shrnující současné 

pokroky v metodách rybí cytogenetiky (Symonová et al. 2015). 

 V poslední publikaci (Bohlen et al., in rev.) se vracíme k fenoménu polyploidie a 

k sekavcovitým rybám. V popředí zájmu tohoto výzkumu jsou sekavky čeledi Botiidae, u 

kterých se předpokládá na základě dostupných dat (Doadrio & Perdices 2005, Šlechtová et 

al. 2006) polyploidizační událost při separaci dvou hlavních vývojových linií – diploidní 

podčeledi Leptobotiinae a tetraploidní Botiinae. Zatímco většina zástupců Leptobotiinae a 

Botiinae se svým areálem v rámci Asie nepřekrývá, na některých vodních tocích v Číně se 

spolu vyskytují určité druhy Sinibotia (Botiinae), Leptobotia a Parabotia (Leptobotiinae). 
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Naše studie analyzuje sekavky druhů Sinibotia pulchra, ´Botia´ zebra (Botiinae) a 

Leptobotia guilinensis (Leptobotiinae), vyskytujících se sympatricky v určitém úseku 

jihočínské řeky Li. Je pozoruhodné, že ač ostatní kongenerické druhy rodů Sinibotia a 

Leptobotia mají značné rozšíření v rámci Asie (včetně S. pulchra), druhy ´B.´ zebra a L. 

guilinensis jsou endemitem pro danou lokalitu. Pozoruhodná je dále nápadná podobnost 

zmíněných druhů v řadě diagnostických morfologických znacích. Cílem studie Bohlen et al., 

in rev. proto bylo analyzovat a posoudit, zda-li druh sekavky ´B.´ zebra nevznikl 

mezidruhovým křížením druhů L. guilinensis a S. pulchra. Naše analýza kombinovala 

morfologická, fylogenetická a cytogenetická data. Výsledky fylogenetické a cytogenetické 

analýzy jsou v rozporu s morfologickými údaji, a tedy s největší pravděpodobností se 

nejedná o hybrida, nýbrž o druh s výbornou morfologickou adaptací (napodobující diploidní 

druh L. guilinensis) na dané prostředí. S určitou pravděpodobností by se mohlo jednat o 

mimézii neboli mimikry známou např. u pancéřníčků rodu Corydoras (Alexandrou et al. 

2011).  
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5.2. Publikace zařazené do dizertace 

 

Publikace 1 (Sember et al. 2015) 

Sember A, Bohlen J, Šlechtová V, Altmanová M, Symonová R, Ráb P. 2015. 

Karyotype differentiation in 19 species of river loach fishes (Nemacheilidae, Teleostei): 

Extensive variability associated with rDNA and heterochromatin distribution and its 

phylogenetic and ecological interpretation. BMC Evol Biol. 15:251. 

 

IF2015: 3,368 

 

Příspěvek autora: Příprava a vyhodnocení chromozómových preparátů, sestavení 

karyotypů, C-pruhování, impregnace stříbrem, fluorescenční pruhování, příprava sond 

na metodu FISH včetně klonování některých PCR fragmentů, 5S a 28S rDNA FISH, 

telomerická TSA-FISH, sepsání publikace 

 

Publikace 2 (Symonová et al. 2013b) 

Symonová R, Majtánová Z, Sember A, Staaks GBO, Bohlen J, Freyhof J, Rábová M, 

Ráb P. 2013. Genome differentiation in a species pair of coregonine fishes: an 

extremely rapid speciation driven by stress - activated retrotransposons mediating 

extensive ribosomal DNA multiplications. BMC Evol Biol. 13:42. 

 

IF2013: 3,285 

 

Příspěvek autora: experimenty FISH s fragmenty 18S rDNA a retrotranspozónem 

Rex1 

 

Publikace 3 (Symonová et al. 2013a) 

Symonová R, Flajšhans M, Sember A, Havelka M, Gela D, Kořínková T, Rodina M, 

Rábová M, Ráb P. 2013. Molecular cytogenetics in artificial hybrid and highly 

polyploid sturgeons: an evolutionary story narrated by repetitive sequences. Cytogenet 

Genome Res. 141:153-162; zvaný článek do Themed Issue: “Molecular Cytogenetics of 

Fishes.” 

 

IF2013: 1,839 

 

Příspěvek autora: všechny in situ experimenty na chromozómech jeseterů zahrnující 

komparativní genomovou hybridizaci (CGH) a genomovou in situ hybridizaci (GISH), 

vyhodnocení dat 

 

Publikace 4 (Symonová et al. 2015) 

Symonová R, Sember A, Majtánová Z, Ráb P. 2015. Characterization of fish genomes 

by GISH and CGH. In: Fish Cytogenetic Techniques (Chondrichthyans and Teleosts), 
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Eds: Catherine Ozouf-Costaz, Eva Pisano, Fausto Foresti, Lurdes Foresti de Almeida 

Toledo CRC Press, Inc., Enfield, NH 03748, USA. 

 

Příspěvek autora: příspěvek k optimalizaci metod GISH a CGH u ryb a spolupráce na 

textu 

 

Publikace 5 (Bohlen et al. in rev.) 

Bohlen J, Šlechtová V, Šlechta V, Šlechtová V, Sember A, Ráb P. A ploidy difference 

represents an impassable barrier for hybridisation in animals. Is there an exception 

among botiid loaches (Teleostei: Botiidae)? PLoS ONE, in revision (druhé kolo). 

 

Příspěvek autora: příprava a vyhodnocení chromozómových preparátů, sestavení 

karyotypů 
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Publikace 1 (Sember et al. 2015) 

Sember A, Bohlen J, Šlechtová V, Altmanová M, Symonová R, Ráb P. 2015. 

Karyotype differentiation in 19 species of river loach fishes (Nemacheilidae, Teleostei): 

Extensive variability associated with rDNA and heterochromatin distribution and its 

phylogenetic and ecological interpretation. BMC Evol Biol. 15:251. 

 

IF2015: 3,368 

 

Příspěvek autora: Příprava a vyhodnocení chromozómových preparátů, sestavení 

karyotypů, C-pruhování, impregnace stříbrem, fluorescenční pruhování, příprava sond 

na metodu FISH včetně klonování některých PCR fragmentů, 5S a 28S rDNA FISH, 

telomerická TSA-FISH, sepsání publikace 

 

 



75 

 

  



76 

 

  



77 

 
  



78 

 
  



79 

 
  



80 

 
  



81 

 
  



82 

 
  



83 

 
  



84 

 
  



85 

 
  



86 

 
  



87 

 
  



88 

 
  



89 

 
  



90 

 
  



91 

 
  



92 

 
  



93 

 



94 



95 



96 

 
 



97 
 

 



98 
 

 



99 
 

 



100 
 

 



101 
 

 

  



102 
 

 



103 
 

 



104 
 

 



105 
 

 

  

Voucher ID Taxon GenBank Acc. No. IRBP 2 GenBank Acc. No. RAG 1 GenBank Acc. No. cytochrome b

A4184 Petruichthys brevis BankIt1797300 A4184 KP738491 BankIt1797337 A4184 KP738531 BankIt1797562 A4184 KP738571

A4185 Petruichthys brevis BankIt1797300 A4185 KP738492 BankIt1797337 A4185 KP738532 BankIt1797562 A4185 KP738572

A4341 Nemachilichthys ruppelli BankIt1797300 A4341 KP738493 BankIt1797337 A4341 KP738533 BankIt1797562 A4341 KP738573

A4345 Nemachilichthys ruppelli BankIt1797300 A4345 KP738494 BankIt1797337 A4345 KP738534 BankIt1797562 A4345 KP738574

A4618 Schistura bolavenensis BankIt1797300 A4618 KP738495 BankIt1797337 A4618 KP738535 BankIt1797562 A4618 KP738575

A4620 Schistura bolavenensis BankIt1797300 A4620 KP738496 BankIt1797337 A4620 KP738536 BankIt1797562 A4620 KP738576

A4833 Seminemacheilus lendlii BankIt1797300 A4833 KP738497 BankIt1797337 A4833 KP738537 BankIt1797562 A4833 KP738577

A4834 Seminemacheilus lendlii BankIt1797300 A4834 KP738498 BankIt1797337 A4834 KP738538 BankIt1797562 A4834 KP738578

A5300 Schistura fasciolata BankIt1797300 A5300 KP738499 BankIt1797337 A5300 KP738539 BankIt1797562 A5300 KP738579

A5301 Schistura fasciolata BankIt1797300 A5301 KP738500 BankIt1797337 A5301 KP738540 BankIt1797562 A5301 KP738580

A5302 Schistura fasciolata BankIt1797300 A5302 KP738501 BankIt1797337 A5302 KP738541 BankIt1797562 A5302 KP738581

A5331 Paracanthocobitis zonalternans BankIt1797300 A5331 KP738502 BankIt1797337 A5331 KP738542 BankIt1797562 A5331 KP738582

A5332 Paracanthocobitis zonalternans BankIt1797300 A5332 KP738503 BankIt1797337 A5332 KP738543 BankIt1797562 A5332 KP738583

A6922 Schistura hypsiura BankIt1797300 A6922 KP738504 BankIt1797337 A6922 KP738544 BankIt1797562 A6922 KP738584

A6925 Schistura hypsiura BankIt1797300 A6925 KP738505 BankIt1797337 A6925 KP738545 BankIt1797562 A6925 KP738585

A6926 Nemacheilus binotatus BankIt1797300 A6926 KP738506 BankIt1797337 A6926 KP738546 BankIt1797562 A6926 KP738586

A6927 Nemacheilus binotatus BankIt1797300 A6927 KP738507 BankIt1797337 A6927 KP738547 BankIt1797562 A6927 KP738587

A6935 Mesonoemacheilus guentheri BankIt1797300 A6935 KP738508 BankIt1797337 A6935 KP738548 BankIt1797562 A6935 KP738588

A6940 Paracanthocobitis pictilis BankIt1797300 A6940 KP738509 BankIt1797337 A6940 KP738549 BankIt1797562 A6940 KP738589

A6941 Paracanthocobitis pictilis BankIt1797300 A6941 KP738510 BankIt1797337 A6941 KP738550 BankIt1797562 A6941 KP738590

A6942 Lefua costata BankIt1797300 A6942 KP738511 BankIt1797337 A6942 KP738551 BankIt1797562 A6942 KP738591

A6945 Schistura corica BankIt1797300 A6945 KP738512 BankIt1797337 A6945 KP738552 BankIt1797562 A6945 KP738592

A6948 Schistura corica BankIt1797300 A6948 KP738513 BankIt1797337 A6948 KP738553 BankIt1797562 A6948 KP738593

A6953 Schistura corica BankIt1797300 A6953 KP738514 BankIt1797337 A6953 KP738554 BankIt1797562 A6953 KP738594

A7519 Schistura notostigma BankIt1797300 A7519 KP738515 BankIt1797337 A7519 KP738555 BankIt1797562 A7519 KP738595

A7520 Schistura notostigma BankIt1797300 A7520 KP738516 BankIt1797337 A7520 KP738556 BankIt1797562 A7520 KP738596

A7521 Schistura notostigma BankIt1797300 A7521 KP738517 BankIt1797337 A7521 KP738557 BankIt1797562 A7521 KP738597

A7530 Schistura savona BankIt1797300 A7530 KP738518 BankIt1797337 A7530 KP738558 BankIt1797562 A7530 KP738598

A7532 Schistura savona BankIt1797300 A7532 KP738519 BankIt1797337 A7532 KP738559 BankIt1797562 A7532 KP738599

A7545 Physoschistura sp. BankIt1797300 A7545 KP738520 BankIt1797337 A7545 KP738560 BankIt1797562 A7545 KP738600

A7546 Physoschistura sp. BankIt1797300 A7546 KP738521 BankIt1797337 A7546 KP738561 BankIt1797562 A7546 KP738601

A7548 Schistura pridii BankIt1797300 A7548 KP738522 BankIt1797337 A7548 KP738562 BankIt1797562 A7548 KP738602

A7549 Schistura pridii BankIt1797300 A7549 KP738523 BankIt1797337 A7549 KP738563 BankIt1797562 A7549 KP738603

A8393 Barbatula barbatula BankIt1797300 A8393 KP738524 BankIt1797337 A8393 KP738564 BankIt1797562 A8393 KP738604

A8394 Barbatula barbatula BankIt1797300 A8394 KP738525 BankIt1797337 A8394 KP738565 BankIt1797562 A8394 KP738605

A8465 Pteronemacheilus lucidorsum BankIt1797300 A8465 KP738526 BankIt1797337 A8465 KP738566 BankIt1797562 A8465 KP738606

A8466 Pteronemacheilus lucidorsum BankIt1797300 A8466 KP738527 BankIt1797337 A8466 KP738567 BankIt1797562 A8466 KP738607

A7541 Physoschistura elongata BankIt1797300 A7541 KP738528 BankIt1797337 A7541 KP738568 BankIt1797562 A7541 KP738608

A7542 Physoschistura elongata BankIt1797300 A7542 KP738529 BankIt1797337 A7542 KP738569 BankIt1797562 A7542 KP738609

A0054 Botia lohachata BankIt1797300 A0054 KP738530 BankIt1797337 A0054 KP738570 AY887793*

Table S2 GenBank accession numbers of cyt b, IRBP and RAG1 sequences.

*Note: Botia lohachata  cytochrome b  has been already deposited to GenBank in 2006 and published in: Šlechtová V, Bohlen J, Freyhof J, Ráb P. Molecular phylogeny of the Southeast Asian freshwater fish family 

Botiidae (Teleostei: Cobitoidea) and the origin of polyploidy in their evolution. Mol Phylogenet Evol. 2006;39:529–41.
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Table S3 GenBank accession numbers of 5S and 28S rRNA sequences. 

Voucher 

ID Taxon   GenBank Acc. No. 5SrDNA   GenBank Acc. No. 45S rDNA 

A0425 Botia almorhae BankIt1823064 KR611604 BankIt1823059 KR611600 

A7541 Physoschistura elongata     BankIt1823061 KR611601 

A4619 Schistura bolavenensis     BankIt1822868 KR611599 

A6952 Schistura corica     BankIt1823062 KR611602 

A5301 Schistura fasciolata     BankIt1823063 KR611603 
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Species C-banding DAPI+ sites CMA3
+ sites

GC-rich 

45S rDNA

GC-rich 

5S rDNA

Petruichtys brevis not analysed centromeres + some p-arms (st) 2 signals (45S) + -

Physoschistura sp. not analysed huge interstitial  bands (1 pair m) 2 signals (45S) + -

Schistura pridii centromeres + some p-arms (st) congruent with C-banding 2 signals (45S) + -

Pteronemacheilus lucidorsum some centromeres + some p-arms (st) congruent with C-banding 4 - 6 signals (45S + some 5S/other regions ?) + * inc

Schistura corica
whole arms (1 pair m, adjacent to 45S 

rDNA), interstitial bands (1 - 2 pairs st)
congruent with C-banding all centromeres + 45S + 5S/other regions + +

Seminemacheilus lendlii not analysed

centromeres, many interstitial 

bands, whole arms (3 pairs m-

sm)

3 signals in female (45S) + -

Schistura notostigma (2n = 44)

huge pericentromeric regions (4 pairs 

m), other centromeres +  interstitial (up 

to 4 pairs st, q-arms)

congruent with C-banding 6 signals (45S + 5S + other regions) + +

Schistura notostigma (2n = 48) not analysed
some centromeres + interstitial 

(up to 2 pairs) + some p-arms st-a
14 - 15 signals (45S + 5S + other regions) + +

Physoschistura elongata not analysed majority of centromeres 45S + some 5S + other regions + +

Schistura hypsiura
whole arms (2 pairs sm + some st-a) + 

some centromeres
congruent with C-banding 4 - 8 (45S + some 5S/other regions ?) + * inc

Mesonoemacheilus guentheri 
whole arms (1 pair m, 1 - 2 pairs st, p-

arms) + some centromeres
congruent with C-banding 4 signals (some 5S + 45S) + +

Nemachilichthys rueppelli 

huge pericentromeric regions (5 - 6 pairs 

m), interstitial (1 pair sm), whole-arms 

(coinciding with NOR, 1 pair sm) + some 

centromeres

congruent with C-banding except 

NOR regions
4 signals (5S + 45S) + +

Paracanthocobitis zonalternans not analysed centromeres + some p-arms (st) 6-8 signals (45S + some 5S) + +

Paracanthocobitis pictilis not analysed some centromeres 3-5 signals (5S + 45S) + * inc

Schistura savona not analysed

huge pericentromeric regions (1 

pair m), some p-arms (st) + 

centromeres

3 signals (45S) + -

Nemacheilus binotatus not analysed

interstitial bands (coinciding with 

ITS, 1 pair st) + some 

centromeres

4 signals (45S + ITS) + -

Schistura fasciolata
pericentromeric regions (X, Y1) + some 

centromeres
congruent with C-banding 2 signals (45S) + -

Schistura bolavenensis
whole arms (3 pairs sm), interstitial (1 - 

2 pairs sm) + NOR (1 pair m)

congruent with C-banding except 

NOR regions
5 - 6 signals (45S + other regions) + -

Barbatula barbatula not analysed
interstitial bands (4 - 5 pairs st) + 

some centromeres
4 signals (5S + 45S) + +

Lefua costata centromeres + some p-arms (st) congruent with C-banding 2 signals (45S) + -

Table S4 Distribution of AT- and GC-rich sites  and its relation to constitutive heterochromatin and rDNA regions in nemacheilid genomes.

*inc =  inconclusive results
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Publikace 2 (Symonová et al. 2013b) 

Symonová R, Majtánová Z, Sember A, Staaks GBO, Bohlen J, Freyhof J, Rábová M, 

Ráb P. 2013. Genome differentiation in a species pair of coregonine fishes: an 

extremely rapid speciation driven by stress - activated retrotransposons mediating 

extensive ribosomal DNA multiplications. BMC Evol Biol. 13:42. 

 

IF2013: 3,285 

Příspěvek autora: experimenty FISH s fragmenty 18S rDNA a retrotranspozónem 

Rex1 
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Publikace 3 (Symonová et al. 2013a) 

Symonová R, Flajšhans M, Sember A, Havelka M, Gela D, Kořínková T, Rodina M, Rábová 

M, Ráb P. 2013. Molecular cytogenetics in artificial hybrid and highly polyploid sturgeons: an 

evolutionary story narrated by repetitive sequences. Cytogenet Genome Res. 141:153-162; 

zvaný článek do Themed Issue: “Molecular Cytogenetics of Fishes” 

 

IF2013: 1,839 

Příspěvek autora: všechny in situ experimenty na chromozómech jeseterů zahrnující 

komparativní genomovou hybridizaci (CGH) a genomovou in situ hybridizaci (GISH), 

vyhodnocení dat 
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Publikace 4 (Symonová et al. 2015) 

Symonová R, Sember A, Majtánová Z, Ráb P. 2015. Characterization of fish genomes 

by GISH and CGH. In: Fish Cytogenetic Techniques (Chondrichthyans and Teleosts), 

Eds: Catherine Ozouf-Costaz, Eva Pisano, Fausto Foresti, Lurdes Foresti de Almeida 

Toledo CRC Press, Inc., Enfield, NH 03748, USA. 

 

Příspěvek autora: příspěvek k optimalizaci metod GISH a CGH u ryb a spolupráce na 

textu 
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Publikace 5 (Bohlen et al. in rev.) 

Bohlen J, Šlechtová V, Šlechta V, Šlechtová V, Sember A, Ráb P. A ploidy difference 

represents an impassable barrier for hybridisation in animals. Is there an exception 

among botiid loaches (Teleostei: Botiidae)? PLoS ONE, in revision (druhé kolo). 

 

Příspěvek autora: příprava a vyhodnocení chromozómových preparátů, sestavení 

karyotypů 
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6. Souhrnná diskuze 

 

6.1. Vliv karyotypové diferenciace na evoluci genomu paprskoploutvých ryb 

I přes ohromnou druhovou diverzitu (Nelson 2006) má většina paprskoploutvých ryb 

karyotypy tvořené 48 nebo 50 chromozómy (Mank & Avise 2006, Kohn et al. 2006, Molina 

et al. 2014). Zatímco u jeseterů a síhů (včetně těch zde studovaných; Symonová et al. 2013a, 

b) je situace značně odlišná a specifická vzhledem k polyploidizačním událostem 

specifickým pro tyto linie, výsledky u studovaných zástupců mřenek čeledi Nemacheilidae 

(Sember et al. 2015) a diploidních druhů sekavek čeledi Botiidae (Bohlen et al., in rev., Tab. 

1) potvrzují výše zmíněný trend pozoruhodné karyotypové stability na úrovni 2n. Zejména 

u detailněji studovaných mřenek výsledky naznačují uniformitu 2n a omezení změn 

makrostruktury karyotypu na intrachromozómové přestavby, zejména pak na pericentrické 

inverze, které jsou dosud nejčastější karyotypovou změnou popisovanou v cytogenetických 

studiích u ryb (Galetti et al. 2000, Molina et al. 2014, Pucci et al. 2014). Vedle mechanizmu 

pericentrické inverze je však možné, že polohu centromery mohly změnit ještě adice a 

redistribuce heterochromatinu (Krasíková et al. 2009, Zlotina et al. 2012) (pozorovaná u 

mřenky Mesonemacheilus guentherii, Sember et al. 2015) nebo vznik neocentromery za 

současného zániku centromery původní (Marshall et al. 2008). Výjimku z pozorovaného 

souboru druhů pak tvoří mřenky Nemachilichthys ruppelli a Schistura notostigma, jejichž 

2n bylo redukováno zejména Rb translokacemi a v druhém případě pravděpodobně i 

tandemovými fúzemi. U jedinců S. notostigma navíc byly odhaleny dvě karyomorfy, ale 

vzhledem ke směsnému materiálu se nedá určit, jestli se jednalo o jedince ze stejné lokality 

nebo z různých populací.  

Někteří autoři (Mank & Avise 2006, Oliveira et al. 2009) míní, že v rámci rybích 

skupin s konzervovaným 2n působí na karyotypovou diferenciaci určité evoluční 

mechanizmy, které z jakéhosi důvodu zabraňují chromozómovým přestavbám většího 

rozsahu – konkrétně takovým, jež by změnily 2n, zatímco genomy se nadále vyvíjejí formou 

menších chromozómových změn a intrachromozómových přestaveb (Pereira et al. 2013), 

jak bylo v některých případech dokumentováno i na genomové úrovni (Aparicio et al. 2002, 

Thomas et al. 2003). Naopak některé jiné skupiny kostnatých ryb – zejména ty, které 

prodělaly nějakou další celogenomovou duplikaci navazujících na TSGD, vykazují více 

variabilní karyotypy (Ravi & Venkatesh 2008). Uniformita 2n u Nemachelidae tedy neodráží 

značnou druhovou diverzitu skupiny, podobně jako tomu je i u dalších rybích čeledí, např. 

Leuciscinae (Arai 2011, Pereira et al. 2012). Nekteré rybí čeledi – zejména některé mořšké 



192 

 

trnobřiché ryby (Perciformes) zůstávají dokonce konzervativní nejen z hlediska 2n, ale i co 

do zastoupení jednotlivých morfologických skupin chromozómů (tzv. karyotypová stáze 

neboli karyotypová uniformita makrostruktury; Molina 2007). Je pozoruhodné, že u řady 

takových skupin lze pomocí cytogenetického mapování odhalit (někdy i poměrně značnou) 

variabilitu tzv. mikrostrukturní, tedy na úrovni dynamiky zejména repetitivních sekvencí 

daného genomu (Affonso & Galetti 2005, Gross et al. 2010, Boron et al. 2009, Pereira et al. 

2012, Calado et al. 2014). Tento typ variability byl odhalen i v případě studovaných mřenek 

čeledi Nemacheilidae (Sember et al. 2015) a rovněž i v případě dvou sympatrických druhů 

síhů (Symonová et al. 2013b), jak bude detailněji popsáno v následující kapitole.  

 Studie Sember et al. (2015) kombinuje cytogenetický přístup s vhodnou 

fylogenetickou analýzou a díky tomu je zřejmé, že podobně jako u celé řady jiných skupin 

ryb, ani u mřenek karyotypové změny příliš nenásledují příbuzenské vztahy ve 

fylogenetickém stromu. Naše výsledky naznačují, že v rámci této čeledi se odehrála celá 

řada karyotypových změn paralelně v různých liniích a nezávisle na sobě. Důkazem budiž i 

situace u druhů s derivovanými karyotypy (N. ruppelli a S. notostigma), které se nacházejí 

na různých pozicích fylogenetického stromu a kde tedy redukce 2n probíhaly paralelně jako 

dva konvergentní procesy. Nezávislé fúze v rámci konkrétní skupiny ryb byly pozorovány 

třeba u cichlid rodu Symphysodon (Cichlidae) (Gross et al. 2010) nebo skupiny Salmonidae 

(Phillips & Ráb 2001). Z hlediska mechanizmu, některé fúze u mřenek zahrnovaly lokusy 

rDNA – nápadně podobné situace byly již pozorovány u jiných ryb (Molina & Galetti 2002, 

Rosa et al. 2012, Jacobina et al. 2013, Getlekha et al. 2016). K formaci Rb translokací může 

vést například heterologní synapse NOR v meióze (Raskina et al. 2008) nebo rozvolnění 

chromatinu v transkripčně aktivních lokusech 5S rDNA (Rosa et al. 2012). Některé studie u 

ryb naznačují, že oblasti rDNA jsou náchylné ke dvouvláknovému zlomu, což vede 

k následným přestavbám (Rosa et al. 2012, Favarato et al. 2016). Úloha asociovaného AT- 

nebo CG- bohatého heterochromatinu v tomto procesu byla předmětem bohaté diskuze 

v Sember et al. (2015). Centromery produktů Rb translokace vykazovaly často nápadný blok 

konstitutivního heterochromatinu, podobně jako u jiných ryb (Giles et al. 1985, Molina a 

Galetti 2002, Rosa et al. 2012) nebo např. u některých žab (Schmid et al. 2010). 

Nesouhra fylogenetických a cytogenetických dat je u ryb často spjata i s výskytem 

pohlavních chromozómů. Studie prezentované v této dizertační práci jsou toho dalším 

důkazem, neboť zatímco analýza u většiny karyotypů mřenek a sekavek (Sember et al. 2015, 

Bohlen et al., in rev., Tab. 1) neodhalila žádné cytologicky detekovatelné pohlavní 

chromozómy, jediný druh mřenky (S. fasciolata) ukazuje systém pohlavních chromozómů 
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XX/XY1Y2. U příbuzné skupiny Cobitidae (konkrétně u jedné populace sekavce písečného 

C. striata) byl popsán zase ojediněle systém X1X1X2X2/X1X2Y, vzniklý pravděpodobně fúzí 

původního Y a autozómu (Saitoh 1989) a u dvou dalších druhů ze stejné čeledi byly popsány 

ještě systémy ZZ/ZW a ZZ/Z0 (Rishi & Haobam 1984, Sharma & Tripathi 1988). V našem 

případě sice zatím nemáme žádný přímý důkaz potvrzující konkrétní mechanizmus vzniku 

systému pohlavních chromozómů XX/XY1Y2 u S. fasciolata, ale domníváme se, že na 

vzniku Y1 a Y2 se mohl podílet centrický rozpad proto-X chromozómu. Je možné, že svoji 

roli mohla sehrát i přítomnost klastru 5S rDNA na chromozómu X, a to podobným 

způsobem, jak již bylo diskutováno výše.  

Na pohlavních chromozómech, včetně těch pozorovaných u ryb (Vicente et al. 2003, 

Martins 2007, Cioffi et al. 2012a, c), často akumulují repetitivně sekvence. To může 

v některých případech dokonce vést k situaci, kdy nepárový pohlavní chromozóm, ač 

obvykle degenerující, se paradoxně stane největším v karyotypu (Mank & Avise 2009, 

Poltronieri et al. 2014, Schartl et al. 2015). Pohlavní chromozómy (i u ryb) se někdy dají 

přímo odlišit pomocí detekce bloků konstitutivního heterochromatinu C-pruhováním (Saitoh 

1989, Nanda et al. 1990, Almeida-Toledo et al. 2001). Jindy může mapování konkrétních 

repetitivních sekvencí odhalit přítomnost morfologicky nediferencovaných pohlavních 

chromozómů jako např. mapování 18S a GC-bohatého heterochromatinu u jedné 

karyomorfy H. malabaricus (Cioffi et al. 2011a). Kombinované výsledky metod rDNA 

FISH a CGH v recentní studii na tetrách rodu Triportheus (Yano et al. in rev.) navíc ukazují, 

že jeden lokus 45S rDNA se nachází přímo v samičí specifické oblasti na W chromozómu, 

což by mohlo naznačovat nějakou roli rDNA v diferenciaci pohlavních chromozómů. 

Náhodný a ojedinělý případ výskytu pohlavních chromozómů v rámci dané 

taxonomické skupiny potvrzuje trend pozorovaný u ryb – tj. že systémy pohlavních 

chromozómů ryb se vyvíjely opakovaně a nezávisle na sobě (Woram et al. 2003, Schartl 

2004, Volff et al. 2007, Mank & Avise 2009), často i v rámci blízce příbuzných druhů 

(Phillips et al. 2001, Peichel et al. 2004, de Oliveira et al. 2008, Henning et al. 2008, Cioffi 

et al. 2012b) nebo u různých populací daného druhu (Zhou et al. 2010), a to díky neuvěřitelné 

plasticitě a dynamice genomů kostnatých ryb. Důvod této variability bývá přisuzován TSGD 

a tedy přítomnosti duplikovaných redundantních kopií genů, kdy jedna z těchto kopií může 

následně získat funkci potenciálně důležitou pro určení pohlaví (Matsuda et al. 2002, Nanda 

et al. 2002) a to může podpořit vznik zcela nového páru gonozómů (Mank & Avise 2009). 

Variabilita bývá taktéž často přisuzován evolučnímu „mládí“ rybích pohlavních 

chromozómů, ale o tomto tématu je pojednáno v literárním přehledu (v kapitole 3.1) a také 
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v recentní přehledové práci (Schartl et al. 2015). Přítomnost pohlavních chromozómů někdy 

může přispět i k post-zygotické reproduktivní izolaci a ke speciaci, jak bylo ukázáno, např. 

právě u ryb (Kitano et al. 2009, Kitano & Peichel 2012), ale není to pravidlem (Bueno et al. 

2016). 

 Zatímco u skupin s dynamičtější karyotypovou diferenciací na makrostrukturní 

úrovni, jako jsou např. Salmonidae (Phillips & Ráb 2001) a částečně Esociformes (Ráb 

2004) můžeme pozorované jevy na karyotypové úrovni do jisté míry vysvětlit karyotypovou 

ortoselekcí (White 1978, King 1993) nebo selekci pro přestavby zvyšující/snižující četnost 

rekombinace (Qumsiyeh 1994, Phillips & Ráb 2001), u karyotypů konzervativnějších 

skupin, s variabilitou na úrovni intrachromozómových přestaveb a dynamikou repetitivních 

sekvencí, by prokazování podobných vztahů bylo složité (včetně mřenek; Sember et al. 

2015). Pozorované dynamice karyotypů mřenek spíše odpovídá recentní představa 

meiotického/centromerického tahu (Molina et al. 2014), podle které vlivem rozdílných 

schopností chromozómů vázat mikrotubuly dělícího vřeténka dochází k následné akumulaci 

jednoramenných nebo dvouramenných chromozómů v karyotypu. Navíc i v případě 

centrických fúzí bylo popsáno, že pokud výsledná centromera produktu fúze je robustnější 

než centromery původních jednoramenných chromozómů, dochází k preferenčnímu přenosu 

produktu fúze do vajíčka (Chmátal et al. 2014). Podobný mechanizmus tak nelze vyloučit 

ani v případě pozorovaných centrických fúzí u dvou druhů mřenek, včetně nálezu dvou 

různých karyomorf u druhu S. notostigma. 

Mezi C. albula a C. fontanae žádný rozdíl v makrostruktuře karyotypu není, přesto 

se tyto sympatrické druhy od sebe na úrovni genomu značně odlišily. Podobný trend je 

pozorován u ryb často – tj. malá variabilita 2n, spíše vnitrochromozómové přestavby 

(zejména pericentrické inverze) a značná dynamika repetitivních sekvencí (Pucci et al. 2014; 

Traldi et al. 2015 a citace zde uvedené). Stabilní 2n a variabilní NF jako pravděpodobný 

důsledek pericentrických inverzí, podpořený dynamikou heterochromatinu byl pozorován 

např. u Characidium (Characiformes) (Pucci et al. 2014), kde podobně jako u síhů 

(Symonová et al. 2013b) autoři přisusuzují vliv dynamiky repetitivních sekvencí na změnu 

rekombinační četnosti v genomu. 

 

 

 

 

 



195 

 

6.2. Vliv dynamiky repetitivních sekvencí na evoluci genomu paprskoploutvých ryb 

6.2.1. Heterochromatin a rDNA 

 Korelace mezi akumulací repetitivních sekvencí, heterochromatinem a přestavbami 

chromozómů byla uváděná jako příčina karyotypové diferenciace u řady skupin ryb (Cioffi 

& Bertollo 2012). Výsledky našich studií (Symonová et al. 2013b, Sember et al. 2015 a Tab. 

1) podpořily obecně sledovaný trend značné variability v distribuci a sekvenčním složení 

heterochromatinu u řady kostnatých ryb. Vedle polymorfizmů spojených s adicí AT-

bohatého heterochromatinu (Sember et al. 2015) byly u některých druhů mřenek popsány i 

vnitropopulační polymorfizmy spočívající v rozdílné velikosti ramének homologických 

chromozómů po amplifikaci heterochromatinu (podobně jako např. u Völker et al. 2007, 

Phillips & Ráb 2001, Baumgärtner et al. 2014). Často pozorovaná heterochromatinová p-

raménka jsou pravděpodobně výsledkem paracentrické inverze doprovázené tandemovými 

duplikacemi heterochromatinu, podobně jako u lososovitých (Phillips & Ráb 2001). 

rDNA je nesmírně dynamická frakce genomu (Escobar et al. 2011), jejíž evoluční 

vývoj může být do značné míry odlišný od evolučního vývoje asociovaných organizmů 

(Nakajima et al. 2012). Variabilitu v podobě nejrůznějších typů polymorfizmů spjatých 

s jedním či oběma klastry rDNA jsme pozorovali zejména u mřenek. Patří sem 1) délkový 

polymorfizmus mezi homologickými lokusy (u ryb častý; např. Mandrioli et al. 2001, Vicari 

et al. 2006 a mnoho dalších) v důsledku nerovnoměrného crossing-overu (Collares-Pereira 

& Ráb 1999, Sola & Gornung 2001), 2) heterozygoti pro inverzi lokusu rDNA (pozorované 

i u sesterské skupiny Cobitidae; Boron et al. 2006 a jiných skupin ryb; např. Vicari et al. 

2006, Mariotto et al. 2009, Bueno et al. 2014), 3) vnitropopulační variabilita ve 

fenotypech rDNA (v rámci Cobitidae: Rábová et al. 2001, Boroń et al. 2006; dále pak např. 

Fujiwara et al. 1998, Castro et al. 2001, Ferro et al. 2001, Mandrioli et al. 2001, Singh et al. 

2009, Śliwińska-Jewsiewicka et al. 2015) a 4) heterozygoti pro přítomnost/absenci lokusu 

rDNA na homologických chromozómech (např. Jankun et al. 2001, Blanco et al. 2010a, 

Pansonato-Alves et al. 2013a, Bueno et al. 2014, Pereira et al. 2014, 2015, Silva et al. 2014, 

Daniel et al. 2015, Traldi et al. 2015). Podobné polymorfizmy jsou obvykle neinformativní 

z hlediska fylogenetických vztahů (Dobigny et al. 2004, Cabral-de-Mello & Martins 2010). 

Dále u mřenek a síhů jsme zaznamenali abnormální fenotypy rDNA charakteristické 

rapidním nárůstem lokusů a/nebo ko-lokalizací obou klastrů rDNA. Některé studie 

vysvětlují nárůst počtu klastrů rDNA prostřednictvím centrických rozpadů, při nichž 

zároveň tyto rDNA stabilizují nově vzniklé konce chromozómů (Hall & Parker 1995, Hirai 

et al. 1996, Cazaux et al. 2011). Ne vždy jsou však asociace centrických rozpadů 
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s navýšením počtu lokusů rDNA pozorovány, někdy je tomu spíše právě naopak (Lan & 

Albert 2011). U ryb, v případě keříčkovce Clarias batrachus s 54 lokusy 5S rDNA hrály 

pravděpodobně centrické rozpady roli pouze částečně, nemohly být totiž při srovnání 2n 

příbuzných druhů příčinou až tak rapidní disperze 5S rDNA (Maneechot et al. 2016). 

V našich studiích ani v jednom případě nebyl pozorován nárůst 2n v korelaci s disperzí 

rDNA. Je tedy na místě pátrat po jiných mechanizmech. Některé studie se opírají o 

přítomnost lokusů 45S rDNA v terminální části chromozómů, kde je vysoký potenciál pro 

ektopickou rekombinaci (s minimálními negativními efekty na následnou meiotickou 

segregaci), a tudíž i pro translokace části rDNA klastrů na jiné chromozómy, při současném 

zvýšení počtu jejich lokusů (Hanson et al. 1996, Pedrosa-Harand et al. 2006). Tento 

mechanizmus teoreticky mohl přispět k amplifikaci 45S rDNA u síha C. fontanae a 

v některých případech i u mřenek s dispergovanými 5S nebo 45S rDNA – zejména tam, kde 

tyto klastry výrazněji přesahují z pericentromerické oblasti do p-ramének 

akrocentrických/subtelocentrických chromozómů. Mohl však být zároveň podpořen nebo 

zcela zastoupen jiným běžně pozorovaným mechanizmem – transpozicí rDNA. Zejména 

krátká raménka jednoramenných chromozómů jsou více přístupná transpozici (Hirai 1999), 

což podporují i výsledky genomové studie u čtverzubce Takifugu rubripes (Dasilva et al. 

2002). Případy disperze rDNA se ale nevyhýbají ani rybám s převážně intersticiální pozicí 

5S rDNA (da Silva et al. 2011, Scacchetti et al. 2011, 2012), která bývá u ryb pozorována 

nejčastěji (Martins & Galetti 2001, Cioffi & Bertollo 2012). Někteří autoři sice naznačují, 

že tato pozice poskytuje 5S rDNA určité výhody např. z hlediska evoluční stability (Martins 

& Galetti 2001), konkrétně např. z důvodu větší ochrany před transpoziční aktivitou (Noleto 

et al. 2007, Sczepanski et al. 2007), ale naše výsledky u mřenek (Sember et al. 2015) a 

některé další studie (např. da Silva et al. 2011, Yano et al. 2014) tyto hypotézy nepotvrzují.  

Nejvíce lokusů 5S rDNA (18-20) bylo lokalizováno u endemitních druhů mřenek 

(Sember et al. 2015) a endemitního síha C. fontanae (až 40 lokusů 45S rDNA)(Symonová 

et al. 20013b). Důvodem vysokého počtu detekovaných signálů může být mj. přítomnost 

satDNA odvozených od rDNA, jak bylo pozorováno v případě 5S (Volkov et al. 2001, 

Vitorazzi et al. 2011) včetně případů u ryb, konkrétně u trahira malabarského H. malabaricus 

(Martins et al. 2006). Je ale nutné uvést, že např. u trahira se jedná o velmi specifickou 

satDNA vyskytující se pouze u tohoto druhového komplexu (Martins et al. 2006, Fereira et 

al. 2007). Navíc u mřenek byla prokázána aktivita některých nadpočetných NOR pomocí 

detekce dusičnanem stříbrným (Sember et al. 2015).  



197 

 

Ko-lokalizace rDNA byly pozorovány i u jiných skupin ryb, např. Notothenoidei 

(Mazzei et al. 2004), Siluriformes (Mariotto et al. 2011, Ziemniczak et al. 2012), 

Characiformes (Vicari et al. 2006). V rámci Cypriniformes – konkrétně např. u Leuciscinae 

(Gromicho et al. 2006a, b, Kirtiklis et al. 2010, Rossi et al. 2012, Pereira et al. 2014) a 

Cobitidae (Boroń et al. 2006) a v rámci Salmoniformes i u síhů (Coregonus lavaretus, Rossi 

& Gornung 2005). U čeledi Locariidae (Siluriformes) je toto dokonce znak společný pro 

celou skupinu (Ziemniczak et al. 2012). Byly pozorovány také kolokalizace rDNA s klastry 

jiných repetitivních genů (např. Hashimoto et al. 2011, 2013, Lima-Filho et al. 2012, 

Pansonato-Alves et al. 2013a, b, Silva et al. 2013, 2015 aj.), popř. ko-lokalizace takových 

genů bez účasti rDNA (např. Silva et al. 2013, Pansonato-Alves et al. 2013a, Utsunomia et 

al. 2014, García-Souto et al. 2015, Costa et al. 2016). Určitá výhoda tohoto uspořádání by 

obecně mohla plynout v nahromadění těchto esenciálních genů v transkripčně aktivních 

oblastech genomu – může zde být určitý tlak pro jejich shlukování v místech s konkrétními 

epigenetickými charakteristikami (Lercher et al. 2002). Zdá se ale být něpravděpodobné, že 

např. v případě ko-lokalizujících nebo syntenicky se vyskytujících klastrů rDNA představuje 

toto uspořádání nějakou jinou (specifičtější) expresní výhodu – už jen z toho důvodu, že 45S 

rDNA využívá k přepisu RNA polymerázu I (Moss & Stefanovsky 1994), zatímco 5S rRNA 

je přepisována RNA polymerázou III (Paule & White 2000) a rovněž mechanizmy regulace 

exprese obou rDNA shluků jsou odlišné (Gerbi et al. 2003, Russell & Zomerdijk 2005, 

Ciganda & Williams 2011, Layat et al. 2013). 5S rRNA se syntetizuje navíc mimo jadérko 

(Ciganda & Williams 2011). Zároveň je zde otázka, jestli překrývání obou klastrů naopak 

expresi neomezuje. Jasnou odpověď přinášejí kvasinky, u nichž jsou standardně 5S 

vmezeřeny mezi geny hlavního klastru rDNA (přehled viz Ciganda & Williams 2011). Dále 

u chňapalovitých ryb (Lutjanidae) (Costa et al. 2016) byl pomocí FISH odhalen osamocený 

(a tedy s velkou pravděpodobností funkční) pár 45S rDNA, který ko-lokalizuje s jedním 

lokusem genů pro histon H3. Existují práce naznačující možné výhody daného uspořádání 

(Wicke et al. 2011) a to nejen v rámci rDNA, ale i v případě ko-lokalizace rDNA a jiné 

multigenové rodiny (Hashimoto et al. 2011). Např. u rostlin (Angiospermes) vznikla tato 

situace opakovaně v evoluci, ale následně se jen zřídkakdy udržela (Roa & Guerra 2015). U 

některých rostlin, kde není ko-lokalizace rDNA, tak bylo ukázáno, že oba klastry rDNA 

spolu volně asociují v interfázi, ale důvod není dosud objasněn (Highett et al. 1993, Németh 

et al. 2010). Separace obou shluků rDNA na rozdílných chromozómech na druhou stranu ale 

umožňuje jejich nezávislou evoluci a zabraňuje nežádoucím translokacím (Martins & Galetti 

1999, Martins & Wasco 2004). U různých organizmů je pozitivní korelace mezi vyšším 
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počtem lokusů rDNA a případem, kdy aspoň některé z nich ko-lokalizují (Roa & Guerra 

2015, Sember et al. 2015). Extrémním případem je endemický druh pelyňku Artemisia, kde 

ko-lokalizují naprosto všechny lokusy 5S a 45S a analýza impregnací stříbrem (Ag-NOR) 

ukázala, že většina NOR je aktivních (Garcia et al. 2007). Zůstává otázka, zda-li je to jen 

doprovodný jev dynamiky genomu této endemické rostliny, anebo to má nějakou souvislost 

s adaptací na extrémní xerofytní prostředí.  

Výsledky našich prací potvrzují novodobé představy o dynamice rDNA, podle nichž 

distribuce klastrů těchto genů může být informativní pro komparativní analýzy blízce 

příbuzných druhů a pro detekci populační variability (Gross et al. 2010, Poletto et al. 2010a), 

vyvíjí se však svojí vlastní evoluční cetou, která nenásleduje fylogenetické vztahy dané 

taxonomické skupiny (Poletto et al. 2010a, Nakajima et al. 2012, Milhomem et al. 2013). Při 

srovnávání vyšších taxonomických úrovní by se dynamika distribuce rDNA a její informační 

hodnota měla hodnotit opatrněji. Využití mapování rDNA a jiných repetitivních genů lze 

spatřovat v novém světle – jako markery akutní zvýšené dynamiky genomu, která může 

eventuálně souviset s probíhajícím procesem speciace nebo hybridizace (Raskina et al. 2004, 

Raskina et al. 2008, Pereira et al. 2014, Dion-Côté et al. 2015). Tato dynamika může být 

informativní také pro detailnější vhled do karyotypové diferenciace skupin, jejichž 

karyotypy se po konvenční cytogenetické analýze jeví jako konzervativní (Sczepanski et al. 

2007, Symonová et al. 2013b, Sember et al. 2015). 

 

6.2.2 Asociace disperze rDNA a TEs a její evoluční důsledky 

Ukazuje se, že míra disperze lokusů rDNA závisí na míře transpozice a na 

mechanizmech eliminace vzniklých nadbytečných kopií, jak naznačují práce u rostlin 

(Raskina et al. 2008, Roa & Guerra 2015). Pomocí fibre-FISH bylo přímo ukázáno, že kopie 

TEs jsou vmezeřené mezi kopie 45S rDNA (Raskina et al. 2004, 2008). Celá řada prací 

ukázala, že některé TEs, např různé LINE RTEs (Jakubczak et al. 1991, Averbeck & 

Eickbush 2005, Zhang et al. 2008) nebo DTEs (Penton a Crease 2004) se přednostně 

vmezeřují do rDNA, ať už díky přímé preferenci, nebo z důvodu akumulace v podobných 

místech genomu (Raskina et al. 2008). Podle Zhanga et al. (2008) jsou rDNA pro inzerci 

TEs přímo ideální vzhledem k jejich repetitivní povaze a časté transkripci. Opakovaná 

transpozice následovaná různou mírou sekundární amplifikace v novém místě může být 

vysvětlením pro přítomnost různě intenzivních signálů po FISH, zejména pak většího 

množství velmi malých nadbytečných lokusů. Je možné, že některé lokusy zůstanou pod 

úroveň rozlišení metody FISH a i to může být jedna z příčin pozorovaných polymorfizmů 
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(Almeida-Toledo et al. 2002, Boroń et al. 2006, Kirtiklis et al. 2010). Různá míra 

amplifikace minoritních míst může být dále příčinou polymorfizmů mezi populacemi (Roa 

& Guerra 2012). Výše uvedené podporuje studie u tlamouna nilského Oreochromis niloticus, 

kde metoda FISH odhalila dva páry 5S a tři páry 45S rDNA, zatímco následná analýza 

genomu pomocí BLAST/n odhalila dalších 59 kopií 5S rDNA a 38 kompletních nebo 

neúplných kopií 18S rDNA roztroušených napříč genomem (Nakajima et al. 2012).  

TEs sousedící nebo přímo včleněné do oblasti 5S rDNA (zejména do 

nepřepisovaného mezerníku) byly popsány ve větší míře u rostlin (Raskina et al. 2004, 2008, 

Kalendar et al. 2008). Poslední dobou přibývá podobných prací také u ryb a tyto studie přímo 

či nepřímo ukazují, že asociace TEs s rDNA může vést ke společné disperzi obou těchto 

sekvencí a ke zvýšené karyotypové diverzitě (Cioffi et al. 2010, de Silva et al. 2011, 

Nakajima et al. 2012, Martins et al. 2013, Yano et al. 2014, Merlo et al. 2013, Schneider et 

al. 2013, Silva et al. 2013 aj.). Většina těchto prací se zabývá elementy rodiny Rex. Exploze 

jejich aktivity a zvýšený počet kopií v genomu vedou k rapidní diverzifikaci genomů mezi 

blízce příbuznými druhy (Hua-Van et al. 2011). Je pozoruhodné, že např. u druhového 

komplexu trahira Erythrinus erythrinus je pozorována disperze 18S asociovaná s Rex1 u 

třech ze čtyř karyomorf (Cioffi et al. 2010, Martins et al. 2013, Yano et al. 2014). V jiných 

případech je dokumentována pouze ko-lokalizace Rex elementu s rDNA, aniž by to bylo 

přímo doprovázeno rapidním nárůstem lokusů (Pansonato-Alves et al. 2013b, Pereira et al. 

2015). Zatímco u síhů (Symonová et al. 2013b) jsme prokázali přímým mapováním metodou 

FISH, že disperze lokusů 45S rDNA (resp. jeho části) může být asociovaná s aktivitou 

elementu Rex1, u mřenek jsme díky analýze sekvence 5S rRNA fragmentu endemického 

druhu Schistura pridii objevili asociovaný jiný RTE, konkrétně L1-2_DR (Sember et al. 

2015). Kauzální souvislost s tímto nebo jiným TE a disperzí rDNA nebyla u dalších druhů 

mřenek přímo prokázána. Tyto výsledky ale naznačují, že dosavadní práce popisující 

asociaci nejběžněji mapovaných rybích TEs (tedy elementy rodiny Rex) jsou jen špičkou 

ledovce, obzvlášť pokud současné analýzy naznačují, že převahu v rybích genomech tvoří 

spíše DTEs (Chalopin et al. 2015a). Kromě našich výsledků to naznačuje i nález asociace 

(bez zvýšeného počtu lokusů) Tol2 elementu s genem 18S rRNA (hAT, DTE) u kranasovce 

štíhlého Rachycentron canadum (Costa et al. 2013). Dále pak např. u jiných Salmoniformes 

byl nalezen SINE-like element BglII u pstruha potočního Salmo trutta v IGS poblíž genu 

18S rRNA (Caputo et al. 2009 a citace v něm uvedené) nebo byla odhalena asociace 18S a 

Mariner-like elementů u hlaváče černého Gobius niger (Gobiidae) (Mandrioli et al. 2001) a 

lokalizace elementů ze stejné rodiny v heterochromatinu přiléhajícímu k NOR u čtverzubce 
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Tetraodon fluviatilis (Mandrioli & Manicardi 2001). V některých variantách rybích 5S 

rDNA byly nalezeny SINE odvozené pravděpodobně z genů pro transferové RNA (tRNA) 

(Merlo et al. 2012b). Z hlediska mechanizmů možného vzniku asociace TEs a rDNA, mohlo 

kromě preferenční transpozice nebo ektopické rekombinace dojít eventuálně rovněž k 

přeskočení enzymu reverzní transkriptázy na jiný templát (tedy konkrétně z RNA 

retrotranspozónu na 5S rRNA; tzv. „template switching“) (Budzin 2004, Piskurek et al. 

2009) nebo mohlo dojít k pročtení transkripce za oblast genu 5S rDNA do sousedních 

oblastí, kde se nějaké TEs mohou vyskytovat (Ciganda & Williams 2011, Piskurek et al. 

2009). Nepochybně se jedná o velice zajímavé pole pro budoucí výzkum. Kromě přímé 

transpoziční aktivity mohou TEs působit jako „horká místa“ pro ektopickou rekombinaci, 

která vedle možnosti disperze můžou způsobit i přesun lokusu na jiný chromozóm, jeho 

inverzi anebo jeho úplné vymizení (delece), což může vést k polymorfizmům výše 

popsaným (Blanco et al. 2010a). Kandidátních TEs (kromě těch zmíněných výše) pro 

mapování na chromozómy rybích druhů s explozivním nárůstem lokusů rDNA nebo jiných 

tandemově uspořádaných genů, je celá řada – např. Mariner/Tc1 a Tc1-like elementy z řad 

DTEs (Izsvák et al. 1995, Mandrioli 2000, da Silva et al. 2011), Ty3-Gypsy LTR RTE (Volff 

et al. 2001) nebo Zebulon (Dasilva et al. 2002, Fischer et al. 2004), CiLINE2 (Oliveira et al. 

2003), Ron1 a Ron2 (Oliveira et al. 1999) ze skupiny non-LTR RTEs. V neposlední řadě je 

možné využít údaje z aktuálních srovnávacích genomických studií (Huang et al. 2012, 

Chalopin et al. 2015a, Gao et al. 2016, Valente et al. 2016). Velice přínosné by mohly být i 

analýzy pomocí kvantitativní real-time PCR (qPCR), pro porovnání počtu kopií rDNA a 

asociovaného TE podobně jako to bylo provedeno u Pokey elementu a 28S rDNA u Daphnia 

sp. (LeRiche et al. 2014).  

V některých případech, zejména u endemitů s malou efektivní populací, může 

amplifikace rDNA signalizovat stresem indukovanou re-aktivaci TEs (Symonová et al. 

2013b, Pereira et al. 2014). Konkrétně v případě síha C. fontanae by za stresové podmínky 

mohla být zodpovědná malá dostupnost potravy v jezeře Stechlin, mající vliv i na menší 

velikost jedinců C. albula ve srovnání s populacemi z jiných jezer (Symonová et al. 2013b). 

Do jaké míry může aktivita TEs přispět k post-zygotické bariéře, o tom se vedou čilé debaty 

(Rebollo et al. 2010, Hua Van et al. 2011). Je možné, že u síhů v jezeře Stechlin (Symonová 

et al. 2013b) disperze rDNA ovlivnila rekombinační četnost a vedla k rapidní genomické 

divergenci, která urychlila ekologickou speciaci. Podobný efekt uvažují Cioffi et al. (2015) 

u populací Channa striata (Perciformes) a Pucci et al. (2014) u characídie (Characiformes). 

Určitá variabilita 45S rDNA spojená s výskytem většího počtu měnších (a neaktivních) 
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klastrů byla pozorována rovněž síha severního C. lavaretus (Rossi & Gornung 2005) a již 

dříve byly pozorovány polymorfizmy v distribuci 45S rDNA v rámci jedné polské populace 

C. albula (Jankun et al. 2001). Podobně jako u C. fontanae nejsou ve studii Rossi & Gornung 

(2005) nadpočetné lokusy 45S rDNA asociované s GC-bohatými sekvencemi 

detekovatelnými Chromomycinem A3, které bývají jinak v oblasti hlavního ribozomálního 

klastru u ryb přítomny téměř vždy (Schmid & Guttenbach 1988). To by mohlo podpořit 

teorii, že byla přenesena pouze část klastru, právě způsobem transpozice. Je dále 

pozoruhodné, multiplikované pozice 45S rDNA byly dosud popsán u zhruba poloviny 

cytogeneticky analyzovaných lososovitých ryb (Śliwińska-Jewsiewicka et al. 2015 a citace 

zde uvedené). Krasnov et al. (2005) dále ukázali pomocí mikročipové analýzy, že transkripce 

Tc1-like elementu u pstruha duhového O. mykiss může být aktivována toxicitou, stresem 

nebo bakteriálními antigeny. U jiného sympatrického páru síhů (druhový komplex C. 

clupeaformis) bylo pozorováno 232-násobné navýšení aktivity TEs u malformovaných 

hybridů, což naznačuje, že TEs jsou klíčové komponenty mechanizmu post-zygotické 

izolace (Dion-Côté et al. 2014). Tyto výsledky zapadají do kontextu našich pozorování u 

síhů a zároveň naznačují (spolu se Sember et al. 2015), že amplifikace 45S rDNA (včetně 

lokusů bez afinity k Chromomycinu A3) u některých sekavců čeledi Cobitidae (Rábová et 

al. 2001, 2004) mohla proběhnout rovněž mechanizmem transpozice. Na druhou stranu, u 

některých jiných ryb, které podstoupily evoluční změny v extrémních podmínkách jako je 

například slepá jeskynní tetra mexická Astyanax mexicanus (žijící v úplné tmě), žádné 

zásadní deviace v distribuci rDNA nebo TEs či jiných repetitivních DNA nebyly dosud 

pozorovány (Kavalco et al. 2007). A to i přesto, že třetinu jejich genomu zaujímají TEs 

(McGaugh et al. 2014), jejichž role v regresní evoluci této ryby byla často zvažována (např. 

Lönning & Saedler 2002). 

Z hlediska exprese je zdokumentováno, že i transponované kopie rDNA mohou být 

stále transkripčně aktivní (Drouin 1999). Není ale zdaleka výjimkou, že z některých kopií se 

stanou pseudogeny (které mohou být potom rovněž detekovány pomocí FISH spolu se 

standardními lokusy) (Affonso & Galetti 2005, Martins et al. 2006). Např. sekvence podobné 

IGS hlavního klastru rDNA byly nalezeny dispergované v genomu bobu obecného Vicia 

faba (Maggini et al. 1991). I pokud jsou znásobené kopie rDNA stále schopné transkripce 

za vzniku funkčního produktu, je velmi pravděpodobné, že mohou být následně permanentně 

blokovány (Vicari et al. 2008).  
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6.2.3 Možné funkční role disperze rDNA 

 Jaký je možný vliv variability na úrovni množství rDNA na eko-evoluční procesy u 

organizmů? U kvasinek nadbytečné netranskribované kopie 45S rDNA podporují kohezi 

chromatid a při jejich ztrátě jsou dané buňky náchylnější k poškození DNA – tedy k větší 

senzitivitě na environmentální faktory/potenciální mutageny (Ide et al. 2010). Naopak, příliš 

velké množství transkribovaných rDNA je velmi náročné na spotřebovávání zdrojů fosforu 

(Weider et al. 2005). Variabilita délková a v počtu kopií může u některých organizmů 

souviset s ekologickou adaptací na prostředí s malou koncentrací živin, může zde mít vliv 

opět dostupnost fosforu, který je důležitý pro biosyntézu nukleotidů (Weider et al. 2005). 

Recentně bylo demonstrováno (Jack et al. 2015), že modelová kvasinka Saccharomyces 

cerevisiae je schopná amplifikovat 45S rDNA v odpověď na zvýšenou dostupnost živin 

v okolním prostředí. Je za to zodpovědná signální dráha TOR (target of rapamycin), která 

dokáže v případě potřeby spustit rekombinační procesy vedoucí k řízené a rapidní změně 

v počtu kopií rDNA. Ukazuje se, že ač biosyntéza ribozómů může být zvýšená intenzivnější 

transkripcí 45S rDNA, dlouhodobě je to pro buňku nežádoucí stav (Ide et al. 2010). To vše 

může souviset s cílenou adaptací na konkrétní podmínky prostředí. V současné době přibývá 

prací, které přikládají místu syntézy pre-ribozómových částic (tedy jadérku) nové významy, 

např. v souvislosti s udržovánm buněčné homeostáze a roli v buněčné odpovědi na stres 

(Boisvert et al. 2007, Deisenroth & Zhang 2010, Grummt 2013). Mimoto bylo dále zjištěno, 

že množství 5S rRNA má přímý vliv na regulaci esenciálního buněčného transkripčního 

faktou p53 (Sloan et al. 2013). Zvýšený počet transkribovaných 45S nebo 5S RNA 

prekurzorových molekul by ale mohl mít i jiné vysvětlení – např. neefektivní úpravy na 

ko/posttranskripční úrovni. Je ale pravděpodobné, že akumulace velkého množství špatně 

zpracované nematurované rRNA by vedla k inhibici buněčného cyklu (Deisenroth & Zhang 

2010). Pisano a Ghigliotti 2009 míní, že u některých antarktických ryb skupiny 

Notothenoidei může mít větší počet lokusů 45S rDNA adaptivní význam v teplotách pod 

bodem mrazu. Gibbons et al. (2014) naznačují, že u člověka je množství 45S rDNA 

korelováno s množstvím mitochondriální DNA a koncentrací určitých modifikátorů 

chromatinu, což může mít vliv na buněčnou homeostázi a na globální změny v genové 

expresi. 

K hlubšímu porozumění významu přítomnosti nadbytečných lokusů rDNA by mohla 

přispět opět již zmiňovaná qPCR, ale pozoruhodná data již přinesly i jiné přístupy. Např. u 

štiky obecné Esox lucius byl recentně pomocí Southernova přenosu odhadnut abnormálně 

vysoký počet kopií 5S rDNA, což mimojiné odpovídá výsledkům metody FISH (34-36 
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signálů 5S rDNA v rámci 2n=50) a převážná většina těchto lokusů se zdá být metylována 

(Symonová R., osobní sdělení). Je možné, že extrémně vysoké množství 5S rDNA může hrát 

spíše nějakou strukturní roli v genomu. Z hlediska exprese ovšem dále zůstávají u 5S rRNA 

pootevřená vrátka různým představám, a to z toho důvodu, že se dosud neví přesná funkce 

této molekuly v rámci ribozómu (Ciganda & Williams 2011). Jednou ze záhad je přítomnost 

molekul 5S rRNA v mitochondriích, přestože různé další studie ukázaly, že mitochondriální 

ribozómy 5S rRNA neobsahují (Adams & Palmer 2003). Možné nápovědy by mohly přinést 

studie tkáňově-specifické exprese, tj. možný význam variant 5S rRNA, např. pro expresi 

v somatických buňkách a ve vajíčku (Barciszewska et al. 2000). V tomto ohledu se sluší 

ještě připomenout klasickou studii dokumentující amplifikaci rDNA v žabích oocytech 

(Brown & Dawid 1968). 

 Celá problematika se stává složitější, když si uvědomíme, že kromě rDNA byla 

pozorována disperze i dalších středně repetitivních genů, u ryb konkrétně u histonu H3 

(Costa et al. 2014, 2016) a U1 snRNA (Garcia-Souto et al. 2015). Dále např. u kobylek jsou 

popsány případy disperze genů pro histon H3 na všech chromozómech v karyotypu (Bueno 

et al. 2013) Jestli zde existuje nějaký vztah k architektuře genomu nebo fyziologií 

organizmu, na to v současnosti neexistují odpovědi. Je také možné, že amplifikované lokusy 

repetitivních genů jsou pouze doprovodným jevem aktuální zvýšené dynamiky genomu a že 

nadbytečné kopie postupně budou hromadit mutace a budou eliminovány, až se dospěje opět 

do stavu o standardním počtu klastrů dané multigenové rodiny (Martins et al. 2006). 

 

6.2.4. Telomery 

Telomery byly studovány u zástupců Cobitoidea. Vzhledem k malé velikosti 

chromozómů byla pro specifičtější analýzu ITS použita metoda TSA-FISH (tyramid signal 

amplification FISH) využívající tyramidovou amplifikaci signálu (využívanou většinou pro 

detekci jednokopiových oblastí; např. Krylov et al. 2003, 2007, Carabajal Paladino et al. 

2014) u Nemacheilidae (Sember et al. 2015) a metoda PNA-FISH (peptid nucleic acid 

FISH), kde je v sondě cukrfosfátová kostra nahrazena polyamidovou kostrou, která díky 

svému neutrálnímu náboji proniká lépe do chromozómu a vede tedy k citlivější detekci (jak 

dokazují i práce u ryb; Ocalewicz & Dobosz 2009, Ocalewicz et al. 2013) byla zase použita 

u sekavčí čeldi Botiidae (Tab. 1). Většina analyzovaných druhů mřenek (Sember et al. 2015) 

i sekavek (Tab. 1) vykazovala standardní vzor, s telomerickými signály v koncových částech 

chromozómů. U mřenek byly zaznamenány případy centrických fúzí se zachovanými 

rozsáhlými het-ITSs a rovněž případy, kdy se tyto sekvence v evidentních produktech fúze 
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nevyskytovaly (Sember et al. 2015). To potvrzuje dva konvergentní procesy centrických fúzí 

u zkoumaných zástupců, navíc mechanisticky se odlišujícími (Slijepčevič 1998). Případy u 

ryb, na jejichž chromozómech v místech prokazatelným fúzí nebyly nalezeny ITS, jsou 

doloženy např. u lososovitých (Abuin et al. 1996, Jankun et al. 2007, Ocalewicz et al. 2008) 

aj. (např. Henning et al. 2011, Fernandes et al. 2015). Prokazatelné ITSs u produktů 

centrických nebo tandemových fúzí byly ale rovněž dokumentovány (Meyne et al. 1990, 

Sola et al. 2003, Caputo et al. 2009, Cioffi et al. 2010, 2011, Rosa et al. 2012, Bitencourt et 

al. 2014, Scacchetti et al. 2015a). V jednom případě byla u mřenek detekována ITS 

v potenciálním produktu tandemové fúze, nedá se však vyloučit možnost (ne)reciproké 

translokace (Schubert & Lysák 2011). Nicméně, u obou skupin byl pozorován zajímavý jev 

– asociace telomerických repetic s rDNA. Tento jev byl v minulosti dokumentován u řady 

jiných ryb, např. u úhoře říčního Anguilla anguilla (Salvadori et al. 1995), pstruha duhového 

Oncorhynchus mykiss (Abuín et al. 1996), u jehly zelenavé Neropsis ophidion (Libertini et 

al. 2006) a u třech druhů cípalů čeledi Muglidae (Sola et al. 2007). Přestože byla tato 

asociace rovněž popsána i u jiných obratlovců (Meyne et al. 1990, Nanda et a. 2008), její 

původ není dosud zcela jasný. Tsujimoto et al. (1999) míní, že pokud se v okolí rDNA 

akumulují TEs, může to vést k fragilitě tohoto místa a tedy k náchylnosti ke zlomům. Pokud 

se tak stane, rDNA na konci chromozómů mohou stimulovat syntézu nových telomer 

telomerázou, což může vést i k tvorbě překrývajících se lokusů telomerických repetic 

s rDNA. Hall & Parker (1995) naznačují, že 45S rDNA je potenciální substrát pro 

telomerázu, pakliže dojde uvnitř tohoto klastru ke zlomu (např. v rámci procesu centrického 

rozpadu). V některých případech 45S rDNA přímo nahrazuje funkci telomery (např. Pich et 

al. 1996, Gonzáles-García et al. 2006). Guillén et al. (2004) vyslovil hypotézu, že se 

telomerické repetice podílejí na regulaci exprese 45S rDNA přes mechanizmus epigenetické 

inaktivace. Naše práce ale naznačuje, že tomu tak být nemusí, protože jediný detekovaný 

pár 45S rDNA u mřenky N. ruppelli musí být nepochybně aktivní, třebaže po celé délce ko-

lokalizuje s telomerickou repetitivně sekvencí (Sember et al. 2015). U Botiidae se tato 

asociace vyskytuje pouze u diploidních zástupců, zatímco u tetraploidní sekavky tuto 

charakteristiku postrádají. Jedná se tedy o modifikaci, ke které došlo až po polyploidiní 

události.  

 

6.2.5. Dynamika repetitivních sekvencí u polyploidů a hybridů  

GISH/CGH se ukázala být jako velmi přínosná metoda, která po nutné optimalizaci 

pro ryby (Symonová et al. 2015) splnila svůj účel v cytogenetické analýze síhů (Symonová 
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et al. 2013b), jeseterů (Symonová et al. 2013a) a také při analýze hybridů sekavců rodu 

Cobitis (Majtánová et al. 2016a) a detekci pohlavních chromozómů u tetry znamenané 

Triportheus signatus (Yano et al., in rev.).  

U uměle vyprodukovaných jeseteřích hybridů byly genomově-specifické repetitivní 

sekvence rodičovských druhů lokalizovány metodou CGH převážně na 

mikrochromozómech a některých malých makrochromozómech (Symonová et al. 2013a). 

Zdá se tedy, že unikátní a kódující sekvence jsou vysoce konzervované. Překvapivě, na 

rozdíl např. od ptáků (Burt 2002, Axelsson et al. 2005) mikrochromozómy jeseterů nejsou 

genově bohaté, naopak jsou vysoce heterochromatinizované, jak ukázala i metoda C-

pruhování (Symonová et al. 2013a). V kontrastu s mikrochromozómy, sekvence na 

makrochromozómech mají evidentně o mnoho pomalejší evoluční dynamiku. Nemusí se ale 

nutně jednat jen o unikátní sekvence, jak naznačuje pomalý vývoj některých jeseteřích 

satDNA (Lanfredi et al. 2001, De la Herran et al. 2001). Dokonce je pozoruhodné, že 

karyotyp jeseterů zůstává velmi stabilní i po mnohonásobném pasážování buněčných kultur 

(Fontana 2015). Všechny tyto indicie naznačují, že schopnost jeseterů mezidruhově se křížit 

za vzniku fertilního potomstva může být asociována s pomalou evolucí vysoce 

konzervovaných sekvencí na makrochromozómech, zatímco výrazná dynamika spojená 

s repetitivními sekvencemi je omezena na mikrochromozómy. Různou dynamiku různých 

částí jeseteřích genomů naznačuje i recentní studie využívající WCP u A. ruthenus 

(Romaneno et al. 2015).  

 U Botiidae bylo konvenční karyotypovou analýzou a za podpory výsledků jiných 

metod zjištěno, že sekavka ´B.´ zebra, ač morfologicky velmi podobná druhu L. guilinensis 

zároveň molekulárně-fylogeneticky velmi blízká druhu S. pulchra, není mezidruhovým 

hybridem těchto dvou sympatrických sekavek (Bohlen et al., in rev.). Z cytogenetického 

úhlu pohledu je patrné, že ´B.´ zebra má tetraploidní počet chromozómů (2n = 100) a nikoliv 

intermediární (2n=75), jak by se dalo u hybridního jedince většinou očekávat. Tuto hypotézu 

do jisté míry potvrzují i recentní výsledky (Tab. 1, Fig. 9), protože ukazují, že fenotpy rDNA 

nejsou u ´B.´zebra intermediární vzhledem k těm pozorovaným u L. guilinensis a S. pulchra, 

jak by se dalo v podobných případech očekávat (např. Zhang et al. 2015). Hlavním 

výsledkem studie Bohlen et al., (in rev.) je odhalení neobvyklého mimikry druhu ´B.´zebra 

srovnatelného např. s pozorováním u druhů ryby Corydoras (Alexandrou et al. 2011). Na 

základě většiny analýz provedených v Bohlen et al., (in rev.) se dále zdá, že ´B.´zebra je 

zástupcem rodu Sinibotia. Pro úplnost je v plánu ještě srovnání genomů uvedených sekavek 

pomocí metod GISH a CGH. Tato strategie měla přispět i k odhalení, zda-li u skupiny 
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Botiidae došlo k auto- nebo allopolyploidizaci. Nicméně podle výsledků publikovaných ve 

Šlechtová et al. (2006) a Doadrio & Perdices (2005) došlo k oddělení Leptobotiinae a 

Botiinae přibližně před 22 miliony let a např. u rostlin nebyla GISH/CGH úspěšná u 

allopolyploidů starších 5 milionů let (Lim et al. 2006, 2007). Důvodem je již pokročilý 

proces homogenizace a re-diploidizace genomu, při kterém již stačily proběhnout rozsáhlé 

strukturní genomové/chromozómové změny (Chester et al. 2010 a citace zde uvedené) a 

dříve genomově-specifické repetitivní sekvence již do značné míry mohly dosáhnout 

smíšené distribuce (Senchina et al. 2003, Lim et al. 2006, 2007). Vskutku, dosavadní 

aplikace CGH u jiných zástupců Botiidae přinesla kontroverzní výsledky (Sember A., 

nepublikovaná data). Určitý způsob, jak tuto strategii obejít, je použít pro odlišení dvou 

genomů sondy pro specifické centromerické RTEs (Liu et al. 2008) nebo satelitní DNA 

sekvence specifické pouze pro jeden parentální genom (Gill et al. 2009). To ale vyžaduje 

podrobnější sekvenační analýzy, zejména s využitím nové generace metody sekvenování 

(„next generation sequencing“, NGS) a bioinformatiky (Chester et al. 2010). Jednou z mála 

zbývajících možností je sledování distribuce klastrů repetitivních genů. Pokud se u 

tetraploida bude daný klastr vyskytovat ve stejných pozicích na čtyřech velikostně i 

morfologicky stejných chromozómech, mohla by to být známka autopolyploidie. 

rDNA bývají i přes svoji variabilitu používány často ve srovnávacích studiích 

diploidních a polyploidních taxonů. Srovnávání fenotypů rDNA diploidů a polyploidů může 

být informativní, pokud je počet lokusů rDNA u polyploida aditivní a tedy nedošlo v rámci 

post-polyploidizačních událostí k eliminaci některých z nich. Pokud tomu tak je, může 

fenotyp rDNA naznačit povahu polyploidizační události nebo alespoň potvrdit stupeň 

ploidie (Zhu et al. 2006). U mezidruhových hybridů je obvykle sledován intermediární 

fenotyp (Zhang et al. 2015, Maneechot et al. 2016), ale v některých případech vlivem 

značného polymorfizmu není možné žádnou korelaci sledovat (Pereira et al. 2014). Starší 

polyploidi často vykazují re-diploidizované počty rDNA (Linares et al. 1996, Kovařík et al. 

2008). V rámci velkého souboru publikovaných analýz mapování rDNA u diploidů vs. 

polyploidů se výsledky liší skupina od skupiny. Zcela nezávislé dynamické změny v rDNA 

fenotypech byly např. sledovány u rostlin čeledi Vellinae (Rossato et al. 2015). V jiných 

případech alespoň jeden klastr rDNA vykazuje aditivní počty lokusů vzhledem ke stupni 

ploidie (Mishima et al. 2002, Torrell et al. 2003, Pires et al. 2004, Nani et al. 2015), u ryb 

např. 5S rDNA u jelce S. alburnoides (Gromicho et al. 2006). Situaci mohou dále 

komplikovat sekundární chromozómové přestavby (např. Nani et al. 2015). 
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 V rámci Cobitoidea je těžké dopředu určit, jakou vypovídací hodnotu budou mít 

klastry rDNA při posuzování mechanizmu polyploidie, ale v tomto případě je nepochybně 

limitující stáří polyploidní události (viz výše), které mj. limituje i možnosti metod 

GISH/CGH. Na základě výzkumu u sesterských skupin jsou výsledky nejednoznačné. 

Zatímco u Nemacheilidae se zdá být 45S rDNA jako relativně konzervovaný marker se 

stabilním fenotypem rDNA (Sember et al. 2015), u Cobitidae byla pozorována značná 

variabilita a polymorfizmy (Boroń et al. 2006, Rábová et al. 2001, 2004). Z hlediska 5S 

rDNA je pozorovaný trend u těchto dvou skupin přesně opačný. Prozatimní výsledky rDNA 

FISH u Botiidae (Tab. 1, Obr. 9) zatím neumožňují odhadnout, zda-li sledujeme vzor 

odpovídající spíše autopolyploidii nebo allopolyploidii. Je taky možné, že rDNA nebude pro 

tyto účely vhodným markerem. S poněkud ukvapeným předpokladem, že Botiidae 

podstoupili autopolyploidizaci, přišli Kaewmad et al. (2014), čistě na základě konvenční 

analýzy karyotypů (a to pouze u tetraploidů) a srovnání recentní literatury (Arai 2011). 

V našem případě plánujeme v blízké budoucnosti zařadit do studie další 

cytogenetické markery – zejména histon H1 (Obr. 9I) a např. U2 snRNA, která zatím 

vykazuje u studovaných ryb velmi konzervativní distribuci – u 16 z 23 rybích druhů 

z různých skupin nese U2 rDNA klastr jen jeden pár chromozómů (Úbeda-Manzanaro et al. 

2010, Merlo et al. 2010, 2012a, b, 2013, Supiwong et al. 2013, Utsunomia et al. 2014, Silva 

et al. 2015). Příležitostně bude mapována poloha vybraných mikrosatelitů. Výhledově by 

bylo velmi prospěšné zařadit analýzu jednokopiových oblastí pomocí TSA- nebo BAC-

FISH, za současného využití dat z dostupných sekvenovaných rybích genomů. 
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Tab.1: Předběžné výsledky studia karyotypu sekavek čeledi Botiidae za použití konvenčních a molekulárně cytogenetických technik. Pro popis 

morfologie chromozómů byla použita Levanova klasifikace (Levan et al. 1964), modifikována jako: m – metacentrický, sm – submetacentrcký, st 

– subtelocentrický, a- akrocentrický chromozóm. * metodou byl zatím analyzován pouze jedinec L. microphthalma vykazující 4 signály po aplikaci 

Chromomycinu A3. ** tento druh v textu veden jako ´Botia´zebra, je s velkou pravděpodobností zástupcem rodu Sinibotia (Bohlen et al., in rev.) 

Druh 
Počet 
jedinců 2n  Popis karyotypu Chromomycin A3 

FISH 

(TTAGGG)n 28S rDNA 5S rDNA histon H1 

Botia almorhae 4 100 16m - 20sm - 64st-a 
3 - 4 signály (terminální) - 1-2 velké 
sm, 2 malé st  žádné ITS   

4 signály (terminální) 
- p-raménka sm 
podobné velikosti   

Botia kubotai 1 100   2 signály (terminální) - 2 velké sm          

Botia striata 2 100   4 signály (terminální) - 2 m, 2 st-a          

Botia udomritthiruj 2 100 22m - 28sm - 50st-a 

2 signály (terminální) - 2 velké sm  
nebo 1 velký sm + 1 menší st nebo 
délkový polymorfizmus 

    
8 signálů (terminální) 
- 4 středně velké sm, 4 
malé st-a;  

  

Chromobotia macracantha 1 100 18m - 10sm - 72st-a 
8 signálů- 7 terminálních (st-a) a 1 
pericentromerický (m) žádné ITS 

      

Leptobotia elongata 2 50 6m - 12sm - 32st-a 
6 signálů (terminální) - 2 velké sm, 2 
středně velké sm, 2 malé st  

1-2 celoramenné het-
ITSs (p-raménka, sm) 

 6 signálů  
(2 sm + 4st) 

 4 signály (4 sm)   

Leptobotia guilinensis  5 50 6m - 12sm - 10st - 22a 

4 signály (terminální) - 2 veké sm 
(polovina délky p-ramének), 2 středně 
velké st 

2 celoramenné het-ITSs 
(p-raménka, sm) 

 2 signály 
      (2 st) 

 5 signálů (2 velké 
sm, 3 menší st) 

  

Leptobotia microphthalma 2 50 6m - 14sm - 30st-a 

4-5 signálů (terminální) - 2-3 velké sm 
(polovina délky p-ramének), 2 střední 
st  

4 celoramenné het-ITSs* 
(p-raménka - 2sm + 2st) 

 4 signály* 
(2sm + 2st) 

 6 signálů* 
(2 velké sm, 4 malé st) 

3 signály sm/st 
(p-raménka) 

Parabotia fasciata 2 50 6m - 14sm - 30st-a 
2 signály (terminální) - 2 velké sm 
(polovina délky p-ramének) 

2 celoramenné het-ITSs 
(p-raménka, sm) 

      

Sinibotia pulchra  2 100 20m - 26sm - 28st - 26a 
5 signálů (terminální) - 2 velké st, 2 
středně velké st, 1 malý st  žádné ITS 

 4 signály 8 signálů 
  

Sinibotia robusta 1 100   

4 signály (terminální) - 2 velké sm 
(polovina délky p-ramének), 2 středně 
velké st 

        

Sinibotia superciliaris 3 100 14m - 22sm - 64st-a 

6 signálů (terminální) - 2 velké m-sm, 
2 středně velké sm, 2 malé st  

  
2 signály 
     (2st) 

 8 signálů (2 velké 
sm, 2 střední sm, 2 
malé sm,  2 st) 

  

Sinibotia zebra** 2 100 18m - 18sm - 36st - 28a 

2 signály (terminální) - 2 sm (celá p-
raménka) 

  

2 signály 
(terminální) - 2 
velké sm 
(polovina 
délky p-
ramének) 

6 signálů (terminální) 
- sm/st  
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Obr. 9: Molekulární cytogenetika sekavek čeledi Botiidae (Teleostei: Cobitoidea) – vybrané 

výsledky předběžných analýz. A-C Fluorescenční pruhování za použití Chromomycinu A3 

(zde červené signály, označeny prázdnými hroty šipek) a DAPI (zde zelený kanál); D-H 

PNA FISH s telomerickou sondou (Dako, Glostrup, Dánsko) – prázdné šipky ukazují na 

celoramenné het-ITSs; I FISH se sondou pro histon H1 (červené signály, označeny šipkami) 

– sonda byla připravena pomocí PCR s primery navrženými dříve pro Astyanax (Hashimoto 

et al. 2011); J-L dvoubarevná FISH se sondou pro 5S (zelené signály, označeny hroty šipek) 

a 28S (červené signály, označeny šipkami) rDNA provedená podle Sember et al. 2015. A, 

E) Chromobotia macracantha, B, H, I, K) Leptobotia microphthalma, C, L) Sinibotia 

superciliaris, D) Botia almorhae, F) L. elongata, G, J) L. guilinensis. Metafáze C je 

nekompletní (2n = 98). Měřítko = 10 µm.
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7. Závěr 

Díky své neuvěřitelné genetické, genomické a fenotypové variabilitě jsou 

paprskoploutvé ryby atraktivním modelem pro studium molekulárních mechanizmů v evoluci 

a speciaci (Volff 2005). Výsledky této dizertační práce demonstrují a porporují hypotézu, že ač 

karyotypy mnohých skupin kostnatých ryb vykazují často uniformitu 2n (a někdy i NF), 

variabilita – někdy až ohromná – se skrývá na sub-chromozómové úrovni. Podstatu této 

variability je možné asociovat s množstvím, distribucí a sekvenčním složením repetitivních 

sekvencí. Jevy spojené s dynamikou repetitivních sekvencí mohou stát v pozadí mechanizmů 

spjatých s adaptaci rybích druhů na různé podmínky prostředí a stresové faktory a mohou hrát 

roli ve speciaci a hybridizaci. U skupin zkoumaných v této práci jsme pozorovali sekvenční a 

distribuční variabilitu heterochromatinu, variabilitu v rDNA fenotypech, roli RTEs v disperzi 

rDNA a v některých případech rovněž neobvyklou distribuci telomerických repetic. V případě 

jeseterů jako zkoumaných zástupců ryb mimo Teleostei se ukázala dynamika repetitivních 

sekvencí a její kompartmentalizace na mikrochromozómy jako jeden z možných klíčových 

procesů v pozadí přetrvávající fertility jeseteřích hybridů.  

Dynamika genomu na obecné úrovni zůstává stále do značné míry zahalena rouškou 

tajemství (ENCODE Project Consortium 2004). Z jednotlivých kapitol vyplývá, že genom 

paprskoploutvých ryb je nesmírně dynamický a celá skupina tak představuje ideální model pro 

studium obecnějších principů souvisejícími s jeho evolucí a s vlivem procesů na genomové 

úrovni na evoluci organizmů, jejich diverzifikaci a adaptaci. Ústředním tématem této práce bylo 

zjistit, jakou úlohu v těchto procesech hrají repetitivní sekvence a polyploidizace. Důraz byl 

kladen propojenost cytogenetického přístupu s dalšími typy analýz, aby výsledek přinesl nové 

poznatky v širším kontextu a z širšího úhlu pohledu. Ač takové práce bývají vedle čistě 

popisných reportů méně časté, je to cesta, jakou by se cytogenetika měla ubírat, aby její 

vypovídací hodnota byla patřičně doceněna. I v době postgemonové si nepochybně 

v takovýchto studiích cytogenetika najde svoji niku (např. Dion-Côté et al. 2015) tak jako i 

v jiných odvětvích (Pasquier et al. 2015). Existují stále otázky spjaté s architekturou a evolucí 

genomu, na které nenajdeme odpovědi pouze celogenomovým sekvenováním (např. Dettai et 

al. 2007). Výsledky této práce mimojiné odhalily nové modelové skupiny pro studium 

cytogenetické variability a otevřely nová témata pro výzkum. Získaná data budou důležitým 

podkladem pro další výzkum, který se např. týká analýzy polyploidie u sekavek čeledi Botiidae. 

Předběžné výsledky tohoto projektu jsou rovněž zahrnuty a diskutovány v této práci.  

Tato práce ukazuje na přetrvávající a nepopiratelný význam cytogenetiky jako 

užitečného a informativního metodického přístupu při řešení celé řady biologických otázek. 
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Tato práce pak prezentuje širší aplikaci cytogenetických technik, nicméně plný potenciál metod 

moderní molekulární cytogenetiky zůstává nevyužit a bude předmětem budoucích projektů. 
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