Ploidie u ryb a genomové manipulace

Polyploidie u ryb je neobyCejné dulezitym evoluénim mechanismem nepochybné
prispivajicim k obrovské biodiversité soucasnych ryb. Rovnéz snadnost, s jakou
|ze u ryb polyploidii rdznych stupnd a raznymi postupy experimentalné indukovat a
také ve Slechtitelské a chovatelské praxi masoveé s uspéchem vyuzivat sveédcCi o
duleZitosti tohoto biologického fenoménu, souvisejicim s evoluéni plasticitou
rybich genomu.

Biologicka ploidie — 2n/1n cyklus — vyvinula se spolu s pohlavnim rozmnozovanim
Evoluéni polyploidie — dfive 2n/ln cyklus zmeénén hybridizacni udalosti,
prestarnuti jiker, fyzikalni indukce

Pfirozené tetraploidni jedinci nalezeni v fadé rybich populaci (druht) napf. kapr
(2n=100), kde existuje Fada kaprovitych se 2n=48-50. Rada jeseterovitych je
evoluéneé tetraploidni jeseter sibifsky, Acipenser baeri a j. rusky, A. gueldenstaedti
evoluéné oktaploidni

Polyploidii u ryb lze indukovat také experimentalné a to pomérné
jednoduchymi technikami. Takto indukované polyploidni formy ryb maji vhodné
vlastnosti pro Siroké pouziti v akvakulture (Piferrer a kol. 2009).



Genomové manipulace u ryb

Geneticky modifikované organismy (GMO)

Etika vzniku a vyuzivani GMO u ryb a mozny impakt vysazovanych nebo uniklych GMO
na puvodni ichtyocenézy

mwe wr

Slechténim, mezidruhovou hybridizaci, genomovymi manipulacemi a zvratem pohlavi,
genovym transferem, produkci chimér, nuklearni transplantaci

V CR plati zakon &. 153/2000 Sb. o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a
produkty

Za genetickou modifikaci povazovano pouze cilené vneseni cizorodého dédi¢éného
materialu (tedy cizorodé DNA) do dédi€éného materialu organismu zplisobem, ke
kterému nemiuize dojit bez zasahu ¢lovéka, a ktery vede k opakovanému zmnozeni
vhneseného materialu spolu s organismem.

Genomové manipulace tomuto zakonu nepodléhaji.

Slechténi, ani genomové manipulace nespadaji pod genetické modifikace.

Transgenni organismy (genové manipulace) ano!




Polyploidie = zmnozeni poétu chromozomovych sad

Triploidie = 3n Heptaploidie = 7n
Tetraploidie = 4n Oktaploidie = 8n
Pentaploidie = 5n Nonaploidie = 9n
Hexaploidie = 6n Dekaploidie =10 n atd.

Autopolyploidie = uvnitr druhu

Alopolyploidie = mezidruhovym krizenim (vede k asexualnimu rozmnozovani
(gynogenéze, hybridogenéze, partenogenéze)

Hybridni komplexy (sekavec, karas, piskor,...)

Evolucéni polyploidie (jesetefi, kapr...)



Druhy genomové manipulace:

- metody indukujici polyploidni stavy

- uniparentalni dédicnost (meiotickou gynogenezi)

- klonovani parentalnich genomu (mitotickou gynogenezi a androgenezi)
- kombinace téchto postupl

Pro vétsinu zivociSnych druht je karyotyp konstantni, ale:

- Chromozomovy polymorfismus
- Chromozomové aberace (mutace)

Strukturni aberace

Euploidie nasobky sad chromozomili

Aneuploidie (porucha déleni - chybny rozchod chromozomli - snizeni
nebo zvyseni po¢tu chromozomi)

- Spontanni polyploidie: porucha meidzy (déliciho vieténka), neoddéli se

sekundarni poélocyt, prezranim jiker, geneticka predispozice k zadrzeni Il.pdlocytu
(Jev pfirozeny u rostlin, nizSich zivoCisnych tfid u ryb rozsahle zdokumentovano)

- podminky vzniku polyploidie Ize navodit uméle...



Indukce polyploidie

Mechanicky, fyzikalni nebo chemicky zasah do vyvoje oplozeného vaji€ka
(zygoty), pusobici poruchu déliciho aparatu (vieténka), podle doby pouziti
majici za nasledek zadrzeni (prifiGzovani) 2. pélocytu nebo duplikaci
chromozomovych sad v 1.mitéze bez rozejiti do dcefinnych bunék
(blastomer).

Mechanické Soky (otfesy, napichovani jiker) experimentalné u kapra
30.léta 20.stol. Mala u€innost, vysoka mortalita.

Fyzikalni Soky

nahlou zménou teploty (teplotni Soky): teply nebo studeny sok (vystaveni
jiker teplé €i studené lazni).

nahlou zménou hydrostatického tlaku (tlakové Soky) = vystaveni jiker
vysokému tlaku vody v tlakové jednotce

Chemické Soky - pusobeni tzv. ,vieténkovych jedi“ a dalSich latek na
délici aparat (kolchicin, kolcemid, cytochalazin B, inertni plyny - N20 aj.)
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Sok = 3 parametry

1) €as zacatku soku po aktivaci gamet

2) expozicni doba

3) teplota vody NEBO hydrostaticky tlak NEBO koncentrace chemikalii

Cas zadatku Soku

zavisi na druhu osetreni (meiotické nebo mitotické) druhu ryby a
teplote aktivacniho roztoku nebo vody, v niz byly gamety aktivovany a
oplozené jikry inkubovany do za¢atku soku.

*Expozicni doba a teplota (tlak)

Cim vyssi teplota (tlak), tim kratsi expoziéni doba.

«Jinak se snizuje ucinnost soku a zvysuje se mortalita jiker.

*Nizsi teploty (tlaky) po delsi dobu maji nizkou uc€innost, ale nezvysuiji
mortalitu jiker.




Typ Soku

tlakovy

chladovy

teply

Zacatek Soku po aktivaci gamet

2 — 7 min u teplomilnych druht

15 — 20 min u studenomilnych druh
2 — 7 min u teplomilnych druhu

15 — 20 min u studenomilnych druht

2 — 7 min u teplomilnych druhud

15 — 20 min u studenovodnich druht

Intenzita Soku

62 MPa (rozsah 58 — 85
MPa)

-1°C az +4°C u druhu
mirného pasma n.
teplovodnich

34°C az 41°C u druht
mirného pasma nebo
teplovodnich

24°C az 32°C

Expozice

2—-6min

2—-20min
(vétsina
pripadt)

35 min az 3h u
studenovodnic
h druht

45 s az 3,5 min

10 — 25 min



Metody urceni ploidni urovne

e prutokovy cytometr - kvantifikace DNA u c¢erstvych
nebo fixovanych vzorkii

*karyotypy - vzdy pouzivana pro urceni presné
urovneé

ecoulter counter - podle objemu bunky

evelikost jader erytrocytl - Cerstvé nebo fixované
bunky

*podle pocéti NORs - organizatoru jadérek (misto na
chromozému, v interfazi tam dochazi k syntéze
RNA). Lin 2n (A) 1-2 NOR, 3n (B) 1-3 NOR

*DNA finger printing

Neinvazni - erytrocyty (vétsi jedinci), ploutev, kuze,
fous, sperma

Invazni - erytrocyty (mensi jedinci), organy, cely
jedinec, blastodisk, jikra po oplozeni
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Metody urceni ploidni urovne

 prutokovy cytometr - kvantifikace DNA u c¢erstvych
nebo fixovanych vzorku

ekaryotypy - vzdy pouzivana pro urceni presné
urovneé
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Metody urceni ploidni urovné

 prutokovy cytometr - kvantifikace DNA u c¢erstvych
nebo fixovanych vzorki

*karyotypy - vzdy pouzivana pro uréeni presné
urovneé

ecoulter counter - podle objemu bunky

evelikost jader erytrocytl - Cerstvé nebo fixované
bunky

*podle poéti NORs - organizatoru jadérek (misto
chromozému, v interfazi tam dochazi k syntéze
RNA). Lin 2n (A) 1-2 NOR, 3n (B) 1-3 NOR

*DNA finger printing

Neinvazni - erytrocyty (vétsi jedinci), ploutev, kGize "
fous, sperma

Invazni - erytrocyty (mensi jedinci), organy, cely
jedinec, blastodisk, jikra po oplozeni



Metody urceni ploidni urovné

spritokovy cytometr - kvantifikace DNA u €erstvych nebo fixovanych vzorku
*karyotypy - vzdy pouzivana pro uréeni presné urovné

ecoulter counter - podle objemu bunky

svelikost jader erytrocytl - Cerstvé nebo fixované bunky

epodle poctli NORs - organizatoru jadérek (misto na chromozému, v interfazi
tam dochazi k syntéze RNA). Lin 2n (A) 1-2 NOR, 3n (B) 1-3 NOR
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Metody urceni ploidni urovne

* prutokovy cytometr - kvantifikace DNA u €erst
nebo fixovanych vzorku

ekaryotypy - vzdy pouzivana pro urceni presné
urovneé

ecoulter counter - podle objemu bunky

svelikost jader erytrocytl - Cerstvé nebo fixovan
bunky

epodle poctli NORs - organizatoru jadérek (mist:
chromozému, v interfazi tam dochazi k syntéze
RNA). Lin 2n (A) 1-2 NOR, 3n (B) 1-3 NOR

*DNA finger printing

Bloodstain

Neinvazni - erytrocyty (vétsi jedinci), ploutev, khze,
fous, sperma

Invazni - erytrocyty (mensi jedinci), organy, cely
jedinec, blastodisk, jikra po oplozeni



Moznosti vyuziti polyploidnich ryb (3n, 4n)

Prvni hypotézy = rychlejsSi rust triploidnich obratlovct a jejich vétsi
konecna velikost v zavislosti na vétsich rozmeérech bunék.

Vyvraceny jiz studiemi polyploidnich obojzivelniku (Fischberg, 1944;
Fankhauser 1945, lhssen et al., 1990), a rastovymi studiemi triploidnich
ryb: vzrist velikosti bunék je kompenzovan poklesem jejich poctu.

VétsSi konec¢na velikost triploidnich ryb a jejich rychlejSi rist = v zavislosti
na pohlavi a stupni vyvoje pohlavnich organu, resp. jejich sterilité (nizsi
stupen kvalitativniho i kvantitativniho vyvoje gamet a aneuploidni pocet
chromozémli v nich)

lososovité ryby (Thorgaard a Gall, 1979; Lincoln a Scott, 1984; Allen et al.,
1986; Benfey et al., 1986; Lincoln, 1986, 1987)

lin obecny (FlajsShans et al, 1993a,b; Korwin - Kossakowski, 1993; FlajsShans,
1997)




Testy uzitkovosti triploidu

Prikazné zvyseni finalni hmotnosti triploidu proti diploidum:

pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss). Thorgaard et al. (1982), Chourrout et
al. (1986), Ihssen et al. (1990) a dalsi

losos obecny (Salmo salar) napf. Benfey a Sutterlin (1984)

kapr obecny (Cyprinus carpio) Taniguchi et al. (1986), Mejza et al. (1993)

lin obecny - Flajshans et al. (1993)

sumecek skvrnity (Ictalurus punctatus) Wolters et al. (1982)

Ustfice (Crassostrea gigas) Staley et al. (1981)



Sterilita triploidnich ryb:

pFi vysazovani nepuvodnich druht ryb do volnych vod tam, kde
legislativni aspekty ochrany plvodni ichtyofauny nepovoluji vysazovat
jedince schopné rozmnozovani.

triploidni amur bily (Ctenopharyngodon idella) - eliminace pfremnozenych
vodnich porosti v USA (Mikesova, 1995) a na Novém Zélandé (McCarter,
1988)

triploidni siven americky (Salvelinus fontinalis) - pro vyssi odolnost proti
chladu vysazovan do rybarskych revirli na pacifickém pobrezi (Corley -
Smith,1991),a;.




Hypotéza produkce 100 % triploidniho potomstva
kfizenim tetraploidnich a diploidnich rodicu.

pstruh duhovy - Chourrout a Nakayama (1987) triploidni potomstvo s lepsi
ristovou schopnosti a % preziti nez triploidi indukovani fyzikalnimi soky.

Problém odchovu tetraploidnich rodi¢l pro vysokou homozygotnost
a citlivost vuéi vnéjsim podminkam (napr. Thorgaard, 1992).

Dalsi vyhody triploidu

Vyrovnana kvalita trzniho produktu:

béhem reprodukéniho obdobi u triploidd nedochazi k odCerpavani energetickych
zasob ze svaloviny

vybarveni svaloviny a obsah tuku zustavaji vysoké

obsah vody ve svaloviné nizSi nez u diploida (Lincoln, 1987)

Pouze ve Francii v roce 1996 vyprodukovano 4 000 t trzniho triploidniho pstruha
duhového a dalSich 600 t trzniho triploidniho pstruha poto¢niho (Haffray et al.,
1997).

Vznikaji komercni firmy na produkci triploidnich ryb.



Uniparentalni dedicnost

Potomstvo nese genetickou informaci pouze 1 z rodicu

Gynogeneze - potomstvu se predava jaderna geneticka informace
(jaderna DNA) matky, pohlavi potomstva se (neuvazujeme-li pripady
autozomalniho spoluurceni pohlavi) fidi uréenim pohlavi matky. Napr.
u ryb s chromozomovym uréenim pohlavi typu Drosophila (XX/XY) je
vS§echno potomstvo XX = monosexni (celosamici) potomstvo.

Androgeneze - potomstvu se predava jaderna geneticka informace
(jaderna DNA) otce, pohlavi potomstva se (neuvazujeme-li pripady
autozomalniho spoluuréeni pohlavi) fidi uréenim pohlavi otce. Napr. u
ryb s chromozomovym uréenim pohlavi typu Drosophila (XX/XY) je
potomstvo XX a YY.




Prirozena gynogeneze

- je jednim ze zpusobll rozmnozovani ryb.

Samice uréitého druhu ryby se vytira se samcem jiného druhu, ale otcovsky
druh se nepodili na genotypu potomstva. Pritomnost spermie pouze spousti
vyvoj vajicka.

Pfirozena gynogeneze u ryb zdokumentovana u nékterych druhu (Horvath
a Orban, 1995)

Rada polyploidnich populaci kaprovitych ryb se gynogenetickym
rozmnozovanim udrzuje (Carassius, Misgurnus, Cobitis, ...)



Indukovana gynogeneze a androgeneze

ANDROGENEZE

GYNOGENEZE
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Indukovana meioticka gynogeneze

Pouziti spermatu s inaktivovanou DNA a retenci pélového téliska

Touto metodou lze vytvaret inbredni linie s mirou inbredizace za generaci rovnou
3 - 4 generacim plemenitby sourozenclt nebo 6 - 7 generacim plemenitby
polosourozencu (Falconer, 1989).

U druht s chromozédmovym urCenim pohlavi typu Drosophila Ize ziskat 100%
samicCiho potomstva (pomineme - li vzacneé pripady “sex modifying genes”, Mair,
1993; “masculinization gene”, Komen et al., 1995).

Prakazné rozdilna rlstova schopnost projevem pohlavniho dimorfismu (vySSi
rustova schopnost):

pstruh duhovy, kapr obecny - Horvath a Orban, 1995

lin obecny - Flajshans et al., 1998

Poptavka po samicich pohlavnich produktech (jikrach)




Meioticka gynogeneze/Mitoticka gynogeneze

Homologni sperma (ozar. sperma stejného druhu)

MeiG - pstruh duhovy (Sok teply 48%, tlakovy 60 %), kapr (Sok teply 29%,
chladovy 38 %), tilapie nilska (Sok teply 19%, chladovy 20, tlakovy 27 %),

MitG - pstruh duhovy (Sok tlakovy 5 %), kapr, KOI (Sok teply 1-15%), tilapie
nilska (Sok teply 1-2%, tlakovy 1-2 %)

Heterologni sperma (ozar.sperma jiného druhu)
MeiG - pstruh duhovy divoky typ x albino. (teply Sok 63%), lin x kapr
(chladovy Sok 21 %)

MitG - tilapie nilska x kapr (tlakovy Sok 25 %)



Androgeneze

Inaktivace genetické informace:

UV zareni

naredeéni jiker - fyziologicky roztok, prirozena nebo synteticka
ovarialni plazma

uroven redéni podle hustoty - 8 ml : 1 g, Petriho miska prum. 8 cm
rotace Petriho misek

davka 2000 mikro J x 100 x cm2, nebo 800 mikro W x cm2 po dobu
6 min

Gama nebo RTG zareni
kapr - RTG zareni 25-30 kR
pstruh duhovy - gama zareni 40 kR




Vyuziti ve sSlechtitelském programu a v ochraneée
genofondu

Ohrozené druhy nebo mizejici Cista rybi plemena:

Pouziti gynogeneze k ziskani potomstva, jsou - li k dispozici pouze jikernacky.
Pouziti kryokonzervovaného spermatu a metody androgeneze k rekonstrukci
genomu jedincu mizejici linie nebo plemena napf. kapr obecny - Zandieh Doulabi
et al. (1997) i pfibuzného druhu (v pripadé moznosti vzniku plodného
mezidruhového hybrida - Grunina et al., 1997)

Parentalni klony: mitotickou gynogenezi nebo androgenezi -
homozygotni potomstvo nesouci genetickou informaci matky (G1 - 100% XX)
nebo otce (Al - 50% XX, 50% YY)

opakovanym oSetfenim materské (G2 - 100% XX) nebo otcovské (A2 - 100% YY)
klonalni linie, eliminovany subletalni a letalni geny.

Vzajemné krizeni a vyhledavani specifické kombinacCni navaznosti: produkce
vysoce uzitkovych kfizencu k chovu
(napf. Linhart et al., 1993; Mair, 1993; Horvath a Orban, 1995)



omozygotni klonovane populace —
izogenni linie




Limitovano:

relativné nizkou oplozenosti danou nutnosti inaktivovat DNA druhé
rodiovské gamety

Vysokou embryonalni mortalitou diky zasahim v obdobi 1. mitézy, nutnym
k reduplikaci rodi€ovského genomu na diploidni uroven.

Pouzitim 2n spermii indukované tetraploidnich mlicakii odpada nutnost
rediploidizace, zvySeni % preziti androgenetického pluadku. pstruh duhovy -
Thorgaard et al. (1990)

Pouziti polyspermie (resp. dispermie) u dvou druhl jeseterovitych
(Rekubratskij et al., 1997 a Grunina et al., 1998).



Shrnuti zakladnich moznosti vzniku genomovych manipulaci

1. Normalni oplozeni 4. Sperma jiného druhu
2. Inaktivovany genom spermii 5. Retence polarniho téliska
3. Inaktivovany genom jiker 6. Suprese prvniho mitotického déleni

Kombinace manipula¢cnich moznosti

Diploid «1

Haploid *2,3 nebo 4

Meioticka gynogeneze <2a5,4a5

Mitoticka gynogeneze 2 a 6,4 a 6

Androgeneticky diploid 3 a 6

Triploid 1 a 5

Tetraploid 1 a 6

Pentaploid 1 a 5 jikra od 4n jikernaCky

Hexaploid *1,2/4 a 5 neredukovana jikra od 3n jikernacky
Heptaploid *1 a 5 neredukovana jikra od 3n jikernacky
Atd.



