Genomove vlivy na rozmnozovani

Zakladem pohlavniho rozmnozovani je schopnost
uchovat soubor dédi¢nych znakt s nejvyssi trovni
proménlivosti (variability)

Pro pochopeni zakladu je nutné si pfipomenout mitozu
a meiozu jako zaklady cytologickeé dédi¢nosti.

Mitdza — neptiimé jaderné déleni se vznikem dvou
Identickych dcefinych jader dvou chromatidovych
chromozomu (2n - diploid).

Meioza — redukcni déleni s polovi¢ni irovni jadra,
tzn. vysledkem jsou 4 dcefiné jadra s jedno
chromatidovymi chromozomy (n - haploid).
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Mitoza
1 profaze, 2 metafaze, 3 anafaze, 4 telofaze
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Obecne rozdéleni bunécneho cyklu
o Ctyfi faze
o Faze S —syntéza DNA na
dvojnasobek

e G2 - klidove obdobi
(nékdy GO — nebot’ faze
chybi)

* Faze M — mitoticky cyklus

o Faze G1 - rastova (n¢kdy
GO — nebot’ faze chybi)

U mitotickeho prubéhu ryhovani embrya (morulaci) faze G1 a
G2 chybi
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Meldza

|. Redukc¢ni déleni
heterotypicke

1. leptotene, 2. zygotene, 3.
pachytene, 4. diplotene, 5.
dlaklneze (1-5 heterotypicka

. . . . @ 6 heterotyplcka metafaze, 7
. . . . heterotypicka anafaze

Vysledkem je volna

II. Redukéni déleni homeotypické kombyvatelnost znaki

8. homeotypicka profaze, 9. homeotypicka
metafaze, 10. homeotypicka anafaze, 11.
tetrada haploidnich gamet
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Sest zadkladnich 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¢nich moZnosti
Diploid 1l

Haploid 2,3 nebo 4
Meioticka gynogeneze 2a5,4a5
Mitoticka gynogeneze 2a6,4a6
Androgeneticky diploid  <3a6

Triploid elab

Tetraploid *1ab

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
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Gynogeneze Androgeneze
meioticka mitoticka

Ozéafeni - Inaktivace genomu UV
zafenim, gama a X zarenim

Sok - diploidni jedinec - niz3i stupeti
heterozygotnosti

Soky - teplotni, tlakové

Otomar Linhart, Rizena
reprodukce ryb, 2018



Triploidizace | Tetraploidizace
Normalni aktivace @ e @Oﬂ_

sekunda:m polové
télisko

|
Soky - teplotni, tlakové, elektrické Q & Sok Q

} '
©
| T’ "
-
¢ Sok

Soky - teplotni, tlakové, elektrické 3N

|
Tetraploidni jedinec @
aN

Otomar Linhart, Rizena
reprodukce ryb, 2018




Induktory zpusobujici chromozomové manipulaci

Induktory destrujici DNA: - fyzikalni - UV, gama a X zaieni

- chemické - dimethylsulfat
Induktory aktivujici biologicky rozvoj:

- heterospermicka inseminace — amur X tolstolobec, tilapie nilska x
mosambicka, lin x kapr ozarené spz,

- kFiZeni - aktivace/oplozeni jiker spermatem druhi s niZSim poctem
chromozomiu

- prirozena reprodukce - u ,,monosexnich* druhu

- dispermie - zvySeni heterozygotnosti produkce triploid/androgen

a) Induktory zpiisobujici retenci polarniho téliska a supresi mitotického déleni:
- fyzikalni (teplota, tlak, elektfina)
- chemické (cytochalasin B)

b) Induktory zpiisobujici retenci polarniho téliska: - chemické (anestetikum,
freon, rajsky plyn)
¢) Induktory zpusobujici supresi mitotického déleni - chemickeé (kolchicin)
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Ploidni typy (IR — ozareni, spz=sperma)

HAPLOID - gynogenezi (aktivaci IR homospecifickym spz) - tilapie
DIPLOID: GYNOGENESE

-Meioticka - aktivace IR homo nebo heterospecifickym spz + retence polarniho téliska - pstruh duhovy
*Mitoticka - aktivace IR homo nebo heterospecifickym spz + suprese mitot. déleni - kapr, tilapie
*Hybrid - aktivace neredukovanych hybrid jiker 2n x IR heterospecifickym spz - karas stiibfity x kapr
*KiiZeni - aktivace IR homo nebo heterospecifickym spz + jikry od tetraploida - piskof

*Ptirozené - aktivace heterospecifickym spz - lin jikernacka x kapr mli¢ak

DIPLOID: ANDROGENESE

*Piirozené - aktivace heterospecifickym spz kapr jikernacka x amur bily mlicak

*Mitoticka - aktivace IR jiker homo/heterospecifickym spz + suprese mitot. déleni - pstruh, kapr/ tilapie
nilska x tilapie aurea

*Ktizeni - aktivace IR jiker homospecifickym spz od tetraploidniho samce - pstruh
*Hybrid - aktivace IR jiker x neredukovanych hybridi spz 2n - karas stiibtity x kapr
*Dispermii - aktivace IR jiker x 2 spermie - jeseter maly X j. sibifsky
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TRIPLOIDIE

*Ptirozené - spontanné retenci polarniho téliska - lin

*Ktizeni - tetraploidni jikernaCka/mli¢dk x diploidni mli¢ak/jikernacka — piskoft, pstruh duhovy
Indukce meioticka - homospecifické spz a retence polarniho téliska - lin, kapr

*Hybrid - heterospecificke spz a retence polarniho téliska - kiizenci piskoit

*Dispermie - homospecifické/heterospecifické 2 spz - tolstolobec bily x pestry

*Monosexni - X/Y spz a retence polarniho téliska - kapr/rajovec

*Trigenomicka - nerdukovana jikra hybrida 2n x spz téetiho druhu - trihybrid medaka (halanéik)
*Gynogeneze - heterospecifické spz x neredukované jikry 3n (karas stiibfity x kapr)
TETRAPLOIDIE

*KftiZeni - tetraploidni jikernacka x tetraploidni mlicak - piskot

Indukce meioticka - spz - tetraploidniho mli¢aka x retence polarniho téliska - jikry - pstruh
Indukce mitoticka - suprese mitotického déleni - kapr, lin, pstruh

*Gynogeneze meioticka - spz IR u jiker tetraploidni jikernacky - piskof

*Gynogeneze mitoticka - spz IR u jiker tetraploidni jikernacky - piskof

*Hybrid - oplozeni neredukované hybridni jikry 2n x neredukované hybridni spz 2n (karas stiibfity x kapr)
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PENTAPLOIDIE
*Ktizeni - oplozeni neredukované jikry 4n x normalni spz - pstruh duhovy

Indukce meioticka - spz diploidni mli¢ak x jikra tetraploidni jikerna¢ka+retence
polarniho téliska - piskof

HEXAPLOIDIE

*Ktizeni - oplozeni neredukované jikry 4n x spz tetraploidni mlicak 2n - pstruh
duhovy

Indukce meioticka - spz tetraploidniho mli¢ak x jikra tetraploidni
jikernacka+retence polarniho téliska - piskot
HEPTAPLOIDIE

Indukce meioticka - spz diploidni mlicak x jikra ,,hexaploidni‘ nebo 3n
jikernaCka+retence polarniho téliska - piskof
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Metody urceni ploidni urovné

*prutokova cytometrie, cell counter - kvantifikace DNA u €erstvych nebo fixovanych vzorki
karyotypy - vzdy pouzivana pro urceni presné urovné
evelikost jader erytrocytil - Cerstvé nebo fixované bunky

*podle po¢ti NORs - organizatora jaderek - méné presneé (4n pstruh duhovy 2 NOR, 3n kapr - 3-2
NOR, 3n tilapie - 3-2 NOR, kapr 2N - jatra 1 NOR 95 % a 2 NOR 5 %, ploutev 50/50 % 1/2 NOR.

*Molekularni markry - pouziva se

stransplantace - u klonti a inbrednich linii

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

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

Barva jako vhodny markr ukazatel
indukce androgeneze, gynogeneze,

triploidie

OSupeni u kapra
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GYNOGENEZE

Inaktivace genomu u kapra

Ozarovani UV

sfedéni spermatu - KUROKURA, fyziologicky roztok pro kapra

suroven fedéni podle hustoty spermatu - 1:6 - 1:10 - kapra, jiné druhy od 1:4 do 1:100
*Petriho miska primér 8 cm, objem 2 ml - max. rozprostieni

erotace Petriho misek

edavka 4000 pJ x 100 x cm?, nebo 1600 pW x cm? po dobu 6 min

Ozarovani Gama

edavka 1200 Gy po dobu do 2 hodin podle vykonu zarice

Otomar Linhart, Rizena
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Soky v priibéhu gynogeneze
Meioticka
 kapra - 40 °C, 1,5 min, 2-4 min po aktivaci; 0-4 °C, 45-60 min, 1-9 min po aktivaci (ink. 20 °C)
elin - 0-2 °C, 30 min, 5 min po aktivaci (ink. 20 °C)

stilapie nilska - 41 °C, 3,5 min, 5 min po aktivaci; 14 °C, 60 min, 5 min po aktivaci; 600 atm., 2 min, 7
min (ink. 25 °C)

spstruh duhovy - 26 °C, 20 min, 25 min po aktivaci; 650 atm, 6-10 min, 5 min po aktivaci (ink. 10 °C)
sveslonos americky - 35 °C, 2 min, 16-18 min po aktivaci (ink. 16-18 °C)

Mitoticka
kapr - 40,5 °C, 1,5 min, 26/32 min po aktivaci (ink. 24/20 °C)

stildpie nilska - 41 °C, 3,5 min, 27,5-30 min po aktivaci; 600 atm., 2 min, 40-50 min po aktivaci
(ink. 25 °C)

spstruh duhovy - 550 atm., 4 min, 40 min po aktivaci (ink. 10 °C)

Otomar Linhart, Rizena
reprodukce ryb, 2018 14



Lihnivost v prubéhu gynogeneze
Homologni sperma

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

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

Heterologni sperma
*Meioticka - pstruh duhovy divoky typ x albinoticky (teply Sok 63 %), lin x kapr (chladovy Sok 21 %)
*Mitoticka - tilapie nilska x kapr (tlakovy Sok 25 %)

Priklad zmény lihnivosti p¥i rizné technice gynogeneze u piskore

jikernacka 2n x mli¢ak 2n, spz homologni IR - 41 % po 6 mésicich 10 %

jikernacka 2n meiotickd gynogeneze Sok x mli¢ak 2n, spz heterologni IR - 47 % po 6 mé&sicich 4%
ejikernacka 4n x mli¢ak 2n, spz heterologni IR - 31 % po 6 mésicich 2%

ejikernacka 4n x mli¢ak 2n, spz homologni IR - 4 % po 6 mésicich pod 1 %
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Parametry gynogenetickych ryb

Meitoickd (ME) gynogeneze - tzv. heterozygotni gynogeneze, moznost produkce heterozygotd,

imbredni deprese je na urovni 2 kiizeni bratr x sestra, potomstvo x rodice.

Mitoticka (MI) gynogeneze - tzv. homozygotni gynogeneze - produkce klonii za dvé generace,

imbredni deprese na urovni 3-4 ktizeni bratr x sestra, potomstvo x rodice.

a) Rust
* pstruh duhovy ME gynog. -1 %, MI gynog. - 47 % (sniZeno pieziti a GSI na polovinu)
skapr obecny ME gynog. - 22%

«Lin obecny ME gynog F1 - 20 % (vy&§i GSI, zvyseni matefského efektu), F2 - 50 % (vyssi
GSI)

*piskof ME gynog - 60 %
*Plecoglossus altivelis — aju vychodni ME gyn + 2 %, MI +15 %
Clarias macrosphalus ME gyn +18 %

b) Pomér pohlavi

* 100:0 - kapr, lin, pstruh duhovy

50 : 50 kapr Ml gyn, tilapie nilska
*50-67:33-50 tilapie aurea - typ abraxa

Otomar Linhart, Rizen4
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Preziti gynogenetického
potomstva tilapie se
zvysuje

Oreochromis mmambl;::,?/

Otomar Linhart, Rizena
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Oplozenost se zvySuje u
gynogenetického potomstva
hybridogenezi karasa
stribritého a kapra obecného

Hybrid carp
(Crucian carp Q

)

03_ Yo »F4
@
97 % »F2

krouzek - mitoticka
gynogeneze

trojuhelnik —
meioticka gynogeneze

¢tverec - aktivace
hybridnich 2n vajic¢ek
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ANDROGENEZE

Inaktivace genomu

Ozarovani UV kapr

sfedéni jiker (jsou lepivé) - fyziologicky roztok pro jeseterovité
stroven fedéni podle hustoty - 8 ml : 1 g, Petriho miska primér 8 cm
erotace Petriho misek

edavka 2000 pJ x 100 x cm?, nebo 800 W x cm? po dobu 6 min

Zareni gama nebo X

skapr - X zareni 25-30 kR (kR — kilo rady)

spstruh duhovy - gama zaieni 40 kR

Otomar Linhart, Rizen4
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Osetreni v priubéhu androgeneze
«Soky - tlakové (pstruh duhovy, piskor), teplé - kapr, tilapie
*Dispermie - jikra kapra x spermie karas stiibfity; jikra jesetera malého x sperma jesctera
sibifského
Pouziti spermatu, lihnivost a kontrola
e pstruh duhovy - inbredni Sok v mit6ze7%; outbredni Sok v mitdze 9 %
 kapr - outbredni Sok v mitdze 9-15 %; karas sttibtity 1 %

stilapie nilska - outbredni po rozmrazeni 3 %

Priklad dosaZeni poméru pohlavi u pstruha duhového pri vyuziti 9 androgenetickych samci
Predpoklad 100 % samcii nebo 100 % jikernacek
Vysledek 5x 100 % samcu

1x 100 % samic

1x 6 % samic a 94 % samciu

1x 91 % samic a 9 % samci

1x 75 % samic a 25 % samcu

Otomar Linhart, Rizena 19
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TRIPLOIDIE

1. Oplozeni normalni - pfirozeny vyskyt triploidu - lin, karas sttibfity, poecilie

2. Indukce - Sokem retence polového téliska
espstruh duhovy - 26-27 °C, 20 min a 25 min po aktivaci

kapr - tlakovy Sok 490-560 atm, 5 min po 1 min po aktivaci, studeny Sok 0-2 °C, 40 min a
5 min po aktivaci

olin - studeny Sok 0-2 °C, 40 min a 2-5 min po aktivaci

ssumec velky - studeny Sok 6 °C, 20 min a 9 min po aktivaci

Vysledek od 80 - 100 % triploidi s lihnivosti az 80 % podle jednotlivych druhti, obvykle
ovsem do 20 %.

Otomar Linhart, Rizen4 20
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Ruist triploidu
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Rust triploidu ve vztahu k diploidum

spied pohlavni zralosti - pstruh duhovy 0,80-0,90; sumec velky 0,7-1,4; karas stiibfity 1,12-1,15;
okoun Zluty 0,93-1,0

*po dosazeni pohlavni zralosti - pstruh duhovy 1,1-1,35; kapr 0,84-1,13; lin 1,14-1,24; sumce velky
0,94; tilapie nilska 1,0-1,32;

epfedevsim salmonidae a cychlidae rostou rychleji u ostatnich neni jednoznacné

Pomér pohlavi u triploidu
ekaras stiibtity 100:0, kapr 40:60, parma 0:100

GS| - lin samec 2n 0,6; 3n 0,3; samice 2n 5,2; 3n 1,3;
- kapr samec 2n 5,4; 3n 1,1; samice 2n 7,5; 3n 1,4;

- tilapie nilska 2n 0,5; 3n 0,3; samice 2n 2,5; 3n 0,1;
Endokrinni profil

*mezi 2n a 3n mli¢aky neni zasadni rozdil

*mezi 2n a 3n jikernackami - 17 beta estradiol, vitelogenin, 11 keto testosteron - velmi nizka uroven

Otomar Linhart, Rizen4 22
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Spermatogeneze u triploidi - pstruh duhovy - abnormality u spermii, rizna délka spermii,
lin - nizka koncentrace spermii, riizna délka, niz8i procento pohyblivych, kapr — velké spermie a
malo pohyblivé spermie, tilapie - velmi rozdilna velikost spermii

Ovogeneze

{MITOTIC DIVISION

Pa
%] MEIOTIC D|V1$ION
\
15% § So
ll MEIOTIC DIVISIDN
15%% 5" 1.5*'@ \z** 1"/“' \ a** o

p————HNORMAL MEIOSIS ———— f————— ABNOAMAL MEIOSIS ——i

Figure 17, Qogenesis in triploids. O=oocyte/ootid; ™ =1 polarbody; ** =TT polarbody, Po=primary oocyte; So=secondary oocyte;
Ot=ootid/oocyte (Source: Zhang et al., 1992b; Lu & Chen, 1993; Wu et al., 1993: Arai et al., 1995; Kurita et al.,1995) Galbreath &
Thorgaard, 1995).
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Hybridni triploidi a jejich reprodukce

*losos obecny x pstruh obecny - F1hybrid x losos nebo pstruh obecny = triploid
ekaras sttibfity x kapr - F10hybrid x kapra = triploid, schopny reprodukce, pomér pohlavi 1:1

samur bily x 4n (Cerveny kapr x amur bily) - zpétné kiiZeni na amura bilého - vysledek triploidni
mlicaci a jikernacky plné fertilni

e amur bily x 4n (Cerveny kapr x amur bily) - vysledek triploidni mlic¢éci a jikernacky plné fertilni
Triploidni hybridi lososovitych ryb rostou rychleji nez diploidni druhy.
Fyziologické funkce 3n - stejna respira¢ni Groven u triploidd, zvySeny hemoglobin, niz$i pocet

cervenych krvinek, v larvalnim stadiu postupné dochazi k poklesu poctu triploidnich bunék oproti
diploidnim.

Otomar Linhart, Rizena
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TETRAPLOIDIE

Prirozena nebo indukovana
» indukce viz. Soky pii mitotické gynogenezi
* kapr - 40,5 °C, 1,5 min, 26/32 min po aktivaci (inkubace 24/20 °C)

» tilapie nilska - 41 °C, 3,5 min, 27,5-30 min po aktivaci; 600 atm., 2 min, 40-50 min po aktivaci
(ink. 25 °C)

* pstruh duhovy - 550 atm., 4 min, 40 min po aktivaci (ink. 10 °C)

Ploidni Groven pri kfizeni pstruha duhového
dnx 4n 3% 2n, 92 % 4n, 1 % 6n a 5 % ostatni a
*4n X 4n - Sok ME- 21 % 2n, 5 % 4n, 51 % 6n

*4n x 2n - 2% 2n, 92 % 3n, 6 % 6n

*4n x 2n - Sok ME - 21 % 2n, 53 % 5n

4dn x 2n - IR, Sok ME - 12 % 4n

*4n x 2n - IR, 81 % 2n, 4 % 4n

Otomar Linhart, Rizen4 25
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Ploidni Grovné u piskoie ? Je potteba doplnit!!!
(jikernacka x mlicak; IR - ozafeni)

*2n X 2N

*An X 4n

*2n X 4n

*An X 2n

*4n x 2n Sok

An X 2n IR

*4n x kapr IR

*4n x kapr IR, Sok

«2n X Gnathopogon elongatus — hrouzenka protahla IR

«2n X Gnathopogon elongatus IR, Sok

Vliv velikosti jiker u piskofe na pieziti
Rust tetraploidd pomalejsi u lososovitych ryb - F1 0 50 %, F2 0 20 %, F3 obdobnéa

Diivod produkce tetraploidil - moznost produkce triploidil kiiZenim s tetraploidy

Otomar Linhart, Rizena
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