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1. CiL METODIKY

Cilem této metodiky je:

e Poskytnout kratky uvod do problematiky uniparentalni dédi¢nosti.

e Definovat kritické body indukce uniparentalni dédi¢nosti — mitotické
a meiotické gynogeneze a androgeneze u kapra obecného (Cyprinus
carpio).

e Popsat zplsoby indukce uniparentalni dédi¢nosti - mitotické, meiotické
gynogeneze a androgeneze u kapra obecného a dale popsat zplsob
jakym Ize manipulovat s gametami kapra obecného a ispésné zvladnout
viechny kroky nutné k indukci uniparentalni dédi¢nosti v hromadném
méritku.

2. METODIKA HROMADNE INDUKCE GYNOGENEZE A ANDROGENEZE
U KAPRA OBECNEHO (CYPRINUS CARPIO)

2.1. Uvod

Kapr obecny (Cyprinus carpio) tvofi v soucasné dobé vice nez 85%
produkce ryb v Ceské republice (17 972t v roce 2012, statistika Rybarského
sdruzeni CR). V Ceské republice je v sou¢asné dobé chovéna cela ftada plemen
kapra obecného. Narodni program uchovavani a vyuziti genetickych zdroj
ma za cil uchovani cistych plemen a linii ryb pro potfeby udrzitelného rozvoje
vodniho hospodareni. V chovu ryb se Siroce vyuziva uméla reprodukce, a to
jak za ucelem ziskani obsadek pro akvakulturni produkci ryb, tak k obnové
hejn zafazenych do Narodniho programu uchovani a vyuziti genetickych
zdroj. Cilem umélé reprodukce provadéné za ucelem obnovy generacnich
hejn a ziskani remontnich ryb pro zafazeni do programu uchovani genetickych
zdroju je zachovani genetické variability. Za timto Ucelem byl i vytvoren uceleny
postup reprodukce vedouci k maximalnimu moznému zachovani genetické
variability potomstva (Kocour a kol., 2012). Zachovani genetické variability
potomstva a zachovani maximalni mozné variability genli znamend v tomto
pripadé zachovani adaptability potomstva ¢i zachovani potencialu téchto gent
pro dalsi plemenarskou praci, nebot snizeni genetické variability a inbreeding
ma vétSinou pak za nasledek snizeni adaptability, zivotaschopnosti, odolnosti
nebo fitness (Flajshans a kol., 2013).

Cilem reprodukce vsak nemusi byt vzdy zachovani Sirokého spektra
genl v nasledujici generaci, pro urcité aplikace mohou byt dokonce Zadouci
populace s omezenou variabilitou genl - isogenni ¢i klonalni linie. Isogenni linie
jsou vysoce inbredni linie vzniklé na zakladé genomovych manipulaci - napf.
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HROMADNA INDUKCE GYNOGENEZE A ANDROGENEZE
U KAPRA OBECNEHO (CYPRINUS CARPIO)

nékolika generaci reprodukovanych pomoci meiotické gynogeneze, kdy cilem
je omezit variabilitu vznikajiciho potomstva. Klonalni linie jsou pak kompletné
homozygotni linie vzniklé na zdkladé dvou generaci reprodukovanych pomoci
mitotické gynogeneze ¢i androgeneze.

Ryby jsou v soucasnosti treti nejrozsifenéjsi skupinou laboratornich zvifat
a vedle produkéniho vyznamu je kapr obecny dilezitym modelovym druhem
vyuzivanym v fadé studii. Direktivy EHS a OECD uvadéji kapra obecného jako
jeden zmoznych druht a nejcastéji je vyuzivan pro embryolarvalni testy toxicity.
Kapr obecny je tak vyuzivan jako modelovy druh v celé fadé toxikologickych
studii, kde je zkouman mechanizmus Gc¢inku rdznych latek nebo jejich smési.
Zkoumana jsou i virova, bakteridlni nebo parazitarni onemocnéni kapra nebo
kaprovitych ryb, jejich priibéh aintenzita priibéhu téchto onemocnénivriiznych
podminkach a efekt onemocnéni na organismus v ramci imunologickych studii.
Vyuzivanimisogennich ¢i klonalnich linii ryb by stejné jako vyuzivanimisogennich
¢i klonalnich linii dalSich druhd laboratornich zvifat mélo byt dosazeno vyssi
opakovatelnosti a lepsi reprodukovatelnosti raznych experimentd a tim
i redukce poctu jedincd nutnych k dosazeni reprodukovatelného vysledku.
Ackoliv je v pfipadé ostatnich laboratornich zvifat (bezobratlych i obratlovc()
vyuzivani standardizovanych linii béZznou praxi, ryby jsou doposud jistou
vyjimkou. Pouziti isogennich ¢i klonalnich linii maze v tomto pripadé zajistit
jistou standardizaci a zvladnuti meiotické a mitotické gynogeneze (pfip.
androgeneze) v méfitku vétsim nez experimentalnim, je predpokladem pro
Uspésné zakladani takovych linii ryb.

2.2. Uniparentalni dédi¢nost

Uniparentalni dédi¢nost je takovym typem dédi¢nosti, kdy potomstvo ziska
genetickou informaci - jadernou DNA - pouze jednoho zjedincd, jehoZ pohlavni
produkty (gamety) se Ucastnily procesu oplozeni (Flajshans a kol., 2013).

Ktémto procesim mUlze v pfirodé dochazet spontanné (asexualni nebo také
unisexualni rozmnozovani) nebo je Ize v chovu ryb vyvolavat cilené a vyuzivat
ucelenych metod a postupt k docileni uniparentalni dédi¢nosti. Historie vzniku
téchto metod saha az do Ctyficatych let minulého stoleti (Makino a Ozima,
1943) a vétSiho zajmu se metody indukce uniparentalni dédi¢nosti dockaly
zejména v 60. a 70. letech 20. stoleti (Purdom, 1969; Cherfas, 1975; Nagy
a kol., 1978), v pfipadé androgeneze jesté o néco pozdéji (napt. Grunina a kol.,
1995; Bongers a kol., 1994). Indukce uniparentalni dédi¢nosti a literatura
vénujici se indukci uniparentalni dédi¢nosti u ryb byla v minulosti shrnuta
v nékolika prehledovych studiich (napt. Komen a Thorgaard, 2007, Gomelsky,
2003; Flajshans a kol., 2013).



2.3. Vyuziti indukce uniparentalni dédi¢nosti

Mitotickou gynogenezi a androgenezi lze produkovat homozygotni
potomstvo nesouci genetickou informaci matky nebo otce a opakovanym
oSetfenim pak ziskat materfské nebo otcovské klonalni linie, u nichz jsou
eliminovany subletalni a letalni geny. Klonalni linie maji velky vyznam napfiklad
ve vyzkumu prenosu genl nebo v imunologii a stejné tak je lze vyuzivat
ke vzajemnému kfiZzeni a vyhledavani specifické kombina¢ni navaznosti, a tedy
k produkci vysoce uzitkovych kfizencd k chovu (napft. Horvath a Orban, 1995).

Praktické pouziti téchto metod je v3ak limitovano nizkou efektivitou
indukce uniparentalni dédi¢nosti, kterd je samoziejmé predevsim nasledkem
nutnosti inaktivovat DNA druhé rodicovské gamety riznymi typy zareni, a dale
je limitovano vysokou embryonalni mortalitou vzhledem k zasahm v obdobi
1. mitézy, nutnym k reduplikaci rodi¢ovského genomu na diploidni uroven
v pripadé mitotické gynogeneze a androgeneze (podle FlajShans a kol., 2013).

V pfipadé druhd nebo linii, které jsou bezprostfedné ohrozeny vymizenim,
Ize uvazovat pouziti gynogeneze k ziskani potomstva, mame-li k dispozici pouze
jikernacky. Pouzitim kryokonzervovaného spermatu a nasledné androgeneze
pak Ize rekonstruovat mizejici linie nebo mizejici plemena ryb (Gwo a kol.,
1999; Urbanyi a kol., 2004; Yasui a kol., 2010).

2.4. Uméla (indukovana) gynogeneze

Indukovana gynogeneze je zalozena na inaktivaci otcovské DNA ozafenim
spermie (gama zarenim, UV zafenim), osemenéni a aktivaci gamet a nasledném
obnoveni diploidniho stavu aktivované buriky - jikry.

Za timto Ucelem byva pouzito sperma ozarené, a to bud sperma stejného
druhu (homologni sperma) nebo druhu jiného - blizce ¢i vzdalené pribuzného
(heterologni). U rybich druhG s chromozomovym ur¢enim pohlavi typu
Drosophila (XX/XY) tento typ reprodukce vede k ziskani celosamici populace
potomstva.
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Obr. 1. schéma oogeneze.

2.4.1. Meioticka gynogeneze

Meioticka gynogeneze je zaloZena na potla¢eni druhé faze meiotického
déleni ve vajicku. Ovulované haploidni vajicko je ve stadiu metafaze
2. meiotického déleni a aktivovano ozarenou spermii (inaktivovany genom).
Cilem tohoto typu gynogeneze je dosdahnout retence 2. pélového téliska
a obnovit tak diploidni stav. K tomu se vyuziva fyzikalnich Sokd obdobnych
parametrd a se stejnym mechanizmem puasobeni jako pfi indukci triploidie.

Ackoliv veskeré potomstvo vzniklé timto zplsobem nese pouze jadernou
genetickou informaci matky, nejedna se o klonalni reprodukci. Pfi potlaceni
druhé faze meiotického déleni se neoddéli haploidni polové télisko, a to pak
fuzuje s haploidnim samic¢im prvojadrem. Béhem meiotického déleni dochazi
k volné kombinovatelnosti alel a crossing-overim, z c¢ehoz vyplyva ur¢ita
uroven heterozygotnosti potomstva. Proto gynogenetické potomstvo vzniklé
meiotickou gynogenezi také nazyvdme gynogenetickymi heterozygoty.

Touto metodou Ize rychle vytvaret inbredni linie s mirou inbredizace
za generaci rovnou 3-4 generacim plemenitby sourozencll nebo 6-7 generacim
plemenitby polosourozencli (Tave, 1986). Meiotickou gynogenezi muizeme
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zanékolik generaci vytvofitisogennilinie ryb, ale nebude se jednat o kompletné
homozygotni klonalni linie (Nagy a Csanyi, 1984).

2.4.2. Mitoticka gynogeneze

Mitoticka gynogeneze je zaloZena na potlaceni prvniho mitotického déleni
haploidnich embryi. Ovulovana jikra je ve stadiu metafaze 2. meiotického
déleni, jeji vyvoj je aktivovan ozarenou spermii. Plvodné haploidni jikra
v ramci probihajiciho buné¢ného cyklu dojde do prvniho mitotického déleni a je
vystavena fyzikalnimu Soku odpovidajicich parametrd, ktery ma za nasledek
zastaveni prvniho mitotického déleni a dosahnuti diploidniho stavu rozvijejici
se buniky.

Potomstvo vzniklé mitotickou gynogenezi nese pouze jadernou genetickou
informaci matky a v3ichni jedinci jsou tedy pIné homozygotni. Nejsou vSak
klony, nebot pfi meiotickém cyklu v pribéhu ovogeneze doslo k volné
kombinovatelnosti alel a crossing-overdm. Touto metodou Ize vytvorit klonalni
linii za dvé nasledujici generace (Naruse a kol., 1985; Komen a kol., 1988).

2.5. Androgeneze

Pfi androgenezi se potomstvu predava pouze jaderna geneticka informace
spermie (jadernd DNA) a metoda je zaloZzena na inaktivaci genetické informace
jiker a aplikaci stejného typu Soku jako v pripadé mitotické gynogeneze. Cilem
je stejné jako v pripadé mitotické gynogeneze dosahnout zastaveni prvniho
mitotického déleni.

U rybich druh@ s chromozomovym uréenim pohlavi typu Drosophila (XX/XY)
tento typ reprodukce vede k produkci 50% jedinci XX a 50% jedincd YY
(nadsamec, supersamec). Indukovana androgeneze je zalozena na inaktivaci
samici (materské) DNA ozafenim jikry, osemenénim a aktivaci gamet a obnoveni
diploidniho stavu vyvijejici se jikry.

Inaktivace materské DNA se stejné jako u gynogeneze provadi pomoci
ionizujiciho nebo UV zareni. lonizujici zafeni s vysokou schopnosti penetrovat
do bunécné tkané je povazovano za vhodné pro ozafovani oocytd o velkém
prdmeéru, zatimco pro ozafovani oocytd mensiho priméru (< 2mm) staci
UV zafeni (Komen a Thorgaard, 2007). Diploidni stav se obnovuje potlac¢enim
prvniho mitotického déleni haploidnich embryi a vyuZziva se k tomu Sok stejnych
parametrd jako pfi indukci mitotické gynogeneze.

-10 -
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Obr. 2. schéma meiotické gynogeneze (1), mitotické gynogeneze (2) a androgeneze.

2.6. Uméla reprodukce kapra a ziskavani pohlavnich produkta

Uméla reprodukce kapra obecného byla jiz v minulosti dostatecné
detailné popsana (Gela a kol., 2009). Generacni ryby kapra obecného jsou
v predvytérovém obdobi oddéleny podle pohlavi v manipulacnich rybnicich
a do lihné jsou premistény ryby v dobré kondici selektované pro umélou
reprodukci. Ryby jsou pred samotnou reprodukci nebo v jejim pribéhu
prechovavany na zlabech nebo v bazénech (cca 50kg Zivé hmotnosti ryb
na 1 m?) s teplotou vody cca 20 °C, mirné zvySovani teploty v dobé pred
samotnym vytérem napomdaha ovulaci jikernacek. K usnadnéni veSkeré
manipulace je vyuzivano anestezie - nej¢astéji je vyuzivan 2-phenoxyethanol
(3 ml/1001 vody) nebo hiebi¢kovy olej (4 mI/1001 vody).
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Pro indukci spermiace nebo ovulace je v praxi nej¢astéji vyuzivano suspenze
kapfi hypofyzy rozpusténé a rozetrené ve fyziologickém roztoku (0,9% vodny
roztok chloridu sodného - NaCl). Mli¢dkam kapra je injikovana intramuskularné
nebo intraperitonedlné davka kapfi hypofyzy 0,7-1 mg.kg™ hmotnosti 24 hodin
pfed samotnym vytérem. Jikernacky jsou pak stimulovany k vytéru injekci kapfi
hypofyzy ve dvou davkach - prvni davka 0,3 mg.kg' hmotnosti ryby 24 hodin
pred vytérem a druhd davka 2,7 mg.kg' hmotnosti nasleduje 12 hodin pred
samotnym vytérem. Dalsi z moznosti je vyuzit pfipravku Ovopel.

Jikry jsou ziskavany tlakem na bfisni partie generacnich ryb do suchych
polypropylenovych misek (obr. 3). Sperma je vhodné odebirat do injek¢nich
stfikacek nebo jimat podtlakem (naptiklad s wvyuzitim vodni vyvévy)
do zkumavek nebo vhodnych nadob (napt. nadoby na uchovavani mikrobialnich
kultur; obr. 4). Jikry je mozné po nezbytné nutnou dobu uchovavat pfi teploté
okolniho prostredi prikryté navlh¢enym hadrem a ziskané sperma uchovavat
na drceném ledu. V obou pfipadech je nutné dikladné zamezit vniknuti vody
do uchovavanych gamet.

dl

Obr. 3 a 4. vyter jikernacek a odbér spermatu mli¢aki kapra obecného (foto Vojtéch

Kaspar).
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2.7. Inaktivace genetické informace

K inaktivaci genetické informace spermie mize byt vyuZzito ionizujiciho
zéfeni (gama nebo rentgenové zareni) nebo UV zafeni. lonizujici zareni
pronika hluboko do bunééné tkané nebo do objemu ozafovaného roztoku
a ucinné fragmentuje DNA (Komen a Thorgaard, 2007), a proto je povazovano
za vhodnéjsi typ zafeni pro ozarovani vétSiho objemu spermatu (sperma
nemusi byt nutné rozprostfeno do tenké vrstvy, ozafuje se roztok ve vhodné
nadobé). Stejné tak je tento typ zareni povazovan za vhodny zptsob ozarovani
jiker (oocyt(l) pro androgenezi.

Limitnim faktorem pro praktickou aplikaci tohoto typu zafeni je vsak
mnohdy dostupnost vhodného zdroje ionizujiciho zafeni a s tim spojena
nutnost prepravy pohlavnich produktl ryb do zafizeni nebo instituce
disponujici vhodnym zafi¢em, nutnost presného nacasovani vsech krokd
od samotného vytéru ryb az po zacatek samotné inkubace jiker, nutnost
uvazovat délku prepravy jako faktor ovliviiujici ispésnost, nutnost dokonale
zvladnout manipulaci s gametami a jejich uchovavani pred a po ozareni, jejich
pouzitelnost a omezené moznosti pribézné kontroly kvality gamet a vétsinou
i omezené moznosti experiment nebo praktickou aplikaci zopakovat v ramci
vytérové sezény. Proto je pro praktické aplikace vhodnéjsi uvazovat UV zareni
a dokonale zvladnout manipulaci s ozafovanymi gametami tak, aby bylo mozné
aplikovat UV zafeni a dosahnout pozadovaného vysledku. Dalsim ddvodem
pro vyuziti UV zareni mGze byt i efekt gamma zareni spocivajici ve fragmentaci
chromozomd, kdy mize dojit k ¢astecnému prenosu gend z fragmentovanych
chromozom{ ozarovanych spermii ¢i jiker (Thorgaard, 1983).

1

Obr. 5. vV illumindtor - crosslinker UVP CL-1000 (foto Bram Rohaan).

- 13-



2.8. Ozarovani spermatu pro mitotickou a meiotickou gynogenezi, opti-
malizace davky zareni

Pro Uspésnou indukci uniparentalni dédi¢nosti - mitotickou a meiotickou
gynogenezi je nutné vhodnym zplsobem zabezpedit inaktivaci genetické
informace obsazené ve spermiich, a to takovym zptsobem, aby byla co nejvice
zachovana motilita spermii.

Pro samotnou praci je proto nutné nejprve posoudit kvalitu spermii pred
samotnym o3etfenim - motilitu a rychlost pohybu spermii mikroskopicky
(klasickda mikroskopie nebo mikroskopie v tmavém poli za pouziti
stroboskopického osvétleni) a pro dalsi praci vybrat pouze sperma nejvyssi
mozné kvality. Sperma kapra obecného vykazuje pomérné zna¢nou hustotu
(15-20 x 10°) aviskozitu. Pro zajisténi transmise UV zareni ke vSem ozafovanym
spermiim je nutné sperma kaprovitych ryb naredit vhodnym mediem
a rozprostfit roztok ozarovanych spermii do tenké vrstvy. V pfipadé vyuziti
UV crosslinkeru je vhodné vyuzit sklenénych misek nebo nadob odpovidajici
velikosti crosslinkeru (pro Crosslinker UVP CL-1000 jako v nasem pfipadé
rozmér 27 x 25 cm). Pfed prvnim pouzitim sklenénych nadob je vhodné povrch
sklenéné misky nebo nadoby podfit smirkovym nebo jesté Iépe lapovacim
papirem. To ma za nasledek eliminaci povrchového napéti pfi nanaseni roztoku
spermii a lepsi rozptyleni nanaSeného roztoku po plose sklenéné misky.

Pro ucely naredéni ziskaného spermatu je mozné jako redici roztok vyuzit
roztok podle Kurokury a sperma mli¢akd je vhodné naredit v poméru min. 1: 4
nebo jesté Iépe 1: 9. Pomér fedéni je vhodné volit podle mnozstvi jiker, které
budou aktivovany ozafovanym spermatem, poctu ozarovacich cykld nutnych
k ozareni spermii pro aktivaci jedné porce jiker atd.

Zplsob inaktivace DNA a davku UV zareni pouzitou k inaktivaci DNA
spermie Ize ovéfit kontrolnim kfizenim, pfi némz se jako markeru vyuziva
recesivné dédi¢ného zbarveni napfiklad u koi kapra. Pro ovéfeni zplsobu
inaktivace a kontrolu ozareni konkrétnim zdrojem UV zareni tak bude vyuzito
spermatu normalné, divoce zbarvenych ryb (dominantnich homozygotd nebo
heterozygotd) a sperma bude ozafovano rliznymi davkami UV zareni. RGznou
intenzitou zareni oSetfené sperma pak bude pouzito k aktivaci jiker koi kapra
(recesivniho homozygota). V ramci testovani intenzity zareni pak budou malé
porce jiker koi kapra oplozovany ozarfenym spermatem normalnich jedincl
kapra obecného a nasledné inkubovany na oznacenych Petriho miskach
v akvariu nebo experimentalnim inkubatoru. Neni nutné aplikovat zadny typ
Soku k obnové diploidniho stavu. V pfipadé oplozeni jiker nedokonale ozarenym
spermatem vznika jedinec normalniho zbarveni a diploidni Urovné a v pfipadé
aktivace dostatecné ozarenou spermii pak vznika haploidni jedinec zbarveni
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koi — pomér zastoupeni obou typl potomstva lze urcit na Petriho miskach
podle zbarveni prfed ocekavanym vykulenim. Haploidi maji charakteristicky
rohlickovité zakfiveny tvar, nemivaji dostate¢né vyvinuté vnitini organy a hynou
nejpozdéji pfi pfechodu na exogenni vyZzivu, jak jiz bylo zminéno vySe - pro
potifeby urceni optimalni davky zareni neni nutné obnovovat diploidni stav
buriky. Obnova diploidniho stavu pomoci Soku by méla za nasledek snizeni
Zivotaschopnosti jiker a proces obnovy diploidniho stavu pomoci Soku by mohl
eliminovat efekty rozdilné intenzity UV zareni, a snizit tak vypovidaci schopnost
experimentl vedoucich k uré¢eni optimalni davky ozareni.

Literatura uvadi i jiny typ urceni intenzity zareni, zalozené na sledovani
pohyblivosti spermii po samotném ozareni pod svételnym mikroskopem nebo
s pouzitim mikroskopie vtmavém poli. Sperma je ozafovano a intenzita ozareni
je zvySovana az do té doby, dokud nedojde k poskozeni spermii takovym
zpusobem, Ze bude sperma po ozareni vykazovat pouze minimalni motilitu
- pro praktickou aplikaci a inaktivaci spermii pro meiotickou ¢i mitotickou
gynogenezi se pak doporucuje pouzit polovi¢ni intenzitu zareni (Komen a kol.,
1988).

Doporucovany prakticky postup

Pro inaktivaci DNA spermii pomoci UV doporucujeme sperma redit 1: 9
- 1,5ml spermatu a 13,5ml rediciho roztoku podle Kurokura (128,4 mmol
NaCl; 2,7 mmol KCI; 1,4 mmol CaCl, 2,4 mmol NaHCO,) a takto naredéné
sperma pak pipetou nandset na sklenéné misky - pro Crosslinker UVP CL-1000
optimdlné o rozméru 25 x 27 cm). Naredéné sperma (5ml) je pak nutné
dikladné rozprostrit po sklenéném povrchu a poté ozarfovat pomoci
Crosslinkeru UVP CL-1000 umisténého na laboratorni trepacce (viz obr. 5)
ddvkou zdreni 300 000 pj.cm?. Tenkou vrstvu spermatu je mozZné po ozdreni
pomoci stérky sbirat do pripravené nadoby a skladovat po nezbytné dlouhou
dobu na ledu (manipulace a ozdreni 1 ddvky by mély trvat cca 3 minuty).
Po ozdfeni vsech ddvek spermatu je mozZné prejit k oplozeni az 300g jiker,
kdy jsou gamety aktivovdny mnoZstvim vody odpovidajicim objemu gamet
(300 ml) ainkubovdny pri teploté odpovidajici zptisobu provddéného teplotniho
sSoku (z technickych ddvodd to nemusi byt teplota odpovidajici béZné inkubaci
nacasovdni Soku a lepsi zvladnuti prdce s nékolika davkami jiker - viz kap.
2.11.).
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Obr. 6. Nandseni fedéného spermatu na ozafovdni (vlevo, foto Bram Rohaan).

Obr. 7. Kontrola motility ozdreného spermatu (vpravo, foto Bram Rohaan).

2.9. Ozaiovani jiker pro androgenezi, optimalizace davky zareni

Pro UspéSnou androgenezi je nutné vhodnym zplsobem zabezpecit
inaktivaci genetické informace jiker, a to takovym zptsobem, aby byla co nejvice
zachovana Zivotaschopnost samotnych jiker. Je nutné objektivné posoudit
kvalitu ziskanych jiker a pro dalSi praci zvolit pouze jikry nejvyssi kvality, bez
znamek kontaminace nebo prezrani.

Pro zajisténi transmise UV zafeni ke vSem ozafovanym jikram je
bezpodminecné nutné jikry kapra naredit vhodnym mediem, které pomuze
rozprostfit jikry pro ozareni UV zafenim do jedné tenké vrstvy. Literatura pro
tento Ucel uvadi jako nejvhodnéjsi roztok s ndzvem OF (ovarian fluid) o slozeni
3,8 mmol Na,HPO,, 118,0 mmol NadCl, 12,7 mmol KCl, 0,7 mmol MgCl,.6H,0,
2,7 mmol CaCl2, 5,5 mmol tyrosinu a 5,5 mmol glycinu, pH 8,14 a osmolarita
262 mOsm (Plouidy a Billard, 1982).

V ramci nadich experimentd byly testovany roztoky pro uchovavani jiker
po dobu nutnou k samotnému ozareni. Testovano bylo uchovavani jiker vumélé
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ovarialni plazmé (Plouidy a Billard, 1982), fyziologickém roztoku (0,9% NacCl)
a Ringeroveé roztoku (0,86% NaCl, 0,03% KCl, 0,033% CacCl,) a nasledné byly
jikry oplozovany. Jako oplozenischopné se ukazaly jikry uchovavané v Ringerové
roztoku, zatimco roztok umélé ovaridlni plazmy (Plouidy a Billard, 1982) se
ukdazal jako naprosto nevhodny. Pfi pouziti tohoto roztoku se sperma srazelo
bezprostfedné po pridani, nedoslo tak k osemenéni a oplozenost byla nulova.

Pro ozarovani jiker v UV crosslinkeru je vhodné wvyuzit sklenénych
misek nebo nadob odpovidajici velikosti crosslinkeru (v nasem pfipadé
25 x 27cm) a z ddvodu eliminace lepivosti jiker ke sklenénému (pfipadné
polypropylenovému) povrchu nadoby je nutné prfedem na sklenény povrch
nanést tenkou vrstvu agarosy (2-3% agarosa nebo pouhy agar).

Doporucovany prakticky postup

Pomér redéni jiker redicim mediem a mnoZstvi nandsenych jiker je nutné
urc¢it na zdkladé ozarované plochy a pocet ozarovacich cykld je nutno
kalkulovat podle mnoZstvi jiker k jedné aktivaci. Na plochu misky 25 x 27 je
mozné nandset cca 100g jiker ve 200ml Ringerova roztoku. Pro inaktivaci
DNA jiker pomoci UV zdreni je nutné jikry fedit Ringerovym roztokem v poméru
1: 2 a takto naredéné jikry opatrné nandset na sklenéné misky o rozméru
25 x 27cm - viz obr. 8 a 9) potazené 3% agarosou. Nafedéné jikry je nutné
dikladné rozprostfit po sklenéném povrchu a poté ozarovat v Crosslinkeru
UVP CL-1000 ddvkou UV zdFeni 600 000 f.cm?. Pro ozarovdni jiker je vhodné
zajistit neustdlé michdni ozarovanych jiker a umistit jikry pod UV zdric¢
na laboratorni tfepacku nebo jako v nasem pripadé umistit cely UV crosslinker
s ozarovanymi jikrami na laboratorni tfepacku. Ozdrené jikry je nutné sebrat
z misky a po ozdreni véech ddvek (pro 300 g jiker ozarovdni ve 3 ddvkdch, doba
ozafovdni a manipulace s jednou ddvkou cca 3-5 minut) odstranit Ringeriv
roztok a jikry oplodnit 2ml spermatu ryb, jejichz androgenetické klony
chceme vytvorit. Ddle aktivovat mnoZstvim vody odpovidajicim mnoZstvi jiker
(300ml) a inkubovat pfi teploté odpovidajici zptisobu provddéného teplotniho
Soku (z technickych ddvodd to nemusi byt teplota odpovidajici béZné inkubaci
nacasovdni Soku a lepsi zvladnuti prdce s nékolika davkami jiker - viz kap.
2.11.).

-17 -



Obr. 8 a 9. Nandseni jiker v Ringerové roztoku na misky potazené agarosou (obr. 8)

a sbirdni jiker pro aktivaci (obr. 9) (foto Bram Rohaan).

2.10. Kontrola gynogeneze ¢i androgeneze pomoci typu oSupeni potom-
stva

Kontrolainaktivace genetické informace sledovana pomocibarvy potomstva
je zminéna v kap. 2.8., kde je kontrola pomoci recesivniho zalozeni gentd pro
zbarveni zminéna v souvislosti s ur¢ovanim davky zareni.

Provadéna kontrola gynogeneze ¢i androgeneze timto zplsobem ma
vyuziti pouze v pfipadé experimentalniho ovéfovani metod nebo jejich casti
a také v pripadé, ze je snahou ziskat uniparentalni potomstvo nebo klonalni
¢i isogenni linii koi. V pfipadé snahy vytvofit gynogenetické ¢i androgenetické
potomstvo normalné zbarvenych ryb nema zadného vyuziti, a proto je nutné
preorientovat se na kontrolu indukce uniparentalni dédi¢nosti pomoci typu
osupeni potomstva. OSupeni kapra je fizeno dvéma geny, S (squamatus) a N
(nudus), pricemz N je epistaticky. Gen N také vykazuje nelplnou dominanci
a v dominantni homozygotni konstituci je letalni. Gen S fidi Supinatost a gen N
modifikuje typ oSupeni. Alela S je Uplné dominantni nad alelou s. Dominantni
fenotyp fizeny alelou S je Supinaty, recesivni fenotyp fizeny alelou s se projevuje
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redukci poctu Supin a zvétSenim zbylych Supin (lysec). Pfitomnost alely N méni
Supinatého kapra na radkového lysce a lysého kapra na hladkého. Alela n nema
vliv na typ oSupeni (Kirpichnikov, 1981).

Této dédi¢nosti oSupeni u kapra obecného Ize vyuzit v pfipadé snahy ziskat
gynogenetické nebo androgenetické potomstvo lysého fenotypu. V tomto
pfipadé jsou pro gynogenezi jikry lysého plemene (genotyp ssnn) kapra
obecného aktivovany ozarenym spermatem mli¢akt nékterého ze Supinatych
plemen (ROP AS - ovéfeny homozygotni genotyp SSnn). V pfipadé, Ze je
snahou ziskat androgenetické potomstvo nékterého z lysych plemen, jsou
ozarovany jikry Supinatych ryb (ROP, AS - ovéreny homozygotni genotyp SSnn)
a oplozovany spermatem mli¢dkl lysého plemene (genotyp ssnn). V pripadé
nelspésné inaktivace genetické informace jednoho z rodi¢ vznikad Supinaté
potomstvo, které lze jednoduse vyselektovat. | v pfipadé lysého fenotypu
potomstva je vsak nutné uniparentdlni plvod potomstva ovéfit dalSimi
genetickymi markery. Obdobnym zpdsobem lze vyuzit i dédi¢nosti genu N
(Gomelsky a kol., 1992).

|

Supinaty SSnn, SSnn
lysy sshn
radkovy SSNn, SsNn
hladky ssNn

Obr. 10. Dédicnost osupeni (prevzato z Flajshans a kol., 2013 - upraveno dle
Kirpic¢nikova, 1981).
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Obr. 11. Schéma kontrol pomoci typu oSupeni potomstva v pfipadé snahy vytvorit
gynogenetické ¢i androgenetické potomstvo lysé linie kapra. Jedinci supinatého fenotypu
v potomstvu jsou disledkem neuspésné inaktivace genomu gamet a v priibéhu odchovu

je mozné tyto jedince odstranit.

2.11. Obnova diploidniho stavu

Obnovou diploidniho stavu se rozumi takovy zasah do vyvoje aktivovanych
gamet, ktery ma za cil z pvodné haploidni zygoty (haploidni z toho ddvodu,
Ze je jeden z genomu byl inaktivovan) vytvofit znovu diploidni bufiku schopnou
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dalsiho vyvoje. K obnové diploidniho stavu buriky obvykle dochazi po aplikaci
fyzikalniho Soku (teplotni, tlakovy) a podle doby nacasovani ma tento Sok
dosahnout budretence 2. pélového téliska nebo zastaveni prvniho mitotického
déleni aktivované bunky. Retence 2. pélového téliska je cilem v pripadé
meiotické gynogeneze, zastaveni mitotického déleni je nutné dosahnout
pro mitotickou gynogenezi a androgenezi. V pfipadé prvné zminéného typu
uniparentalni dédi¢nosti je mozné uvazovat s pomérné vysokou efektivitou
indukce, oproti tomu mitoticka gynogeneze i androgeneze je spojena s nizkou
efektivitou (nizsi nez 1%) a vysokou mortalitou jiker v pribéhu jejich inkubace.

Mechanické Soky (otfesy, napichovani jiker) byly experimentalné testovany
u kapra obecného ve 30. letech 20. stoleti, maji vSak malou ucinnost a vyvolavaji
vysokou mortalitu. Chemické Soky jsou zaloZzené na plsobeni vieténkovych
jedd (mitostatik - kolchicinu, kolcemidu, cytochalazinu B aj.) a inertnich plynd
(N,O) na délici aparat buriky a jejich uplatnénije minimalni (i v experimentalnich
podminkach). Nej¢astéji jsou pro svou ucinnost pouzivany jiné typy fyzikalnich
Sokl - teplotni nebo tlakové (FlajsShans a kol., 2013).

Nacasovani Soku zavisi na druhu ryby a teploté vody pfi inkubaci jiker.
Za standardni teplotu vody k inkubaci jiker kapra obecného se povazuje 20 °C,
kdy u kapra obecného zac¢atek Soku v 5. min po aktivaci gamet postihne 2. fazi
meiotického déleni a vyuziva se pro indukci meiotické gynogeneze, pocatek
Soku 43,5 min po aktivaci gamet postihne cytokinezi 1. mitotického déleni
a vyuziva se pro indukci mitotické gynogeneze nebo androgeneze. Sokem je
vystaveni jiker teploté 40 °C po dobu 2 minut a nasledné pak zchlazeni zpét
na normalni teplotu inkubace.

Doporucovany prakticky postup

Pro inkubaci jiker a ndsledné provddeéni teplotnich Soki je nutné pfipravit
3 nddoby o objemu 40-501. Dvé z téchto nddob naplnit roztokem mléka, které
je bézné pouzivdno pro odlepkovdni jiker pro umélou reprodukci (plnotucné
mléko a voda v poméru 1:9). Jeden z téchto roztok( je nutné nahrat pomoci
termostatu na teplotu normdlni inkubace a dalsi z roztokd pak na teplotu Soku
Treti nddoba pak obsahuje vodu o normdlni (inkubacni) teploté (obr. 12).

Jikry je po jejich aktivaci nutné prenést do nddoby s perforovanym nebo
jesté lépe sitovanym dnem a tu pak umistit do velké nddoby s roztokem mléka
pro odlepkovani a inkubaci a ruénim michdnim odlepkovdvat, po urcité dobé
jsou pak jikry prfendseny do nddoby s mlékem o teploté nutné k dosaZeni
Soku. Poté jsou jikry prendseny zpét do mléka a je dokoncovdno odlepkovani,
v posledni z nddob pak po dokonceni procesu odlepkovdni dojde k odmyti
zbytkd roztoku mléka.
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Mitoticka gynogeneze a androgeneze

Po smiseni a aktivaci gamet je nutné jikry pfenést do nddoby s perforovanym
dnem a odlepkovdvat v roztoku mléka. Po dosaZeni doby, kdy by mélo dojit
k Soku (pfi 20 °C 40 min. po aktivaci gamet, pri 24 °C pak 30 min. po aktivaci
gamet) je pak nddoba s jikrami jednoduse prenesena do nadoby vedlejsi, kterd
obsahuje roztok mléka o teploté nutné pro sok majici za ndsledek reduplikaci
genomu (40 °C, aplikovat po dobu 2 min). Po uplynuti doby soku je pak nutné
nddobu prenést zpét do roztoku mléka pro pocdtecni inkubaci a odlepkovdni.
Po uplynuti celkové doby nutné pro dukladné odlepkovdni (60 minut) pak
preneseme stejnym zplsobem do treti z nddob, kterd obsahuje vodu nahrdtou
na teplotu inkubace (20 nebo 24 °C) a nechdme odplavit zbytky mléka tak,
aby bylo mozné jikry nasadit k inkubaci do Zugskych lahvi.

Meioticka gynogeneze

Po smiseni a aktivaci gamet je nutné jikry prenést do nddoby s perforovanym
dnem a odlepkovdvat v roztoku mléka. Po dosazZeni doby, kdy by mélo dojit
k Soku (pri 20 °C pro inkubaci po 5 min od aktivace gamet, pfi 24 °C pro
inkubaci pak po 3 min) je pak nddoba s jikrami pfenesena do nadoby vedlejsi,
kterd obsahuje roztok mléka o teploté nutné pro sok, jenz md za ndsledek
reduplikaci genomu (40 °C, aplikovat po dobu 2 min). Po uplynuti doby
soku je pak nutné nddobu prenést do roztoku mléka pro pocdtecni inkubaci
a odlepkovdni. Po uplynuti celkové doby nutné pro dikladné odlepkovdni
(60 minut) pak preneseme stejnym zptisobem do treti z nadob, kterd obsahuje
vodu nahrdtou na teplotu inkubace, a nechdme odplavit zbytky mléka tak, aby
bylo mozné jikry nasadit k inkubaci do Zugskych lahvi.

Pro zvyseni efektivity pfi prdci s vice davkami jiker doporucujeme zvysit
teplotu pro pocdtecni inkubaci z 20 °C na 24 °C. Tim dojde ke zkrdceni doby
pocdtecniinkubace (pred samotnym Sokem), zkrdceni intervali mezi teplotnimi
soky jednotlivych davek jiker vyznamné zkrdti celkovou dobu nutnou k indukci
mitotické gynogeneze nebo androgeneze u vice zpracovdvanych ddvek jiker.
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Obr. 12. 0Obnova diploidniho stavu pomoci teplotniho $oku (foto Vojtéch Kaspar).

2.12. Ovéreni uspésnosti indukce uniparentdlni dédi¢nosti

Pfi ovérovani Uspésnosti indukce uniparentalni dédi¢nosti nebo v pripadé
ovéfovani dil¢ich ¢asti metodiky je nutné zaméfit se na vSechny tfi kroky
a kontrolovat, zda byla dikladné inaktivovana DNA druhé rodicovské gamety,
ovéfit homozygotnost potomstva a pripadné i ovéfit diploidni Grovei
vznikajich embryi.

a) Inaktivace DNA druhé rodicovské gamety

V ramci ovérovani dil¢ich krokd metodiky nebo v ramci ovéfovani
Gcinnosti rdznych zdroji zafeni (UV zafice - crosslinkery) lze vyuZzit
experimentélnich kfizeni s vyuZitim pohlavnich produktd normalné
zbarvenych ryb a pohlavnich produktd koi kaprd (viz strana 19).
Stejné tak Ize pro potifeby experimentalniho ovéreni riznych davek UV
zareni nebo ovéreni Ucinnosti konkrétniho zdroje UV zareni realizovat
experimentalni kfizeni, kde jedny z gamet budou oSetfeny UV zarenim
a nebude aplikovan zadny typ Soku. V pfipadé dokonalého oSetfeni
gamet UV zafenim bude vznikat malformovany haploidni plidek
a v pripadé nedostatecného oSetifeni se vykuli plddek normalniho
vzhleduichovani.V ptipadé, Ze bude cilem ovérovat inaktivaci spermii ale
mohou byt vysledky ¢aste¢né zkresleny - mdze dochazet i ke spontanni
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b)

meiotické gynogenezi u ¢asti jiker a vznikne plidek normalniho vzhledu.
V literatufe Ize dohledat, Ze zejména u androgeneze vznesli néktefi
autofri (Carter a kol., 1991; Masaoka a kol., 1995) pochybnosti o uplné
eliminaci materské genetické informace (mtDNA a mRNA) u ozafovanych
jiker. Prehledova studie Pandiana a Koteeswarana (1998) uvadi, ze
vétsina autor(, ktefi produkovali Zivé diploidni androgeny, nepouzila
vice nez jeden geneticky marker k potvrzeni Uplné eliminace materského
genomu. K tomu aby bylo mozné délat relevantni hodnoceni, je nutné
sledovat vice lokusu.

Ovéreni diploidni drovné

Ploidni uroven pladku nejrychleji pfesné zjistime stanovenim relativniho
obsahu DNA prltokovou cytometrii (FlajShans a kol., 2013) ze suspenze
bunék preparované z vackového nebo vykuleného plidku. Relativni
obsah DNA u vzorku normalniho, diploidniho plidku bude dvojnasobny
(pik histogramu bude lezet na kanalu o dvojnasobné hodnoté) vici
obsahu DNA ze vzorku haploidniho plidku (obr. 13).

Ovéieni homozygotnosti

Homozygotnost se urcuje pomoci molekularné genetickych metod
a marker,, v minulosti vSak na zakladé ddkladného predvybéru
rodicovskych ryb mohly k tomuto Gcelu slouzit i markery biochemické
vyuzivajici polymorfni proteinové systémy. V soucasné dobé k tomuto
Ucelu slouzi zejména mikrosatelitni markery. Pro kapra obecného byla
v minulosti popsana celd fada mikrosatelitnich markerd (Crooijmans
a kol., 1997) a je mozné pouzit jejich Siroké spektrum. Pro usnadnéni
identifikace plné homozygotnich jedincd je vSak pro experimentalni
kfizeni vhodné vybirat kombinace jedincG na zakladé jejich genotypu
v nékolika mikrosatelitnich lokusech.
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Obr. 13. Histogram relativniho obsahu DNA zméreny pritokovou cytometrii ze
suspenze bunék haploidniho (1n; vrchol 1 na kandlu 51) a diploidniho (2n; vrchol
2 na kandlu 100) rozplavaného plidku kapra obecného, Cyprinus carpio (snimek pofidil
Dmytro Bytyutskyy).

Zavér

Aplikaci vyse popsanych postupt Ize ziskat radové tisice kusi vykuleného
pladku v pfipadé meiotické a mitotické gynogeneze (10-30 tis. ks pladku
- tj. oplozenost 5-15%) a rddové stovky kusi Zivotaschopného plidku
androgenetického plvodu (cca 200-400ks ziskdvdno v rdmci naSich
experimentd, oplozenost vyrazné niZzsi nez 1%).

V pfipadé gynogeneze ci androgeneze u lysych linii a s vyuZitim kontroly
homozygotnimi Supindci Ize po pocdtecnim odchovu vyselektovat potomstvo
vzniklé normdlnim oplozenim (nedokonald inaktivace gamet). U ponechaného
potomstva lysého fenotypu je i pres kontrolu pomoci typu osupeni nutné oveérit
dosazZeni Zddaného typu uniparentdlni dédicnosti pomoci dostate¢ného poctu
molekuldrné genetickych markert, zejména pokud by tito jedinci méli byt
vyuZiti pro zakldddni isogennich linii ryb.

3. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU"

Tato metodika je originalni a prvni svého druhu a vychazi z experimentd
autorského kolektivu. Metody indukce meiotické gynogeneze, mitotické
gynogeneze nebo androgeneze byly vminulosti popsany, pocitaly viak s indukci
uniparentalni dédi¢nosti v experimentalnich podminkach a v malém méfitku.
Tato metodika predstavuje uceleny soubor postupt vedoucich k hromadné
indukci gynogeneze a androgeneze u kapra obecného.
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4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

V pripadé vyuziti postupd zmifiovanych v této metodice lze efektivné
dosahnout meiotické gynogeneze, mitotické gynogeneze nebo androgeneze
u kapra obecného. Metodika popisuje postupy nutné pro Uspésnou indukci
téchto typl uniparentalni dédi¢nosti v méritku dovolujicim v pfipadé uspésného
odchovu vznik pocetnéjSich populaci, které mohou slouzit k urcitému
specifickému ucelu. Meiotickou i mitotickou gynogenezi Ize efektivné vytvaret
inbredni linie - meiotickou gynogenezi mizeme za nékolik generaci vytvorit
isogenni linie ryb (nikoliv kompletné klonalni) a mitotickou gynogenezi
pak i klonalni linie ryb. Androgenezi pak Ize povazovat za uplatnitelnou pro
rekonstrukci mizejici linie nebo mizejici plemena ryb v pfipadé, Ze je k dispozici
kryokonzervované sperma téchto ryb.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Metodika popisuje postupy nutné pro UspésSnou indukci téchto typl
uniparentalni dédi¢nosti v méfitku dovolujicim v pfipadé uspésného odchovu
vznik pocetnéjsich populaci. Takto vzniklé populace meiotickych ¢i mitotickych
gynogend mohou byt vyuZzivany k zaloZeni isogennich linii. Isogenni ¢i klonalni
linie maji velky vyznam ve vyzkumu prenosu genl nebo v imunologii a stejné
tak je lze vyuzivat ke vzajemnému kfizeni a vyhledavani specifické kombinacni
navaznosti a nasledné k produkci vysoce uzitkovych k¥izenct.

V pfipadé druhd nebo linii, které jsou bezprostfedné ohrozeny vymizenim,
Ize uvazovat pouziti gynogeneze k ziskani potomstva, mame-li k dispozici
pouze jikernacky a pouziti androgeneze s vyuzitim kryokonzervovaného
spermatu mdze pomoci rekonstruovat mizejici linie nebo mizejici plemena ryb.
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