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ABSTRAKT

ABSTRAKT

Druhé upravené a rozsitené vydani monografie v deseti odbornych kapitolach zpfistupriuje informa-
ce o domécich a zahranicnich vysledcich vyzkumu v genetice a slechténi sladkovodnich hospodarskych
druhl ryb s dlrazem na druhy typické pro akvakulturu stfedoevropského regionu. Zaklady genetiky
v ochrané biodiverzity vysvétluji obecné pojmy, zdsady a metody genetické ochrany druhd, populaci
a plemen ryb, zachranné chovy ohrozenych druht a ochranu genetickych zdrojli hospodaisky vyznam-
nych druh@ ryb. Kapitola o genetickych analyzach shrnuje zakladni cytogenetické a molekularné-gene-
tické postupy, vcetné sekvenacnich metod nové generace a jejich vyznam ve slechténi a pro ochranu
biodiverzity. Celad sekce této kapitoly se zabyva analyzou genetickych vztah(i mezi taxony s vyuzitim
DNA a rliznymi softwary k vypoctu fylogenetickych strom0. Kapitola o genetice kvalitativnich znak
vysvétluje na konkrétnich piikladech u jednotlivych druht ryb autozomalni a gonozomalini dédi¢nost
kvalitativnich znak(, dédi¢nost znakd vézanych na pohlavi, ovladanych a ovlivnénych pohlavim a ge-
nové interakce. Zabyva se rovnéz mechanizmy determinace pohlavi u ryb. Kvantitativni genetika u ryb
objasnuje dédi¢nost a fenotypovy projev uzitkovych vlastnosti, slozky fenotypové variance, heritabili-
tu, heterdzni efekt, inbreeding a odhady parametrd fenotypové a genetické variance, s bohatou doku-
mentaci vysledk( dosazenych u rdznych druhd hospodaiskych ryb. Kapitola o polyploidii a genomo-
vych manipulacich u ryb souhrnné reflektuje rizné typy polyploidie (evolu¢ni, spontanni, indukované,
alo- a autopolyploidie) a vyskyt hybridnich polyploidnich komplext, moznosti jeji indukce a zplsoby
analyzy, uniparentalni dédi¢nost (gynogenezi, androgenezi), klondini reprodukci parentalnich genoma
a zvrat pohlavi, zplsoby vyvolani gynogeneze, androgeneze a zvratu pohlavi a shrnuje sou¢asnou uro-
ven a moznosti vyuziti polyploidnich, gynogenetickych a androgenetickych ryb v akvakulture. Kapitola
o genovém transferu u ryb souhrnné vysvétluje zékladni pojmy a postupy pii vybéru vhodného genu,
zhotoveni genového konstruktu, klonovani gent, volbu objektu a prostredkd pfenosu genu, detekci in-
korporace a exprese genu a shrnuje dosavadni vysledky a moznosti budouciho vyuziti transgennich ryb
v akvakulture. Kapitola o domestikaci a plemenitbé sleduje obecné rysy domestikace ryb a soustredi se
na vyznamné hospodaiské druhy ryb pro stredoevropsky region a zahrnuje domestikaci kapra obecné-
ho, jeho historickd a soucasna ceska, evropska a svétova plemena, a dale domestikaci a plemena lina
obecného, pstruha duhového, sumce velkého a zaklady plemenitby ostatnich hospodarskych druht
ryb (sih@, jeseter). Slechtitelské programy u ryb zahrnuji specifika 3lechtitelské prace v akvakulture,
hybridizacni postupy, ¢istokrevnou plemenitbu, selekci, vyuziti molekuldrni genetiky ve Slechtitelské
praci a organizaci lechtitelskych programd u ryb v CR a ve svété. Testovéni uzitkovosti a odhad ple-
menné hodnoty zahrnuje zdkladni metodické postupy, matematické modely a postupy statistického
zpracovani dat analyzou variance a kovariance. Posledni kapitola o plemenitbé ryb a legislativé rozebira
aktudlni znéni plemenéiského zékona a jeho provadécich predpisti ve vztahu k rybafstvi, prava a povin-
nosti chovatelskych subjektd na jednotlivych trovnich plemenéiské prace, a vysvétluje dotacni politiku
statu ve slechténi a plemenitbé ryb a ochrané genetickych zdroj.

Klicova slova: genetika ryb, slechténi, kvalitativni a kvantitativni znaky, ochrana, genetické analyzy,
genomové manipulace, genovy transfer, plemena, legislativa



ABSTRACT

The second updated and extended edition of the monograph in its ten specialized chapters gives
information on both home and foreign results in research on genetics and breeding of commercial freshwater
fish with the accent on species typical for Central European aquaculture. Basics of genetics in biodiversity
conservation explain common terms, rules and methods for genetic conservation of fish species, populations
and breeds, remedial culture of endangered species and conservation of genetic resources of commercially
important fish species. Chapter on genetic analyses explains basic cytogenetic and molecular-genetic
approaches including new generation sequencing approaches, and their importance for fish breeding and
biodiversity conservation. Whole section of this chapter deals with genetic relationships among taxa and with
softwares for computing phylogenetic trees. In the chapter on genetics of qualitative traits, topical examples
of various fish species are used to explain autosomal and gonosomal inheritance, inheritance of sex-linked,
sex-controlled and sex-limited phenotypes and gene interactions. Mechanisms of sex determination in fishes
are explained. Quantitative genetics of fish explains inheritance and phenotypic expression of performance
traits, phenotypic variation components, heritability, heterosis effect, inbreeding and estimates of phenotypic
and genetic variation parameters, broadly documenting the results gained in various commercially
important fishes. Chapter on polyploidy and genome manipulations in fish reviews and explains the
different types of fish polyploidy (evolutionary- spontaneous-, induced-, allo- and autopolyploidy), hybrid
polyploid complexes, possibilities of polyploidy induction and methods of analysis, uniparental inheritance
(gynogenesis, androgenesis), clonal reproduction of parental genomes and sex reversal and their induction.
Contemporary level and possibilities to utilize polyploid, gynogenic and androgenic fish in aquaculture are
also summarized. Chapter on gene transfer reviews and explains the basic terms and approaches to selection
of a proper gene, building the gene construct, gene cloning, choice of object and means of gene transfer,
detection of gene incorporation and expression and concludes contemporary results and possibilities of
future application of transgenic fish in aquaculture. Chapter on domestication and breeding explains general
features of fish domestication and it is focused to commercial species important for Central European region;
it involves domestication of common carp, its historical and contemporary breeds in the Czech Republic, in
Europe and in the world, domestication and breeds of tench, rainbow trout, European catfish and the basics
of breeding other commercially important species (coregonids, sturgeons). Breeding programmes of fish
involve specificities of breeding work in aquaculture, hybridization approaches, pure-breeding, selection,
application of molecular genetics in breeding and organization of fish breeding programmes in the Czech
Republic and in the world. Performance testing and breeding value estimates involve basic methodical
approaches, mathematic models, statistical processing the data with analysis of variance and covariance.
The last chapter on fish breeding and legislation describes the importance of current valid version of the
Animal Breeding Act and its directives for fishery, rights and duties of fish breeders and explains state policy
in subventions for fish breeding and genetic resources conservation.

Keywords: fish genetics, breeding, qualitative and quantitative traits, conservation, genetic analyses,
genome manipulations, gene transfer, breeds, legislation



PREDMLUVA KE 2. VYDANI

PREDMLUVA KE 2. VYDANI

Po vydani nasi monografie v roce 2008 jsme byli pfijemné piekvapeni zdjmem o tuto knihu u studen-
tl rybafskych a pfibuznych obor(i jak na Jiho¢eské univerzité v Ceskych Budgjovicich, tak i na tehdejsi
Mendelové zemédélské a lesnické univerzité v Brné. Velmi nas potésily i pozitivni ohlasy na tuto mono-
grafii ve védecké obci.

Kazdy védecky obor se, jiz ze své definice, vyznacuje vyvijejici se sumou védomosti v ¢ase a s vyvo-
jem novych poznatkl jsou dosavadni znalosti a teoretické predpoklady casto prehodnocovany. Totéz
samoziejmé platiiv oblasti Zivocisné genetiky, s rapidné se rozvijejicimi,molekuldrnimi” obory. Ve svét-
le tohoto konstatovani tedy kazdy rukopis, snazici se o kompilaci a kriticky komentaF soucasnych po-
znatk(, musi byt v dobé svého vydani jiz zastaraly. Nejinak je tomu i u nasi monografie, ktera vznikala
v letech 2006-2007. Od té doby jiz vyslo nékolik zasadnich prehledovych praci naptiklad v oblasti in-
dukované polyploidie, gynogeneze, androgeneze, determinace pohlavi u ryb aj., které pozménily dilci
pohledy na danou oblast poznani, byly zvefejnény nové technologické postupy, vysly nové metodiky
uchovani genetickych zdrojd ryb a pozménéna byla i plemenarska legislativa. Stejné tak jsme citili, ze
v nasem plvodnim textu chybéla celd ¢ast zabyvajici se genetickymi vztahy mezi taxony a softwary
k vypoctu a znazornéni fylogenetickych vztah(i mezi nimi.

Rozhodli jsme se proto nasi monografii upravit a doplnit o tyto poznatky pro druhé vydani.

Autori
ve Vodnanech a v Libéchoveé, 2011
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Uvob

uvoD
M. Flajshans, P Rdb

Sladkovodni a moiské rybafstvi spolu s akvakulturou dodavaji lidstvu ro¢né 100-140 milion( tun ryb
ke konzumnim uceliim, coz podle udajli FAO predstavuje pro vice nez 2,6 miliardy lidi pokryti pfinej-
mensim 20 % jejich priimérného piijmu zivocisnych bilkovin. Podil ulovkid sladkovodniho a moiského
rybérstvi na celkové produkci ryb je v poslednich dvaceti letech pomérné vyrovnany a nelze ocekévat
jeho zvysovani. Snahy v tomto sméru jsou pravé opacné - v zajmu zachovani biologické rozmanitosti
rybich druhi a genetické proménlivosti druht lovenych se mezinarodni i narodni legislativy snazi,hos-
podaiskou tézbu” sladkovodnich a mofskych ryb omezovat a chranit rybolovné zdroje minimalnimi
velikostnimi limity, tlovkovymi mnozstevnimi kvétami, ochranou trdlist, tfecich migraci a fadou dalSich
opatieni. | presto jiz na fadé mist nasi planety doslo ke kolapsu mofiské tézby ryb.

Naproti tomu produkce akvakultury, jejiz majoritu tvofi produkce vodnich zivocicht (mékkysa, kory-
U a ryb) pro lidskou spottebu, vykazuje v poslednich desetiletich staly rlist a v roce 2005 dosahla téméf
48 milionl tun. Akvakultura se tak stava nejrychleji rostoucim odvétvim zivocisné vyroby: jeji produkce
od 70. let 20. stoleti ro¢né roste o cca 8,8% ve srovnani s 1,2% naristem lovu ryb a 2,8% nardstem po-
zemni produkce Zivocisné vyroby.

V druhovém spektru produkce sladkovodni akvakultury podle mezinarodni standardni statistické
klasifikace vodnich zivocich( a rostlin (ISSCAAP) dominuji na pocéatku 21. stoleti kaprovité ryby (zejmé-
na tolstolobik bily, Hypophtalmichthys molitrix; amur bily, Ctenopharyngodon idella; kapr obecny,
Cyprinus carpio; tolstolobec pestry, Aristichthys nobilis a karas obecny, Carassius carassius) s cel-
kovou produkci 17 215 123 t, nasledovani kategorii rznych sladkovodnich ryb (4 205 076 t), lososovity-
mi rybami (1 828 760 t), tilapiemi a ostatnimi cichlidami (1 677 751 t), a dal$imi.V ramci celosvétové pro-
dukce sladkovodni akvakultury kaproviti predstavuji 40,7 %, rGizné sladkovodni ryby 10,0 %, lososoviti
4,3 %, tilapie a ostatni cichlidy 4,0 % a zbytek je zastoupen mékkysi, korysi a dalsimi zZivocichy.

Téchto par ¢isel jsme na Uvod uvedli proto, abychom ilustrovali stale rostouci vyznam rybi akvakul-
tury. Prvopocatky akvakultury mizeme datovat az k fimskym umélym nadrzim (piscindm) k pfechova-
vani ryb, k rané stfedovékym klasternim rybnikdim, k humanistickym narodohospodaiim a rybnika-
fam 16. stoleti (J. Dubravius, O. Strumienski, J. Tavener a dalsi) a k prvnim pokustim s umélym vytérem
pstruha obecného Stephanem Ludwigem Jacobim v Némecku 18. stoleti. Od té doby se zprvu intuitivni
a empiricky chov a vzdjemné kfizeni rodicovskych populaci postupné ménil na slechtitelsky proces pod-
lozeny védeckymi zéklady vcetné uzivani modernich matematickych modeld ke statistickému hodno-
ceni dat. Postupné bylo - a vlastné dodnes stéle jesté je — odkryvano dédicné zalozeni kvalitativnich
znakd ryb jako oSupeni, zbarveni, tvar ploutvi apod. Jednotlivé védecké postupy charakterizace plemen
a techniky selekce, ¢istokrevné plemenitby ¢i meziplemenného kfizeni k projevu heterézniho efektu se
stavaly integralni soucasti akvakultury. Béhem poslednich padesati let prosly genetické postupy zalo-
Zené na mezidruhovém kfizeni, technikach zvratu pohlavi a chromozomovych manipulacich jiz experi-
mentalni fazi a poloprovoznim ovérovanim a byly rliznou mérou pfijaty sektory komercni akvakultury
jeseterd, lososovitych, kaprovitych, sumeckovitych a ostnoploutvych ryb k produkci hybridd, mono-
sexnich (jednopohlavnich) nebo triploidnich ryb. Jsou rovnéz zndmy metody produkce transgennich
ryb, napfiklad GH-transgenniho lososa nebo kapra (se vhesenym genem rlistového hormonu, GH) nebo
AFP-transgennich ryb odolnych proti podchlazeni (se vnesenym genem pro tvorbu proteinu branici-
ho mrznuti bunék, AFP). Licence ke komer¢ni produkci transgennich ryb viak nebyla zatim s vyjimkou
Kuby nikde jinde na svété udélena nebo alespori zadné takové udéleni nebylo zvefejnéno.

Exponenciélni rozvoj poznani v oblasti molekuldrni biologie zivocichl v poslednich dvou desetiletich
ved| k vyvoji celé fady diagnostickych metod, pomoci nichz mizeme zkoumat evoluci druhd s nebyvalou

-15-



presnosti (a pfipadné revidovat jejich dosavadni taxonomické zafazeni), studovat genetickou struktu-
ru populaci v ramci jednotlivych druhd nebo plemen, hodnotit Uroven jejich genetické proménlivosti
véetné analyzy historickych a geografickych déj, jez tuto proménlivost formovaly, ur¢ovat rodicovstvi,
ale napfiklad i studovat vztahy vedouci ke kompetici mezi jednotlivymi rodici pfi tvorbé novych gene-
raci potomstva. Stejné tak ndm znalost molekularni biologie davé do rukou néstroje vedouci k moder-
nim technikdm zvysovani uzitkovych vlastnosti, jako jsou napfiklad studium a vyuzivani lokus( s vaz-
bou na kvantitativni znaky (quantitative trait loci, QTL), selekce podle genetickych marker( s vazbou
na pozadované vlastnosti (marker-assisted selection, MAS) a podobné, &i nastroje vedouci k moder-
nim technikdm zvysovani odolnosti vi¢i nemocem, jako jsou napi. DNA vakciny.

Na druhé strané je tfeba mit na védomi, ze ani vyuzivani modernich progresivnich genetickych me-
tod nemUze byt chapano jako ,univerzélni vielék” na vSechny neduhy rybolovu a chovu ryb. Soucasna
genetika ryb je moderni védni disciplinou, vSestranné pouzitelnou od uchovani biologické rozmanitosti
po produkci jednotlivych komodit akvakultury, ale potencial jejiho uplatnéni pravé v akvakulture pred-
poklada zvladnuti biologickych zakladd chovu jednotlivych druh, jejich reprodukce, chovatelskych
technologii, vyZzivy, pfi udrzeni optimalniho zdravotniho stavu a podminek prostfedi pro kazdy chovany
druh.

Tato monografie je po dlouhé dobé prvnim souhrnem informaci o genetice a Slechténi ryb vydanym
v Ceském jazyce. V cizich jazycich vychazi podobnych textl hodné, zejména v angli¢ing, némcing, fran-
couzstiné a Spanélsting; vétsina z nich je viak poplatnych mistni akvakulture. Stejné tak i sttedoevrop-
sky region je typicky predevsim svou rybnic¢ni akvakulturou. Snahou naseho autorského kolektivu bylo
proto zpfistupnit informace o genetice a slechténi sladkovodnich hospodérskych druhd ryb typickych
pro tento region.

Autofi
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,KONZERVACNi GENETIKA“, OCHRANA GENETICKYCH ZDR0OJU A ZACHRANNE CHOVY
M. Flajshans, P. Rdb

Konzervacni genetika je ¢eskym ekvivalentem anglického vyrazu,conservation genetics”, a a¢ tomuto
terminu v bézné odborné mluvé rozumime, nejedna se o vyraz spravny. Slovo ,conservation” znamena
zachovani, ochrana apod. Méli bychom tedy spravné pouzivat termin genetika v ochrané pfirody, méd-
né biodiverzity, v naSem piipadé genetika v ochrané druhl a populaci ryb. VSichni vsak citime, ze se
jedna o vyraz ponékud dlouhy a c¢esky nekorektni vyraz,konzervacni” genetika je pro ucely tohoto textu
z praktickych ddvodu pfijatelnéjsi, chdpeme-li oviem jeho spravny vyznam.

Konzervacni genetika je tedy odvétvim genetiky, ktera je zamétena k udrzeni a odborné podlozené ochra-
né biodiverzity a k odborné podlozenému slechténi. Jako kazda praktickd disciplina, je syntézou poznatk
zejména populacni genetiky, ale i evolu¢ni biologie, systematiky, molekularni biologie a ekologie, vcetné
molekularni ekologie (tj. fylogeografie a fylogenie), zootechniky apod. V obecném slova smyslu je udrzeni
(konzervace) genetické proménlivosti (variability) dllezité pro celkovou Zivotaschopnost (fitness) populaci,
protoze snizeni genetické proménlivosti mlze vést v krajnim pfipadé az k vyhynuti populace, ptipadné druhu.

2.1. Genofond

Zakladnim pojmem konzervacni genetiky je genofond. Rozumime jim soubor viech genotypt jedin-
cll, jez populaci nebo druh tvofi. Genofond je vysledkem dlouhodobych evolu¢nich procest, u domes-
tikovanych nebo chovanych druh, plemen a linii je pak vysledkem mnoha generaci cilené i nezamérné
selekce. Genofond neni neménny, je to dynamicky, v ¢ase proménlivy systém, ktery se nepretrzité adap-
tuje na zcela specifické abiotické (fyzikalni, chemické) a biotické podminky svého prostiedi. Za zakladni
cile ochrany genofondu je nutné povazovat:

1. udrzeni dlouhodobé Zivotaschopné populace, jinymi slovy nepfipustit vyhynuti druhu - jedinecné
a neopakovatelné evoluc¢ni linie;

2. udrzeni schopnosti neustale se pfizplisobovat ménicim se podminkam prostiedi, tj. udrzet geneticky
dané adaptacni schopnosti a celou populaci/druh udrzovat dlouhodobé geneticky ,zdravou”;

3. udrzeni schopnosti dalsi pfipadné speciacni udalosti je kone¢nym, velmi vzdalenym cilem viech
ochranafiskych opatieni, snad presahujicich existenci lidského druhu.

Konzervacni genetika je tedy pii spravném pouziti velmi mocnym néstrojem ochrany populaci
a druhd a vedle zminéné ,evoluc¢ni” odpovédnosti ¢lovéka za udrzeni kontinuity vyvoje existujicich
druh Zivych organizm0 na Zemi, mé i pragmaticky aspekt. Ten spocivé v uchovéni genetickych a slech-
titelskych zdroju, tedy zdrojl, ze kterych lze cerpat pfi Slechténi. Zndmym pfipadem je pfislechténi
amurského sazana, Cyprinus haematopterus (resp. nyni Cyprinus rubrofuscus) k evropskym liniim
kapra obecného, C. carpio, pro pfeneseni vloh jeho vyrazné odolnosti vici jarni virémii kapra. Nejdu-
lezitéjsi vlastnosti genofondu je jeho geneticka proménlivost (variabilita) a Ustfednim problémem
konzervacni genetiky je zachovani co moznd nejvétsi Sife této proménlivosti. Je to proto, ze evolucni
ptizplsobivost druhd/populaci je funkci rozsahu genetické proménlivosti. Ztrata této proménlivos-
ti ma za nasledek ubyvani, médné, avsak velmi vystizné se pouziva termin ,eroze” evolu¢ni adapta-
bility, coz zvysuje pravdépodobnost vyhynuti druhu/populace. Toto je pfipad ohroZzenych druhl ci
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populaci, protoze jejich soucasny genofond predstavuje pouze ¢ast dfive vétsiho a proménlivéjsi-
ho souboru. Jako pfiklad Ize uvést soucasnou situaci populaci ostroretky stéhovavé, Chondrostoma
nasus, vysoce potamodromniho druhu, jehoZ populace jsou vlivem lidskych aktivit velmi fragmentova-
ny. Podobné je tomu ovsem i u Uzce endemitnich forem s nevelkym nebo bodovym rozsitenim, napf.
u endemitt v r. Salmo, Barbus, Squalius aj. ve sttedozemni oblasti. Proménlivost genofondu je nutno
posuzovat ve dvou slozkach: vnitropopulacni a mezipopulacni.

2.1.1. Vnitropopulaéni proménlivost

Vnitropopulac¢ni proménlivost je studovana predevsim prostiedky genetiky populaci. Velikost popu-
lace (N), tj. pocet jedincq, je dulezity faktor udrzujici Urover proménlivosti, z genetického hlediska je
jesté dulezitejsi efektivni velikost populace (Ne). Hodnota N, vyjadfuje pocet rozmnozujicich se jedinct
v idealizované populaci, ktera by vykazovala stejné mnozstvi disperze frekvenci alel pfi ndhodném gene-
tickém driftu ¢i stejnou Uroven inbreedingu jako v populaci, kterd je studovana. Nepfesné receno, jedna
se zhruba o tolik jedincd, jejichz genofond se pfeda do dalsi generace. ProtoZe je vypocet N, nejcastéji
zaloZen na prdimérném koeficientu inbreedingu, Ize také pouzivat definici pro tzv. inbredni efektivni
velikost populace: je to takova velikost idedIni populace, kterd vykazuje stejnou rychlost ristu inbree-
dingu (poklesu heterozygotnosti) za generaci jako populace skutena. Hodnota N, je vétsinou mensi nez
hodnota N, protoze ji ovliviiuje nékolik faktor(i, zejména pomér pohlavi, pocet potomku od jednotlivych
rodicl, kolisani velikosti populace, hustota (disperze) populace atd. Minimalni N, je Casto diskutovéana
v souvislosti se zachrannymi chovy a Slechténim pro optimalni a genetickému ,zdravi” odpovidajici roz-
sah chovné skupiny. Na tuto otazku vsak nelze jednoznacné odpovédét, protoze vzdy zcela zalezi na bio-
logii daného druhu. Jako pfiklad Ize na jedné strané uvést druh halan¢ika Cyprinodon diabolis, ktery
je endemitem jediného pramene (Devil’s Hole) na jihozapadé USA a jeho pocetnost se pohybuje kolem
300 jedinct (z geologickych dikaz( dobre doloZitelnych) po nékolik tisic generaci. Druhym extrémem
muZe byt fada motskych druh( (napt. sled obecny, Clupea harengus, treska obecna, Gadus morrhua
atd.), které jsou predmétem rybaiské exploatace, kde i astronomické pocty prezivajich dospélcli jsou
z genetického hlediska jiz malé. Kolaps lovu fady druhl v posledni dobé je toho dikazem a obnova dfi-
véjsich velkych populaci je otazkou. Nicméné problém minimaini mozné velikosti N, souvisi zfetelné s na-
sledujicimi faktory: (1) délkou generacniho intervalu, (2) po¢tem potomstva a (3) celkovou reprodukéni
strategii daného druhu. Je tedy zfejmé, Ze se hodnota N, v zavislosti na kombinaci téchto faktor(i znacné
li3i. U kratkovékych druhl postacuje v zachrannych chovech mensi velikost N, (napf. u nas blatfak tmavy,
Umbra krameri), zatimco u dlouhovékych a pozdné pohlavné dospivajich druhti musi byt hodnota N,
nepomérné vétsi, a to i pres daleko vétsi plodnost. To se tyka napiiklad témér viech druh( jeseterovitych.

Vyznam hodnoty N, pro Gvahy o genetické struktufe populace vyvstane v souvislosti s tfemi tzce
souvisejicimi populac¢né genetickymi procesy v malych nebo zmensujicich se populacich, které
~eroduji” rozsah genetické proménlivosti:

1. efekt hrdla lahve (bottleneck effect). Jedna se o nahlé, vétsSinou dramatické snizeni velikosti po-
pulace, kdy dojde k vybéru (mtze byt ndhodny, ale i selektivni podle urcitych genotypt) jen ¢asti
genotypU z vétsiho genofondu populace. Pro nase domaci poméry je to napf. typicky nasledek vy-
traveni toku, tedy likvidace genofondu jedincl po proudu od mista znecisténi. Velikost genetické-
ho ochuzeni (pauperizace) zbytkové populace zavisi na rozsahu zmenseni populace, siti plvodni
genetické proménlivosti a stupni ndhodnosti pfi vybéru béhem jevu (napt. samice s jikrami maji
nizsi utékové moznosti). Jev ma tak za nasledek ztratu casti urcitych alel, kterymi je pomérovana
velikost tohoto efektu hrdla ldhve (obr. 2.1.).
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A = plvodni populace se shodnymi frekvencemi cervenych a Zlutych ,alel”

B = ,bottleneck” efekt silné redukuje velikost populace

C = prezivsi populace ma jiné frekvence ,alel” nez populace pavodni

D = v dalSich generacich vznika populace se silnou dominanci ¢ervené
»alely” nad zlutou

Obr. 2.1. Zndzomeni bottleneck” efektu.

2. nahodny geneticky posun (genetic drift) je jev, ktery se vyskytuje v mnoha piirodnich populacich,
muze a nemusi byt spjat s pfedchazejicim jevem. Je dlisledkem toho, ze v piirodé jsou velké popu-
lace ve skutec¢nosti rozdéleny do subpopulaci; ¢im je takova subpopulace mensi, tim je vétsi efekt
genetického posunu. Privodnimi jevy jsou ztrata a na druhé strané fixace alel.

Jedna se o stochasticky proces kombinovany ovsem s faktory selektivity prostiedi. Lze prokazat, ze ¢im
je delsi obdobi plsobeni tohoto posunu, tim je vétsi ztrata genetické proménlivosti nahodnym ubyva-
nim (ztrdtou) nékterych alel v populaci a naopak fixaci jinych alel. Nahodny geneticky posun se ovsem
velmi vyznamné uplatiiuje pri speciacnich udalostech, kdy dojde k fragmentaci (fragmentacim) areélu
puvodniho druhu. Pfitom fragmentace maze byt jak pfirozena (napf. ficni piratstvi, tvorba docasnych na-
drzi za zavaly, zmény povodi apod.), tak zplisobend ¢lovékem (umélé vodni nédrze nebo fragmentace
rozsahlych lesnich masiv(, jez se projevuje ve vodnim rezimu krajiny). Takovymto zptsobem napt. vznikaji
lokalné omezené endemické druhy, kde problematika konzervaéni genetiky byva nejpalcivéjsi.

3.uzka pribuzenska plemenitba (inbreeding). Je pravdépodobné nejvaznéjsim problémem malych
a zmensujicich se populaci. Na rozdil od efektu hrdla lahve a ndhodného genetického posunu sama
0 sobé nema vliv na miru celkové genetické proménlivosti, tj. nedochazi k méfitelnym ztrdtdm cetnos-
ti alel. Co v3ak je na tomto procesu nejvaznéjsi, je to, ze zvySuje miru homozygotnosti, tj. Uzkou pfi-
buzenskou plemenitbou se prevadi velmi rychle alely z heterozygotniho do homozygotniho stavu. To
ma za nasledek vyrazné negativni ovlivnéni vlastnosti souvisejicich s rozmnozovanim, jako je plodnost,
oplozovaci schopnost, nastup pohlavni dospélosti apod. Je ovsem patrné i postizeni rlstové rychlosti,
snizeni rychlosti rlistu a vyskyt rstovych abnormit. Pro zamezeni vlivu piibuzenské plemenitby se uvadi
velikost N, vy3si nez 500, kratkodobé (nékolik generaci) pak N, kolem 50, vzdy v3ak zaleZi na konkrét-
nim druhu/populaci (viz nize). V souvislosti s Uzkou pfibuzenskou plemenitbou se vyskytuje i dalsi jev,
ktery mdze snizit rozsah genetické proménlivosti (tedy nejen prevadéni alel do homozygotniho stavu),
a to je selekce. Zatimco ve Slechtitelstvi je selekce pro dané vlastnosti hlavnim nastrojem a pfedmétem
pozornosti Slechtitelskych genetikd, v konzervacni genetice a v praktickych ochranarskych programech
je hlavnim problémem nezamérna a ndhodna selekce. Tak bylo v fizeném experimentu u lososa obec-
ného, Salmo salar, prokézano, Ze jiz po tfech generacich chovu s cilem neprovadét jakoukoliv selekdi,
se u samic projevila vyssi plodnost a u samc mensi agresivita. Analyza pripadu pak ukazala, Ze vyssi
plodnost samic byla zplsobena bezdéc¢nou snahou o lepsi hospodaisky vysledek lihné a nizsi agresivita
samcll bezdé¢nym vybérem téch, s kterymi se snaze manipuluje. Vysledkem jsou pak vlastnosti vhodné
pro umélé prostredi, tedy domestikace ryb, ktera ale nemusi byt vhodna pro pfirozené prostiedi. To je
pripad uzavienych chovnych cykld, z nichZ pochézi nasady pouzivané k dopliovani pdvodnich populaci.
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2.1.2. Mezipopulacni proménlivost

Studium mezipopulacni proménlivosti v konzervacni genetice je oborem, kterym se zabyva pre-
deviim fylogeografie. Ta studuje prostorovou distribuci znakl, kterymi jsou jednotlivé populace
charakterizovany a jejich historicky vyvoj, tj. umoznuje rekonstruovat s dosud nebyvalou presnos-
ti historii Sifeni populaci a druhl zejména za pouziti predevsim molekularich (mitochondridlnich
i jadernych) znak(. Poznani fylogeografické struktury, tj. roz¢lenéni aredlu druhu na geneticky odlisné
populace se zndmou casovou a distribuc¢ni historii bylo zatim popsano jen u nevelkého poc¢tu druht ev-
ropské icthyofauny. Tyto dosavadni studie (napf. u rod Barbus, Cottus, Salmo, Barbatula, Cobitis,
Sabanejewia, Tinca, Thymallus, Lota atd.) odhalily spole¢ny prvek, kterym je vyrazny podil historie pfi
formovani modernich populaci sladkovodnich ryb. Byla zjisténa pfi¢inna souvislost mezi zménami jejich
aredlu v dasledku ctvrtohornich klimatickych zmén na jedné strané a mnozstvim genetické variability zjis-
téné uvniti populaci a zaroven stupném divergence mezi populacemi na strané druhé. Geografickd slozka
mezipopula¢ni genetické variability je potom casto diktovana umisténim glacialnich refugii a koloniza¢nimi
cestami, které populace pfi svém siteni z téchto refugii vyuzivaly. Na druhé strané jsou patrné vyrazné rozdi-
ly mezi detailnimi fylogeografickymi vzory zjisténymi pro jednotlivé druhy, které pravdépodobné souviseji
s jejich rozdilnymi néroky na prostredi a riiznymi schopnostmi Siteni. Jako piiklad vyse uvedeného Ize uvést
postglacialni siteni parmy obecné, Barbus barbus (Kotlik a kol., 2004). Tento druh ma nékolik hluboce od-
lignych linii v oblasti kolem Cerného mote, aviak pouze jedina z nich v recentnim postglacialu kolonizovala
stfed a zapad Evropy. Proto jsou populace parmy obecné v nasi oblasti velmi mladé a geneticky nediferen-
cované mezi povodimi. Tento poznatek pak Ize uplatnit i v praktické ochrané a fizeni jejich populaci. Je tedy
zfejmé, Ze pravé dokonald znalost fylogeografické strukturace druhu a jeho populaci je klicovéa pro odborné
podlozenou ochranu druhd/populaci, a proto zaujima jedno z hlavnich mist v konzervacni genetice.

Prostorové izolované populace téhoz druhu, mezi nimiz je mala nebo zadna genova vyména, maji tenden-
ci se geneticky rozrdzriovat (viz vyse — ndhodny geneticky posun), coz v kone¢ném disledku vede ke specia-
ci. Pfitom je nutné si uvédomit, ze souc¢asnymi metodami studia mezipopulac¢ni diverzity Ize dolozit genovou
vyménu mezi populacemi asi v fadu 1 migrujici jedinec za 10 generaci, tj. i v tak nizké frekvenci dochazi ke ge-
nové vyméné mezi populacemi. Poznani vyvojové historie druhu, rychlost a cesty jeho Siteni a geneticka
mezipopula¢ni variabilita jsou tedy poznatkovou zékladnou, kterd v praktické roviné umoznuje odpoveédét
zakladni praktickou otazku souvisejici s mezipopulacni genetickou diverzitou — zda v zachrannych chovech
udrzovat geneticky charakterizované populace nebo naopak, zda je misit. Je to proto, Ze misenim tako-
vychto izolovanych nebo témér izolovanych populaci dochézi k jevu, ktery se oznacuje jako outbredni de-
prese.Ta je zplisobena narusenim koadaptovanych genovych soubor(, jez jsou funkéné prizplsobené zcela
specifickym podminkdm dané populace. Nepresné Ize pfipodobnit projevy outbredni deprese projeviim
mezidruhového kiizeni, kde je tedy ziejmé, Ze ¢im jsou populace geneticky vzdalenéjsi, tim silngji se efekty
outbredni deprese projevi. Podobné jako u uzké pfibuzenské plemenitby jsou nejmarkantnéjsimi projevy
outbredni deprese poruchy plodnosti. Jako priklad témér fatélniho zanedbani péce o vnitrodruhovovou ge-
netickou diverzitu |ze uvést dlouhodobou praxi chovu, dalkového prevozu nasad a zarybriovani vod u pstru-
ha poto¢niho, Salmo trutta, a to i v celoevropském méfitku. NejenZe byla zanedbana ochrana jinych druhd
rodu Salmo (kterych je v Evropé konzervativné 5, ale pfi poutziti jiného konceptu druhu az 26 - Kottelat
a Freyhof, 2007), ale i jejich dilc¢ich, nékdy velmi lokaIné adaptovanych populaci pstruh(i.

S mezipopula¢ni genetickou proménlivosti také souvisi problém zminény vyse u praxe chovu
a transferu nasad pstruha poto¢niho — koncept druhu, cili co rozumime pod pojmem druh. Jinymi slo-
vy feceno, zda-li se v konzervacni genetice zabyvdme skutec¢né druhem nebo pouze nékterymi jeho
populacemi a jaké uplatriujeme definice druhu. Tato otazka neni viibec trividlni. Jinak se totiz prakticka
ochranaiska opatreni a legislativa uplatriuji u Siroce rozsitenych druht a jinak pfirozené u lokalné se vy-
skytujich endemickych forem. Jestlize napf. budeme povazovat stievli poto¢ni, Phoxinus phoxinus, za 3i-
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roce rozsiteny druh, pak v ochranaiskych opatienich Ize brat v vahu pouze mezipopulac¢ni genetickou
diverzitu. Jestlize je vsak tento ,druh” jen kolektivnim taxonem, tj. shrnuje pod jednim jménem nékolik
skute¢né odlisnych druhd, pak je nutno ochranarska opatreni zaméfit jinak a to na ochranu réiznych druhti
vislosti s mezipopula¢ni a vnitrodruhovou genetickou diverzitou neobycejné dulezity, presto se vymyka
ramci tohoto ucebniho textu. Zdjemclm o tuto problematiku doporucujeme tyto specializované sborni-
ky — Kottelat (1997), Nelson a Hart (1999), Ruffing a kol. (2002). V kazdém pfipadé vsak je pfi vypracovani
ochranéiskych opatfeni daného druhu ryby nutno konzultovat taxonoma specialistu, zejména u drob-
nych druht ryb, jejichz druhova diverzita je v Evropé jesté nedostate¢né zndma (Kottelat a Freyhof, 2007).

2.1.3. Vnitrodruhovd genetickd variabilita

Kombinace tidajli o vnitropopulacni a mezipopulacni genetické variabilité druhu podd tidaje o vnitrodru-
hovém rozlozeni genetické variability. Distribuce této genetické variability mezi lokalitami, mezi povodimi
a mezi hlavnimi identifikovanymi liniemi druhu pak v praktické roviné urcuje, odkud Ize provadét posilova-
ni populaci, pfipadné provadét repatriacni transfery. Vnitrodruhova geneticka variabilita vedle historickych
evolu¢nich divodu je také silné ovlivnéna obyvanym habitatem, typem chovéni a migra¢nimi schopnostmi.
Tak reofilni druhy obyvaijici pocatky tok( (napt. Phoxinus, Alburnoides, Barbatula, Cottus) maji obvykle
daleko vys3si vnitropopulacni genetickou diverzitu, nez druhy obyvajici doIni tseky tokd, napf parma obecn3,
trodruhovou diverzitu maji predatofi, napf. stika obecnd, ESox lucius, u které zptsob Zivota a reprodukéni
strategie zpUsobuje permanentni mezigeneracni efekt ldhve hrdla. Tyto Udaje jsou proto nesmirné dulezité
pro pfijeti konkrétnich ochranérskych opatfeni u daného druhu ¢i plemena v pfipadé Slechtitelstvi.

Zavérem lze fici, Ze znalost podstaty téchto procest pak definuji kroky, které maji upevnit nebo
zvratit faktory vedouci k vyhynuti nebo ke snizeni biodiverzity, jako je nahlé snizeni velikosti populace,
inbreeding, inbredni deprese, geneticky drift, nahromadéni $kodlivych mutaci, ztrata genetické pro-
ménlivosti (heterozygotnosti), outbredni deprese, adaptace k neplvodnimu prostredi nebo fragmenta-
ce populaci a nechténa selekce/domestikace. Svou roli zde samoziejmé sehravaji i Spatna chovatelska
rozhodnuti nebo nevhodné podminky chovu, jez simuluji fadu negativnich pfirodnich a antropogen-
nich procesd. Konzervacni genetika je dnes rozsahlym oborem, jehoZ vSechny aspekty v tomto ome-
zeném textu nemohly byt hloubéji pojednény. Zajemce o tento obor mize nalézt podrobné pouceni
v ucebnici,Introduction to Conservation Genetics" (Frankham a kol., 2007).

2.2, Obecné zasady genetické ochrany druhti, populaci a plemen ryb

Obecné zasady konzervacni genetiky u ryb |ze tvodem shrnout v nasledujicich odstavcich. Tyto zasa-
dy plati jak pro uchovavani ohrozenych druht ryb ve volnych vodach, tak i vzacnych plemen ryb.

1) Monitoring genetické struktury. Diive, nez se pfistoupi k opatienim pro uchovani ohrozeného
druhu nebo populace, je predeviim potreba zjistit, zda doty¢ny druh je na uzemi stdtu monomorfni
a geneticky homogenni nebo zda se jeho jednotlivé populace v jednotlivych povodich nebo jejich ¢as-
tech od sebe geneticky odlisuji. Stejné tak u vzacného plemene je potieba zjistit, zda se od sebe nelisi
jednotliva chovna hejna. K monitoringu genetické struktury jsou pouzivany odpovidajici metody gene-
tickych analyz (analyza karyotypu, alozym0, mitochondridlni a jaderné DNA), o nichz blize pojednéva
kapitola 3. Vysledky analyz mohou o populacich dale vypovédét nasledujici:
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« genetickou cistotu druhu / populace / plemene / chovného hejna (pfitomnost nebo nepfitomnost
mezidruhovych nebo meziplemennych hybrid(, pfipadné genové introgrese);

« miru genetické variability (zda byla populace / plemeno / hejno zaloZena z dostate¢ného poctu
jedincli nebo zda a do jaké miry je inbredni);

- genetickou vzdélenost (odlisnost) jednotlivych populaci / plemen / chovnych hejn.

Do této doby je bezpodminecné nutné zachovavat pfedbéznou opatrnost, kterou Ize charakterizo-
vat nasledujicimi body:

+ Na kazdou populaci / plemeno / chovné hejno je tfeba pohlizet jako na potencialné unikatni.
+ Kazdou populaci/ plemeno / chovné hejno je nutno reprodukovat samostatné.
« Generacni ryby vzdy brat z daného prostiedi a po umélé reprodukci je do ného vracet.

+ Pokud mozno zamezit adaptaci potomstva na neplvodni prostredi (zkracenim doby umélého od-
chovu na nezbytné nutnou dobu).

+ Populace / plemena / chovnd hejna nekfizit, nepfevazet ani nevysazovat na jiné lokality.
2) Populace musi byt dostatecné velkd. Jinak se pfi jeji reprodukci snizuje genetickad proménlivost

azgenerace na generaci se zvysuje stupen pfibuznosti. Nasledujici tabulka (tab. 2.1.) ukazuje procentic-
ky narust pfibuznosti za jednu generaci v populaci s ndahodnym systémem reprodukce.

Tab. 2. 1. vztah velikosti rodicovské populace pouzité k reprodukci a miry inbredizace za generaci (upraveno dle Tave, 1986).

Pocet Pocet samcti

samic 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 oo
25,00 18,75 16,67 15,62 15,00 14,58 14,29 14,06 13,89 13,75 13,12 13,00 12,75 12,67 12,62 12,60 12,58 12,57 12,56 12,56 12,55 12,50
18,75 12,50 10,42 9,38 8,75 833 804 781 764 750 688 675 650 642 638 635 633 632 631 631 630 625
16,67 1042 833 7,29 6,67 625 595 573 556 542 4,79 4,67 442 433 429 427 425 424 423 422 422 4,17
1562 938 729 625 562 521 491 469 451 438 375 3,62 338 329 325 322 321 320 3,19 3,18 3,18 3,12
1500 875 6,67 562 500 4,58 429 406 3,89 375 3,12 3,00 2,75 267 262 260 2,58 2,57 2,56 2,56 2,55 2,50
14,58 833 6,25 521 4,58 4,17 3,87 3,65 347 333 271 258 233 225 221 218 2,17 2,15 2,15 2,14 2,13 2,08
1429 8,04 595 491 429 3,87 3,57 335 3,17 3,04 241 229 204 19 191 189 187 186 185 184 184 1,79
14,06 781 573 469 406 3,65 335 3,12 295 281 219 206 181 1,73 169 166 165 163 162 162 161 156
13,89 7,64 556 451 3,89 347 3,17 295 2,78 264 201 1,89 164 156 151 149 147 146 145 144 144 139
13,75 750 542 438 3,75 333 3,04 281 264 250 1,88 1,75 150 142 138 135 133 132 131 131 1,30 125
13,12 688 4,79 3,75 3,12 2,71 241 2,19 201 188 125 1,12 088 0,79 075 0,72 0,71 0,70 0,69 068 068 0,62
13,00 6,75 4,67 3,62 3,00 258 229 206 189 1,75 1,12 1,00 075 067 062 060 058 057 056 056 055 0,50
12,75 6,50 4,42 338 2,75 233 204 181 164 150 088 0,75 050 042 038 035 033 032 031 031 030 025
12,67 642 433 329 267 225 195 173 156 142 079 067 042 033 029 027 025 024 023 022 022 0,17
100 12,62 6,38 429 325 262 221 191 169 151 138 075 062 038 029 025 022 021 020 0,19 0,18 0,18 0,12
125 12,60 635 427 322 260 2,18 189 166 149 135 072 060 035 027 022 020 0,18 0,17 0,16 0,16 0,15 0,10
150 12,58 6,33 425 321 258 2,17 187 165 147 133 071 058 033 025 021 0,18 0,17 0,15 0,15 0,14 0,13 0,08
175 12,57 632 424 320 257 215 186 163 146 132 070 057 032 024 020 0,17 0,15 0,14 0,13 0,13 0,12 0,07
200 12,56 631 423 3,19 256 215 185 162 145 131 069 056 031 023 0,19 0,16 0,15 0,13 0,12 0,12 0,11 0,06
225 12,56 631 422 3,18 256 2,14 184 162 144 131 068 056 031 022 0,18 0,16 0,14 0,13 0,12 0,11 0,11 0,06
250 12,55 630 422 3,18 255 2,13 184 161 144 130 068 055 030 022 0,18 0,15 0,13 0,12 0,11 0,11 0,10 0,05
o 1250 625 4,17 3,12 250 2,08 1,79 156 139 125 062 050 025 0,17 0,12 0,10 0,08 0,07 0,06 006 005 0,00

O VW O N O U b WN =
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Vlysokd plodnost ryb, v porovnani s plodnosti teplokrevnych hospodaiskych zvitat (skotu, koni, prasat aj.),
mUze neinformovaného chovatele svést k domnénce, ze k zajisténi dostate¢ného poctu potomstva k rozmno-
Zeni druhu nebo pro dalsi chov staci pouzit k reprodukci relativné malého poctu rodicl. Tabulka vsak nazorné
ukazuje, Ze napf. pfi reprodukci tfi samct a tif samic je narGst pribuznosti (inbreedingu) za jednu generaci 8,33 %
a i pfi reprodukci deseti samc(l a deseti samic je narGst pfibuznosti stéle jesté 2,5%. Teprve pii pouziti dvaceti
samcU a padesati samic k reprodukci se chovatel dostane pod 1% narlstu pfibuznosti za jednu generaci.

Populace, které maji dostate¢nou genetickou proménlivost, netrpi inbredni depresi. Ta vznika kfize-
nim piibuznych jedincl a vétsinou znamena redukci genetického zdravi (,fitness") populace. Fitness
je vysvétlovéna jako schopnost jedince urcitého genotypu se reprodukovat a obvykle se da vyjadfit
podilem gen0 tohoto jedince ze viech genl pfisti generace. Fenotypové se inbredni deprese muize
projevit morfologickymi zménami, fyziologickymi zménami obvykle vedoucimi ke snizené reprodukéni
schopnosti a zhorsené imunité, v chovech ryb také pak snizenymi uzitkovymi vlastnostmi.

Inbredni deprese casto vznika nasledkem ndhlého snizZeni velikosti populace (“bottleneck” efekt,
efekt hrdla lahve, viz kap. 2.1.1.). Pokud vyznamna ¢ast populace uhyne nebo je ji branéno v reprodukci
(napt. vystavbou bariér pfi tfecich migracich) a velikost populace se fadoveé snizi, narlsta geneticky drift
v nepfimé umére k velikosti populace a redukci poctu potencialnich dostupnych jedincl k reprodukci
se zvysuje pfibuznost v dalsich generacich.

Idedlni populace je nekonecné velkd. Rybarska praxe vsak pracuje s populacemi, které maji konkrétni
velikost.V tom pfipadé se takové populace popisuji efektivnim poctem chovanych jedinc ¢ili s efektiv-
ni velikosti populace (Ne):

4 (pocet samic) (pocet samcll)
N, = (M
(pocet samic) + (pocet samcii)

Pak mlzeme narGst koeficientu pfibuznosti za 1 generaci pareni vyjadrit jako:

1
AF= — )

2N,

SniZzovanim N, vzrlsta geneticky drift (posun), tj. nahodna zména v genové frekvenci. Dochézi
ke ztraté nékterych (vzacnych) alel a k fixaci ostatnich. Obecnym jevem malého N, je vzrist homozygot-
nosti inbreedingem a ztratou alel (viz kap. 2.1.1.).

Obr. 2.2. ndzorné ukazuje, jak se s rostouci velikosti rodi¢ovské populace pouzité k reprodukci mira
inbredizace za generaci snizuje. Podle materialG FAO (FAO, 1981) by N_ k minimalizaci inbredni deprese
za generaci (tj. 1%) méla dosahovat poctu alespor 50 jedincu. Vzhledem ke zranitelnosti rybi popula-
ce pouziva soucasna evropskd praxe dvojnasobnou hodnotu. Tento pocet odrazi potfebnou efektivni
velikost populace rodicti N, = 100 jedinc( pfi poméru pohlavi 1 : 1, pfi jejiz reprodukci inbredni de-
prese za generaci nardsta o 0,5 %. Zhruba od velikosti N, = 100 jiz pfestava byt daldi snizovani pfibuz-
nosti vyznamné, zatimco pracnost reprodukce se zvysujicim se poc¢tem rodic¢li chovateli stéle pfibyva.
K tomuto poctu se vzhledem ke specifi¢nosti chovu ryb v rybnicich nebo nadrzich, moznym ztratdm
onemocnénim, otravou nebo znecisténim pfitokové vody, pytlacenim, unikem ryb pfi povodni apod.
rocné pripocitava 20% rezerva. Zakladni chovnou jednotkou kazdého genetického zdroje ryb je tedy
kmenové hejno o 120 kusech (Flajshans a kol., 2009). Kmenové hejno sestavé z generacnich ryb, resp.
z generacnich a remontnich ryb u druhd, kde je velikost kmenového hejna limitovédna zootechnickou
narocnosti nebo vzacnosti jedinct daného genetického zdroje (sumec velky, vyza velkd).
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Obr. 2.2. vztah velikosti rodicovské populace pouzité k reprodukci a miry inbredizace za generaci. Upraveno podle Tave (1986).

3) Populace se musi rozmnoZovat jako celek. Cilem je zahrnout do reprodukce co nejvice rodi¢ovskych
genotypl a uchovat maximalni moznou genetickou variabilitu populace. Reprodukce se provadi vyhradné
umélym vytérem, pfi kterém jsou samci i samici pohlavni produkty odebirény individudiné, coz je Zddouci
pro zjistovani dulezitych reprodukénich ukazatell i pro zpUsob osemenovani jiker. Osemeriovani jiker mli¢im
se provadi tak, aby byla zajisténa maximalni mozna genetickd variabilita vzniklého potomstva. Proto se pro-
vadi pfedevsim tzv. individudini oplozeni, kdy se smés jiker od vech samic rozdéli rovnomérné na pocet ¢asti
rovnajicich se poctu vytfenych samci a kazda z ¢asti je osemenéna mli¢im jednoho samce. Teprve po oplo-
zeniIze jednotlivé dévky smichat a inkubovat spole¢né. Ani dosavadni praxe tzv.,heterospermického oseme-
néni” (smiseni davek spermatu odebraného jednotlivym samctim a osemenéni jiker touto smési) nezarucuje,
ze spermie viech samcti oplodnijikry pfiblizné stejnym podilem (Kaspar a kol., 2007).

Jelikoz je u nékterych druht ryb technicky velmi slozité rozmnoZovat v jedné vytérové sezéné viechny
jedince celého kmenového hejna spolecné, navic nékteii jedinci nemusi byt v pfislusném roce (obdobi)
v dobré predvytérové kondici, je mozné obnovu rozdélit na vice ¢asovych obdobi. Vzdy je ale potieba
vyuzit k reprodukci prednostné jiné jedince, nez byli pouziti v predchozim obdobi. Napt. u kapra obec-
ného je doporuceno obnovu kmenového hejna zajistit z potomstva vzniklého z tfi vytér(i generacnich
ryb kmenového hejna a v kazdém z vytérd vyuzit minimalné 15 samic a 25 samcu (Flajshans a kol., 1999).

Frekvence Uplné obnovy kmenového hejna, tedy nahrazeni viech ryb kmenového hejna novymi
jedinci, je druhové specifickd a zavisi na genera¢nim intervalu druhu, pocetnosti genetického zdroje,
zpUsobu jeho odchovu, zdravotnim stavu kmenového hejna a na plsobeni externich faktord, které se
promitaji do vysledné pocetnosti stav(, jako jsou napft. predace, uhyny, otravy, povodné apod. Pro jed-
notlivé genetické zdroje ryb jsou doporuceny tyto intervaly obnovy kmenového hejna:

+ 3-4 roky u siha marény a siha peledé,
+ 4-6 let u pstruha duhového a pstruha obecného f. potocni,
« 6-8 let u kapra obecného, lina obecného, sumce velkého, jesetera malého,

« pravdépodobné 20-25 let u vyzy velké.
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4) Pro zachovani genetické diverzity se také v rodicovské populaci neprovddi selekce. Vyjimkou mo-
hou byt vazné veterinarni dlivody.

5) Je-li to mozné, populaci / plemeno chovat na vice lokalitdch. Chov ryb je, vzhledem k jejich bio-
logickym specifikiim, snaze ovlivnitelny negativnimi faktory prostfedi nez chov vétsiny teplokrevnych
hospodafiskych zvitat. Chov genetického zdroje pouze na jednom misté v republice by proto byl riskant-
ni. Pokud to situace umoznuje, kazdy geneticky zdroj ryb ma byt udrzovan v zivé genové bance ve dvou,
maximalné tfech kmenovych hejnech, pficemz jednotlivd kmenova hejna jsou chovéna na oddélenych
lokalitach, v oddélenych chovech rGiznych chovateld, nejlépe v chovech na rdznych povodich (Flajshans
a kol., 2009). Toto opatfteni slouzi:

« k redukci nebezpeci ztraty genetického zdroje pfi nakaze, ihynech a uniku ryb pfi povodnovych
stavech;

+ kmoznosti osvézeni krve z druhého ¢i tietiho chovu téhoz genetického zdroje pfi znamkach ztraty
genetické variability populace;

téni vyskytu meziplemennych hybrid(.

2.3. Metody genetické ochrany populaci/ plemen ryb

«+ Ochrana in situ. Vsechny zplsoby zachovani genetické diverzity zivych populaci a plemen v pro-
stredi, kde se populace vyvinuly nebo se normalné nachazeji (volné vody, chovy).

Ochrana ex situ. Zachovani genetické diverzity populaci a plemen in Vitro, napfiklad kryokonzer-
vaci spermatu, embryi, bunék nebo tkani. U ryb v CR jiz existuje kryobanka spermatu genetickych
zdrojti ve FROV JU, VURH ve Vodnanech. Naopak mrazeni blastomer, zérode¢nych kmenovych bu-
nék, embryi a oocytl ryb je celosvétové zatim na vyzkumné urovni. Dale sem patfi ucelené za-
chovavani genetického materialu in vivo, ale mimo typické prostredi, ve kterém se vyvinul (napk.
v trvalych agroturistickych expozicich, zoologickych zahradach apod.).

Kombinace obou pristupu. Kryokonzervaci gamet a jejich vyuzivanim v reprodukci Ize sniZit pocet
odchovavanych jedincC.

K témto aktivnim formdm ochrany genetické diverzity ryb patfi i ndsledujici podplrné ¢innosti:

- vedeni databanky (databaze) genetickych zdrojti ryb, obsahujici soupisy genetickych zdrojl
a jejich volné zijicich pfibuznych véetné informaci, které pomahaji blize charakterizovat tyto zdroje.
V Ceské republice vede databazi genetickych zdrojt ryb FROV JU, VURH ve Vodianech;

« vedeni banky DNA formou uskladnéni tkanovych vzorkl pro ucely vyzkumu, srovnavani a jako
referencni vzorky k urceni a potvrzeni pivodu. Banku DNA genetickych zdroji ryb vede a jejich mo-
lekularné-geneticky popis realizuje Laboratof genetiky ryb Ustavu Zivocisné fyziologie a genetiky
Akademie véd CR, v.v.i., v Lib&chové.
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2.4. Uchovani a vyuziti genetickych zdroji ryb v CR

Rozhodnutim ministra zemédélstvi byl dne 20. zafi 2003 vyhlasen Narodni program konzervace a vy-
uzivani genetickych zdrojl rostlin, zvifat a mikroorganizm vyznamnych pro vyzivu, zemédélstvi a les-
ni hospodafstvi. Jednou ze tii jeho soucasti se stal i dosavadni Narodni program ochrany genetickych
zivocisnych zdrojli (Narodni program zvitat; od roku 1996). Jeho soucasti je podprogram B.1.16. Ryby,
pro uchovani a vyuziti genetickych zdrojt ryb v CR. Narodni program je ustanoven podle § 14 zakona
¢.154/2000 Sb., o slechténi, plemenitbé a evidenci hospodaiskych zvifat a 0 zméné nékterych souviseji-
cich zakon( (plemendisky zakon) a podle provadéci vyhlasky ¢. 447/2006 Sb. k tomuto zakonu.

Geneticky Zivocisny zdroj je definovan v § 2, odst. 2 zak. ¢. 344/2006 Sb. (GpIném znéni novelizovaného
plemenarského zékona ¢. 154/2000 Sb.) jako ,..jedinec, sperma, vajicko, embryo, popripadeé ostatni geneticky ma-
teridl autochtonniho nebo lokdiné adaptovaného druhu, plemene nebo populace zvitete, nachdzejici se na tzemi
Ceské republiky, majicivyznam pro vyZivu a zemédélstvi, pro uchovdni biologické a genetické rozmanitosti svétového
prirodniho bohatstvi a pro umozZnéni jeho vyuzivdni pro potieby soucasnych i budoucich generaci, zarazené do Nd-
rodniho programu konzervace a vyuZivdni genetickych zdroju zvitat vyznamnych pro vyZivu a zemédeélstvi...”

Vyznam genetickych Zivocisnych zdrojd obecné je zaloZen na skutecnosti, ze plivodni, nezuslechténa
plemena si zachovavaji fadu ,primitivnich” vlastnosti, jako je pfizplsobivost k prostredi, odolnost kli-
matickym stresdim, mistnim parazitim a patogendim a lepsi vyuziti mistnich potravnich zdroj(. Naproti
tomu moderni plemena, vyslechténa pro intenzivni primyslovou produkci zivocisnych produktd, dosa-
huji vysoké uzitkovosti za cenu ztraty téchto primitivnich vlastnosti (Flajshans a kol., 2009).

Vyznam genetickych zdrojl ryb spociva v tom, Ze jsou soucasti kulturniho bohatstvi naseho naroda,
jsou vychozim materidlem pro Slechténi novych plemen a v ptipadé potieby i zdrojem genu vyuzitel-
nych pro zlepseni zdravotniho stavu, kondice a dalsich uzitkovych vlastnosti vysoce uzitkovych plemen.

Genetickym zdrojem ryb je tedy autochtonni nebo dlouhodobé adaptované plemeno, lokalni popu-
lace nebo linie ryb. Tvofi jej ryby téZe populace, které:

+ maji oboustranné znamy, dolozitelny ptvod,

« jsou zapsany v plemenaiské evidenci pfislusného plemene,

« jsou chovany v Cistokrevné plemenitbé a za U¢elem zatazeni jejich potomstva do genetického zdroje,
« svym fenotypem odpovidaji standardu plemene.

Genetické zdroje jsou chovany v ramci mistnich produkcnich systémi u jednotlivych tGcastnikl
programu. Jejich plemenitba a metody udrzovani jsou stanovené metodikami jednotlivych genetickych
zdroju, které jsou nedilnou soucasti programu a pro dané obdobi jsou zavazné.

Vzorkem genetického zdroje je vybrany jedinec nebo odebrany reprodukéni material (semenné
davky, oocyty, embrya), poptipadé dalsi tkdné, umoznujici pfenos a regeneraci genetického zdroje pfi
zachovani jeho genetického zékladu.

Genetické zdroje jsou charakterizovany plemennymi standardy, schvalenymi pfislusnymi chovatel-
skym sdruzenimi a dale molekularné-genetickym popisem, zejména pomoci mikrosatelitnich markerd. Je-
jich vlastnosti se hodnoti podle obecné zavaznych predpisti a podle schvélenych metodik jednotlivych plemen.

Ucastnik programu a povéfena osoba jsou povinni pravidelné hodnetit vlastnosti genetického
zdroje zplsobem a v rozsahu stanoveném metodikou jednotlivych genetickych zdrojd, ktera se mlze
lidit od zplisobu kontroly uzitkovosti stanoveného provadéci vyhlaskou. U¢astnik programu je povinen
vysledky hodnoceni kazdoro¢né preddvat povérené osobé.
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Cilem programu je:
« udrzovat pGvodni plemena u téch druht ryb, kde se k produkenim tceliim pouziva prevézné (poly)hybridd,
- udrzovat plvodni druhy v pfipadech, kdy intenzivni produkce mezidruhovych hybrid zplsobila

vymizeni ¢istych rodicovskych druhi (sihové), nebo kdy jsou chovany druhy, majici hospodarsky
vyznam a pfitom jsou v ptirodé ohrozeny (jesetefi).

2.4.1. Postup programu od jeho zaloZeni'v roce 1996:

1) Identifikovat a popsat geneticky odlisné populace a plemena.

2) Zalozit zivou genovou banku pro kazdé plemeno a udrzovat ji za definovanych podminek.
3) Zalozit jednotny systém znackovani ryb a operativni evidence.

4) Zalozit banku spermatu pro potieby programu.

5) Koordinovat a metodicky vést aktivity chovatelG.

6) Vyhodnocovat genetické analyzy a jejich vysledky zohlednit pii kazdoro¢ni vécné i financni aktu-
alizaci programu.

7) Prostrednictvim Rady genovych Zivocisnych zdrojl, seminaia a Skoleni informovat tvdrce rybaiské
hospodafiské politiky a chovatele.

8) Provadét vyuku VS studentd a osvétovou ¢innost pro vefejnost.

Genetickymi zdroji ryb jsou tyto druhy ve schvélenych forméch a liniich:

- kapr obecny (Zdarsky lysec Zd-L, Zdérsky $upina¢ Zd-S, Jihogesky kapr $upinaty C 73, Mariansko-
ldzensky kapr Supinaty ML, Milevsky lysec MV, Jihocesky lysec BV, Tel¢sky lysec Te, Pohofelicky lysec
PL, Trebonsky $upinac TS, C 434 a C 435),

+ lin obecny (linie Modr4, Vodrianska, Taborska, Maridnskoldzenska, Velkomezifi¢ska, Hlubocka, Koz. 92),

« pstruh duhovy (PdM, PdD66, PdD75),

« pstruh obecny f. poto¢ni (Sumavska a Tepelska populace),

+ sumec velky (Vodnansky a Hodoninsky) a

« Cisté druhy: sih severni maréna, sih peled, jeseter maly a vyza velka.

Chovny standard

Chovny standard genetickych zdrojl (GZ) kapra vychazi z Pokorného a kol. (1995), lina z Kvasnicky
a Pichy (1985), lososovitych z Pokorného a kol. (2003).
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U nékterych plemen jednotlivych GZ ryb nelze plemennou pfislusnost a plivod jednoznacné stanovit
na zakladé prostého hodnoceni ukazatel(i exteriéru a touto metodou rovnéz nelze stanovit meziple-
menné a v nékterych pfipadech ani mezidruhové hybridy, zvlasté v naslednych filidInich generacich.

Genetické analyzy jsou proto nedilnou soucasti programu udrzovani GZ ryb. Jsou legislativné stanoveny
podle zakona & 154/2000 Sb. ve znéni pozdéjsich piedpisd. Analyzy provadi Ustav Zivocisné fyziologie a ge-
netiky AV CR, v.v.i,, v Libéchové (UZFG) ve spolupraci s FROV JU, VURH Vodriany. Podle zak. ¢. 154/2000 Sb. je
také UZFG opravnénou osobou k ovéfovani pavodu u ryb. Provadéji se nasledujici typy analyz:

Biochemicko-genetické analyzy polymorfnich proteinii

Provéadéji se u generacnich a remontnich ryb z periferni krve. V pfipadé nutnosti se u nizsich kategorii
ryb (plidek, ndsada, trzni ryba) analyzuji rovnéz proteinové systémy cerveného a bilého svalu, jater,
pfipadné oka a mozku, odebraného po zabiti ryby. Tyto analyzy jsou aplikovany u kaprovitych, loso-
sovitych, u sumce a u sih(. Obr. 2.3. zndzorfuje genetickou strukturu plemen a linii kapra chovanych
ve VURH ve Vodhanech v 90. letech 20. stoleti pravé na zakladé jejich genetické podobnosti: viem stu-
dovanym skupinam je nejvice vzdalen Amursky sazan (AS) jako odlisny druh (Cyprinus rubrofuscus)
a jemu nejblize je shluk (cluster) plemen a hybridnich linii z néj odvozenych (Ropsinsky kapr Supinaty,
ROP; Ukrajinsky kapr Supinaty, UKR aj.). Dalsi dva odlisné shluky jsou tvofeny madarskymi a ¢eskymi
plemeny kapra a pfislusnymi hybridnimi liniemi.
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— 487
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Obr. 2.3. Priklad monitoringu genetické struktury plemen a linif kapra ve VURH ve Vodrianech na zdkladé alozymové analyzy.
Genetickd podobnost podle Nei (1972). Z archivu V. Slechty (1992-93).
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Molekularné-geneticka analyza (studium mitochondrialni DNA metodou PCR-RFLP
a jaderné DNA analyzou mikrosatelit)

Provadéji se u vsech vékovych kategorii, u vykuleného plidku z celych jedincg, u starsich kategorii z pe-
riferni krve nebo odstfizku ploutve. PCR-RFLP mUze byt vedle biochemickych markerd u kapra obecného
vyuzivana k ur¢eni hybrid(i s Amurskym sazanem a Ropsinskym kaprem. Mikrosatelitni markery jsou zvlasté
vhodné vzhledem k vysokému stupni vzajemné pfibuznosti evropskych plemen kapra, niz$i mire genetické
variability plemen lina, vysokému stupni prokiizeni populaci u jednotlivych druht lososovitych ryb apod.

Cytogeneticka analyza ploidie priitokovou cytometrii a analyzou obrazu jader erytrocytii

Tato metoda je pouzivana u téch genetickych zdroju, kde existuje riziko vyskytu triploidnich sterilnich
jedincl v chovu (lin obecny, pstruzi, sumec velky), a dale zejména u druh, kde existuje riziko vyskytu
polyploidnich mezidruhovych hybridl (jesetefi). Provadi se u vSech vékovych kategorii, u vykuleného
pltdku z celych jedinc(, u starsich kategorii ze vzorku periferni krve.

Depozice vzorkl do genové banky

Pfi odbéru vzorku télnich tekutin nebo tkani pro genetické analyzy pracovnici autorizované védecké
laboratore zaroven od jednoho jedince deponuji do genové banky:

- 0,1 ml krve a/nebo 50 mg odstfizku ploutve odebrané in vivo nebo

+ 100mg buné¢né tkané odebrané post mortem (§ 4 vyhl. 447/2006 Sb.)
Genovou banku spravuje autorizovana védecka laboratof.

Chov in situ
Hlavni metodické zasady jsou:

1) Individualni znac¢kovani a operativni evidence generacnich ryb v kmenovém hejnu (mikrocipovy-
mi znackami, viz obr. 2.4., nebo alfanumerickymi matricemi vymrazenymi v kapalném dusiku, v souladu
s plemenafiskou evidenci dle provadéci vyhlasky).

2) Provadéni genetickych analyz novych hejn a remontt (budoucich generacnich ryb) pro obnovu
kmenového hejna.

3) Udrzovani kazdého GZ ryb minimalné ve dvou, Iépe ve tfech chovech (viz kap. 2.2.). Tyto chovy
tvofi tzv. nukleus.

4) K obnové kmenového hejna daného GZ provadét hromadnou reprodukci generacnich ryb.
Cil slechténi

daného GZ. Plemena zafazena do programu udrzovani genetickych zdrojl mohou byt déle slechténa az
po naplnéni zésad ochrany genetickych zdroj(i (vytvoreni nukleu GZ).
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Obr. 2.4. Mikrocipové znacky typu PLT. tags (pracovni frekvence 134,2 kHz) a sterilizovatelny aplikdtor ke znackovdni
generacnich ryb. Z archivu M. Flajshanse (1998).

Hodnoceni jedincii
Hodnoti se parametry celé populace na zakladé statistické analyzy ndhodné vybraného souboru
min. 33 jedincd z kazdého opakovani.

Dokumentace o genetickém zdroji
Ucastnik NP (chovatel)

- vede prvotni plemenéfskou evidenci (vytérové listy, odlovni a komorovou knihu),

- piedava k 30. 6. kazdého roku Rybafskému sdruzeni Ceské republiky hlaseni o po¢tech plemenych
ryb dle plemenné pfislusnosti a pohlavi,

- jako opravnéna osoba podle zék. ¢. 154/2000 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist vede a zpracovava
vysledky testovani a posuzovani za chovy, u nichz tuto ¢innost provadi,

- vysledky testovani a posuzovani dodava k 30. 11. kazdého roku Rybaiskému sdruzeni Ceské
republiky, které zajistuje jejich sumarni zpracovani.

Garantujici subjekt preddva Narodnimu ref. stfedisku k 1. 12. kazdého roku udaje o:

- aktualizované databazi chovateld a chovil jednotlivych GZ ryb,

- deporzici krevnich nebo tkanovych vzorkl do genové banky v UZFG AV CR, v.v.i,, v Libéchove,
- depozici ID kryokonzervovanych GZ ryb do kryobanky ve FROV JU, VURH ve Vodfanech,

« stavu uchovani a vyuziti GZ ryb formou vyro¢ni zpravy.
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Obr. 2.5. Zamrazovaci automat Planer Kryo 10, pouzivany ke kryokonzervaci semennych davek ryb ve FROV JU ve Vodianech.
Z archivu M. Rodiny (2002).

Uchovani ex situ

Odbér a zmrazovani semennych davek je postupné rozsifovano na viechny GZ ryb. Zmrazuje se 10ml
spermatu od 1 mli¢dka, zmrazovani je provadéno v kryoautomatu Planer Kryo 10 series IIl (Planer, UK; viz
obr. 2.5.), v 2ml kryozkumavkach se zmrazovanym objemem 1 ml. RovnéZ Ize pouzit jednodussi metodu
predmrazeni spermatu v parach kapalného dusiku (cca 1-2 cm nad jeho hladinou) a preneseni davek do ka-
palného dusiku. Motilita spermii s mérenim jejich rychlosti je stanovena z videozdznamu pomoci analyzy
obrazu. Hodnoceni fertility spermii je provadéno v kontrolovanych inkubacnich podminkach pfi opakovéni
3-4x u 1 mlicdka s hodnocenim procenta vykuleného vackového pliidku a procenta malformaci.

2.5. Ochrana genetické diverzity volné Zijicich druhi

Zatimco u hospodafisky dilezitych druhl a plemen ryb je ochrana jejich genetické variability dana
ni pouze nékteré druhy a nikoliv jejich vnitrodruhova diverzita, a¢ je ochrana genofondu volné Zijici
ichtyofauny dobfe propracovana a metodicky zvladnuta (Hanel a Lusk, 2005), pfesto vsak tyto snahy
nenalézaji odpovéd u odpovédnych organd (Zima a kol., 2006).
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NASTROJE PRO STUDIUM BIODIVERZITY A SLECHTENI RYB -
GENETICKE ZNAKY A JEJICH ANALYZY

P. Rdb, V. Slechta, M. Hulék, V. Bohlen Slechtovd

Evoluc¢né uniformujici vodni prostredi zpldsobuje, ze mnoho druht ryb ma velmi podobny télni sta-
vebni plan. Ackoliv to neplati obecné (viz tvarova diverzita fady skupin moiskych ryb), prece jen to plati
predevsim pro druhy ryb, jez jsou v regionu stfedni Evropy pfedmétem ochrany nebo rybaiského zajmu.
Kompetentni taxonom pracujici s modernim konceptem druhu (napf. Kottelat a Freyhof, 2007) dokaze
najit zcela spolehlivé diagnostické znaky na vnéjsim povrchu téla, jako je typ a zplsob oSupeni, vza-
jemné postaveni ploutvi, poméry télesnych proporci, barevné znaky aj. Pouzivé tedy znaky meristické,
které se daji spocitat (ploutevni paprsky, Supiny, obratle aj.) a znaky plastické, jez se musi méfit (miry,
hmotnosti, indexy). V. mnoha pfipadech studia biologie i praxe Slechténi ryb je v§ak moznost pouziti
téchto znakli omezend, pfipadné zcela nemozna, protoze nedokazi odpovédét na mnoho dilezitych
otazek. Navic vnéjsi morfologické znaky mohou byt ovlivnény béhem ontogenetického vyvoje (napf.
pocet obratl(), stavem rybiho organizmu (napf. pfi hladovéni) a do urcité miry vnéjsSim prostiedim
(napf. pH vody). Tim se samoziejmé tento typ znakl nediskvalifikuje, neni ménécenny, je a stale bude
metodickou soucasti studia biologie a Slechténi ryb, uz jen proto, ze pred zavedenim genetickych me-
diverzity a bylo proto shromazdéno pozoruhodné mnozstvi poznatkd. Tyto morfologické znaky maji
pochopitelné také svoji komponentu dédi¢nou, danou viohami pro pfislusny typ znaku; o dédi¢nosti
znaka diskrétnich (kvalitativnich) pojednava kapitola 4, o dédi¢nosti znakl spojitych (kvantitativnich)
kapitola 5.

Urcitd omezenost vypovédni hodnoty morfologickych télesnych znakd vedla vzdy k hledani dalsiho
typu nastrojl studia ryb, pocinaje znaky imunologickymi (50. a 60. léta 20. stoleti), pfes znaky zalozené
na polymorfnich bilkovinach (napf. typu enzymd, od 70. let 20. stoleti dosud), az po mohutny soucasny
ndastup vyuziti znakll obsazenych pfimo v genomu, tedy znak(, jez se oznacuji jako molekularni’ nebo
molekuldrné genetické. Pouziti téchto nemorfologickych znakl neni dosud Siroce rozsifeno a jejich
vypovédni hodnota v rliznych pfirodnich situacich biologie ryb, pfipadné v rybaiskych aplikacich, je
stale jesté nepfilis dobfe zndma. Tato kapitola poda prehled genetickych znakd, jejich hierarchii a jejich
spravné pouziti.

TV tomto textu budeme pouzivat termin molekuldrni s védomim, Ze se jednd o anglicizmus odvozeny od anglického adjektiva
molecular, spravné cesky odvozené adjektivum od slova molekula je molekulovy. | presto viak sou¢asna odborna ¢estina chape
termin molekuldrni pfedevsim ve vztahu k naukdm o genomu, zatimco molekulovy ve vztahu k naukdm chemickym a fyzikalnim
(napf. molekulovéd hmotnost).
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3.1. Hierarchie uzivanych znak a stavba genomu

Pro znazornéni vzajemného vztahu znak(, které odpovidaji jednotlivym Grovnim organizace téla
a organizace genomu, jsme pouzili srovnani uvedené na obr. 3.1.
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Obr. 3. 1. Srovndni mezi riznymi trovnémi organizace genomu (vpravo) a réznymi trovnémi informaci obsazenych
v pldnu mésta, v knihovné, v knihdch a pismenech v knihdch (nalevo) ziednodusené poddvd vysvétleni vypovidaci hodnoty
rdznych genetickych znakd. Podle Rdba a kol. (2007).
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Rozmanité morfologické (a to nejen meristické a morfometrické) znaky lze ptirovnat k planu
mésta. Mnoho mést se lisi jedno od druhého, nékterd jsou velkd, néktera jsou naopak mala. Jina viak
byla navrzena jednim architektem a jsou si velmi podobna velikosti, tvarem a usporadanim. Tak tieba
podoustve rodu Vimba (jako na obrazku) nebo viech pét druh stik rodu ESOX maji velmi podobny
télni plan. TéIni plan stik je priklad velmi uspésného evolucniho feseni dravce ¢ihavého typu, protoze je
u pravych stik dolozZen jiz z pozdni kidy a je opakovan u celé fady naprosto nepiibuznych skupin ryb.

Pokracujeme-li v nasem piikladu, potom kazdé (slusné) mésto ma knihovnu, jez uchovava informace,
bud'klasicky v knihach, nebo novéji na rliznych elektronickych nosicich. Architektura takové knihovny
potom odpovidd chromozomové urovni organizace genomu - mistu, kde jsou Udaje uschovéavany
(= geneticka informace), zpracovavany (= prekladany do aminokyselin), ndsobeny (= napf. regionalnimi
duplikacemi), ztraceny (= napf. delecemi), znovu nalezeny, vyménovany (= napf. translokacemi), pfi-
padné ukradeny (= napf. virovymi vektory). V fadé studii rliznych biologickych situaci je dilezité urcit,
zda architektura knihovni budovy je nova a moderni (= evolu¢né vysoce pfeménéné chromozomové
sadky) nebo velmi stara (= evolu¢né vysoce konzervované chromozomové sadky), pfipadné ma dva
rzné architektonické styly nepatfi¢né smichané dohromady (= hybridni genomy). Nase pfirovnani také
ukazuje nasledujici skute¢nosti:

a) v rliznych méstech jeden a tentyz architekt* postavil tu samou knihovnu (= napf. morfologicky
shodné karyotypy kaprovitych ryb podceledi Leuciscinae),

b) podobnd mésta mohou mit knihovny navrzené rdznymi architekty (= morfologicky velmi podob-
né druhy maji velmi odlisné karyotypy (= napf. lososoviti s karyotypy typd A a B),

¢) néktera mésta mohou mit dvé i vice knihoven (= polyploidni situace),

d) nékteré knihovny mohou byt v rekonstrukci (= struktury karyotyp0 zietelné korelované s dalsSimi
faktory pozorovana napf. u anadromnich lososovitych).

Knihovny obsahuji knihy nebo jiné jednotky informacnich prostiedkd (= geny), odpovidaji tedy
genové urovni organizace genomu. Podobné jako v predeslé ¢asti ze urcit Ze:

a) razné knihovny (= chromozomové sadky) v rdznych méstech (= organizmech) maji tytéz knihy
nebo obraceng,

b) v jakékoliv jednotlivé knihovné, muze byt nékolik kopii stejné knihy (= regiondlni, mistni multipli-
kace urcitych gent), zatimco jiné knihy mohou chybét (= evoluéni ztrata genu).

V kontextu tohoto pfikladu by bylo mozno pokra¢ovat v mnoha dalSich srovnénich mezi genovou
vybavou genomu a knihovnim (informaénim) fondem dané knihovny, a proto Ize pokracovat dalsi
urovni organizace genomu. Kdyz otevieme knihu, miZeme vidét véty sloZzené ze slov a slova slozena
z pismen, to jsou viechny znaky zaloZené na sekvencich a jejich kombinacich, z kterych je genom
slozen. Podobné jako je abeceda (evropského typu, u asijskych tomu byva jinak) sloZzend jen z omeze-
ného poctu pismen, je omezen i geneticky kdd kombinaci nukelotidovych tripletd. Z této skute¢nosti
potom vyplyvd, Zze mnoho slov a vét se opakuje v nejriznéjsich knihdch (= napf. repetetivni sekvence)
a ze jsou rdzné véty v jedné knize (= napf. unikatni sekvence). Vidime také, ze mizeme rozumét smyslu

* architektem” je v evoluci minén selek¢ni tlak nebo kombinace selekenich tlakd. Blizsim zdjemcdm o tuto problematiku
doporucujeme knihy C. Richarda Dawkinse, napt. The Selfish Gene (1976; ¢esky vysla jako Sobecky gen, 1998) nebo
The Blind Watchmaker (1986; ¢esky vysla jako Slepy hodinar, 2002).
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mnoha vét (a také jim rozumime stale vice, coz souvisi s pokrokem genomickych projektd sekvenujicich
celé genomy organizm), zatimco jinym vétam stéle jesté nerozumime (byt ¢teme pismena) nebo mu-
sime vynalozit znac¢né Usili o jejich precteni (na obrazku znédzornéné japonskymi znaky).

Vyse zminéné a zjednodusené srovnani ukazuje, ze kazda biologicka situace ¢i realita vyzaduje rizny
nastroj (nebo jejich kombinaci), jenZ popisuje danou Uroven organizace genomu. Vybér spravného na-
stroje pro urcity typ studia ma i zavazny aspekt prakticky. S kazdou urovni od znakd morfologickych
po sekvence genomu stoupaji

a) naklady na feseni a

b) zvysSuje se komplikovanost vystupnich dat a jejich zpracovéani a s tim se zvy3$uji i naroky na
jejich spravnou interpretaci.

V nésledujicich ¢astech budou probrany znaky v rGizné Urovni organizace genomu.

3.2. Morfologické znaky

Prvnimi znaky pouzitymi pro genetické analyzy byly morfologické znaky dédéné mendelisticky, epi-
geneticky nebo jinak — kazdy znak, ktery je geneticky determinovén Ize povazovat za geneticky znak.
Tyto znaky jsou vsak tématem kapitoly Genetika kvalitativnich znak{, a proto se jimi zde zabyvat nebu-
deme. Jen je tieba si uvédomit, ze metodicky vyvoj i v této oblasti poskytuje pro rlizné oblasti studie
biologie a slechténi ryb mocné nastroje. Je to napf. geometrickd morfologie, jez dokéze pomoci mate-
matické (pocitacové) transformace mérenych télesnych proporci ziskat soubor velmi ddlezitych uda-
ja. Jako pfiklad muze slouzit pokus o geometricky morfologickou determinaci plemen ¢eskych kaprd
(Petrtyl a kol., 2007).

3.3. Karyotypové a chromozomové znaky

Chromozomy, nositelé dédi¢né informace organizmu, jsou Utvary, do kterych se organizuje béhem
bunécného déleni materidl buné¢ného jadra. Chromozomy jsou tak utvary vysoce dynamické, které
méni velmi rychle svou morfologii v pribéhu bunééného cyklu, a proto se vyskytuji v mnoha podo-
bach, rovnéz mezi chromozomy somatickych a germindlnich bunék jsou velké rozdily. Nej¢astéji je viak
studovén chromozom od pozdni profaze do metafaze bunécného déleni, tedy takovy, ktery vypada
jako X (dvouramenny chromozom) nebo V (jednoramenny chromozom). Tato skute¢nost souvisi s dvé-
ma metodologickymi pokroky moderni cytogenetiky — objevem hypotonizace nativnich délicich se
bunék (kdy dojde k nabobtnani jader a tim k uvolnéni a oddéleni jinak nahlou¢enych chromozom)
a pouzitim vieténkovych jedu typu kolchicinu (ktery inhibuje polymeraci mikrotubuld vazbou na tu-
bulin, a blokuje tak tvorbu vieténka, odtud nazev vieténkovy jed). Dalsi velmi vyznamnou metodickou
pomtickou je diferencialni barveni chromozomu, které umoznuje daleko podrobnéjsi a pfesnéjsi ana-
lyzu podélné struktury chromozom. Tyto techniky se v zdsadé déli na dvé velké oblasti.

a) Diferencidlni techniky vyuzivaji rozdilnych vlastnosti euchromatinu (= zhruba oblasti s kodujicimi
sekvencemi) a heterochromatinu (= zhruba oblasti s nekédujicimi, repetetivnimi kratkymi sekvencemi)
a déli se na konvenc¢ni a fluorescenéni podle typu pouzitého barviva chromozomové DNA. Pouziti di-
gesce proteolytickymi enzymy typu trypsinu a nasledné barveni jadrovym barvivem (napt. Giemsovym)
tvoli charakteristické prouzky (G-pruhovani), které jsou zobrazenim rané a pozdné se replikujicich seg-
mentl chromozomu (replikon) a prouzky jsou charakteristicky stejné pro oba homologni chromozo-
my. Tento typ barveni se Siroce vyuziva v cytogenetice vyssich obratlovc(, tj. ptakd a savcd, a umoznil
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(viz,typ barveni”) formulovat hypotézy o mezidruhové homologii jednotlivych chromozomd. U ryb (az
na vyjimky napf. u iUhofovitych ryb) viak tento typ barveni zadné prouzky neplisobi pro jinou replikacni
organizaci chromozom. Dalsi technika spocivé v denaturaci a ndsledné renaturaci ve specialnim pufru
(C-pruhovani), kterd vizualizuje oblasti hetero- a euchromatinu, které maji po této procedure jinou afinitu
k jadrovym barviviim (ne-ifluorescenc¢nim).Tato technika je pouZitelna pro chromozomy viech obratlov-
cli. Jinoukonvencnitechnikoujeimpregnace stfibrem (AgNO,), ktera detekuje mistanachromozomu, kde
jsou ulozeny mnohonasobné repetice pro hlavni ribozomalni geny, tzv. organizator jadérka (,Nucleolar
Organizer Region”, NOR). Také tato technika je obecnd a Ize ji aplikovat i na interfazni jadra, coz byva
vyhodné napt. pro predbézny odhad ploidie. Fluorescen¢ni techniky vyuzivaji specifické vazebné
schopnosti rliznych typu fluorochroml na GC- nebo AT-specifické oblasti chromozomové DNA. Byvaji
to obvykle rdzna antibiotika (napt. GC- specifickd jako Chromomycin A3, Mithramycin M, Olivomycin
nebo AT-specifickd jako Actinomycin D, Distamycin A, 4,6-diamidino-2-phenylindole — DAPI, quinacrin,
metylénova zelen). Tato barviva se obvykle pouzivaji v kombinaci GC- a AT- specifickych fluorochro-
muU (napf. CDD-pruhovani: CMA3/DA/DAPI); tyto postupy se oznacuji jako ,counter-stain enhanced
fluorescence” (Cesky ekvivalent neexistuje) a zménou filtr(i senzitivnich na dany fluorochrom Ize tak
na tychz chromozomech pozorovat riizné struktury. Podobné jako u proteolytického plsobeni na chro-
mozomy, pouziti téchto postupll pfinasi naprosto jiné vzory u vyssich a nizsich obratlovcii. Za-
timco oba typy fluorochrom( na chromozomech ptakl a savcll vizualizuji prouzky stejné jako nebo
inverzni ke G-pruhlm, ¢ili recipro¢né zobrazuji rané a pozdné se replikujici Useky chromozomu, tak
u nizsich obratlovch GC-specifické fluorochromy zobrazuji pouze mista hlavnich ribozomalnich gent
a typ heterochromatinu bohaty GC-sekvencemi a AT-specifické fluorochromy typ heterochromatinu
bohaty AT-sekvencemi. U paprskoploutvych ryb je vazba cytogeneticky vizualizovatelné GC-bohaté
DNA s hlavnimi ribozomalnimi geny evolu¢né fixovana od stupné Neopterygii (kostlini a vyse), protoze
u jeseterd tato vazba nalezena nebyla (Rab a kol., 1999). Naproti tomu typy heterochromatinu bohaté
AT-sekvencemi se vyskytuji mezi rybami nahodile, coz souvisi s vnitini diferenciaci genomu ryb; napf.
u lososovitych ¢i halancikovitych se tento typ heterochromatinu vyskytuje velmi ¢asto, naproti tomu
u kaprovitych pozorovan dosud nikdy nebyl.

Nemoznost vizualizovat pfi¢né pruhovéni chromozomi ryb znemoznila u ryb to, co je jiz u ptakd
a savcll davno bézné - totiz stanovovat mezidruhové homologie chromozomu ¢i dokonce jejich
jednotlivych usekdl, déale studovat vnitrodruhovou proménlivost chromozomu. Proto také znalosti
o chromozomovych evolucich v raznych skupinach ryb jsou velmi omezené a jsou jen hypotézami.
Jistou ndhradou tohoto metodického omezeni je pouziti tzv. sekvenéniho diferencialniho barveni
na chromozomech ryb. Tento postup spociva v postupném barveni chromozom jedné a téZe metafaze
rlznymi technikami, a to tak, Ze se nejprve pouzije technika nejméné destruktivni k chromozomové
DNA a posledni ta, kterd je destruktivni nejvice; obvyklé je nejprve pouziti fluorochrom, poté jadrovych
barviv, ndsleduje impregnace stfibrem a nakonec denatura¢ni/renatura¢ni barveni na heterochromatin.
Po kazdém barveni je nutné vybrané metafazni chromozomy dokumentovat (nejlépe CDD kamerou
na mikroskopu), preparaty chromozom odbarvit a poté nabarvit dalsi technikou, a takto se postupuje
az do konce. Metodika vyzaduje dokonalou evidenci poloh metafazi na chromozomech, dikladné la-
boratorni poznamky o detailech postupu, protoze jen v nemnoha pfipadech Ize celou sekvenci barveni
dokoncit. Je tomu tak proto, ze cytogenetika ryb jesté zdaleka nedosahla urovné standardd cytogene-
tiky vyssich obratlovct, pfesto viak Uspésné sekvencni barveni chromozom ryb mize pfinést velké
mnozstvi Udajd pouzitelnych v mnoha oborech studia ryb. Piiklad sekven¢niho (nasledného) postupu
barveni a ziskanych informaci je ukédzan na obr. 3.2.V novéjsi dobé Ize kombinovat také sekven¢ni dife-
rencidlni barveni s metodami molekularni cytogenetiky.
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Obr. 3.2. Karyotyp (A) samce hrouzka Kesslerova, Romanogobio kessleri, sestaveny ze sekvencné barvenych chromozomt
Giemsovym barvivem (horni fada) a C-pruhovanych (doini fada). Sekvencné Chromymycin A3- (B) a Ag-impregnované (C)
chromozomy téhoz jedince ukazuji, Ze dilezité informace mohou byt odvozeny i presto, Ze se nezdari provést Uplny sekvencni
barvici protokol na jediné metafdzi; zde kombinace dvou sekvencnich barveni (Giemsa a C-pruhovdni (A), Chromomycin A3

(B) a Ag-impregnace (C) ukazuje, Ze chromozomy nesouci organizdtory jadérka (tzv. NORy) obsahuiji velké pericentromerické
bloky heterochromatinu bohatého GC-bdzemi na kratsim raménku (zardmovdn na A) a Ze mista s NORy jsou pozitivni

po C-pruhovdni, fluorescenci Chromomycinem A3 a po impregnaci stifbrem (Sipky na B a C). Tento jedinec je také homozygot
pro tplné heterochromatinizované kratsi rameno pdru ¢. 1 (hvézdicka — tento znak se vyskytuje u vsech druhu hrouzkd), ale
heterozygot pro pericentrickou inverzi kratsiho ramena jednoho homologu pdru ¢. 25 (Sipka — tato prestavba byla nalezena jen
u rodu Romanogobio). Takové drobné prestavby nejsou odhalitelné pii barveni jddrovymi barvivy, napt. Giemsovym barvivem.
Podle Rdbovd a kol. (v tisku).

-4)-



NASTROJE PRO STUDIUM BIODIVERZITY A SLECHTENI RYB — GENETICKE ZNAKY A JEJICH ANALYZY

b) Molekularné cytogenetické techniky jsou posledni velkou metodickou inovaci pocéatku 90. let
minulého stoleti a i cytogenetika ryb se tak dostala na molekulédrni Groven. Jedna se o zavedeni tech-
nik, které umoznuji cilené vizualizovat urcité useky chromozomové DNA, a to od velikosti nékolika set
bazi nukleotidll (repetice nebo jednotlivé Useky gent) po sekvence celych chromozomd, pfipadné ce-
lych genomd. Tyto techniky se oznacuji jako hybridizace in situ, kde hledany Gsek chromozomové
DNA je vyhledavan specificky komplemementarnim tsekem DNA, tzv. mobilni sondou, kterd je bud’
pfimo oznacena fluorochromem nebo je konjugovéna s malou signalni molekulou (obvykle biotin
nebo digoxigenin) a nasledné vizualizovdana imunochemickymi metodami, tj. protilatkami konjugova-
nymi s fluorochromem nebo s nefluorescen¢ni latkou. Podle zplsobu detekce sond se potom hovofi
o fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH), jestlize je hybridiza¢ni sonda detekovana pomoci
fluorochrom( nebo in situ hybridizaci (ISH), jestlize je hybridiza¢ni sonda detekovana nefluorescen¢-
né (napt. peroxidazovym detekénim systémem). Celd oblast molekularni cytogenetiky ryb se velmi
rychle vyviji, takze podat byt i jen stru¢ny prehled by znamenalo automatické zastarani textu v dobé
vydani. Tak v genomech mnoha druhd ryb byly lokalizovény pozice jednotlivych kopii gend, déle né-
které z repetetivnich sekvenci jako jsou telomerické nebo Alu sekvence, pfipadné mista s vysokym po-
¢tem repetetivnich gend jako jsou 5S nebo 46S ribozomalni geny a fada dalsich typu sekvenci jako jsou
transpozony atd. Novym pfistupem k poznani chromozomové evoluce ryb je fyzicka lokalizace gend, je-
jichz pozice na zcela urcitych chromozomech ¢i chromozomovych ramenech byla odvozena z genomic-
kych projektl a studia vazebnych map, napf. u lososovitych ryb. Zatim nejnovéjsi metodicky pokrok je
mikrodisekce individualnich chromozomii z metafaze na preparatu a pfiprava specifické celochro-
mozomové, tzv. malovaci sondy (painting probe) z této DNA (Phillips, 2007). Tento pfistup otevira zcela
nové moznosti pfi studiu karyotypové diferenciace u ryb, protoze nahrazuje nemoznost stanovit me-
zidruhové chromozomové homologie, jak ukazuje pfipojeny obr. 3.3. Stejné tak se otevird moznost
studovat pfipadné aberace chromozomi pro 3lechtitelské ucely. Rovnéz se otevird moznost pouziti
komparativni genomové hybridizace (CGH), pfipadné genomové in situ hybridizace (GISH) napf.
pro porovnani obsahu transpozénd mezi dvéma genomy (Symonovd a kol., 2013) nebo identifikaci
chromozom od jednotlivych parentalnich forem v hybridnich genomech (Majtanova a kol., 2012). Obé
metody jsou po technické strdnce shodné a lisi se pouze v tom, Ze pfi CGH se znaci fluorochromy obé
celkové DNA porovnavanych druh(, zatimco u GISH pouze jedna.

Vyhodnocovani cytogenetickych informaci, které bylo dfiv manudlni a velmi pracné, je dnes polo-
automatizované a provadi se snimanim chromozom{ digitalnimi CDD kamerami a dale se zpracovava
pomoci specidlnich softwarovych programd, coz umoznuje v kratké dobé shromazdit velké mnozstvi
udajli (obr. 3.4.). Tak Ize provadét rozsahlé populac¢ni studie mnoha jedincl (napt. pfi studiu genomo-
vého slozeni asexualnich hybrid{i ryb) nebo velkého mnozstvi bunék jedince (napt. pro detekci trovné
chromozomovych aberaci po expozici sinicovymi jedy).

Povaha cytogenetickych udajud je dvoji. Jednak jsou znaky morfologické, z nichz nejdulezitejsi jsou
diploidni pocet chromozom( (2n), jejich klasifikace do jednotlivych typt chromozomi podle umisténi
centromery (metacentrické, submetacentrické, subtelocentrické a akrocentrické) a po¢tu chromozomo-
vych ramen. Déle jsou to umisténi a velikost heterochromatinovych blokl na chromozomech a pocet
a mista hlavnich ribozomalnich gent (nucleolar organizing regions — NORs), pfipadné mista detekovana
rznymi molekuldrnimi sondami. Jsou také znaky genetické, jsou to nositelé genetické informace, je-
jichz povaha zajistuje prenos této informace z generace na generaci. Haploidni poc¢et chromozom (n)
daného organizmu je vlastné prvni a zakladni genomicka informace - fika, kolik vazebnych skupin gent
tento genom obsahuje. Cytogenetické tdaje maji Siroké vyuziti v poznani evoluce genomu ryb, véetné
polyploidiza¢nich a hybridiza¢nich udalosti, jsou zakladem karyosystematiky (cytotaxonomie), slouzici
jako dalsi nastroj systematickych disciplin (u ryb je to pro jejich karyotypovou rozrliznénost neobycejné
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Obr. 3.3. Metafdzni chromozomy plotice obecné, Rutilus rutilus, kde je ukdzdno znaceni pdru velkych subtelocentrickych

chromozomd, tzv leuciscinniho” markeru. Malovaci sonda (znacend fluorochromem Spectrum Orange) pochdzi z mikrodisekce
tohoto markerového chromozomu od stejného druhu. Drobné signdly na jinych chromozomech pravdépodobné reprezentuji
vsudypiitomné krdtké repetetivni sekvence a transpozony, které jsou téZ detekovdny sondou pii absenci vhodné kompetitorové
DNA v hybridizacni smési. Chromozomy jsou obarveny DAPI. Origindl S. Kubickovd a M. Rdbovd.
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Obr. 3.4. Ukdzka zpracovani karyotypu na piikladu chromozomti sekavce pise¢ného, Cobitis taenia (typovd lokalita

jezera Maldren, Svédsko) pomoci specializovaného pocitacového programu lkaros firmy Metasystems. Levy obrdzek ukazuje

snimek obrazovky, kde jsou Giemsovym barvivem obarvené metafdzni chromozomy, tak jak jsou exportovdny do programu
mikroskopu. Pravy obrdzek ukazuje snimek obrazovky s jiz sestavenym karyotypem této metafdze doplnénym o grafické prvky.
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vyznamné). Tyto Udaje jsou také dilezité v genotoxickych studiich, stejné jako v praktickém 3lechti-
telstvi ryb, zejména v genomovych manipulacich. Zavaznou nevyhodou cytogenetiky je to, Ze v poca-
te¢nim stadiu metodiky preparace chromozom se musi pracovat se zivymi, délicimi se burikami, bud’
v Zivém organizmu, nebo v bunécné kultute. U ryb pak préace s Zivym materidlem m0ze byt logisticky
velmi ndroc¢na, ne-li nemozna, stejné jako jsou dosud nestandardni bunécné a tkanové kultivacni tech-
niky. Prarez poslednimi pokroky cytogenetiky ryb podava kniha Fish Cytogenetics (Pisano a kol., 2007).

3.4. Polymorfni bilkoviny jako znaky a jejich analyza

Proteiny — a zvlasté enzymy - se staly jednim z prvnich systémd molekuldrnich znakd, které byly
Uspésné vyuzivany pro popis genetické variability organizmu.

Variabilita enzymu (obecné bilkovin) ve smyslu molekuldrni heterogenity byla zaznamenana jiz v pa-
desatych letech, ale byla zprvu povazovana za projev pfitomnosti necistot v jednotlivych preparatech.
Pozdéji byla rozpoznédna Markertem a Mollerem (1959), ktefi popsali heterogenitu jako pfitomnost riiz-
nych variant téhoz enzymu, které maji shodnou funkci (tj. katalyzuji tutéz reakci) a vyskytuji se u stejné-
ho jedince. Tato definice zahrnuje nasledujici varianty enzymu (tyto varianty se nazyvaji isozymy nebo
isoenzymy):

« produkty rlznych genl reprezentujici rdzné lokusy, které obvykle vznikly duplikaci pfislusnych
genll nebo polyploidizaci (duplikaci celého genomu), ptipadné hybridizaci DNA. Béhem dalsiho
vyvoje pak mohlo dojit k tomu, ze v disledku nahromadénych mutaci jeden z genl pozbyl své
funkce. Pokud mutace neznemozni enzymovou aktivitu pfislusného proteinu, ale pouze pozméni
jeho funkci ¢i zplsob jeho exprese, mohou obé varianty prezit selekci a specializovat se na rGizné
funkce - napf. v rliznych stadiich vyvoje ¢i v rGznych tkanich;

- varianty, které predstavuji produkty rdznych alel jednoho lokusu (podskupina isozymu nazyvana
alozymy). Ty vznikly ndhodnou mutaci, a pokud negativné neovlivni funkénost genu, zlstanou
v populaci zachovany;

- dalsiisozymy predstavujici pfirozené molekularni kombinace prvnich dvou skupin (u enzymd, které
maji kvartérni strukturu - jsou slozené z vice podjednotek = bilkovinnych fetézc).

3.4.1. Priciny variability alozymii:

Geneticky podlozené (zménami v sekvenci nukleotidii v pfislusném genu)
Alozymy mohou vzniknout bodovou mutaci nebo deleci / inzerci, které zméni kédujici sekvenci
genu. To mliZze mit - jako u kazdé mutace - pro,novy” alozym tfi dsledky:

+ s nejvétsi pravdépodobnosti nova alela nebude funk¢ni, coz povede ke snizeni Zivotaschopnosti
jedince a vylouceni nové alely z populace ptirodnim vybérem;

«+ pokud mutace (napf. zaména aminokyseliny) neovlivni funkci enzymu (ke zméné dojde v misté,
kde to neovlivni ani aktivni centrum ani konformaci molekuly nutnou pro funkci), pak zména bude
selekéné neutrdlni a vyskyt nové alely se bude ménit jen v dlisledku genetického driftu (ndhodné
zmény frekvence vyskytu);
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« v pfipadech (velmi vzécnych), kdy mutace da vzniknout enzymu, ktery bude fungovat s vyssi ucin-
nosti nebo bude katalyzovat ponékud odlisnou reakci, mlize tato zména zvysit zivotaschopnost
jedince a bude tedy pfirodnim vybérem upfednostriovana — jeji vyskyt se mize zvysovat.

Posttransla¢ni modifikace
Tyto modifikace mohou ménit vysledné vlastnosti molekuly (nap¥. jejich primarni ¢i sekundarni struk-
turu, celkovy elektricky ndboj apod.), a tim i chovani alozym? pfi pouziti riznych detekénich metod:

« vyslednd molekula proteinu miZze na sebe vézat rlizné prostetické skupiny (pfip. jejich rdizny pocet) -
sacharidy, lipidy, fosfatové zbytky apod., kdy zména vlastnosti molekuly zavisi na charakteru pfip.
poctu navazanych prostetickych skupin, na jejich vlastnim elektrickém naboji atd.;

« polypeptidicky fetézec na sebe muize vazat riizné funkéni skupiny (acetylace, amidace, hydroxylace
apod.), coz rovnéz mlze ménit vysledné vlastnosti molekuly;

+ podobné muze ke zménam vlastnosti dojit napf. vazbou koenzymové molekuly na molekulu enzymu.

RuUzna kvarterni struktura

+ nékteré enzymy mohou vytvaret aktivni molekuly z riizného poctu podjednotek — napf. NADP-z&-
visla malatdehydrogenaza (MDHP nebo ME —,malic enzyme") je obvykle tvotena ¢tyfmi podjednot-
kami, ale jiz dvé spojené podjednotky mohou vykazovat pfislusnou enzymovou aktivitu;

+ nékteré enzymy (jako napt. lidska alkalicka fosfatdza) vytvareji enzymové aktivni molekuly —,poly-
mery” tvofené rliznym poctem téze jednotky (v pfipadé zmifiované alkalické fosfatazy az 10 i vice);

+ konformacni zmény - v sekundérni nebo terciarni strukture bilkoviny mohou vést k vyskytu tzv. se-
kundarnich isozym, které se objevuji jako pfidavné isozymy s odlisnou elektroforetickou pohyblivos-
ti; k témto zménam muze dochazet predevsim pfi opakovaném zmrazovani a rozmrazovani vzorka.

Denaturacni produkty

- tyto,varianty” protein( se objevuji budto v nevhodné uchovavanych vzorcich, kde dochazi k auto-
lyze bunék a nasledné proteind vlastnimi lytickymi enzymy uvoliiovanymi pfi destrukci bunéc¢nych
struktur nebo v disledku mikrobialniho rozkladu vzork(. Molekuly nékterych enzym( tak mohou
ménit svoje vlastnosti (v nasem pfipadé elektroforetické chovani) bez ztraty enzymové aktivity
a davaji tak vzniknout vedlejsim ,isozymim®; postupné viak dochdzi k vymizeni enzymové aktivity
a tim ke ,ztraté” isozymda. K témto procestm dochazi tim rychleji, ¢im vy3si teplota je pro uchova-
vani vzorkl pouzita. Nékteré enzymy ztraceji v dusledku téchto procest aktivitu jiz béhem nékolika
tydnd, pokud jsou uchovévény i v mrazaku pfi -20 °C; proto se doporucuje vzorky uchovavat ales-
pon pfi -70 °C, jesté lépe v tekutém dusiku. Nejlepsi ovsem je zpracovat vzorky cerstvé nebo v co
nejkratsi dobé po jejich odebrani;

k degradaci bilkovin a ndsledné zméné jejich vlastnosti (i elektroforetického chovani) dochazi i pa-
sobenim vlastnich lytickych enzym( (proteindz, protedz) v tkanovych extraktech pii opakovaném
zmrazovani a rozmrazovani vzorkd nebo pfi jejich uchovavani pfi vyssich teplotach (napt. i -20 °C).
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3.4.2. Metody zjistovdni variability proteinii

Elektroforéza

Nejcastéji pouzivanou metodou detekce polymorfnich bilkovin je jejich elektroforetické déleni.
Principem elektroforézy je rozdélovani proteind ve stejnosmérném elektrickém poli podle celkového
elektrického naboje. Tento ndboj je dan souc¢tem nabojli ionizovatelnych skupin (aminoskupin nebo
karboxylovych skupin) v postrannich fetézcich aminokyselin, které tvofi molekulu bilkoviny, pficemz
se uplatni predevsim ty skupiny, které jsou pfi daném prostorovém uspoiadani molekuly na jejim po-
vrchu. Je jasné, Ze tento ndboj se bude lisit podle pH prostiedi, ve kterém se molekula vyskytuje. Proto
je zapotiebi elektroforézu provadét za definovanych podminek. Pro udrzeni dané iontové sily a stabil-
niho pH béhem elektroforézy se tato provadi v nejriznéjsich systémech pufrd, které se lisi slozenim
i koncentracemi jednotlivych slozek. Nejcastéji pouzivané pufry obsahuji organické baze — aminy (napf.
tris-[hydroxymetyllaminometan, aminopropylmorfolin apod.), organické kyseliny (pfedevsim kyselina
citronova), ale i anorganické kyseliny a baze. Pufr rovnéz zajistuje vodivé spojeni mezi elektrodami a ob-
lasti vlastniho déleni.

Nejstarsim zpUsobem byla tzv. volna elektroforéza, kterd probihala v roztoku (Tiselius, 1930). Déle-
ni molekul v tomto uspofadani nebylo pfilis ucinné, proto se pozdéji pouzil nosi¢ — chromatograficky
papir. Pfi této metodé se podafilo oddélit od sebe napt. hlavni bilkovinné slozky krevniho séra.V 50. le-
tech Smithies (1955) proved| prvni elektroforézy na nosici tvofeném gelem z ¢aste¢né hydrolyzované-
ho skrobu; tato metoda pak pfinesla vyrazné zvyseni rozliSovaci schopnosti elektroforézy. Je doposud
velice ¢asto pouzivanou metodou elektroforetického déleni bilkovin. Postupné byly zavedeny i dalsi
elektroforetické metody pouzivané pfi analyze bilkovin. Pro ziskani pfehledu o elektroforetickych tech-
nikach viz napt. Andrews, 1986, Richardson a kol., 1986 nebo Rothe, 1994.

Béhem elektroforézy putuji jednotlivé bilkoviny v elektrickém poli podle velikosti svého naboje pfi-
slusSnym smérem rliznou rychlosti, takze za urc¢itou dobu dojde k jejich vzéjemnému rozdéleni. Po skon-
ceni elektroforézy pak v idedlnim ptipadé dostaneme nosic, ve kterém jsou zény s jednotlivymi proteiny.

Takto rozdélené zény proteini pak musime néjakym zplsobem zviditelnit (vétSina proteint neni
barevna). Vzhledem k tomu, ze délime vzdy tkanovy extrakt, kde je smés nejriiznéjsich molekul (nejen
bilkovin), mdme nékolik moznosti:

+ obecné barveni protein(, pfi kterém se obarvi viechny proteiny na gelu (takto se barvi napf. svalové
nebo sérové proteiny);

« specifické barveni ur¢ité skupiny proteind, jako jsou napt. lipoproteiny nebo glykoproteiny, kde bar-
vime v podstaté prostetickou skupinu — zde lipidy nebo sacharidy navazané na molekulu bilkoviny;

« barvici reakce pro detekci enzym(, které vyuzivaji vznikajicich produktd (nebo mizejicich substrat)
enzymové reakce katalyzované ptislusnymi enzymy;

« chromogenni metody, kdy se reakci odstépi barevny produkt (napf. kyseld fosfataza odstépi fosfa-
tovou skupinu z fenolftalein fosfatu a uvolnény fenolftalein se v alkalickém prostredi obarvi riizo-
vé — v misté, kde se elektroforézou rozdélila kysela fosfatdza, dostaneme réizové prouzky na bilém
pozadi);

« fluorescencni metody, pfi nichz se uvolni fluoreskujici produkt, ktery pak Ize pozorovat za pouziti
UV zéfeni (napf. esterdza odstépuje z umbeliferyl acetatu fluoreskujici methylumbeliferol a pod UV

zatenim vidime svitici prouzky na tmavém pozadi);
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+ chemickd detekce vyuziva reakce produktu s néjakym barvivem za tvorby barevného precipita-
tu v misté vyskytu pfislusného enzymu (napt. v piipadé acetylesterazy se z naftylacetatu odstépi
naftol, ktery reaguje s rozpustnym Zlutym diazoniovym barvivem za vzniku nerozpustného hnédé-
ho azobarviva); negativni chemické metody vyuzivaji naopak neptitomnosti barvitelné substance
v misté, kde se pfislusny enzym vyskytuje (napf. amylaza stépi Skrob a v tom misté jej pak nelze
obarvit jédem - dostaneme bilé prouzky na modrém pozadi);

« tzv. histochemické metody (zavedené poprvé v r. 1957 Hunterem a Markertem), které vyuzivaji
pfimo reakce katalyzované v metabolizmu pfislusnym enzymem (jsou enzymové specifické), na niz
pak navazuje fetézec naslednych reakci vedoucich k barevnému produktu - vyuZziva se pfenosu
elektront uvolnénych pfi reakci az na vysledny produkt:

Pfi jednoduché detekci dehydrogendz v misté lokalizace enzymu do reakce katalyzované enzymem (zde je
jako piiklad uvedena laktatdehydrogendza — LDH) vstupuje substrét (laktat) a koenzym (NAD) a ze vzniklého

NADH se elektron pies, prenasec” (fenazin metosulfat - PMS) prenese na tetrazoliovou s(il, ¢imz vznika formazan.

laktat NAD* formazan (modry, nerozpustny)

X~ X

pyruvat NADH tetrazoliovd sl (zlutd, rozpustnd)

V pfipadé, ze toto schéma nelze pouzit (napt. nevznika redukovany koenzym jako NADH), je mozné
navazat i nékolik naslednych reakci — pfiddnim enzymu (nebo i vice) vyuZivajiciho vznikajici produkt,
a to tak, abychom se ve vysledku dostali opét k barevnému produktu - napf. osvédéenému forma-
zanu (viz nésledujici schéma detekce mandzafosfat isomerdzy — MPI, kde je do reakéni smési pfidana
GPI = glukézafosfatisomerdza a G6PD = glukéza-6-fosfat dehydrogendza, které vyuzivaji postupné vzni-
kajici meziprodukty enzymovych reakci):

mandza-6-fosfat

MPI

fruktoza-6-fosfat

GPI
glukdza-6-fosfat NAD* (modry, nerozpustny)
G6PD PMS
6-fosfoglukonat NADH tetrazoliova sil (Zluta, rozpustna)
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Pro rlizné metodiky vizualizace (barveni) proteinl bylo vydano mnoho publikaci - ,kucharek’, napf.
Harris a Hopkinsons, 1976, apod.

Elektroforézu mizeme podle uspofadani rozdélit na horizontélni, vertikalni a kapilarovou. Kazdy
z téchto typl ma své vyhody i nevyhody — napf. horizontélni elektroforéza je metodicky jednodussi
a mlze analyzovat vice vzorkd nez vertikalni; kapildrova spotiebuje minimalni mnozstvi vzorku a déleni
je ucinnéjsi, analyzuje ale jen jeden vzorek soucasné atd.

Podle typu nosice, na némz elektroforéza probihd, mizeme jeji metody rozdélit na nasledujici:

« elektroforéza na skrobovém gelu (SGE = starch gel electrophoresis)

Nosic je tvofen gelem, ktery je pfipraven rozvafenim c¢aste¢né hydrolyzovaného Skrobu (nejcasté-
ji bramborového) o koncentraci obvykle kolem 10% v pfislusném pufru a nalitim do vhodné formy;
pH pufrového systému je obvykle voleno tak, aby vétsina proteini méla zaporny naboj, takze pfi elek-
troforéze putuji k anodé (pH byva obvykle 6-9,5). (Pro specialni pfipady lze samoziejmé pouzit i jiné
hodnoty pH - i do kyselé oblasti.) Po vychladnuti a ztuhnuti vytvoii makromolekuly skrobu molekularni
sito, takZe zde dochazi k déleni bilkovin nejen podle celkového elektrického ndboje, ale ¢astecné i podle
velikosti molekuly. Nejcastéji se pouziva v horizontalnim uspofadani.

Vyhodou této metody je relativni lace (zvlasté pokud si pfipravujeme hydrolyzovany skrob sami) a jed-
noduchost provedeni. Dalsi vyznamnou pfednosti oproti jinym nosi¢tim pak je, ze mtizeme (podle pouzité
formy) pripravit gel o riizné tloustce (az 1cm) a po skonceni elektroforézy jej mizeme roziezat na nékolik
vrstev o tloustce zhruba 2 mm. Na kazdé ze ziskanych vrstev pak miZzeme detegovat jiny enzym — pfi jed-
né elektroforéze tak mizeme analyzovat az 5 rGznych enzymd. Kromé toho pro tento typ nosice existuje
v literatufe nejvétsi mnozstvi vyzkousenych metodik aplikovatelnych pro Siroky okruh organizmd.

Relativni nevyhodou skrobové elektroforézy je nutnost vyzkouset kazdou novou 3arzi hydrolyzované-
ho skrobu, a to jak na mechanické vlastnosti pfipraveného gelu, tak i na jeho délici schopnosti (Skrob
jakozto pfirodni produkt se mlize svymi vlastnostmi lisit jak podle mista, tak i podle doby vzniku a vyroby).

+ elektroforéza na agarovém / agarézovém gelu (AGE)

Vyhodou tohoto typu nosice je kratka doba potfebna k rozdéleni proteint (fadové 2-2 hodiny; pro
srovnani — elektroforéza na skrobu 6-16 hodin, na polyakrylamidu 1-6 hodin) a snadnost pfipravy gelu;
nevyhodou je mensi rozliSovaci schopnost a relativné vysoka elektroendoosmdza, kterd snizuje délici
schopnost. Tento typ nosice dovoluje délit molekuly vyhradné na zakladé elektrického naboje, protoze
vzhledem k nizké koncentraci gelu (~ 1 %) se neuplatriuje vliv molekulového sita (polyakrylamidovy gel
ma sitovou strukturu, kterd pdsobi jako molekulové sit a vedle elektrického naboje déli molekuly i podle
velikosti; stejny efekt se projevuje ¢astecné i u Skrobového gelu).

« elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE)

Pfi vhodném usporadéni ma tato metoda vyhodu ve velice u¢inném déleni jednotlivych molekular-
nich variant bilkovin (agarézové elektroforéza rozlisi v séru 5 riznych bilkovin, Skrobova asi 15, zatimco
na polyakrylamidovém gelu jich mizeme najitaz 19). Nevyhodou je jedovatost komponent - monomerd,
vétsi pracnost a citlivost pripravy na vnéjsi podminky (pfistup kysliku apod.). Tuto metodu elektroforézy
vyznamné rozvinul a zdokonalil U. K. Laemmli (viz napt. Laemmli, 1970)

« elektroforéza na gelu z acetatu celulézy (CAGE)

Vyhodou této metodyjejejirychlost (dobatrvanise pohybuje mezijednou az nékolika mélo hodinami);
nevyhodou je to, ze Ize detekovat pouze jeden enzym najednou.

Dalsi mozné déleni je napf. podle podminek elektroforézy na nativni a denaturacni (napf. SDS-PAGE,
kdy je do pufru pfidan aniontovy detergent dodecylsiran sodny - Sodium DodecylSulfate, ktery
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odstraniuje rozdily v elektrickém naboji molekul bilkovin, takze ty se potom déli na zakladé velikosti mo-
lekuly — viz napt. Shapiro a kol., 1967). Dal$i mozné usporadani je tieba dvourozmérna (2D) elektroforéza
zahrnujici dvé nasledné elektroforézy podle rliznych vlastnosti proteinli (napt. ndboje a velikosti moleku-
ly), které se provadély ve dvou na sebe kolmych smérech (viz napf. Kaltschmidt, 1971). Tyto sofistikovanéjsi
metody se vsak pouzivaji spi$ pro detailni analyzu molekulovych vlastnosti bilkovin a nové v proteomice.

Denaturacni testy

Rdzné varianty bilkoviny jsou vzhledem k rozdilné strukture odlisné citlivé k teplu — denaturuiji (a ztra-
ceji napt. enzymovou aktivitu) pfi riznych teplotach; toho bylo vyuzivano k rozliseni rliznych isozymd,
které byly napt. za pouziti elektroforézy neodlisitelné.

Imunologické metody

Razné varianty bilkoviny vzhledem k rozdilné molekulové strukture indukuji tvorbu riznych proti-
latek; za jejich pomoci pak bylo mozné (napf. metodou imunoelektroforézy) jednotlivé varianty rozlisit
pomoci imunologické reakce.

Kinetické metody

Rdzné isozymy se mohou Ucastnit enzymovych reakci v riznych mistech metabolizmu nebo v rlz-
nych bunkdch ¢i tkanich a mohou se tedy navzajem lisit svym kinetickym chovanim pfi katalyze pfislus-
nych enzymovych reakci (rozdilné optimum nap¥. teplotni, hodnoty pH, koncentrace substratu nebo
koenzymu apod.), ¢ehoz bylo rovnéz vyuzivano pro jejich odliseni.

3.4.3. Vyuziti variability proteinti

Vyuziti zjisténé variability bilkovin zahrnuje Siroké pole biologickych disciplin pokryvajicich studium
vnitrodruhovych (vnitropopulacnich i mezipopula¢nich) i mezidruhovych vztah(, vyznamu variabili-
ty v adaptaci nebo evoluci taxond, pfipadné Ize vysledky pouzit v systematice a taxonomii — viz napf.
Kirpichnikov, 1992; Park a Moran, 1994; Murphy a kol., 1996 a dalsi.

Pfedpokladem pro vyuziti variability protein(l je pfedchozi analyza studované skupiny - tzn. v ide-
alnim pfipadé co nejvétsiho poctu jedincl ze skupiny na maximalni mnozstvi lokus(, coz je z hlediska
praktického nemozné. Proto se — podle tcelu, ke kterému se analyza pouziva - analyzuje budto omeze-
ny pocet jedinct na maximalni pocet lokust (napt. pfi hledani diagnostickych lokus, pfi studiu pater-
nity) nebo naopak rozséhly vzorek pomoci nékolika vybranych lokust (zkoumani plivodu, identifikace
hybridd apod.). V nékterych pfipadech (napt. pfi studiu rozsahu variability, historie a struktury populaci
atd.) je v3ak velky pocet analyzovanych jedinct i lokust nezbytny.

Kontrola dédi¢nosti, urceni paternity

S pomoci nékolika vybranych lokust Ize u potomstva zjistovat plvod. Stejné Ize zamérnym parovym
kfizenim rodic¢d se zndmym fenotypem urcovat zplsob dédéni jednotlivych variant bilkovin ve vybra-
nych lokusech. Samoziejmé to predpoklada predbéznou analyzu rodicd na predem vybrané lokusy.

Identifikacni nastroj pfi Slechtitelskych pokusech (,,znacka®)

Pi Slechtitelskych hybridiza¢nich pokusech je zvlasté u ryb velkym problémem identifikace po-
tomstva. Vzhledem k nemoznosti individudiniho znaceni byl tento problém fesen tim, ze potomstvo
po ruznych rodicich bylo chovano a testovdno oddélené, coz vnaselo do pokusu vliv prostredi. Po-
uziti variabilnich proteind jakozto ndastroje znaceni jedincl tento problém odstranilo, protoZe tyto
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varianty jsou jednoduse kodominantné dédi¢né a pfi vhodném vybéru rodi¢ovskych pard (predem
analyzovanych) mlzeme jejich potomstvo chovat v tomtéz prostiedi bez problému s jejich nasled-
nym rozlisenim.

Populacni studie - struktura populaci, variabilita uvniti populaci a mezi nimi

Vzhledem k predpokladu, Ze fenotyp (vcetné isozymového profilu) vznika na zakladé interakce ge-
notypu a konkrétniho prostredi, v némz organizmus Zije, musi v pfipadé vyskytu druhu v rGznych ob-
lastech s rozdilnym prostifedim dochézet postupné (v disledku ndhodnych mutaci a vybéru) ke vzniku
variability protein uvnitt druhu a k vyskytu rozdild ve frekvencich jednotlivych variant mezi populace-
mi uvnitf druhu.

Genetickou proménlivost dané populace Ize vyjadfit pomoci nékolika parametrd, jako je primérny
pocet alel na lokus, pomér (procento) variabilnich lokust nebo prlimérna heterozygotnost. Rozdily v ge-
netické variabilité mezi populacemi pak Ize vyjadfit indexy genetické podobnosti (nebo vzdélenosti),
které lze pocitat na zakladé rdznych vstupnich predpokladd (napt. genetickd vzdalenost podle
Cavalli-Sforza a Edwards, 1967; Nei,1972; Cavalli-Sforza a Edwards, 1967; Rogers, 1972 atd.).

Odliseni druhti (vyznamné u kryptickych druhii), uréovani hranic rozsifeni druhu, uréeni mezi-
druhové hybridizace

Na zakladé predchozich analyz je tfeba vytipovat tzv. diagnostické alely - alely, které jsou pro
ten ktery druh (taxon) charakteristické, jsou v rdmci tohoto druhu fixovény. Na zakladé vyskytu
téchto alel je pak mozné urcit hranice aredlu vyskytu urcitého druhu, vymezit oblasti, kde se styka
s jinym (pfibuznym) druhem a odhalit vyskyt pfipadnych mezidruhovych hybridG. V ptirozenych
populacich se hybridi vyskytuji obvykle ve viceméné uzké oblasti kolem hranice, kde se stykaji
dva druhy. Cetnost vyskytu hybridd se nap¥Fi¢ hybridni zénou méni a podle charakteru této zmény
Ize pak usuzovat na vznik, historii a charakter hybridni zény a na faktory ovliviujici vznik hybrid(
i samotné zony.

Pomoci diagnostickych alel mizeme zjistovat vyskyt hybridG i u hospodaisky dllezitych druhtd
(ev. poddruh() a sledovat tak druhovou cistotu jednotlivych chovd.

Zjistovani migraci, fylogeografické studie, historie Sifeni druhti

Pomoci studia variabilnich bilkovin a sledovanim populacnich struktur s pouzitim vytypovanych
alel mdzeme odhadovat historii vyvoje jednotlivych populaci a druhu jako celku, sledovat historii
Siteni druhu v aredlu rozsiteni pfipadné i vliv geologickych udélosti na strukturu populaci a druhu
jako celku.

Okraje oblasti rozsifeni druhu se obecné vyznacuji snizenou genetickou variabilitou v dtsledku tzv.
efektu zakladatele (founder effect), kdy nova populace (ev. populace, kterd osidlila novou lokalitu) vznik-
la z malého poctu jedincl a jeji vychozi genetickd variabilita je tedy omezena.

Studium vzniku novych druhti, fylogenetické studie

Spravné urceni a vymezeni druhu je nezbytnym predpokladem pro analyzu fylogenetickych vztahd.
V této oblasti jsou data ziskana analyzou variability bilkovin vhodna pro zkoumani vztahl mezi druhy
(ev. nizsimi taxony — poddruhy, populacemi) a blizce pfibuznymi rody. Pfestoze v soucasné dobé je pfi
studiu fylogenetickych vztah( v centru zajmu pouziti molekularnich technik (hlavné sekvenci rGiznych
usekl DNA), pouziti elektroforézy bilkovin je i pfes sva omezeni stale vhodnym metodickym pfistupem
k fylogenetickym analyzam.
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3.4.4. Metodika elektroforézy bilkovin (s prihlédnutim ke Skrobové)

Odebrani tkané

Vzorky pro elektroforetickou analyzu bilkovin je nutné odebrat od Zivych jedinct (krev, biopsie, kou-
sek ploutve) nebo co nejdfive po jejich usmrceni, aby nedoslo k autolyze bunék a nasledné lyze bilkovin -
idedlni je odbér vzorkl piimo v terénu, pokud to neni mozné, je vhodné ulovené jedince dopravit do la-
boratofe budto zZivé nebo alespori na ledu; vzhledem k tomu, Ze v rGznych tkédnich maze byt rozdilna
aktivita rGznych enzymd a rlizné zastoupeni jejich molekularnich forem, je tfeba k prvotni analyze ode-
brat vice tkani (napf. rdzné zastoupeni isozym v srdecni tkéni a bilych svalovych vidknech, existence
tkanoveé specifickych isozymu v jatrech, retiné, spermiich atd.)

Uchovani pfi nizké teploté

Vzhledem k teplotni citlivosti vétsiny bilkovin (enzym zvlast) je tfeba odebrané vzorky az do zpra-
mrazicich boxech pfi -80 °C; kratkodobé (2 tydny az mésic) Ize vzorky uchovat i v normélnim mrazicim
boxu pfi ca -20 °C, nékteré citlivéjsi bilkoviny vsak jiz zacinaji denaturovat a enzymy ztracet svou
aktivitu (pak se mizeme setkat s vyskytem ,variability” v disledku denatura¢nich zmén v konformaci
molekul).

Homogenizace

Bilkoviny vhodné k elektroforetické analyze (rozpustné) jsou uvniti bunék v cytosolu nebo v orga-
nelach, je proto tieba prevést je do roztoku; tyto tkanové extrakty se pripravuji homogenizaci vzorku
tkédné s pufrem v urcitém poméru (v zavislosti na koncentraci bilkovin v tkéni) a centrifugaci homoge-
natu pro ziskani ¢irého roztoku. Homogenizaci Ize provadét budto homogenizatorem (vysokootacko-
vé elektrické dokazou rozbit i organely) nebo ru¢nim rozdrcenim tkané zmrazené v tekutém dusiku.
Pufr slouzi jednak jako rozpoustédlo bilkovin, jednak pro udrzovéni standardnich podminek (ionto-
va sila, pH) a mlze obsahovat latky stabilizujici strukturu bilkovin ev. enzymovou aktivitu. Vysledné
homogenaty Ize po kratkou dobu (fddové dny) uchovat zmrazené ev. do druhého dne v chladni¢ce
(pokud se s nimi bude druhy den jesté pracovat, je |épe je zbyte¢né nezmrazovat, protoze opakované
zmrazovani a rozmrazovani mdze zménit kvartérni strukturu bilkovin pfip. je denaturovat). Tekuté
vzorky jako krevni sérum, sliny apod. se samoziejmé homogenizovat nemuseji — na gel se aplikuji tak,
jak je ziskame.

Aplikace vzorku na médium

Ciry tkanovy extrakt je tfeba umistit na gel, aby bylo mozné provést elektroforetické déleni bil-
kovin. Extrakt se mUze nandset pipetou do jamek prfedem pfipravenych v gelu (agaréza, vertikélni
polyakrylamid), specidlnim aplikdtorem (nebo mikropipetou) na povrch gelu (agaréza, celulosoacetat)
nebo nasaknuty do obdélnicku silnéjsiho filtracniho papiru na povrch gelu (agardza, horizontalni poly-
akrylamid) nebo do pfi¢ného fezu v gelu (horizontalni Skrob). Aby bylo mozné sledovat priibéh elektro-
forézy, je vhodné spolu se vzorky aplikovat na gel i barvi¢ku — nejlépe takovou, kterd putuje rychleji nez
bilkoviny (nej¢astéji se pouzivd bromfenolova modf). Pak podle ni snadno zjistime ¢as nutny pro Uplny
pribéh elektroforézy.
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Vlastni elektroforéza

Gel s aplikovanymi vzorky se umisti do elektroforetické aparatury (v pfipadé nutnosti je tfeba zajistit
chlazeni gelu), gel se vodivé spoji s pufrem v nddobdéch s elektrodami (vétSinou mustky z filtra¢niho pa-
piru nebo inertni tkaniny nasaklymi v ptislusném pufru), ptipadné se zakryje (plastovou félii ev. vikem)
proti vysychani a celd aparatura se pfipoji ke zdroji stejnosmérného napéti. Moderni laboratorni elek-
troforetické zdroje napéti maji nezavislou regulaci napéti, proudu (pfip. i vykonu), nastavitelné horni
hranice téchto hodnot s automatickym prepinanim a nékteré i nastavitelnou dobu trvani elektroforézy.
Hodnoty napéti a proudu se voli podle slozeni pufru, typu a koncentrace gelu a podle druhu elektrofo-
rézy — vétsinou se hodnoty nastavuji tak, aby déleni bylo co nejrychlejsi, ale nedochazelo k pfehtivani
gelu; dobu trvani elektroforézy je potieba urcit empiricky (pomuGze ndm pfitom barvicka, kterou jsme
nasadili na gel spolu se vzorky). Obecné plati, ze ¢&im vétsi je proud prochazejici gelem, tim vice se gel
zahtiva, pficemz mUze vysychat (méni se podminky déleni) a bilkoviny mohou denaturovat; se zvysu-
jicim se napétim se zlepsuje déleni jednotlivych bilkovin (do urcité hodnoty napéti — pak se jiz za¢ne
uplatriovat vliv molekulového sita gelu).

Barveni

Po skonceni elektroforézy vypneme zdroj napéti, odpojime aparaturu a vyjmeme gel. Gely polyakry-
lamidové, agarové/agarézové a celulézoacetatové barvime pfimo zvolenym zptsobem; gely skrobové
muzeme roziiznout na vrstvy o sile ca 2mm (pocet podle tloustky ptivodniho gelu) a kazdou vrstvu
muzeme barvit jinym zplsobem - tak z jednoho gelu ziskdme informace az o péti riznych systémech
bilkovin.

Nejcastéji pouzivané typy barveni jsou obecné barveni bilkovin a enzymové specifické barveni.

Pro obecné barveni bilkovin se nejcastéji pouziva roztok amidocerni (Amido Black 10B) ve smési
ethanolu, kyseliny octové a vody (celulézoacetatové a skrobové gely) nebo Coomassie Brilliant Blue (pro
polyakrylamidové gely); tato barviva se obecné vazou na proteiny (denaturované smési, v niz je barvivo
rozpusténo), pozadi gelu je pak tfeba vétsinou odbarvit pomoci téze smési. Takto se barvi bilkoviny
v séru a svalovém extraktu.

Pfi enzymové specifickém barveni se gel budto ponofi do roztoku (pufru) obsahujiciho viechny
komponenty enzymové reakce véetné navazujicich barvicich reakci (celulézoacetdtové, agarové/aga-
rézové a polyakrylamidové gely) nebo se pouzije agar-gelové metody, kdy v pufru se rozvaii ca 1%
agaru, po ¢aste¢ném ochlazeni se pfidaji dalsi nutné komponenty a roztokem se pfrelije gel (jeho fezna
plocha - skrobové gely). Po ztuhnuti agarové vrstvy na rozhrani gelu a agaru probiha vlastni detekéni
reakce a vysledny barevny produkt difunduje do agarové vrstvy, ktera mdze byt ev. uchovéna pro doku-
mentaci. Vétsina téchto barvicich reakci musi probihat pfi teploté 37 °C a ve tmé, protoze reakce vyuzi-
vajici tetrazoliové soli (spolu s fenazin metosulfatem) jsou citlivé na svétlo a vzniklo by barevné pozadj,
na némz by skvrny v misté vyskytu enzymu nebyly zietelné.

Redlny elektroforetogram (zymogram) pak vypada néjak podobné jako na obr. 3.5.

Cteni geli, interpretace

Po dosazeni pozadovaného obarveni gelu (ev. odbarveni pozadi) je potfebné gel dokumentovat
(dnes nejlépe pomoci digitalniho zdznamu - fotoaparat, kamera CCD; u barveni pomociagar-gelové me-
tody Ize agar stdhnout z gelu pomoci silnéjsiho filtra¢niho papiru, ususit a uchovat jako dokumentaci).
Je také vhodné gel vyhodnotit zrakem a vzhledem k odliSnému mechanizmu snimani obrazu okem
a digitélni kamerou je zapotiebi sledovat vyvoj barveni a v pfipadé nutnosti (velké rozdily v intenzité
slabych a silnych z6n na gelu) zaznamenat tyz gel nékolikrat v riznych fazich barveni.
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Obr. 3.5. Flektroforetogram. Z archivu V. a V. Slechtovych.

Vyhodnoceni obarveného gelu (tzv. elektroforetogramu ev. zymogramu, jedna-li se o enzym) vyza-
duje predbéznou znalost struktury daného proteinu/enzymu, znalost ploidni Grovné organizmu a po-
védomi o poctu lokusU, které dany protein/enzym koéduji, o jejich vnitrobunécné lokalizaci a o tom,
které z nich jsou v analyzované tkani aktivni. Vyhodou je, Ze vétsina téchto bilkovinnych znak je kodo-
minantni, tzn. ze u heterozygotniho jedince se exprimuji a na obarveném gelu se mohou objevit obé
varianty bilkoviny (pokud je elektroforéza za danych podminek schopna tyto varianty rozlisit). Vyjimkou
jsou tzv. nulové alely - tj. molekulové varianty enzymu, které nevykazuji pfislusnou enzymovou aktivitu,
a tedy je nelze histochemickym barvenim na gelu zviditelnit.

Zymogram je slozen z,prouzkd’, které predstavuji bilkoviny — produkty jednotlivych alel (alelomorfy),
alel z rGznych lokus( a v pfipadé existence kvartérni struktury molekuly i vzajemné kombinace produk-
tl jednotlivych alel. Na zakladé vyse uvedenych znalosti a zkusenosti s interpretaci elektroforetogram
pak Ize jednotlivé vzorky vyhodnotit co do genetické konstituce v analyzovanych lokusech. Je potteba
rozeznat a oznacit alelomorfy, které se pojmenuji (nejlépe podle své relativni pohyblivosti vzhledem
ke standardu, kterym obvykle byva nejcastéji se vyskytujici alelomorfa, jejiz pohyblivost je brana jako
100; méné Casto se oznacuji pismeny), a to pro vsechny detekované lokusy.

Pokud jde o kvarterni strukturu, ¢ast zndmych enzym je monomernich (molekula je tvorena je-
dinou podjednotkou), pfevédzna ¢ast enzyma je vSak dimernich (maji dvé podjednotky), mnoho jich
je tetramernich (Ctyfi podjednotky); v duplikovanych genomech polyploidnich ¢i hybridnich forem
pak jsou znamy komplikovanéji slozené elektroforetogramy. Z téchto skutecnosti pak musi vycha-
zet i jejich interpretace (viz nasledujici schémata hypotetickych elektroforetogram jako ptiklad -
obr.3.6.a3.7.).
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Obr. 3.6. Obrizek schématicky zndzorriuje hypotetické elektroforetogramy bilkovin s réznou kvartérni strukturou, zndzornén
Jje vzhled elektroforetickych vzord jedincd s riznymi alelami vZdy jednoho lokusu (alely jsou oznaceny A a B stejné jako bilkovinné
fetézce — podjednotky, jejichzZ syntéza je témito alelami rizena). Hvézdickou jsou oznaceny isozymy, které vznikly kombinaci obou
typU podjednotek, bez oznaceni jsou alelomorty. (Stejny vzor bychom dostali i v pfipadé dvou monomorfnich lokust.)
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Obr. 3.7. Obrdzek ukazuje hypoteticky elektroforetogram bilkoviny (enzymu), kterd md tetramerni kvarterni strukturu
(napt. laktdtdehydrogendzy, LDH). V tomto pfipadé mdme produkty dvou lokusd, z nichz jeden je monomorfni (lokus A), druhy
polymorfni (lokus B se dvéma alelami — B a B’). Krajni vzorky jsou jedinci homozygotni pro rizné alely lokusu B, uprostred je
heterozygot; na gelu je vidét pritomnost vsech 15 moznych isozymd — kombinaci produkt( vsech tii alel.
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Pro ilustraci dané problematiky uvadime vybrané ukazky skute¢nych zymogramu (obr. 3.8.a-g).
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Obr. 3.8.

a) Ukdzka zymogramu fosfoglukomutdzy (PGM) — enzymu s monomerni strukturou v erytrocytech kapra (tfeti vzorek zleva je
homozygot s fenotypem 086/086, druhy, Sesty a posledni jsou homozygoti 100/100; ostatni jedinci jsou heterozygoti 086/100).
b) Zymogram glukézafosfdt isomerdzy (GPI), kterd md dimerni kvarterni strukturu ve svalech sekavci rodu Cobitis. Na gelu
jsou vidét tii oblasti isozymd: dolni (hned nad startem), kterd je produktem v tomto piipadé monomorfniho lokusu (aktivniho
v bilych svalovych vidknech); nejrychlejsi, kde Ize vidét polymorfizmus v dalsim lokusu (Cervend svalovd vidkna a jdtra)

a prostredni, kde se vyskytuji isozymy vzniklé kombinaci podjednotek fizenych z obou lokust. Polymorfizmus v rychlejsim lokusu
Zleva doprava: 087/087/113 (tfi jedinci); 087/100/100; 087/087; 087/100/113; 087/087/113 (dva jedinci); 087/087; 087/087/113.
¢) A ndsledujici gel.

d) Oba gely ukazuji polymorfizmus glukézafostdt isomerdzy (GPI) ve svalech sekavci rodu Cobitis. Na druhém gelu je vidét
variabilita v obou lokusech. Lokus pod startem je exprimovany v bilém svalu; isozymy v danych podminkdch putuji opacnym
smérem — ke katodeé. Polymorfizmus v rychlém lokusu (Cerveny sval) zleva doprava — gel ¢): 060/074; 060/080; 080/080;
087/100/100; 060/080; 074/080; 067/080/080; 060/080; 060/060; 060/074; gel d): 100/100; 100/113; 060/087/100; 080/080;
060/113 (tri vzorky); 074/080/113; 060/080; 060/074 (dva vzorky).

V pripadeé gelii b), ¢) a d) se jednalo o analyzu sekavct riznych druht a jejich hybridd, pricemz nékteri hybridi byli triploidni (proto
se zde mohou vyskytovat tii alely v jednom lokusu — viz vzorky 4 a 7 na gelu ¢) a vzorky 3 a 5 na gelu d); navic je u nékterych jedincti
mozné odhadnout i ploidii. Pledchozimi analyzami bylo zjisténo, Ze nékteré alely jsou druhové charakteristické, a to: alely 060, 067,
074 a 080 pro druh Cobitis strumicae, alela 087 pro C. taenia a C. tanaitica a alely 100 a 113 pro C. elongatiodes. Tyto gely jsou
ukdzkou vyuziti analyzy isozymd k rozliseni pribuznych druhd a identifikaci jejich hybridd.

e) Zymogram laktdtdehydrogendzy (LDH) v erytrocytech kapra (LDH tvoii tetramerni molekuly). Nejpomalejsiisozym je produkt
monomorfniho lokusu LDH-A, nejrychlejsich pét isozymd (ev. jeden nejrychlejsi u Ctvrtého vzorku zleva) jsou produkty duplikovaného
lokusu LDH-B (oznaceného jako B1, ktery je rovnéz monomorfni a B2, ktery md dvé alely), mezi tim jsou isozymy vzniklé kombinact
produktd lokust A a B. Polymorfizmus v lokusu B2 (zleva): 100/100 (3 vzorky), 080/080; 100/100 (3 vzorky), 080/100 (3 vzorky).

Kapr jakozto evolucné tetraploidni druh md exprimované nékteré duplikované lokusy a v disledku toho mohou byt
zymogramy mnohem komplikovanéjsi (obzvidsté v piipadé existence variability ve vice lokusech).

f) Priklad nespecifického barveni bilkovin krevniho séra kapra s ukdzkou polymorfizmu transferinu; zleva DD, DE (3x), DI, Gl, DD
(2x), DE (2%). Varianty transferind se tradicné znaci pismeny.

g) Zymogram isocitrdt dehydrogendzy (IDH) v jdtrech pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss). Fenotypy zleva:
100/100/114/114,; 040/100/100/100; 100/100/100/114, 040/100/100/114; 100/100/114/114, 071/100/100/114; 040/071/100/100
(dva vzorky); 100/100/100/114; 040/100/100/114; 100/100/100/114; 071/100/100/100; 040/071/100/100; 040/100/100/100;
071/71/100/100; 100/100/114/114,; 075/100/100/114; 040/100/100/114,; 075/100/100/114; 075/075/100/100.

Pstruh duhovy je evolucné tetraploidni druh, ktery v historii prodélal duplikaci genomu. Nékteré jeho lokusy se stdle chovaji
Jjako tetrasomické, coz je pripad prdveé isocitrdt dehydrogendzy, kde se mohou v daném lokusu exprimovat az Ctyri alely
najednou.

Statistické zpracovani

Data o fenotypovém slozeni kazdého jedince ziskand pomoci elektroforézy bilkovin je za-
potiebi zpracovat a vyhodnotit, abychom dostali smysluplné vysledky. Vyhodnoceni se pro-
vadi pomoci genetickych statistickych program(, do nichz lze vétsinou zadavat pfimo indi-
vidudlni fenotypovd data podle lokusd a s jedinci sdruzenymi do skupin podle studovanych
taxond (chovd, linii, populaci, druhl apod.). Z nich programy pocitaji rlzné parametry po-
dle taxond - frekvence alel v jednotlivych lokusech, procento polymorfnich lokus(, pramér-
ny pocet alel na lokus, prdmérnou heterozygotnost, genetickou rovnovahu uvniti skupin,
genetické vzdalenosti ¢i podobnosti taxont atd. Jednim ze zdkladnich programd, ktery po-
skytuje Sirokou $kalu vyhodnoceni individudlnich fenotypovych dat, je BIOSYS (verze 1 -
Swofford a Selander, 1981, verze 2 - Swofford a Selander, 1997), kromé toho existuje mnoho
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dalSich — napt. GENETIX (Belkhir a kol., 1996-2002), ARLEQUIN (Schneider a kol., 2000), PowerMarker
(Liu a Muse, 2005) a dalsi, které provadéji viceméné podobné vypocty.

Vétsina programi pro dalsi zpracovéni dat (napt. fylogenetickou analyzu) pouziva algoritmy, které
vyzaduji diskrétni znaky jako vstupni parametry. Vzhledem k obtiznému prevodu dat ziskanych elek-
troforézou bilkovin na diskrétni znaky jsou pro dalsi vyuziti nejvhodnéjsi pravé tabulky genetickych
vzdalenosti ¢i podobnosti, které produkuje vétsina zmirovanych program(. Z nich potom vychazeji
dalsi vypocty - konstrukce strom0 znazornujicich podobnost taxonl (dendrogramy) nebo jejich evo-
lu¢ni piibuznost (fylogramy), stanoveni miry vymény alel (migrace apod.), sledovani historie vyvoje
taxonu apod.

3.4.5. Vyhody a nevyhody elektroforézy proteinii

Vyhody:

#* jednoducha a relativné levna metodika;

#+ rozséhld metodicka literatura;

+ moznost detekce variability v nékolika lokusech najednou;

#+ za vhodnych podminek moznost detekce variability v nékolika enzymovych systémech pomoci
jedné elektroforézy.

Nevyhody:

® nutnost Cerstvého nebo hluboce zmrazeného vzorku (nedenaturované proteiny); zde vznikaji
problémy pfi ziskavani vzorkd v terénu, kdy je tfeba je uchovavat pfi nizké teploté az do doby,
nez se dostaneme zpét do laboratofre (tj. je treba vozit sebou mrazdk nebo kontejner s tekutym
dusikem);

® vzorky vétsiny tkani je nutné odebrat invazivnimi metodami - po usmrceni jedince, pouze vzorky
krve |ze Uspésné odebrat (napf. z cév ocasniho nasadce, ve vyjimecnych pFipadech pfimo ze srdce)
bez ohrozeni Zivota odebiranych jedincy; v nékterych ptipadech je mozné odebrat pomoci bio-
psie vzorek svalu nebo i jater; tyto relativné neinvazivni metody vsak Ize pouzit pouze u vétsich
jedincl a u druhd, které nejsou citlivé k manipulaci;

® prestoze existuji metodiky pro detekci vice nez tii stovek bilkovin / enzymd,, stale to pfedstavu-
je analyzu pouze malého zlomku genomu - nelze zachytit mutace, které nejsou transkribovany
nebo prevedeny do struktury proteinu (introny, regula¢ni oblasti apod.); rovnéz nejsou detekova-
ny zmény v sekvencich, které nekéduji syntézu funkénich bilkovin;

® ne viechny zmény struktury genu se projevi ve zméné struktury proteinu (coz souvisi s tzv. de-
generovanosti genetického kédu) a dale ne kazda zména struktury proteinu se projevi ve zméné
jeho vlastnosti (budto se zaméni napf. pdvodni elektricky neutrdlni aminokyselina za jinou neut-
ralni, nebo se zména struktury nemusi projevit ve vnéjsim naboji molekuly); obecné se odhaduje,
Ze asi 25 % zamén aminokyselin |ze detekovat elektroforézou;
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® ne vsechny frakce, které se po elektroforéze jevi na gelu jako stejné, museji predstavovat to-
tozny protein (rozdilné proteiny mohou mit stejny nebo témér stejny celkovy elektricky naboj
a metoda je nemusi rozlisit) - zde je vyhodné a doporucené pouzit pro analyzu tychz vzork
vice pufrovych systému, které mohou variabilitu skrytou v jednom systému odhalit; i pfesto ma
elektroforéza to omezeni, ze jejim uzitim mdzeme detekovat pouze rozdily a nikoliv podobnost
(na druhé strané pak rozdily v elektroforetickych vzorech nemuseji odrazet genetické rozdily, jak
jiz bylo vysvétleno vyse);

® vétsinou Ize analyzovat jen rozpustné (globularni) proteiny; ostatni (napf. strukturni svalové pro-
teiny nebo proteiny oc¢ni ¢ocky) Ize rdznymi metodami prevést do rozpustného stavu, ovsem zde
nelze vyloucit strukturni zmény;

® pozice alelomorf na ektroforetogramu je vzdy relativni, takze je nutna standardizace a srovnavani
vysledkd mezi jednotlivymi pracovisti v testech na jednom misté, pfipadné vymény determinova-
nych vzorkd;

® pourziti dat z elektroforézy bilkovin je omezeno na zkoumani rozdili / podobnosti u pfibuznych
druht ev. nepiilis vzdalenych rodd; v piipadé vzdalenéjsich taxonl mlzeme dostavat zkreslené
vysledky vzhledem k tomu, Ze zde mohlo béhem evoluce dojit k opakovanym (i zpétnym) muta-
cim v tomtéz misté, které se prekryvaji, a tim mohou snizovat zdanlivou rychlost evoluce; druhym
piipadem pak mlze byt zkoumani struktury populaci a mezipopulacni rozdily uvniti druhu, kdy
v nékterych pfipadech mdze byt geneticka variabilita v ramci studovanych systém bilkovin velmi
nizka (az nulovd) a dany néstroj pak nelze pouzit.

3.5. Znaky na urovni DNA - molekularni znaky, metody a jejich analyza

Molekuldrni, resp. molekularné-genetické metody jsou z historického hlediska nejmladsi, sou¢asné
viak nejdynamictéji se rozvijejici sou¢dsti metodologického aparatu molekularni biologie a genetiky
organizmd.

Velkym skokem z Urovné biochemického polymorfizmu na uUrovert DNA byly prace zamérené
na analyzu mitochondridlni DNA s vyuzitim metody RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).
Analyza maternalné dédéné mtDNA pomoci RFLP se stala zakladem fylogenetickych studii a ovéfovani
mikrotaxonomického ¢lenéni rybich druh. Posledni dvé dekady 20. stoleti pfinesly zna¢ny technicky
a metodologicky pokrok, ktery znamenal prilomovy moment v molekularnich analyzach. Sirokého
uplatnéni se tyto techniky doc¢kaly az po objeveni metody PCR (Polymerase Chain Reaction) v letech
1985-88. Automatizace technologickych postupl (syntéza pozadovanych tGsekd DNA, analyza nuk-
leotidovych a proteinovych sekvenci) umoznila aplikaci molekuldrnich metod v masovém méfitku.
Molekularni metody zacaly ve velkém méfitku pronikat i do systematiky ryb, popula¢nich studii, eto-
logie, fylogeografie, Slechténi ryb, pricemz se staly jejich neoddélitelnou soucasti. Ke studiu genetické
variability rybich populaci se zacaly vyuzivat analyzy sekvenci (pofadi nukleotidd) mitochondridlnich
genl (mtDNA), ale i nukleédrnich sekvenci (scnDNA). Tyto typy analyz ndm neustale pfinaseji dllezité
poznatky o evolu¢ni historii a diverzité rybich populaci, o plsobeni napf. pfirozeného vybéru a na-
hodného genetického posunu (driftu), selekce a inbreedingu na pfislusné populace a plemena, resp.
konkrétni DNA sekvence. V neposledni fadé aplikace molekularnich metod se zaméfenim na lokusy
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) pfinesla vyznamné informace v oblasti populacnich
procesd a molekularni evoluce.
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Celkové muzeme konstatovat, ze studium DNA pfinasi nékolik vyznamnych vyhod:

« predevsim mizeme pfimo studovat genotyp konkrétniho organizmu, a ne jen jeho fenotypovy projev;

variabilita genomu nam dava moznost volby takové sekvence, ktera je pro nase tcely zadouci, resp.
molekuldrni metody zpravidla umoziuji jejich aplikaci pro jakykoli typ DNA, resp. RNA;

odkryvaji neomezené mnozstvi kvantifikovatelné variability;

metody jsou viceméné univerzalni pro viechny organizmy, tvofi porovnatelné typy dat a Ize pouzit
stejnou charakteristiku (napft. ribozomalni RNA sekvenci);

spojuji fadu donedavna oddélenych disciplin: molekuldrni biologii, fylogenetiku, fylogeografii,
systematiku a taxonomii, ekologickou genetiku, konzervacni biologii apod.;

umoznuji rozlisit homologii a analogii (homologie - pfitomnost podobného fenotypového anebo
genotypového znaku u rdznych druhl vyvinutych ze spole¢ného predka, analogie - pfitomnost
podobnych znakd u zna¢né odlisnych druhd, které vznikly vyvojem unikatnim pro kazdy druh,
tj. podobnost je dusledkem jinych faktor(i nez spole¢ného predka (napf. konvergentni evoluce).

V této kapitole se zabyvame popisem nejrozsifenéjsich molekularnich metod a aplikaci, které nacha-
zeji nebo mohou najit uplatnéni v rybarském vyzkumu.

3.5.1. Izolace DNA

a) Izolace nukleovych kyselin

V soucasnosti existuje velké mnozstvi rliznych modifikaci zékladnich izola¢nich metod nukleovych
kyselin (NK). Pfed samotnou izolaci nukleovych kyselin si musime uvédomit nékolik hlavnich zésad, které
maji vSeobecnou platnost. V prvni fadé je to typ organizmu, se kterym pracujeme (napf. Eukaryota a Pro-
karyota), a jaka ¢ast daného organizmu je zdrojem nukleovych kyselin. Prvnim krokem izolace NK je zis-
kani suspenze jednotlivych bunék nebo shlukd bunék narusenim bunécné stény (fyzikalné, enzymaticky)
a naslednym uvolnénim buné¢ného obsahu. Poté je nutné odstranit maximum nezadoucich balastnich
komponentl vhodnymi purifika¢nimi metodami (vazani kationtd kovli chelata¢nimi ¢inidly, enzymatic-
ka degradace proteint proteindzou apod.) k ziskani co nejcistsi DNA nebo RNA.

Nukleové kyseliny je teoreticky mozné izolovat z jakékoli ¢asti eukaryotického organizmu (napt. jikry,
sperma, krey, stéry z Ustni dutiny, trus, Supiny apod.). Casto Ize izolovat DNA i z muzejnich preparatd. Vel-
mi dobrym zdrojem jsou hlavné tkané fixované v etanolu (nejlépe ve 100% etanolu). Naopak izolace DNA
z tkani, které pfisly do styku s formaldehydem, ¢asto konci netdspéchem. DNA Ize rovnéz extrahovat i z velmi
starych vzork( (fadové tisice let), napt. z kosti a fosilii pfi vykopavkach, jedna se o tzv. archeologickou DNA.

Volba metody izolace DNA zévisi na tom, jak budeme izoldty DNA (RNA) déle pouzivat. Snaha zjedno-
dusit laboratorni protokoly vedla k celé fadé modifikaci izolace nukleovych kyselin. V nékterych pfipa-
dech postacuje DNA (RNA) nizsi kvality, resp. nizsi koncentrace. V extrémnich ptipadech Ize pouzit i bu-
nécny lyzat. Pro praktickou izolaci se v soucasnosti vyuziva celd fada protokolt a komeréné vyrabénych
souprav (DNA, RNA kitd) na izolace z krve, rGznych tkéni, resp. agarézovych gelu. Izolované nukleové
kyseliny Ize uchovévat ve zfedéné formé nebo ve formé koncentrovanych zasobnich roztokd kratkodo-
bé pfi 0-4 °C, ¢i dlouhodobé pii-20 az -80 °C.
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b) Stanoveni koncentrace a Cistoty ziskaného vzorku DNA a RNA

Po izolaci DNA (RNA) je vhodné ovéfit cistotu izoldtu (napt. fotometricky v UV oblasti, spektrosko-
picky apod.). V bézné praxi se dnes pouzivaji dvé zékladni metody. Je-li mnozstvi DNA nebo RNA malé
(< 25 mg.I") nebo pokud vzorek obsahuje pfilis mnoho necistot, tak koncentrace nukleovych kyselin
muze byt zjisténa z intenzity fluorescence emitované ethidiumbromidem v porovnani se vzestupnou
fadou standardnich vzork DNA o koncentraci od 0,5 do 50 mg.I". Touto metodou Ize mozné zjistit i vel-
mi malé mnozstvi DNA (RNA), napf. 1-5 ng DNA. Pfi spektrofotometrickém méfeni se vzorek nejprve na-
fedi destilovanou vodou a nésledné se méfi intenzita fluorescence pfi vinovych délkach 260 a 280 nm.
To umozni hodnoceni Cistoty vzorku, pficemz ocekdvané poméry absorbanci 260/280 jsou 1,8 pro DNA
a 2,0 pro RNA.

3.5.2. Amplifikaéni metody

a) Polymerazova retézova reakce (PCR)

Prvni myslenky o moznosti umélé syntézy vétsiho mnozstvi DNA Ize datovat uz k objevu DNA poly-
merazy (1955). Vynéalez PCR koncem 80. let 20. stoleti vyvolal obrovskou revoluci v oblasti molekularni
biologie. Polymerazova fetézova reakce je metoda, ktera umoznuje selektivné amplifikovat (namnozit)
zadouci Usek DNA in Vitro i bez molekularniho klonovani. Metoda je zaloZzena na mnohonasobné am-
plifikaci templatové molekuly DNA, kterd je dosazena opakovanim tfi krokd: denaturace templatu,
hybridizace se syntetizovanymi oligonukleotidovymi primery a prodluzovanim primer( termostabilni
DNA - polymerazou. Princip metody objevil v roce 1986 Kary Mullis, biochemik kalifornské firmy Cetus
Corporation, a metodicky ji v nasledujicim roce dopracoval s matematikem Fredem Faloonem (Mullis
a kol., 1986; Mullis a Faloona, 1987). Do komer¢ni podoby byla metoda PCR dopracovéna kolektivem
firmy Cetus, vedenym Henry Erlichem. Od té doby se stala PCR témér nepostradatelnou v kazdé mole-
kularné-biologické laboratofi.

Metoda PCR znamenala obrovsky pfinos pro zakladni a aplikovany vyzkum a jeji autor byl ocenén
v roce 1993 Nobelovou cenou za chemii. Vzhledem k tomu, Ze pfi tepelné denaturaci DNA zpocatku
dochézelo také k denaturaci DNA polymerazy, bylo nezbytné pfi kazdém cyklu tento enzym znovu
pfidavat. Vyznamnou inovaci bylo zavedeni polymerdzy izolované z termofilni gramnegativni bakterie
Thermus aquaticus, kterd je pfi vysokych teplotach stabilni, proto také dostala nazev Taq polymeraza
(Innis a kol., 1988). Zavedeni PCR do laboratorni praxe zpUsobilo doslova revoluci v molekularné orien-
tovaném vyzkumu, je pfirovnavano k,molekularnimu xeroxovani”.

b) Zakladni principy PCR

Pozadovany usek, ktery chceme amplifikovat, vymezime pomoci dvou primerd. Primery (syn-
tetické jednovldknové oligonukleotidy o pramérné délce 17-30 bazi) jsou komplementarni k sek-
vencim, které se nachdzeji na okraji mnozeného uUseku a lezi na opacnych vlaknech DNA tak, ze
jsou orientované svymi 3’ konci k sobé. Prvni primer (+ orientace, tzv. ,forward primer”) se vaze
na jedno vlakno DNA, druhy (- orientace, tzv. ,reverse primer”) se vaze na druhé komplementarni
vldkno denaturované DNA. V dalsim pribéhu reakce termostabilni DNA polymeraza prodluzuje
oba primery a syntetizuje vldkna DNA.V jednom cyklu PCR se pocet molekul zdvojnasobi. Empiric-
ky zjisténa efektivita cyklu se pohybuje mezi 60-80 %. Prakticky to znamen4, Zze po 30-40 cyklech
Ize dosahnout amplifikaci 105-109, ¢ili z pivodnich napt. nékolika desitek az stovek kopii DNA m{-
Zeme ziskat fddové nanogramy az mikrogramy cilené sekvence, coz je vétSinou dostate¢né mnoz-
stvi pro detekci a dalsi zpracovani. Amplifikace DNA v PCR je cyklicky proces, ve kterém se 20x az
40x opakuji 3 kroky:
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1. Denaturace: roztok se zahteje na teplotu 92-95 °C a dochazi k disociaci fragment( dvouretezcové
DNA (dsDNA) na jednotlivé retézce.

2. Hybridizace - pfipojeni (,annealing”) primerQ: Tento krok je z celého procesu nejdilezitéjsi,
protoze na spravném navazani primerQ zavisi Uspéch celé PCR reakce. Teplota annealingu se zpravidla
lisi v zavislosti napf. na délce a slozeni bazi primerovych para. Obvykle se teplota pohybuje v rozmezi
45-60 °C, v extrémnich pfipadech 37 °C nebo naopak 72 °C. Doba trvéni je kratka, 15-60 s.

3. Polymerace - syntéza (extenze) novych vlaken DNA: dochazi zde k vlastni syntéze novych retéz-
cl, navazujicich na 3" konce primer(. Reakce je katalyzovana napf. Tag polymerazou pfi teploté 72 °C.
Pri této teploté se volné nukleotidy zaclenuji do vznikajiciho fetézce pfiblizné rychlosti 35 nukleotidt
za sekundu. Délka této faze je zavisla na délce syntetizovaného fragmentu. Obvykle 30 az 90 s.

Vseobecny predpoklad je: ¢im vice cykl, tim je PCR lepsi. Nemusi to ale platit vzdy, zejména jsou-li
kladeny vysoké naroky na presnost amplifikace (napt. na nasledné sekvenovani DNA), a také kdyz je
amplifikovany usek velmi dlouhy (¢im vice bazi, tim vy3si pravdépodobnost chybného zac¢lenéni nuk-
leotidl). V uvedenych pfipadech se dosahuje lepsich vysledkd mensim poctem cykld, resp. prodlouze-
nim doby denaturace, v jejimz pribéhu musi byt disociovany delsi fragmenty templatové DNA. Cela
PCR probiha v programovatelném cykleru (,thermal cycler”), ktery je schopny rychle a s velkou presnosti
ménit teplotu reakce dle ndmi zvoleného programu.

c) Primery pro PCR

Primery jsou oligonukleotidy komplementarni k templatovému vldknu, vymezujici svou polohou
na templatové DNA Usek, ktery bude amplifikovan. Vybér spravné sekvence primer(i rozhoduje o Gspés-
nosti PCR. Vysledkem chybného névrhu primer( je bud' tplné neucinna nebo nespecifickd amplifikace.
Pfi ndvrhu primert je potfeba dodrzet nékolik zékladnich pozadavki:

1. Musi byt navrzeny tak, aby hybridizovaly na jednotlivych fetézcich svymi 3’ konci proti sobé a tak
ohranicily usek ur¢eny pro amplifikaci.

2. Obvykla délka primerl se pohybuje v rozmezi 17 az 25 bazi a vyjimecné muize délka primerl do-
sdhnout az 80 bazi. Naopak pro nékteré typy aplikaci (napf. RAPD) jsou primery dlouhé jen 10 bazi.
Na druhé strané, kdyz jsou primery pfilis dlouhé a nepurifikované, mize nastat zvyseni poctu nespravné
zatazenych bézi do oligonukleotidd.

3. Teplota tani (,melting temperature”; T ) obou primer( by méla byt stejna nebo co nejpodobnéjsi.
Obvykle se teplota tani pohybuje v rozmezi 45 az 60 °C, tzn. aby na jedné strané zabezpecila hybridizaci,

ale zaroven aby byl hybrid stabilni pfi teploté polymerace (72 °C).

4. Sekvence primerl by neméla obsahovat repetitivni sekvence, z dlivodu vylou¢eni moznosti, ze
primery budou nasedat zéroven na vice mistech.

5. Primery by mély byt pfisné komplementérni k sekvenci templatu na 3’ konci primerl (pocatek
polymerace) a naopak na 5’ konci mohou byt modifikovany.
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6. Je nezbytné nutné vyvarovat se také sekvencni komplementarité uvniti sekvence primerd, aby se
zabrénilo tvorbé sekundarnich struktur, které by mohly komplikovat prabéh PCR.

7. Obsah G- a C-bazi by mél byt shodny a mél by se pohybovat v rozsahu 40-60 %.
8. Optimalni koncentrace primer( v PCR reakci se pohybuje v rozmezi 0,1-0,5 pmol.I".

9. Purifikace primer( neni podminkou, aviak v pfipadé potreby se mohou primery precistit extrakci
organickymi rozpoustédly nebo pouzitim HPLC.

10. Velmi dilezitym parametrem PCR je teplota annealingu (Ta) - hybridizace primerG s komplemen-
tadrnim mistem templatu. Teplota a ¢as annealingu zavisi na slozeni bazi, délce a koncentraci primerd.
Ta by méla byt 5-10 °C pod T_ (teplota tani) hybrida primer-templat. Pfiblizné se da odhadnout tak, ze
budeme brat v Gvahu 4 °C pro kazdou G- a C-bazia 2 °C pro A-aT-béze: T =4 X (G+C)+2x (A+T).
K presnéjsim vypoctdm miizeme pouzit programy volné dostupné na internetu (napf. Primer3).

Ani pfi striktnim dodrzeni vSech uvedenych podminek nelze vzdy zaru¢it Uspésny prabéh PCR. U né-
kterych druh( jsou sekvence bazi v misté vazby primeru a templatu velmi proménlivé, coz mlze vést
u jednoho nebo nékolika vzorkl k selhani PCR (zdanliva ,nulova alela”). Primery maji také za urcitych
podminek schopnost tvorby primer-dimer(, dvouvldknovych fragmentl o velikosti pfiblizné stejné
jako je soucet velikosti obou primer(. Pfesny mechanizmus jejich tvorby neni zcela objasnén. V pfipadé
vyskytu téchto artefaktl je Ize minimalizovat pouzitim nizsi koncentrace primerQ a enzymu.

d) termostabilni DNA polymeraza

Tento enzym je klicovym prvkem celé reakce. Jeho aktivita pfi vysokych teplotach PCR vyznam-
né ovliviiuje vytézek reakce. Velkym pfinosem pro PCR reakci predstavoval objev termostabilnich
polymeraz, které zefektivnily cely proces amplifikace. Samotné DNA polymerazy vyzaduji pro svou
¢innost pfitomnost templatu DNA, specifické primery, deoxynukleosidtrifosfaty (dNTP), Mg?*, K* a op-
timalni pH. K nejzndmé&;jsim DNA polymerazdm patii Tag DNA polymeraza. Tag polymeraza byla izo-
lovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Je odolna vi¢i teplotam do 95 °C, pfi¢emz reakeni
optimum vykazuje v intervalu 70-80 °C, naopak pti 37 °C vykazuje nepatrnou aktivitu. V PCR reakénim
roztoku si zachovava asi 50 % své aktivity po 130 min pfi 92,5 °C; resp. 60 % aktivity po 50 PCR cyklech,
a pfi denaturaci 95 °C po 20 sek. v kazdém cyklu. Tag polymerdza nema 3’ — 5’ opravnou exonuk-
ledazovou aktivitu, coz pusobi chyby pfi polymeraci. Vy3si presnosti syntézy Ize dosdhnout Upravou
podminek PCR.

Kromé Taq polymerazy jsou komercné dostupné i jiné termostabilni DNA polymerézy. Jednou
znich je napt. Stoffelové fragment DNA polymerazy, ktery vykazuje lepsi teplotni stabilitu, je aktiv-
ni pfi nizSich koncentracich K* a ve velkém rozpéti koncentraci Mg**. VENT_™ DNA polymeraza izolo-
vana z Thermococcus litoralis pracuje s chybou 5-15x mensi nez Tag polymeraza. Vysoka presnost
VENT, ™ polymerazy je zplsobena 3’ — 5’ exonukleazovou aktivitou. Tato aktivita mize byt za urci-
tych podminek nevyhodna, protoze zplsobuje odbourdvani primer( predtim, nez si spini svj ukol.
Po hodinové inkubaci pfi 95 °C si zachovava 90 % svoji aktivity, coz ji také predurcuje pro pfesnou
syntézu dlouhych fragmentl (nékolik kb). Z dalSich dostupnych DNA polymerdz mGzeme jesté pfi-
pomenout napf. rTth DNA polymerazu, Pfu enzym nebo Amplitaq (rekombinantni forma Taq poly-
merazového genu).
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e) Templatova DNA

Mnozstvi templatové DNA potiebné pro amplifikaci se pohybuje v rozmezi nanogram az mikro-
gramU. Obecné Ize PCR uskutecnit z jedné bunky, avsak pfi prekroceni urcité koncentrace DNA ucin-
cross-kontaminacemi z predchazejicich amplifikaci. Pro tispésnou PCR neni nezbytna absolutné ¢ista
DNA. Mlizeme také pouzit hrubé bunécné lyzaty, napf. buriky pfimo lyzované v 1% SDS nebo kratkym
povarenim v destilované vodé. Kromé DNA Ize jako templat pouzit i RNA, pficemz se pouziva deoxyri-
bonukledza / DNaza, ktera nejdfive odstrani DNA a zbyla RNA, ¢i pouze mRNA je pouzita k syntéze cDNA
enzymem reverzni transkriptaza k syntéze cDNA.

f) Nukleotidy
Koncentrace nukleotidd se pohybuje v rozsahu 50 az 200 umol.I", pficemZ nadmérné koncentrace
vedou ve vyssi mife k chybné zafazenym nukleotiddim (thermodynamic infidelity).

g) Reak¢ni tlumivy roztok

Standardni reaké¢ni roztok obsahuje smés deoxynukleosidtrifosfatd (dNTP, ¢ili smés dATP, dCTP,
dGTP a dCTP), primery, DNA polymerazu, MgCl,. Koncentrace hofe¢natych iontl ma nejvyznamnéjsi
vlivnaspecificituamplifikace. Zaoptiméalnise povazuje koncentrace 1-2 mmol.I"". Nadbytek Mg**ion-
tl vede kakumulacinespecifickych produkt(i a naopak nizka koncentrace redukuje nebo tplné elimi-
nuje vytézek reakce. Pro kazdy templat a par primerd je proto vhodné stanovit optimalni koncentraci
Mg?* empiricky (koncentracni fada). Je potfeba zohlednit také fakt, ze dNTP vézou ionty hoiciku,
proto by méla byt koncentrace Mg?** 0 0,5-1,0 mmol.I" vyssi nez koncentrace celkovych dNTP.V re-
ak¢nim roztoku se mohou vyskytovat i rlizné typy aditiv, které slouzi k potla¢eni nékterych ne-
pfiznivych faktord a zvyseni efektivity PCR. Jedna se predevsim o detergenty (NP-40, Tween-20,
Triton X-100), které potlacuji tvorbu sekundarnich struktur a mohou také zvysit stabilitu enzymu.
K stabilizaci enzymu lze do reakéni smési pfidat bud albumin bovinniho séra (BSA) nebo zelatinu.
Pridani dimetylsulfoxidu (DMSO) nebo glycerolu usnadriuje denaturaci a zlepSuje podminky zchla-
zeni. Kromé zminénych aditiv se v nékterych protokolech pridavaji i jind aditiva (napf. formamid,
sulfat amonny), vSeobecné vsak plati, ze pfilis mnoho aditiv naopak reakci zamezi. Finalni koncen-
trace aditiv se pohybuji v rozmezi 0,1-1,0 % celkové reakeni smési, avsak konkrétni koncentrace je
vétsinou nutné empiricky vyzkouset.

h) Specificita amplifikace a modifikace PCR

Specificita PCR reakce je pfedeviim dana vhodnym vybérem primer(. Primery delsi nez 18 bazi by
teoreticky mély zabezpecit dostate¢nou specificitu amplifikovaného Useku. Ve skute¢nosti se ale nékdy
trace primerd nebo co nejvyssi teplotou annealingu, snizenim koncentrace hof¢iku a mnozstvi enzy-
mu. Dlvodem tvorby nespecifickych produktl mize byt aktivita polymeraz pti laboratorni teploté,
kdy templatovd DNA neni denaturovana, tzn. Ze primery se mohou nespecificky navazat na templat.
Tento jev Ize eliminovat udrzovanim PCR mixu pfi nizsich teplotach (0-4 °C) nebo pouzit tzv.,,Hot start"
PCR. Metoda Hot start PCR spociva v pfidani polymerazy az po denaturaci nebo jeji aktivaci pfidanim
Mg?** iontl po denaturaci, kdy jsou vldkna DNA Uplné separovana. Alternativou horkého startu je
,studeny start”. Pfi tomto zpUlsobu PCR se k eliminaci tvorby nespecifickych produktl a primer-dimertd
vyuzivd monoklonalni TaqgStart protilatka, kterd se véze na Tag polymerazu, a tim blokuje jeji aktivitu.
Po zahrati na denaturacni teplotu se rusi vazba enzym - protildtka a polymerdza muze syntetizovat
pfislusné tseky DNA.
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Jednou z dalsich forem PCR je napf. tzv. ,Nested PCR".V tomto pfipadé se nejprve amplifikuje usek,
kde templatem je dsDNA. Nasleduje dalsi PCR, tzv. ,nested” reakce, kde templatem je produkt reakce
predchazejici. Pfi prvni reakci se pouzije prvni fada oligonukleotidd, v druhé ,nested” reakci se pouZiji
oligonukleotidy, které jsou navrzeny na fragmenty ziskané prosttednictvim prvni PCR.

Asymetricka PCR predstavuje jednu z dalsich modifikaci PCR, kterd umoznuje preferen¢ni syntézu
jen jednoho vlakna z duplexu DNA tim, Ze jeden z primer( je v nadbytku. Jako produkt amplifikace
vznikd jednovldknova DNA vhodnd napf. pro pfimé sekvenovani. Tuto metodu Ize také kombinovat
s ,Nested PCR". Z praktického hlediska zajimavou modifikaci predstavuje tzv. multiplexova PCR reakce.
Jednd se o velmi vykonnou metodu PCR, kterd umoznuje napft. amplifikaci nékolika mikrosatelitnich
lokust v jedné reakci. Prakticky to znamenad, Ze namisto napf. péti samostatnych PCR reakci mizeme
amplifikovat pét vybranych lokust spole¢né v jedné reakci.

ch) Kontaminace v PCR

Vysokd senzitivita PCR a vysoké mnozstvi amplifikované DNA pfindsi s sebou riziko kontaminace
PCR produktll. Toto nebezpeci se zvysuje, kdyz pracujeme napf. s velmi nizkymi koncentracemi nebo
s problematickymi templaty. Ve vétsiné piipadu se ale jednad o kontaminaci produkty z predchazejici
amplifikace (tzv.carry over”), kterd vznika napf. vlivem aerosolu, uvolnéného otevienim zkumavky, pfi-
¢emz se kontaminuje prostredi laboratofre, sklo apod. Kapka aerosolu obsahuje pfiblizné 105 kopii DNA.
Kromé uvedeného typu kontaminace muze také dojit ke kontaminaci mezi vzorky v jedné sérii (tzv.
cross-contamination). Zabranit kontaminacim PCR lze dodrzovdnim maximalni Cistoty, oddélenim
prostoru pro izolaci templatové DNA, pouzivanim sterilnich zkumavek, sterilizaci prostredi UV svétlem
apod. Velmi jednoduchy postup detekce kontaminace je napf. pouzivani tzv. negativni kontroly v PCR
tak, ze do jedné ze zkumavek pfiddme misto templatu cistou destilovanou vodu. Vyjimecné Ize pouzit
i PCR pozitivni kontrolu, kdy se do dal3i PCR zkumavky pfida misto templatu produkt z predeslé ispésné
PCR amplifikace nebo produkt z referen¢ni laboratorfe nebo z genové banky.

3.5.3. RT-PCR (Real-Time) a kvantitativni qPCR

Detekce a analyza molekul RNA patfii k dtlezitym molekuldrné-biologickym postuplm. Adaptace
amplifika¢nich technik umoznuje relativné nenaro¢nou analyzu mRNA tim, Ze po reverzni transkripci
nasleduje amplifikace cDNA pomoci PCR. RT-PCR predstavuje modifikaci PCR, pfi které se jako templat
vyuzivad RNA. V prvnim kroku se odstrani genomickd DNA enzymem deoxyribonukledza, aby nedoslo
ke kontaminaci nukledrnimi geny a k amplifikaci pseudogent z DNA. Nasledné je RNA piepsana en-
zymem reverzni transkriptdzou do cDNA, a ta je nasledné namnozena pomoci normalni PCR. Vyuziti
RT-PCR je pomérné Siroké, nejcastéji se pouziva k velmi presné detekci a kvantifikaci konkrétni mRNA
v rliznych tkénich, ¢i ke kvantifikaci genové exprese. Na rozdil od klasické PCR, Real-Time PCR vyzaduje
pouziti specidlniho cykleru, ktery dokaze zmétit mnozstvi fluorescencné znacenych sond navazanych
na fragmenty DNA, které vznikaji po dobu amplifikacnich cyklG.
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3.5.4. Elektroforetické metody - separace nukleovych kyselin

Pii elektroforetické separaci nukleovych kyselin vyuzivdme vlastnost pentézofosfatové kostry
vsech nukleovych kyselin, které nesou zdporny naboj, coz umoznuje migraci amplifikovanych frag-
mentd v elektrickém poli od katody k anodé. Z uvedenych davodu Ize produkty amplifika¢nich a re-
strikénich reakci (fragmenty DNA) separovat podle jejich relativni molekulové hmotnosti a velikosti
naboje prostfednictvim elektroforézy fragmentl v gelu. Kratsi fragmenty migruji rychleji a urazi tak
vetsi vzdalenost nez fragmenty delsi. Mnohé aplikace vyuzivaji agar6zové gely, které byvaji vétSinou
horizontalné umisténé a Uplné ponorené v elektroforetickém pufru (nejcastéji Tris-borat-EDTA nebo
TBE). K samotné vizualizaci DNA fragment( vyuzivame fluorescen¢ni barviva. Fluorescencni barvivo
(nejcastéji etidium bromid) se po pfidani do gelu vaze na DNA a vzniklé fragmenty je posléze mozné
vizualizovat v UV svétle pomoci transiluminétoru. Fluorescencni barvivo (napf. etidium bromid) je
taktéz mozné u elektroforéz s rychlym béhem pridavat pfimo do vzorku pred separaci. Tim se zamezi
silnému signélu pozadi.

a) Elektroforéza na agarézovém gelu (Agarose Gel Electrophoresis — AGE). Metoda AGE separuje
Castice na zékladé jejich elektrického naboje. Koncentrace agardzy je vétsinou 1-2%, ve specifickych
pfipadech se pouzivaji i koncentrace 2-3x vyssi. Do formy je vnoren hieben, ktery po ztuhnuti gelu
odstranime. Pfitom se vytvoii jamky, do kterych se pipetuji vzorky.

b) PAGE (polyakrylamidova gelova elektroforéza): Druhym nejcastéjsim elektroforetickym
médiem v molekuldrni biologii je polyakrylamidovy gel (denaturacni, obvykle s mocovinou nebo
nedenaturacni; obr. 3.9.). Polyakrylamidové gely vznikaji katalytickou polymeraci dvou monomé-
rd, akrylamidu a N, N'-metylen bisakrylamidu (bis). Gel je tvoten dlouhymi vlakny polymerova-
ného akrylamidu navzajem spojenymi vldkny bisakrylamidu. Jedna se o vertikalni elektroforézu,
pfi které smés akrylamidu a bisakrylamidu polymeruje v pufru (TAE) pomoci volnych radikal(
poskytovanych persulfatem amonnym (APS), ktery zplUsobuje homolytické $tépeni vazeb O-O.
K urychleni polymerace se pouziva volna zésada TEMED (tetrametylendiamin), ktery katalyzuje
tvorbu volnych radikalt persulfatu amonného. Polymerace se neuskute¢ni pfi nizkém pH nebo
pfitomnosti O,. Koncentrace obou sloZzek urcuje velikost pord ve vysledném gelu - ¢im je akry-
lamid koncentrovanéjsi, tim jsou péry mensi. Pouzitd koncentrace akrylamidu se lisi dle velikosti
separovanych fragmentd DNA od 3,5 % (fragmenty 1-2 kb) az po 20% gely pro separaci malych
fragment 10-100 bp.

c) DGGE (denaturacni gradientova gelova elektroforéza): jednd se o metodu, kterd umoznuje
separaci DNA molekul v polyakrylamidovém gelu na zékladé odlisné sekvence (lisi se v jednom nuk-
leotidu). Gel obsahuje linearni gradient formamidu a mocoviny. Dvouvlaknova DNA putuje rychlosti
urcenou jeji molekulovou hmotnosti az do doby, nez vstoupi do té ¢asti gelu, kde koncentrace denatu-
racnich latek zplsobi denaturaci dsDNA na jednovlaknové molekuly. Tim se vyrazné zméni jeji pohybli-
vost. Konecnd pozice fragmentu DNA v gelu zavisi na denaturacnim bodu (,melting point"). Fragmenty
identické velikosti mohou byt takto separovany na zakladé odlisné sekvence v gelech s gradientem
denaturacniho ¢inidla. Gely maji fixni koncentraci akrylamidu (akrylamid : bisakrylamid =37,5: 1) v TAE
pufru s linedrnim gradientem denaturacniho ¢inidla (100% = 40% formamid a 7 mol.I" urea). Pouzivaji
se dva typy DGGE: paralelni gely, ve kterych se zvysuje koncentrace denaturacnich ¢inidel linearné sho-
ra dold ve dvou samostatnych paralelnich gelech (prvni 10-50%, druhy 40-80%); a perpendikularni
gely, ve kterych se zvysuje koncentrace denaturacnich ¢inidel lineadrné zleva doprava napti¢ gelem. Na-
sledna detekce se vykonava barvenim stfibrem a etidiumbromidem.
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Obr. 3.9. priklad fragmentacni analyzy mikrosatelitniho lokusu LS-19 jesetera malého pouzitim polyakrylamidové gelové
elektroforézy (LiCor). 4n — tetrasomicky vzor lokusu LS-19 (t. reprezentovdn 4 prouzky na gelu). 2n disomicky vzor lokusu LS-19
(tj. reprezentovdn 2 prouzky na gelu). M — molekuldrni marker o velikosti 300 bp (t.j. 300 bazickych pdrd) Z archivu M. Huldka

e) SSCP (jednovlaknovy konformacéni polymorfizmus) predstavuje relativné jednoduchou a velmi
citlivou a efektivni techniku detekce mutaci. Metoda je zaloZena na principu odlisné migrace jednovlak-
novych molekul DNA, které se lisi svoji sekundarni strukturou (konformaci) v nativnim polyakrylamido-
vém gelu (obvykle 6%, v TBE pufru). Unikatni konformace jednovldknového fragmentu DNA jsou dany
intramolekularnimi interakcemi uvnitf DNA sekvence. Tato konformace je zavisla na teploté a iontové
sile. Celkové mizeme konstatovat, ze tato vysoce citliva technika zachycuje témér 100 % mutaci v DNA
fragmentech mensich nez 200 bazi a 80 % mutaci v DNA fragmentech mensich nez 400 bazi. Optimalni
velikost PCR produktl je 150 bazi pro detekci mutaci, pficemz vétsi PCR produkty jsou vhodné ke sle-
dovani polymorfizmu.

f) RAPD (randomly amplified polymorphic DNA). Je zaloZzena na PCR, pfi které se pouzivaji velmi
kratké primery (deset nukleotid(i) a nizké teploty zchlazeni. Tyto primery se daji témér univerzal-
né pouzit pro prakticky jakykoliv organizmus. Do reakéni smési pro PCR se pfidé jen jeden primer,
ktery ma pro svou malou délku fadu komplementarnich mist v riznych ¢astech genomu. S velkou
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pravdépodobnosti vznikne smés fragment( o rizné délce, které lze posléze elektroforeticky analy-
zovat. Soubor prouzkl na gelu, predstavujicich jednotlivé fragmenty muize vytvaret napt. druhové
specificky vzor, popfipadé pfi pouziti vice primert mohou byt v nékterych pfipadech rozliseny napf.
populace nebo jedinci.

Znacnou vyhodou RAPD je jeji univerzalita, relativné nizka cena a pomérné jednoduché technické
vybaveni. Pfes uvedené vyhody mé ale RAPD nékteré problematické vlastnosti. Jednou z nich je nizka
opakovatelnost jednotlivych experimentd. Metoda je totiz velmi citliva i na nepatrné kontaminace. Ur-
¢itym fesenim, vedoucim k odstranéni téchto nedostatkd, je nékolikanasobné opakovani experimentu
s analyzou jen téch fragmentd, které se objevily ve véech opakovanich. Jednou z dal$ich komplikaci je
také dominance fragment, které v konec¢né fazi znemoznuji odliseni heterozygoti od dominantnich
homozygotd. Pfes zminéné nevyhody byva RAPD vhodnym nastrojem napf¥. pfi vyhledavani pohlavnich
(sex) markerd.

3.5.5. Restrikéni analyzy

Pojmem restrikéni analyzy rozumime soubor technik, vyuzivajicich specifickych vlastnosti restrikcnich
endonukledz (restriktdz). Tyto enzymy jsou schopné se vazat na specifické rozpoznédvaci sekvence
dsDNA, dlouhé ptiblizné 4-6 bp, pficemz oba fetézce stépi bud uvniti, nebo blizko téhle sekvence. Roz-
poznavaci sekvence mohou byt unikéatni (napft. u enzymu EcoRl), nebo neurcité (napt. Hindll), kde jeden
nebo vice nukleotidl v sekvenci je libovolnych. Misto stépeni DNA se oznacuje jako restrikéni misto.
Samotny pocet restrikénich mist na analyzované DNA zavisi na jeji velikosti, sekvenci a také na délce
rozpozndavané sekvence. Kratsi sekvence se budou vyskytovat ¢astéji nez sekvence dlouhé. U mnohych
endonukledz jsou restrikéni mista na komplementarnich fetézcich vzajemné posunuta, coz umoziuje
jejich jednoduché spojeni s jinymi fragmenty pomoci enzymu ligazy.

3.5.6. PCR-RFLP

Proménlivost velikosti restrik¢nich fragmentld podléhajicich v populaci mendelovské segregaci
se vseobecné oznacuje jako polymorfizmus délky restrikénich fragment(, zkrdcené RFLP (restriction
fragment length polymorphism). Pouzitim RFLP Ize identifikovat alely na zakladé pfitomnosti nebo ab-
sence restrik¢niho mista. Pravé analyzy RFLP mtDNA nahradily v 80. letech 20. stoleti dosud ¢asto pou-
zivané alozymy. Metoda RFLP se sklada ze dvou zakladnich krokd:

1. Amplifikace konkrétniho Useku DNA pomoci paru primerd. Casto se pouzivaji primery kom-
plementarni k zacatkim a koncm kédujicich oblasti gend nebo kolem nekddujicich mezigenovych
oblasti.

2. Restrikce (nastiihani): jedna se o restrikci namnozeného Useku pomoci enzym( restrikénich
endonukledz, které specificky stépi DNA (obr. 3.10.). Napf. enzym EcoRl stfihne DNA vzdy, pokud najde
sekvenci 3’ - GAATTC - 5" Pokud se takové misto nachazi ve studovaném uUseku DNA jednou, deteku-
jeme pfi nasledné elektroforéze misto jednoho prouzku dva. Pokud ale bylo toto misto zménéno napf.
mutaci, k nastfihani nedojde a prouzek bude jeden.
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Obr. 3.10. Elektroforetickd separace PCR-RFLP produktdi (RF) dvou mitochondridinich genti (NADH3/4 a NADH5/6) kapra
obecného pouzitim sedmi restrikcnich endonukledz (Eco 471 (Eco), BsuRI (Bsu), Hinfl (Hin), Rsal (Rsa), Alul (Alu), Mbol (Mbo),
Hpall (Hpa). M — molekuldrni marker o velikosti 2 kb (t.j. 2 000 bazickych pdrd) z archivu M. Huldka.

3.5.7. AFLP

AFLP (amplified fragment length polymorphisms) je metoda, ktera pouziva PCR v kombinaci se stépenim
produktt restrikénimi enzymy. Na rozdil od predchazejici metody (RAPD) tato metoda vynika vysokou mirou
opakovatelnosti. Nevyhodou proti RAPD je vy33i cena i technicka naro¢nost. Vyznamnou vyhodou AFLP je
ale schopnost rychle generovat velké mnozstvi polymorfnich markerd, a to i u druhd, u kterych nemame
zadnou predchazejici genetickou informaci. Samotna metoda probiha v nékolika nasledujicich krocich. Pfi
prvnim kroku je DNA $tépena dvémi restrikénimi enzymy. Rozpoznavaci misto jednoho z nich je kratké (napf.
enzym Msel rozpozndva sekvenci TTAA), naopak druhd restriktaza vyhledava sekvenci delsi a $tépi méné cas-
to (napf. EcoRl rozpoznava sekvenci GAATTC). Timto zpUsobem je zaruceno, Ze vznikne dostatek fragmentd,
které budou na jednom konci odstfihnuty jinym enzymem nez na druhém konci. V témz kroku se na konce
fragmentd enzymem ligédzou pfipoji kratké nastavce (adaptory). Adaptory jsou kratké tseky DNA o zndmé
sekvenci, které se vazou na konce fragmentd vytvoreného pfislusnou restrik¢ni endonukledzou, od které se
také odvozuje jejich ndzev (napt. Msel adaptor). Restrik¢ni Stépeni a pfipojovani adaptorl probiha soucasné.
Opétovné spojeni odstépenych fragment( je blokovéno stalou pfitomnosti restriktazy. Sekvence adapto-
rGi jsou voleny tak, aby je restriktaza neodstépila od fragmentt. Navazanim adaptor( ziskdvame fragmenty,
které maji na koncich znamé sekvence, a tedy je mizeme nasledné amplifikovat pomoci PCR. Samotnych
fragmentd s adaptory vznika vice, nez potiebujeme k analyze, a je tedy nezbytné vyselektovat mensi mnoz-
stvi fragment(. To se prakticky provadi prostrednictvim dvou PCR. Pi prvni PCR (preselektivni amplifikace)
se pouzivaji primery, které maji sekvenci komplementarni k sekvenci adaptor(, jsou vsak o jednu bazi delsi.
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Timto zplsobem vybereme jen skupinu fragmentd, které maji na koncich pred pfipojenym adaptorem
tuto konkrétni bazi. V druhé PCR se pouzivaji jesté delsi primery (obycejné jesté o dvé béze delsi), ¢imz
se opét zvysi selektivita amplifikace. Zminénym zplsobem selekce se obvykle ziskavaji desitky rliznych
fragmentd, které Ize posléze analyzovat na polyakrylamidovych gelech nebo mnohem presnéjsim zpu-
sobem s pouzitim automatického sekvenatoru.

3.5.8. Hybridizacni metody

Nukleové kyseliny mohou i za podminek in vitro hybridizovat a podle reakénich podminek produkovat
hybridni molekuly DNA x DNA, DNA x RNA, RNA x RNA se vzijemné komplementarnimi fetézci. Samotna
hybridizace se provadi na pevnych nosicich, na kterych je polynukleotid navazan a je soucasné schopen hyb-
ridizace i pfes pomalou a relativné malo efektivni kinetiku hybridiza¢ni reakce. Mezi rlizné varianty hybridizace
patii napft. dot-, blot- a slot-hybridizace, Southern(v pfenos (Southern blotting), hybridizace RNA (Northern
blotting) a in situ hybridizace. Prenosu DNA na pevny nosi¢ pfedchézi depurinace, alkalicka denaturace a neu-
tralizace. Pfenos se nasledné uskutecriuje bud'jednoduchou difuzi na zakladé kapilarnich sil, za pomoci vakua
nebo plsobenim elektrického proudu (electroblotting). Imobilizace vzork( se nejcastéji provadi na membra-
ndach z nitrdtu celulézy nebo z nylonu. Malé fragmenty (do 1 500 bp) se pfenesou na membranu pfi pou-
ziti difaze kapilarni silou do 2 hodin, vétsi fragmenty (nad 15 kb) vyZaduiji i vice nez 15 hodin. Permanentni
fixace na membranu se docili napt. pouzitim UV svétla. Vlastni hybridizace znamena reasociaci pfislusnych
dvojic bazi podle specifického poradi nukleotidli se sondou znacenou radioaktivnim nebo neradioaktivnim
markerem. Jedna se bud o useky DNA (dvou nebo jednovldknové) klonované pomoci bakterialniho vektoru
nebo o syntetické oligonukleotidy. Méné casto se pouzivaji tzv. ribosondy (CRNA). Senzitivita hybridizace zavi-
si na ¢tyrech hlavnich faktorech: délce (poctu bazi), komplementarité sondy, koncentraci sondy navazaného
markeru, koncentraci testované DNA prenesené a fixované na membrané. Metody zaloZené na hybridiza¢ni
schopnosti nukleovych kyselin se Siroce vyuzivaji napt. pfi studiu exprese a struktury gendi, mutageneze apod.

dot-, blot- a slot-hybridizace: nazvy jsou odvozeny od tvaru jednotlivych vzorkli nanesenych
na membréanu: dot- velmi pravidelny okrouhly tvar, slot- velmi pravidelny protahly tvar, blot- ru¢né na-
neseny vzorek nahodného tvaru.

a) Southernova transferova hybridizace (Southern blotting) nebo Southern(iv pfenos. Je jednou
ze zdkladnich metod identifikace specifickych fragmentd DNA na bazi hybridizace molekul nukleovych
kyselin. Metoda byla pojmenovana dle objevitele Eduarda M. Southerna (Edinburgh Univerzity, 1975).
Princip metody spociva v nékolika nasledujicich krocich: po nastépeni DNA jednim nebo nékolika re-
strik¢nimi enzymy (restriktdzami) jsou vzniklé fragmenty separovany na agarézovém gelu. Posléze jsou
dvouretézcové stépy denaturovény roztokem NaOH, vysledné jednoretézcové fragmenty jsou z elek-
troforetického blocku preneseny vertikalné orientovanym kapildrnim prenosem v prostiedi vhodného
pufru na nitrocelulézovou nebo nylonovou membranu, na které se fixuji. Tenhle krok predstavuje vlastni
,blotting". Membrana s navdzanymi fragmenty se nasledné ponofi do roztoku se znacenou sondou. Vznik-
1é hybridni fragmenty mlzeme identifikovat pfiloZzenim fotografického filmu na membrénu (v ptipadé
radioaktivniho znaceni) nebo chemiluminiscenci, ¢i fluorescenénim barvenim (biotinylované sondy).

b) Northern blotting: jedna se o metodu hybridizace fragment( RNA. Nejcastéji se aplikuje k vyhod-
nocovani genové exprese konkrétnich mRNA. Kvantifikace resp. semikvantifikace se provadi srovnanim

s referencni hybridiza¢ni sondou.

c) Western blotting predstavuje imunologickou metodu hybridizace znacenych sond s fragmenty protein(i.
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3.5.9. Fragmentacni analyza mikrosatelitii

Mikrosatelity predstavuji kratké tandemové repetice DNA, nejcastéji o délce 2-6 bazickych pard.
Bézné jsou pro né pouzivany zkratky STRs (short tandem repeats), SSR (simple sequence repeats), nebo
VNTRs (variable number of tandem repeats). Podle délky repetice délime mikrosatelity na dinukleotidové
(napt. CACACACA), trinukleotidové (napi. ATGATGATGATG), pfipadné tetranukleotidové (napf.
CATGCATGCATGCATG) atd. Vétsinu mikrosatelitd v genomu obratlovct (30-60 %) tvoii pravdépodobné
dinukleotidové repetice, pficemz se nejcastéji vyskytuji motivy (AC)n nebo (AT)n. DNA sekvence mikro-
satelitl jsou vysoce nachylné k mutacim, a to diky mechanizmu nerovnomérné rekombinace a,skluzu”
polymerdzy na repetici. Zminény mechanizmus méni pocet repetic (opakovani), v prabéhu replikace
mikrosatelitd. Prakticky to znamena, Ze mikrosatelity se nachézeji v rdznych variantach (aleldch) v ramci
jedné populace nebo druhu.

Vyse uvedené skutec¢nosti délaji z mikrosatelith uzite¢né genetické markery, nebot délka repetice
(alely) mGze byt snadno zjistovana pomoci amplifikace metodou PCR, s oligonukleotidovymi primery
umisténymi v unikatni sekvenci obklopujici repetici. Nasledné urceni délek jednotlivych alel umoziu-
je tzv. fragmentacni analyza - prostiednictvim elektroforetického déleni na polyakrylamidovém gelu
(PAGE). To znamen4, ze PCR produkty (amplifikované fragmenty), jsou elektroforeticky separovany a po-
rovnavany se standardy o zndmé molekuldrni velkosti — délky fragmentl jsou pak ur¢ovany pomoci
programu na zpracovani digitalniho obrazu. Dal$i moznosti je vyuziti automatického sekvenatoru pro
analyzu délek amplifikovanych fragmentl (obr. 3.11.). Automaticky sekvenator vyuziva kapilarni elek-
troforézy analyzovaného vzorku spole¢né se standardem. Princip analyzy spociva v detekci fluorescenc-
né znacenych fragment( DNA. Program sekvenatoru pak detekuje délku alel amplifikovanych mikrosa-
telitnich lokust na zakladé porovnani s délkami framentl obsazenych ve standardu.

Fragment Dats | Raw Data | Fragment List | Cumert | Inpect Cusent | Volage | Anslysis Log | RunLog | Anslysis Pasamsters | Dusritation | STR Locus Tags | SHP Locus Tags | Sies Calbat | *
199,302, 9279137

=000 +

(T

Size in)

Obr. 3.11. Priklad penta-plexové fragmentacni analyzy mikrosatelitnich lokust [zelené piky lokus Cca24 (240-250bp);
modré piky lokusy MFW 13(13-145bp) a MFW 7 (194-219); Eerné piky lokusy MFW 6 (127-149) a Cca 67 (230-260)] kapra
obecného (Cyprinus carpio L.). Vystup z fragmentacni analyzy z automatického sekvendtoru CEQ 8000 BeckmanCoulter
(zarchivu M. Huldka).
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Vyuziti mikrosatelitl v genetice a Slechténi ryb je velmi Siroké. Jako kodominantni markery (délka kazdé-
ho mikrosatelitu je dédéna mendelisticky), jsou distribuované po celém genomu, resp. multialelické a rela-
tivné pocetné, a jednoduse amplifikovany béhem PCR. Z uvedenych dlvodi se mikrosatelity Uspésné vy-
uzivaji pfi vyzkumech analyzy rodicovstvi (parentage analysis), identifikaci klond, popula¢né-genetickych
studiich, pfi analyzach genového toku (migracich), nebo v ochranaiské, ekologické a evolu¢ni genetice.

3.5.10. Sekvenovdni DNA

Pod pojmem sekvenovani DNA si zjednodusené mizeme predstavit identifikaci poradi jednotlivych
nukleotidli v polydeoxyribonukleotidovém fetézci. Do poloviny 70. let 20. stoleti byly analyzovany sek-
vence jen velmi kratkych fragmentd DNA o délce 15-20 bp. Prilomovym rokem pro sekvenovani DNA
se stal rok 1977, kdy byly nezavisle publikovény dvé metody sekvenace DNA, shodou okolnosti v témze
ro¢niku védeckého ¢asopisu PNAS (Maxam a Gilbert, 1977; Sanger a kol., 1977). Jednotlivé metody byly
nasledné pojmenovany podle svych objevitel(:

a) MAXAM-GILBERTOVA (chemicka) metoda sekvenace (chemical cleavage procedure) je zalozena
na béazové specifické chemické degradaci fetézce DNA, ktery byl na konci oznacen. Jedno vldkno DNA
(resp. fragment DNA) je ve Ctyrech variantach vystaveno chemickému cinidlu, které specificky narusuje
vazby u konkrétniho nukleotidu. Po uskutecnéni reakce se produkty rozdéli v sekvena¢nim gelu s roz-
liSovaci schopnosti 1 baze a sekvence nukleotid(i analyzovaného fetézce DNA se od¢ita na vizualizova-
ném elektroforetogramu.

b) SANGEROVA (enzymaticka) metoda (chain termination method, dideoxy method) je zaloZzena
na modifikované polymerazové reakci. Reakéni smési jsou ctyfi: ve viech je ssDNA (,single stranded
DNA”; denaturovana dsDNA) s funkci matrice, DNA polymeraza bez nukledzové aktivity, primery, smés
dNTP a jeden ze ¢tyt odlisnych dideoxynukleotid (ddNTP). U ddNTP se jednd o analogy normalnich
deoxynukleosidtrifosfatt (ANTP), kterym na 3"-uhliku deoxyribézy chybi OH-skupina, a proto k nim DNA
polymeraza nemdze navazat dalsi nukleotid. Pokud v pribéhu syntézy nukleotidového fetézce dojde
k nahodné inkorporaci dideoxynukleotidd (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), replikace se zastavi. Takovym
zplsobem se nasyntetizuje urcité spektrum rlizné dlouhych komplementarnich fetézcli zakoncenych
na 3’ konci vzdy tim ddNTP, ktery byl v dané varianté reakéni smési pouzit. Produkty polymerazové re-
akce se posléze elektroforeticky rozdéli na sekvena¢nim gelu. Sekvence nukleotid(i v analyzované DNA
se stanovi analyzou vizualizovanych elektroforetogram. Sekvence ¢tend ve sméru od cela startu je sek-
venci 5’ — 3'komplementarni k matri¢nimu retézci.

Dalsim pokrokem v oblasti sekvenovani DNA bylo zavedeni automatickych sekvenatord, které zna-
menaly podstatné zjednoduseni a ¢asovou Usporu analyz, a tim i rozsifeni moznosti experimentdlnich
praci a analyzovanych sekvenci DNA. Princip sekvenovani s pouzitim sekvenatoru zlstava stejny jako
u Sangerovy metody, nepouzivame vsak napf. radioaktivni znaceni, ale kazdy stopovaci prekurzor je
oznacen jinou fluorescenc¢ni barvickou. To znamena, Ze kazdy z ddNTP mé navazany jiny fluorochrom,
ktery je mozné odlisit na zakladé rGznych emisnich spekter. Zatfazeni ddNTP do fetézce zplsobi ukon-
ceni syntézy molekuly DNA. V reakci vznikd smés rGizné dlouhych produktl. Po precisténi od volnych
nukleotidl je vzorek rozdélen na kapildrni elektroforéze, kterd je soucasti automatického sekvenatoru.
Fotoopticky systém pfistroje zajisti automatické precteni sekvence, se kterou je mozné diky pfislusné-
mu softwaru dale pracovat.

V neposlednitadé, vyznamny prispévek k sekvenaci DNA pfinesly firmy poskytujici sekvenacni servis —
tzv. tovéarny na sekvence (Macrogen - www.macrogen.com, Genomex — www.genomex.com a jiné), kte-
ré vyznamné redukuji ¢as a investice v podobé automatického sekvenatoru.
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c) Sekvena¢ni metody nové generace

Od pocatku 21. stoleti se zacaly vyvijet sekvenacni metody nové generace (z anglického ,Next-Generation
Sequencing” = NGS), které mlzeme povazovat za nastupce dosavadnich sekvenacnich postupl vyuzi-
vajicich Sangerovu sekvenacni metodu. Prvni takto popsanou metodou se stala technologie tzv. masiv-
niho paralelniho sekvenovani, jejiz obecny princip se stal zdkladem pro nasledujici platformy NGS. Dalsi
vyvinutou technologii byla metoda pyrosekvencovani (454/Roche) a postupné se zacaly vyvijet dalsi
sekvenacni metody od rliznych spole¢nosti. Patii mezi né lllumina HiSeq, SOLID™, Helicos Heliscope™
a doposud nejnovéjsi metoda sekvenace jednotlivych molekul DNA Pacific SMRT™. Postup ve vyvoji
vypocetni techniky a bioinformatiky vedl ke sniZzeni nédklad( na sekvenovani a také umoznil rozvoj ce-
logenomového sekvenovani. V nasledujicim textu pfinasime stru¢ny prehled nékolika sekvenacnich
platforem NGS.

Masivné paralelni sekvenovani

Masivné paralelni sekvenovani (podle anglického ,Massively Parallel Signature Sequencing” = MPSS) je
zakladni sekvenacni metoda nové generace, ktera na zékladé poctu jednotlivych mRNA molekul, produ-
kovanych kazdym genem, analyzuje Uroveri genové exprese ve vzorku. Technologie MPSS fesi dvé za-
sadni otazky: fyzické oddéleni jednotlivych fragmentl nukleovych kyselin a vlastni ¢teni sekvence. Prvni
otazka je feSena pomoci emulzni PCR (emPCR) nebo amplifikace ve shlucich. Pfi emPCR dochazi k vytvo-
feni tzv. mikroreaktor(, v nichzZ jsou uzavieny viechny potfebné komponenty pro PCR (nukleotidy, en-
zym polymeraty a primery). Nasledné dochazi ke klonalni amplifikaci — vsech molekul DNA vytvorenych
v mikroreaktoru z jediné molekuly templatu. Druhd otdzka — ¢teni sekvence - je u dostupnych zafizeni
feSena dvéma metodami: sekvenacni syntézou (,sequencing by synthesis”) a sekvenovanim zalozeném
na ligaci (,ligation based sequencing"). Oznacené PCR produkty (amplikony) ziskané z cDNA jsou ampli-
fikovany tak, aby kazda pfislusna mRNA molekula davala asi 100 000 amplikon( s jedine¢nou znackou.
Kazdé oznaceni sekvence (MPSS znacka) v datovém souboru MPSS se srovnéva se véemi ostatnimi znac-
kami a identické znacky jsou pocitany. Uroven exprese jakéhokoli genu se vypocita vydélenim poctu
oznaceni urcitého genu celkovym poctem oznaceni pro véechny mRNA, pfitomné v datovém souboru.

Pyrosekvenace (metoda 454/Roche)

Pyrosekvenace je jednou z prvnich sekvenacnich metod nové generace, kterd se zacala rozvijet jako
alternativa ke klasické Sangerové metodé. Jiz v roce 1987 P. Nyrén navrhl, jak Ize monitorovat aktivitu
DNA polymerazy pomoci bioluminiscence. Trvalo téméf jedenact let, nez spole¢nost 454 Life Siences
uvedla metodu pyrosekvenace do praxe. Technologie firmy Roche FLX Genome Sequencer (FLX GS)
byla prvni komeréné dostupné zafizeni pro masivni paralelni sekvenovéni. V roce 2011 pfichazi na trh
dalsi FLX GS série Titanium, kterd umoznuje zlepseni vykonu prodlouzenim ¢teciho rdmce, ktery je srov-
natelny s kapildrni Sangerovou metodou. Tento typ sekvenace kombinuje jednotlivé extra dlouhé fetéz-
ce s jedine¢nymi parovymi konci o délce 20 kb, 8 kb a 3 kb. Béhem sekvenace de Novo se vytvafi vysoce
kvalitni uspofadani s vétsim pokrytim kompletniho genomu.

Life Technologies (AB) SOLiD™ System

Od fijna roku 2007 je mozné sekvenovani pomoci technologie AB SOLID™. Je vyuZito jedine¢ného
sekvenacniho procesu katalyzovaného DNA ligazou. Zkratka SOLiD™ uvédi, Ze pfistroj této technologie
pracuje na principu ligace oligonukleotidt (z anglického ,Sequencing by Oligo Ligation and Detection”).
Nové modely firmy AB (5500 a 5500xI SOLiD™ System) slibuji sekvenaci s pfesnosti nad 99,99 %. Sek-
vencni pristroj technologie AB SOLID precte fetézce o délce 25-35 bp. Pfecteni dat o velikosti 3-4 giga-
baze obvykle trva pét dni. Systém je také schopen precist sekvenci az 300 milionli fragmentl o délce
dvakrat 50 bazi (,mate-pairs"”), vjednom béhu trvajicim 12-14 dni tak generuje az 30 gigabazi.
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Technologie, které byly popisovany vyse, vyzaduji pro pfesnou sekvenci DNA dostatecné silny své-
telny signal amplifikovanych fragment DNA. V nékterych pfipadech mize dochézet z divodu nizsi
intenzity svételného signélu k chybam v sekvenaci, ¢imz se méni cetnost a mnozstvi rdznych fragmentt
DNA, které existovaly pred amplifikaci. Sekvenaci jednotlivych molekul DNA je teoreticky mozné dosah-
nout miniaturizace do fadu nanometrd s minimalni spotfebou reagencii. Pfima detekce jednotlivych
molekul DNA neni naro¢nou sekvena¢ni metodou a predpoklada se jeji dobré realizovatelnost ve vefej-
nych laboratofich. Pomoci této technologie je umoznéna rychla sekvenace malého mnozstvi DNA bez
nutnosti predchozi amplifikace molekuly DNA, ¢imz je zafazena do sekvenacni skupiny treti generace.
V poslednim desetileti byly vyvinuty techniky pro detekci a analyzu jednotlivych molekul DNA, které ob-
sahuji systém pro citlivou detekci jediného fotonu. V nasledujicim textu pfinasime stru¢ny popis dvou
dostupnych technologii pro pfimou detekci jednotlivych molekul DNA.

Helicos Biosciences HeliScope™

Sekvenacni platforma HeliScope™ byla vyvinuta spole¢nosti Helicos Biosciences. Komer¢né dostup-
na se stala az v roce 2007. HeliScope™ pracuje na principu tzv. pfesného sekvenovani jednotlivych
molekul DNA (z anglického ,True Single Molecule Sequencing” = tSMS™) a dokaZze analyzovat mnoho
miliond jednotlivych fragmentl DNA soucasné, coz vede k sekvenacni rychlosti az 1 Gb za den. Pred
samotnou sekvenaci se vzorek DNA $tépi na fragmenty o délce 100-200 bp a poté se pfipojuji adap-
téry s fluorescen¢ni znackou na polyadeninovém 3 konci. Denaturované fetézce jsou na 3‘ koncich
hybridizovany pfislusnymi oligonukleotidy a nasledné uchycovény na povrchu desticky (z anglického
Jcell-flow"). Desticka je schopna zachytit az 100 x 106 templatd na ¢tverecnim centimetru. Pro samot-
nou sekvenaci je na desticku pfiddna DNA polymerdza a jeden ze ¢tyf fluorescen¢né znacenych dNTPs.
Polohové soufadnice zachycenych fetézct jsou zaznamendny CCD kamerou a pred dalSim sekvenova-
nim je fluorescen¢ni znaceni odstranéno a odplaveno.

Pacific Biosciences SMRT™

V roce 2009 byla predstavena dosud nejnovéjsi platforma NGS, SMRT™ (z anglického ,Single Molecule
Real-Time Sequencing") od spolecnosti Pacific Biosciences. Sekvenovani pomoci této technologie probiha
v redlném case a vyuziva pfirozeny proces replikace DNA. Soucasné také probiha katalyzované zaclenéni
komplementarnich fluorescencné znacenych dNTPs. Reakce jsou méreny soucasné v tisicich uspofadanych
Jnefizenych vinovych vedenich” (z anglického ,zero-mode waveguides” = ZMWs), coz jsou dutiny v Cipu
o priméru 10-50 nm, které maji nanofotonickou strukturu a snizuji pozadi fluorescence. Tim je umoznéno
pouziti vysokych koncentraci zna¢enych dNTPs potiebnych k podpofe rychlého priibéhu sekvenovani.

3.5.11. Nové metody

Z nové se vyvijejicich molekularnich metod, resp. metod vyuzivanych v oblasti komparativni geno-
miky a transkriptomiky modelovych druhd ryb (napr. zebfi¢ka pruhovana, Danio rerio, halan¢ik ryzo-
vistni, Oryzias latipes, losos obecny, Salmo salar aj.), Ize uvést DNA (genové) ¢ipy, strand displacement
amplification, PCR-pouch, NASBA, TagMan, branched DNA, CFLP (cleavage fragment length polymorphism)
a jiné. Nejvice perspektivni jsou metody, které integruji do jednoho homogenniho systému amplifikaci
a detekci prabeznym méfenim (napf. fluorescenci) a vyhodnocovanim uz v prabéhu PCR. Jednou z ta-
kovych perspektivnich technik jsou napt. prostorové adresné oligonukleotidové matice — DNA ¢ipy.
Takové matice se pFipravuji in situ pomoci fotolitografie a chemické syntézy oligonukleotidi na pev-
ném, napf. sklenéném nosici. Samotné ¢ipy umoznuji na principu alelové specifické oligonukleotidové
hybridizace opakované a rychlé testovani bud' na zadkladé jednoduché pfitomnosti nebo sekvenacni
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analyzy fluoresceinem znacenych nukleovych kyselin. Amplifikaci cilové DNA pomoci PCR muze podle
potieby predchéazet hybridizacni faze. Hustota oligonukleotidové matice a jeji informacni kapacita je
limitovana prostorovym rozlisenim, v némz mohou byt jednotlivé oligonukleotidové sekvence na cipu
imobilizovéany, syntetizovény a detekovany po hybridizaci. V souc¢asnosti dosahované rozliseni 20 mm
umoznuje umisténi 400 000 rdznych oligonukleotidovych sekvenci na plochu 1,6384 cm?. Toto rozliseni
je dostatecné napt. k UpInému sekvenovéni 16 kb mitochondridlniho genomu.

3.5.12. Principy pouZziti molekuldrnich znakii

Pouziti tohoto typu znak( je neobycejné rozsahlé a stale vice se uplatiiuje v nejrozmanitéjsich odvét-
vich biologie v¢etné studia biologie, ochrany a slechténi ryb. Proto je vhodnéjsi uvést nékolik obecnych
zasad vybéru znaku a velikosti analyzovaného vzorku. Pfedevsim ¢im variabilnéjsi je znak, tim vétsi musi
byt zkoumany vzorek, tak aby byl spolehlivé charakterizovan zékladni soubor. Typickym ptikladem je
pouziti mikrosatelitd jako popula¢né genetickych znakd, kde jeden lokus mize mit az nékolik desitek
alel (viz obr. 3.12.), a proto vzorek musi byt zaloZzen na mnoha jedincich.

Dale musi byt vzata v ivahu mutacni rychlost znaku, jeho evolu¢ni neselektivita nebo selektivi-
ta, Uroven variability, jeho procentualni Ucast v genomu, povaha informace, jiz potiebujeme ziskat.
O tomto tématu existuje mnoho praci a upozornujeme na nékteré z poslednich vycerpavajich pre-
hledd a ndvodl - Sunnucks (2000) a Chenuil (2006). Shrnuti téchto principt je uvedeno v nésledujici
tabulce (tab. 3.1.).
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(48 Lihe & LAk Y
Sample fite  Sample Kame Fanal Maker OF GNP OBA PA GF BN FWR LFW SFU AN B9 BF KB CC OV 60
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-
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Obr. 3.12. Vysledek fragmentacni analyzy jedince pstruha obecného ST321 ze sekvendtoru ABI Prism 3130 (Applied
Biosystems, Inc.), zobrazeny v programu GeneMapper v3.7. Jednd se o mikrosatelitové lokusy SsaD190 a SsaD71, kazdy
zastoupeny dvéma alelami. Pro oba lokusy je tedy jedinec ST321 heterozygotni. Tyto mikrosatelity byly amplifikovdny spolecné
s dalsimi dvéma fragmenty v jedné reakci, tzv. ,multiplex PCR"
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Tab. 3. 1. Vhodnost jednotlivych analytickych metod k riznym typtim studif (podle Chenuil, 2006).

Znak /Typ Polymor- mtDNA Jedinecné Rozptylené Satelitni Multi- Mikro-  RAPD
studie fizmus sekvence repetetivni DNA, satelity  satelity

bilkovin DNA motivy jednotlivé

VNTR

Rodokmen, dostatecny nevhodny dobry nevhodny vynikajici vynikajici  dobryaz  dobry
paternita vynikajici
Vnitrodruhové vynikajici  dobry dobry nevhodny dobry dobry vynikajici  diskutabilni
populaéni
struktury
Mezidruhové  dobry velmi dostatecny  dobry nevhodny nevhodny nevhodny nevhodny
rozdily, dobry
hybridizace
Fylogeneze dostate¢ny vynikajici  dobry vynikajici nevhodny nevhodny nevhodny nevhodny

Diilezité vlastnosti znaku

Relativni mirna rychla variabilni mirnd az mirnd az mirna rychla rychla
rychlost rychla rychla azrychla

evoluce

Mnozstvi 102-103 1 >106 105-106 104 104 104-105 ?
zZjistitelnych

lokust

% genomu 5% < 10% < 30-70% asi 20% 5-20% 5-20% 5-20% ?
Nutnost vétsinou ne ne ne ne ne ne ne
usmrceni ano

zvifete

3.6. Analyza genetickych vztahti mezi taxony s vyuzitim DNA

Pfedpokladem pro analyzy fylogenetickych vztahi je skute¢nost, Ze véechny formy Zivota maji spo-
le¢ny plivod a soucasny stav je vysledkem vyvoje — zmén vlastnosti, znakd apod., které Ize teoreticky
vysledovat do minulosti. Potom mlzeme predpokléddat, ze na zakladé miry podobnosti jednotlivych
znakd mizeme odhadnout i miru pfibuznosti studovanych taxon(, pfipadné vysledovat historii jejich
vzniku a vyvoje, odhadnout dobu, kdy se vyvojové oddélily navzajem a vyslovit pfedpoklady o vlastnos-
tech a znacich jejich predka.

Sekvence (poradi nukleotid(i v molekule DNA) je jednim z ddlezitych znakd charakterizujicich kazdého
jedince. Vyhodou studia sekvenci DNA je to, Ze studujeme vlastné pfimo genom organizmu (a ne pouze
vnéjsi znaky, které mohou byt vysledkem plisobeni mnoha faktord — i vnéjsich). Dale je pfinosem - vzhle-
dem ke komplexnosti molekuly DNA, Ze si mGzeme zvolit ten jeji Usek, ktery bude podle svych viastnosti
nejvhodnéjsi k pouziti pro feseni konkrétniho problému. Vzhledem k tomu, Ze vyvoj kazdé skupiny, kazdé-
ho taxonu (a vlastné kazdého organizmu) je vysledkem jedine¢né historie, umoznuje ndm pouziti metod
analyzy DNA relativné pfesné taxony identifikovat a rozlisit je navzajem i pres jejich pfipadnou vnéjsi po-
dobnost, ktera muze byt pouze vysledkem konvergentniho vyvoje. Na druhé strané je molekula DNA tak
univerzalni, Ze umoznuje pouZiti jeji analyzy pii feseni problém v celém spektru organizm.

K rekonstrukci genealogickych vztah Ize vyuzit rGzné typy genetickych dat: nukleotidové a pro-
teinové sekvence nebo alozymova ¢i restrikéni data (Avise, 2004). Tato kapitola je zamérena prevazné
na metody analyzy sekvenci nukleovych kyselin, protoze pravé tyto znaky jsou v dnedni dobé nejcastéj-
sim zdrojem dat pro rekonstrukce fylogenetickych vztahu.

-76-



NASTROJE PRO STUDIUM BIODIVERZITY A SLECHTENI RYB — GENETICKE ZNAKY A JEJICH ANALYZY

V organizmech méme k dispozici v podstaté dva typy sekvenci DNA — sekvence Usekd jaderné DNA
a sekvence mitochondridlni (u rostlin jesté plastidové) DNA. Mitochondridlni DNA je u zivocichl charak-
teristicka tim, ze je pfeddvéna pouze po matefské linii (existuji i vzacné vyjimky) a je haploidni; vyznacu-
je se (v nékterych Usecich) vysokou frekvenci mutaci a evolu¢ni rychlosti, a je proto vhodna pro studium
evolu¢nich vztah( predevsim u vzdalenégjsich taxon(. Jadernd DNA mUze byt pouzita ke studiu evolu¢-
nich vztaht jak vzdalenych taxon, tak i k popisu napf. mezipopula¢ni variability téhoz taxonu — zde
zalezi na vybéru useku DNA, ktery pro dany ucel pouzijeme. Tzv. nekddujici Useky (sekvence) vykazuji
vysokou mutacni rychlost, tedy i vysokou variabilitu a mohou byt vyuzity pfi studiu blizce pfibuznych
taxon(; jiné Useky jaderné DNA jsou naopak vysoce konzervativni, s nizkou mutacni rychlosti a jsou
s vyhodou pouzitelné pro analyzu vztaht vzdalenéjsich skupin.

3.6.1. Prdce se sekvencemi DNA

Sekvence Useku DNA, ktery jsme si pro nase ucely zvolili, a které ziskdme pfislusnymi metodami (izo-
lace DNA, PCR vybraného useku, sekvenace) u vybranych skupin organizm0, musime néjakym zpUso-
bem zpracovat, vzajemné porovnat, najit shody ¢i rozdily a ty potom pfislusnymi metodami vyhodnotit.

Assembling

Mnoho usekd DNA nejsme schopni sekvenovat nardz — zalezi na délce studovaného uUseku, kvalité
vzorku DNA, rozliSovaci schopnosti pfistroje a mnoha dalsich okolnostech. V takovém pfipadé musime
danou sekvenci u vzorku analyzovat po ¢astech. Pfitom musime dbat na to, aby se jednotlivé useky
dostatecné prekryvaly, aby bylo mozné je spolehlivé a spravné spojit dohromady. Vyslednou sekvenci
pak mézeme podrobit dalSim analyzam.

Sekvenaci vzorkl jako zastupcd taxon(, které jsme vybrali pro realizaci naseho zdméru, ziskdme
chromatogramy (obr. 3.13.). Chromatogram na obrazku je vystup z kapildrového sekvenacniho pfistro-
je, ktery grafickym zpGsobem ukazuje pofadi bazi ve studovaném useku DNA.

160 170 180 190 200 210
ACCOGACTATTCTTAGCCATACACTATACATCTOACATCTCAACTOGCCTTCTCCTCCOGTOOCACATA

O L v e

Obr. 3.13. Chromatogram - graficky vystup z kapildrového automatického sekvendtoru (¢dst).

V pripadé kratsich usekd DNA (dejme tomu o délce do 500 bp) je obvykle dostacujici provést sek-
venaci za pouziti jednoho primeru. Vzhledem k tomu, ze ¢teci délka kapildr v automatickém sekvena-
toru je omezena (zalezi na typu sekvenacniho pfistroje, délce samotné kapilary, kvalité DNA a dalSich
faktorech), je delsi useky DNA nutno sekvenovat po ¢astech, za pouziti nékolika primerd, abychom
pokryli celou délku pozadovaného Useku. Sekvenacni primery by mély byt navrzeny tak, aby se dilci
useky ziskané jednotlivymi sekvenacemi piekryvaly. Pro kazdy vzorek a isek DNA tak ziskdme nékolik
prekryvajicich se chromatogramd, jejichz sesazenim pak ziskdme celou vyslednou sekvenci. Tomuto
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procesu se fikd assembling a miizeme ho provadét,ru¢né” tak, ze si otevieme zarover viechny ziskané
chromatogramy a odpovidajici textové zapisy sekvenci a hleddame koncové prekryvy sami, nebo muze-
me pouzit specidlné k tomuto Ucelu vytvorenych programd, které nam sekvence sesadi automaticky.
Obr. 3.14. ukazuje prekryv dvou chromatogramu jednoho genu konkrétniho vzorku ziskanych sekvena-
ci za pouziti dvou primer( (forward a reverse). Nicméné i v pfipadé automatického sesazovani je nutné
sekvence peclivé projit a odhalit pfipadné chyby, protoZe ne vzdy je chromatogram ukéazkovy. Vysledna
sekvence pro nasledné pouziti je vzdy ve formé textového zapisu pofadi nukleotidd. Sikovnym a uziva-
telsky pratelskym programem pro automatické sesazovani sekvenci je SeqMan (z programového baliku
Lasergene firmy DNASTAR, viz obr. 3.14.), ktery je licencovany a pomérné drahy. DalSim vhodnym, ¢asto
pouzivanym a navic volné pfistupnym softwarem je BioEdit (Hall, 1999).
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Obr. 3.14. Assembling dvou chromatogramd ziskanych sekvenaci Useku DNA za pouziti dvou sekvenacnich primerd.
Program SeqMan umozriuje automatické sesazovani.

Alignment

Prvnim krokem analyzy samotnych sekvenci byva porovnani - ,sesazeni” ziskanych sekvenci. Sekven-
ce (nukleové kyseliny, ale i proteiny) se srovnavaji pomoci tzv. alignmentu. Co je alignment? Z evolu¢-
né-biologického hlediska je alignment hypotéza o posi¢ni homologii nukleotid(i ¢i aminokyselin (Xia,
2000; Lemey a kol., 2009). V praxi se jedna o srovnani sekvenci pod sebe tak, aby jejich homologické
useky byly sefazeny pod sebou ve stejném sloupci. RozliSujeme mezi alignmentem parovym (pairwise
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alignment), kdy srovndvame pouze dvé sekvence, a mnohonasobnym (multiple alignment), coz je srov-
nani tfi a vice sekvenci.

Nasledujici pfiklad uvadi srovnani dvou sekvenci (parovy alignment):

Taxon 1 ATTCCGGTGCGT

Taxon 2 ATTGCGGTACGA

Vyse uvedené srovnani je mozné zapsat také nasledujicim zplsobem. Tec¢ka v alignmentu znamena
shodnou bazi v konkrétni pozici sekvenci:

Taxon 1 ATTCCGGTGCGT

Taxon2 ...G....A..A

V praxi, pro Ucely rekonstrukce genealogickych vztah(i mezi taxony se pouzivé zejména mnohona-
sobny alignment. Vytvoreni optimalniho alignmentu je zékladnim kamenem pro nasledné rekonstrukce
genealogickych vztah(i mezi taxony.

V pripadé kédujicich nukleotidovych sekvenci (Useky DNA, které jsou pfi translaci prepisovany do bil-
kovin) je situace jednoducha. V téchto sekvencich zfidkakdy dochazi k inzercim ¢i delecim (vieobecné
nazyvame indely, do ceské molekuldrné-fylogenetické hantyrky byl z angli¢tiny prejat pojem gapy),
protoZe by doslo k posunu ¢teciho rdmce a tedy zadvazné mutaci vétsinou neslucitelné se zivotem. Ho-
mologni pozice Ize tedy v pfipadé kédujicich sekvenci nalézt relativné snadno (obr. 3.15.). Nicméné
je vhodné zkontrolovat homologii jednotlivych pozic napf. pfeloZzenim do proteinového alignmentu
(prelozime sekvenci bazi za pomoci kodonl do sekvence aminokyselin).
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Obr. 3.15. Piiklad mnohondsobného alignmentu kédujicich sekvenci. Nukleotidy, které v jednotlivych pozicich ndsledujicih
sekvenci odpovidaji sekvenci prvni, jsou nahrazeny teckou.
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Z hlediska alignmentu nastava slozitéjsi situace u tzv. nekédujicich sekvenci, nebot v téchto pfipadech
se s indely setkdvame velmi ¢asto (obr. 3.16.). Mezi nekéduijici sekvence fadime DNA, kterd neni piepiso-
véana v proteiny, jako jsou napf. introny; nékdy ma tato DNA regulacni funkci, nékdy jeji funkci nezname
a oznacujeme ji za tzv. junk DNA. Na hranici mezi kédujici a nekédujici DNA se fadi geny pro rdzné druhy
funk¢ni RNA, jako jsou geny pro rRNA ¢i tRNA — nekdduiji sice proteiny, ale pfesto jsou prepisovany.
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ACTATGCTCAGTTGTAAACCT
ACTATGCTCAGTTGTAAACCT
ACTATGCTCAGTCGTAAACCT
ACTATGCTCAGTCGTAAMCCT
ACTATGCTCAGTTGTAAACCT
ACTATGCTCAGTTGTAAACCT
ACTATGCTCAGTCGTAAACCT

ACTATGCTCAGTCGTAAACCTTAGACGTTT

ACTATGCTCAGTCGTAMACCT
ACTATGCTCAGTCGTAAACCT
ACTATGCTCAGTCGTAAACCT
ACTATGCTCAGCTGTAAACCC
ACTATGCTCAGCTGTAMACCC
ACTATGCTCAGCTGTAAACCC
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AGACGTTACAMATCACAATAAMCGETCCGCCAGGETACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGETACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGETACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGETACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGETACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAMATCACAATAAACGTCCGCCAGGETACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAMCGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTACAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTATAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTATAAATCACAATAAACGTCCGCCAGGETACTACGAGCGTCAGCTTA
AGACGTTT - AATCACAMACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTA
AGACGTTT - AATCACAACAGACGTCCGECCAGEGTACTACGAGCGCTAGCTTA
AGACGTTT  AATCACAACAGACGTCCGCCAGGETACTACGAGCGCTAGCTTA
AGACGTTT - AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTA
AGACGTTT - AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTA
AGACGTTT  AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTA
AGACGTTT  AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTA
AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTA
AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTG
AATCACAACAAACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTG
TATCACAACATACGTCCGCCAGEGTACTACGAGCGCTAGCTTA
AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTT
AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTT
AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTT

AGACGTTT
AGACGTTT
AGACGTTT
AGACGTTT
AGACGTTT
AGACGTTT

8.sp. aff. b TAGATACCCC ACTATGCTCAGCTGTAAACCC AGACGTTT AATCACAACAGACGTCCGCCAGGGTACTACGAGCGCTAGCTTT :‘J
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Obr. 3.16. Priklad mnohondsobného alignmentu nekédujicich sekvenci. Mezery v alignmentu predstavuji gapy. V téchto
pozicich doslo v pribéhu evoluce u nékterych taxonu k inzerci ¢i deleci nukleotidd.

Alignment nékolika kratsich kddujicich Usekd DNA je proces, ktery je mozné zvladnout i vlastnimi
silami. Alignment velkého mnozstvi dlouhych a zna¢né variabilnich, zejména nekdédujicich sekvenci je
vsak proces operativné relativné naro¢ny a vyzaduje pouziti nékterého z vypocetnich algoritmu vytvo-
fenych k tomuto Ucelu. Mezi tyto postupy patfi napt. dynamické programovani, které je pro velké mnoz-
stvi sekvenci ¢asové velice naro¢né. V praxi jsou Castéji vyuzivané tzv. progresivni metody. Progresivni
metody ziskaji nejprve porovnanim vsech pard sekvenci (parovym alignmentem) matici podobnosti,
podle niz je vytvofen pomocny strom (guide tree). Na zékladé tohoto stromu pak vytvoli skupiny nej-
podobnéjsich sekvenci a postupné pridavaji sekvence méné pribuzné, az dospéji k findlnimu vysledku.
Jednim z nejcastéji pouzivanych softwarl pro alignment sekvenci zaloZenym na principu progresivni
metody je uzivatelsky komfortni program ClustalX (Thompson a kol., 1997). Dalsim oblibenym progra-
mem je BioEdit, ktery vedle mnoha jinych funkci zahrnuje také algoritmus programu Clustal. Za pres-
néjsi (zato ale pomalejsi) variantu progresivni metody se povazuje algoritmus programu T-Coffee
(Tree-based Consistency Objective Function For alignment Evaluation) (Notredame a kol., 2000).
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Interpretace alignmentu

Za predpokladu, Ze dvé sekvence sdileji spole¢ného predka a jednd se o sekvence homologické, ne-
shoda v konkrétni pozici je interpretovana jako bodova mutace, ke které v priibéhu evoluce u jedné ze
sekvenci doslo. Obdobné, vmezefeny gap interpretujeme jako indel, kdy u jedné ze sekvenci doslo k in-
zerci ¢i deleci. Pozorujeme-li v jednotlivych nukleotidech shodu, predpokladame, Zze nukleotidy zdstaly
ve stejné formé, v jaké se nachazeji u nejblizsiho spolecného predka. Ve skute¢nosti viak situace nebyva
tak jednoduchg, jako je popsano v tomto odstavci, ale je nutné pouzivat nejriznéjsich korekci, jak bude
uvedeno pozdéji v oddile o evolu¢nich modelech.

3.6.2. Fylogenetické stromy

Genealogické vztahy mezi taxony se graficky znazoriuji nej¢astéji pomoci fylogenetickych stroma.

Fylogeneticky strom je grafické zndzornéni hypotézy o genealogickych vztazich mezi jednotlivymi
taxony, o nichz predpokladame, ze maji jednoho spole¢ného predka. Anatomie stromu je popsana
vobr.3.17.a.

Vrcholovy uzel /’/1

Terminalni vétev

Vnitini uzel/

Vnitini vétev

a

Obr. 3.17. Struktura fylogenetického stromu (a) s korenem a (b) bez kofene. Oba stromy maji stejnou topologii. A, B, C, D,
E a F predstavuiji vrcholové uzly, neboli OTUs. G, H, I, J a K reprezentuji uzly vnitini, jinak také nazyvané HTUs. K pak predstavuje
kofenovy uzel. Nezakofenény strom nemd Zddny kofenovy uzel. Sipky v zakofenéném stromu zndzorfiuji smér evoluce, strom
bez korene ukazuje pouze vzdjemné fylogenetické vztahy.

Vrcholové neboli terminalni uzly predstavuji recentni taxony, ¢asto obecné nazyvané operacni
taxonomické jednotky (operational taxonomic units = OTUs). Kazdé vétveni neboli vnitini uzel pred-
stavuje hypotetického spole¢ného predka (hypotetical taxonomic units = HTUs) a kazda vétev evolu¢ni
linii, tedy vztah mezi relevantnimi taxony. K vrcholovym uzlim vedouci vétve se nazyvaji terminalni
(Wiley, 1981; Page a Holmes, 1998).

Setkavaji-li se ve vnitinim uzlu pouze tfi vétve, hovofime o bifurkaci ¢i dichotomii. V pripadé vice
vétvi se jednd o polytomii a takovy uzel je povazovén za nevyfedeny. Strom obsahujici pouze dichoto-
mie oznacujeme jako pIné vyfeseny (fully resolved), strom obsahujici pouze jeden vnitini uzel se ozna-
Cuje jako hvézdicovy (star tree) - viz obr. 3.18.
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Dichotomie

Polytomie

PIné vyreseny Céste¢né vyredeny Hvézdicovy

Obr. 3.18. Dichotomie, polytomie a rizné vyresené stromy.

Skupina taxon( sdilejicich spole¢ného predka ma monofyleticky plvod a nazyva se monofyleticka
linie neboli klad (clade). Casto pouzivany pojem cluster (klastr, shluk) nemusi vzdy odpovidat monofy-
letické linii. Na obr. 3.17.a. taxony A, B a C tvofi spole¢né cluster, maji nejblizsiho spole¢ného predka
H a maji proto monofyleticky ptvod. O skupiné, jez sice sdili nejblizsiho spole¢ného predka, ale neza-
hrnuje vsechny jeho potomky, mluvime jako o parafyletické (na obr. 3.17.a. napf. taxony B a C). Skupi-
na zahrnujici taxony rdzného fylogenetického pavodu, tedy nesdilejici nejblizsiho spole¢ného predka
(na obr. 3.17.a. napt. taxony A a E) se nazyva polyfyleticka. Taxony sdilejici nejblizsiho spole¢ného pred-
ka oznacujeme jako sesterské (na obr. 3.17.a. jsou jednoduchym pfikladem sesterskych taxont A a B;
hierarchicky vyssimu taxonu A + B + C je sestersky taxon D + E).

Postup vétveni uzld popisuje topologie stromu. Vsechny vétve je mozné volné otacet, aniz by se
topologie stromu zménila (obr. 3.19.).

A B C D D C B A B C D A

Obr. 3.19. Topologie fylogenetického stromu s kofenem. Vsechny tii stromy maiji identickou topologii, ackoliv jsou nékteré
z vétviotoceny o 180° podé| podélné osy.
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Muizeme se setkat i s riznymi tvary fylogenetickych stromd. Obr. 3.20. ukazuje nékolik moznych tvard
stejné topologie, pficemz nejcastéji pouzivanym grafickym zndzornénim fylogenetickych vztahl v sou-
¢asnych védeckych publikacich je prvni z uvedenych.

ﬂ-ﬂl‘l_\""'--—-_
. N
L -
|

Obr. 3.20. Rizné zpiisoby grafického zndzornéni téze topologie.

Nezakorenény fylogeneticky strom (obr. 3.17.b.) zndzorfiuje pouze vzéjemné vztahy mezi taxono-
mickymi jednotkami bez specifikace jejich spole¢ného predka, neindikuje tedy smér evolu¢niho pro-
cesu. V nezakofenéném stromu tedy zadny z uzl( nepredstavuje spole¢ného predka viech zahrnutych
OTUs. Abychom mohli urcit smér evoluce ve stromu, strom musi mit tzv. kofen reprezentujici spole¢né-
ho predka. Strom je mozné ,zakofenit’, pokud jeden nebo vice taxonl zahrnutych v datovém souboru
predstavuje tzv. outgroup, tedy taxon ci taxony nejvice vzdalené viem ostatnim. Této operaci fikdame
outgroup rooting. Zbytek taxon( pak tvofi tzv. ingroup (obr. 3.21.).

O
V
dnoubu

F

Outgroup
Obr. 3.21. Zndzornéni zakorenéného stromu za pouZiti outgroupu.
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Kofenovy uzel je ten, ktery spojuje outgroup a ingroup a predstavuje hypotetického spolecné-
ho predka obou skupin. Vedle této metody existuje i jiny zpUsob, jak zakofenit strom, metoda tzv.
midpoint rootingu. Tato metoda se pouziva v pfipadé, Ze nemame k disposici outgroup (napf. jsou-li
vsechny dostupné outgroupy pfilis vzdalené a alignment s nimi by byl nejednoznacny). Za predpokla-
du, Ze evolu¢ni rychlost podél rGznych linii v datovém souboru je podobn4, kofen bude umistén ve stie-
du vétve spojujici dvé nejvzdalené;jsi OTUs.

Vybér geneticky pfilis vzdaleného outgroupu muze vést k topologickym chybam ve vysledném stro-
mu, protoze jednotlivé pozice ve vybraném useku DNA mohou byt tzv. saturovany mnohondasobnymi
mutacemi (véetné mutaci zpétnych), takze predchozi informace v téchto pozicich mize byt prekryta.
Na druhou stranu neni vhodné pouzit ani outgroup pfilis blizky ingroupu. Nejlepsi volbou je pouziti
hned nékolika outgroupu. Jak bylo uvedeno vyse, alternativnim fesenim je pouziti metody midpoint
rooting, ale pouze za predpokladu, Ze véechny pouzité taxony maji alespon pfiblizné stejnou evolucni
(mutacni) rychlost (Felsenstein, 2004).

V souvislosti s fylogenetickymi stromy se miZeme setkat s nékolika dalSimi terminy, pomoci kterych
se rlizné typy strom0 charakterizuji (obr. 3.22.):

- Dendrogram - 3iroky pojem pouzivany obecné pro diagramovou reprezentaci genealogickych
vztahd.

- Kladogram - fylogeneticky strom vytvoreny pomoci kladistickych metod. Tento typ stromu znazor-
fuje pouze topologii (tedy postup vétveni zalozeny na principech odrazejicich pfibuznost taxon(),
délky vétvi zde neodpovidaji relativnimu poc¢tu zmén ¢i casové piimce.

« Aditivni strom neboli fylogram - fylogeneticky strom, kde délka vétvi proporéné odpovida poctu
zmén ¢i genetickym vzdalenostem. Délka vétvi tak ukazuje miru podobnosti, potazmo piibuznosti
mezi pfislusnymi taxonomickymi jednotkami.

« Ultrametricky strom - typ stromu, kde jsou viechny terminalni uzly stejné vzdaleny (ekvidi-
stantni) od kofene. Specidlnim typem ultrametrického stromu je chronogram (time tree), ktery
je vztazeny k ¢asové primce. Délky vétvi zde proporcné odpovidaji dobé vyvoje taxont od spo-
lecného predka.

Dals$im pojmem, ktery je tfeba vysvétlit, je konsensualni strom (consensus tree). Konsensualni strom
sumarizuje spole¢nou informaci obsazenou ve dvou ¢&i vice rliznych stromech ziskanych napf. rdznymi
metodami. Existuje nékolik pfistupl tvorby konsensualniho stromu, zde uvadime pouze dva nejbéznéji
pouzivané: striktni a majority-rule (obr. 3.23.).

Striktni konsensus ukazuje pouze ty uzly, které se vyskytuji ve vSech uvazovanych topologiich.V opac¢-
ném pfipadé budou ve vysledném konsensu povazovany za nevyfesené (polytomie). U majority-rule
konsensu je nutno stanovit minimalni procento vyskytu shodnych vétveni v pouzitych stromech (napf.
50 %). Pokud se konkrétni vétveni vyskytne ve vice nez 50% vsech uvazovanych strom0, bude pova-
zovano za vyfesené a ve vysledném konsensudlnim stromu se objevi jako dichotomie. V opa¢ném pfi-
padé se toto vétveni za vyfesené nepovazuje a ve vysledném stromu bude zobrazeno jako polytomie.
Ve vysledném konsensu se pro kazdou dichotomii uvadi hodnota (napf. v procentech), kterd odpovida
frekvenci jejiho vyskytu v souboru viech uvazovanych stromu.
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Kladogram

>

Tato osa nic neznamena
\J §

Tato osa nic neznamena

Aditivni strom (fylogram) \

Tato osa nic neznamena

R

Pocet evolu¢nich zmén
[
L'i
[
™

A Ultrametricky strom
R LJ
O
v
Tato osa nic neznamena
Obr. 3.22. Riizné typy stromd.
Strom 1 Strom 2 Strom 3

A B C D EA B C D EA B C D E

4

Striktni konsensus Majority-rule konsensus

A B C D E A B C D E
67

VA

Obr. 3.23. Rozdil mezi striktnim a majority-rule konsensem mezi stromy 1,2 a 3.
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3.6.3. Metody rekonstrukce fylogeneze

Rekonstrukce fylogenetickych vztahl neni tak pfimocara a jednoduchg, jak bychom obcas radi oce-
kavali. Ackoliv mame k disposici spoustu rliznych metod, zaddna z nich nezarucuje, ze ziskany strom je
pravé ten ,spravny” Pfi vybéru metody je tfeba brat v Uvahu povahu datového souboru, ktery chceme
analyzovat a tcel analyzy.

ZpUsoby rekonstrukce fylogenetickych vztahll za pouziti molekularnich znakd mohou byt rozdéle-
ny podle typu dat, se kterymi pracuji, na distan¢ni a diskrétni. Distancni metody nejprve konvertuji
jednotlivé alignované sekvence do matice parovych distanci podle jejich vzajemné podobnosti ¢i roz-
dilnosti. Tato matice teprve slouzi jako vstupni soubor pro pfislusnou metodu konstrukce stromu. Tzv.
diskrétni metody uvazuji kazdou nukleotidovou pozici v alignmentu jako samostatny znak. Obr. 3.24.
ukazuje alignment sekvenci DNA (a) a korespondujici matici genetickych (nekorigovanych) vzdalenosti
(b). Diskrétni metoda (napf. metoda maximalni parsimonie, o niz se doctete nize) povazuje kazdou po-
zici za samostatny znak, ktery mdze nabyvat rGznych stav( (Ctyfi stavy v pfipadé DNA-A, C,GaT, u ne-
kodujicich sekvenci je mozné zahrnout jakozto paty stav potencidlni indel). Pfi konstrukci stromu pak
program pracuje piimo s touto informaci. (Page a Holmes, 1998; Nei a Kumar, 2000; Zima a kol., 2004).
Na obr. 3.24.jsou v pfipadé pouziti distancnich metod parové rozdily mezi sekvencemi pfevedeny do di-
stan¢ni matice, teprve ta slouzi jako podklad pro konstrukci samotného stromu.

a) b)

o1 |TTATTAA g 2|3

) c 3|5 4

C2)|AATTTAA o

g 2 4|5 4 2

S3|AAAAATA K

VWA |AAAAAAT 123
Sekvence

Obr. 3.24. Diskrétni data (a) a distancni data (b) z nich vypoctend.

Podle zplsobu konstrukce stromi pak rozlisujeme klastrovaci (neboli shlukové) algoritmy, které
obvykle vedou k vytvoreni jediného stromu, a metody kritéria optimalnosti, které vyuzivaji urcité-
ho definovaného kriteria, podle néhoz pak porovndvaji rlizné stromy a hledaji mezi nimi ten optimal-
ni. Mezi klastrovaci algoritmy patfi napt. metody UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic
averages — nevazena parova metoda aritmetickych primérd) a NJ (neighbour joining — metoda pfipojeni
souseda). Metody kritéria optimalnosti zahrnuji napt. maximalni ispornost (maximum parsimony = MP),
maximalni vérohodnost (maximum likelihood = ML), bayesovskou analyzu (Bayesian analysis = BAY),
¢i metodu minimalni evoluce (minimum evolution = ME). Pfehled obecné uzivanych metod a jejich
rozdéleni podle typl dat a metody konstrukce stromu je uveden na obr. 3.25.
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Obr. 3.25. Nékteré obecné pouzivané fylogenetické metody rozdélené podle typu konstrukce stromu a typu pouzitych dat.

Jak bylo feceno vyse, metody pracujici s diskrétnimi znaky povazuji kazdou nukleotidovou pozici
v alignmentu za samostatny znak a jednotlivé nukleotidy v urcité pozici jsou povazovany za riizné stavy
tohoto znaku. Sekvence DNA o délce 1 200 bp (par( bazi) tedy bude mit 1 200 znakd, kde kazdy mUze
nabyvat Ctyf (v pfipadé indell péti) stavd. Obvykle jsou jednotlivé znaky analyzovany nezavisle, takze
kazdy sloupec v alignmentu je povazovén za nezdvislou realizaci evolu¢niho procesu.

Oproti tomu distan¢ni metody zacinaji vypoctem néjakého méritka genetické podobnosti ¢i vzda-
lenosti mezi kazdym parem sekvenci. Na zékladé tohoto vypoctu program vytvofi matici genetickych
vzdalenosti, kterd je ndsledné pouzita pro konstrukci fylogenetického stromu. Tyto metody jsou vhodné
pro rychlou analyzu zejména velkych datovych soubord nebo pro rekonstrukce genealogickych vztah(
mezi blizce ptibuznymi jedinci, pfipadné jako vychozi krok (konstrukce vychoziho stromu) pro metody
kritéria optimalnosti. Metody zaloZené na distan¢nich maticich jsou schopné zohlednit nékteré charak-
teristiky sekven¢nich dat za pouziti tzv. evolu¢nich modeld, kterymi se budeme zabyvat pozdéji.

Distan¢ni metody v podstaté pomijeji moznost vyuziti diskrétnich znakd, tedy nukleotidovych pozic,
a tim ztraceji ¢ast informace potfebné k rekonstrukci charakterovych stavl jednotlivych ancestrélnich
uzld. Hlavni vyhodou distan¢nich metod je - jak jiz bylo uvedeno vyse — ¢asova nenaro¢nost potfebna
k vypoctu vysledného stromu, coz je uZite¢né pfi analyze zejména velkych datovych soubor(. Déle jsou
vhodné pro rekonstrukce genealogickych vztah( blizce pfibuznych OTUs (napt. pfi vnitrodruhovych
analyzach).

Metody kritéria optimalnosti, jak jiz bylo zminéno, vybiraji ze sady viech moznych stromU podle ur-
¢itého skore. Rekonstrukce fylogeneze témito metodami sestévé ze dvou krokd: (1) uréeni kritéria opti-
malnosti, tj. hodnoty, kterd je pfifazena stromlm a je nasledné pouZzita k jejich srovnani a (2) vytvoreni
specifickych algoritm pro vypocet tohoto skére a pro urceni stromu i souboru strom, které maji nej-
lepsi hodnoty skére podle tohoto kritéria. Tak napf. pfi hledani,nejlepsi” topologie mezi generovanymi
stromy za pouziti metody maximalni pravdépodobnosti (maximum likelihood — ML) ziskdme ML skére
pro kazdy strom a jako optimalni je vybran ten, ktery ma nejlepsi likelihood skére.

Vzhledem k tomu, ze tyto metody porovnavaji velké mnozstvi alternativnich topologii, jsou veli-
ce nérocné nejen z hlediska ¢asu potfebného k vypoctu, ale vyzaduiji i kvalitni a vykonny hardware
a software.
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Nasledujicich nékolik odstavcl velice stru¢né charakterizuje nékteré nejznaméjsi metody vyuziva-
né pfi rekonstrukci fylogenetickych vztah.

« UPGMA je zkratka pro unweighted pair group method with arithmetic means. Jedna se snad o nej-
starsia z hlediska algoritmu nejjednodussi metodu pouzivanou ke konstrukci dendrogrami z distan¢-
nich dat. Patfi do skupiny klastrovacich neboli shlukovacich analyz. OTUs jsou seskupovany do klastr
vytvoreny klastr nahrazuje v distan¢ni matici plvodni korespondujici OTUs a pocitaji se vzdalenosti
mezi nové vytvorenym klastrem a ostatnimi OTUs v matici. Tento proces se opakuje do té doby, nez
jsou vsechny OTUs zahrnuty do jednoho klastru. V metodé UPGMA je distance nové vytvoreného
klastru primérem distanci pavodnich OTUs, které nahrazuje. Uvedeny proces primérovani genetic-
kych distanci zahrnuje pfedpoklad stejné evolu¢ni rychlosti podél viech vétvi, coz je ve skutec¢nosti
¢asto poruseno. V pfipadé, ze se evolucni rychlosti podél vétvi lisi, poskytuje metoda UPGMA casto
nespravnou topologii. UPGMA se v dnesni dobé, kdy pro konstrukce strom( ze sekvencnich dat exis-
tuji dalsi, casto spolehlivéjsi metody, pouziva uz jen napt. k analyzam alozymovych dat.

Metoda neighbor-joining (NJ) je metodam klastrovaci analyzy pfibuznd, nepredpoklada vsak stej-
nou evolu¢ni rychlost podél vétvi, délka vétvi ve findlnim stromu tedy odpovida relativnim gene-
tickym vzdalenostem mezi OTUs. DalSim rozdilem je, Ze neshlukuje nejblizsi OTUs, ale v principu
se snazi minimalizovat délku vnitinich vétvi a tim celkovou délku vysledného stromu. Konstrukce
stromu zacina hvézdicovym stromem, propojujicim jedinym uzlem viechny OTUs, tedy stromem
bez vnitfnich vétvi. V prvnim kroku dosadi do stromu prvni vnitini vétev a spocita délku vysledné-
ho stromu. Tuto operaci provede pro viechna mozna spojeni viéech moznych dvojic OTU. Ve finale
bude vybrana ta vnitini vétev, kterd poskytne strom s nejkratsi délkou viech vétvi. Tento proces
spojovani dvou OTUs (neighbors) s nejkratsi moznou vnitini vétvi se opakuje, dokud algoritmus
nedosahne finalniho, pIné rozliseného stromu.

Metoda maximalni ispornosti (parsimonie — maximum parsimony, MP) vyhledava strom s nejmen-
$im poctem evoluc¢nich zmén (tedy v ptipadé sekvenci DNA s nejmensim poctem nukleotidovych
substituci) nutnych k vysvétleni vstupniho datového souboru (alignmentu sekvenci). MP patfi do sku-
piny metod, jez uvazuji vstupni alignment jakoZto matici diskrétnich znakd, které jsou pfedstavovany
jednotlivymi nukleotidovymi pozicemi. Pro konkrétni topologii je pro kazdy znak spocteno nejmen-
$i mnozstvi nutnych evolu¢nich zmén podél vétvi, kterych je zapotiebi k vysvétleni pozorovaného
stavu znaku na terminalnim uzlu. Souc¢et hodnot pro vsechny znaky nam udéva délku stromu, ktera
je kritériem optimalnosti této metody. Jako nejlepsi je vybran strom (event. stromy) s minimalnim
vyslednym skore, tedy ten / ty nejkratsi. V zakladni varianté tato metoda vyzaduje konstrukci viech
moznych fylogenetickych stroml (za uziti tzv. exaktnich algoritm() a jejich nasledné ohodnoceni,
coz je pro vétsi pocet taxonll proces ¢asové nesmirné naroc¢ny (a pro opravdu velké soubory dat v ro-
zumneé prijatelném case prakticky neproveditelny). Pro zefektivnéni prohledavani prostoru strom0 Ize
pouzit nékterou z tzv. heuristickych metod, kterd je schopna prohledavéni omezit pouze na,nadéjné”
stromy. (Pozor na zdménu pojmu proces vyhledavani stromu a kritérium optimalnosti. Zatimco pro-
cesll k vyhledani nejlepsiho stromu je vice, kritérium optimalnosti, podle kterého je vybiran nejlepsi
strom z pomyslného prostoru, je neménné.) Rozlisujeme nékolik rGznych typt MP, napf. vdzenou a ne-
vézenou, Fitchovu, Wagnerovu, Dollovu ¢i Camin-Sokalovu parsimonii. Jednotlivé typy parsimonii se
liSi predpoklady tykajicimi se zmén stavl znakl (napf. uvazuji moznost zpétnych mutaci, rozdilnou
pravdépodobnost zmén mezi riiznymi nukleotidy) ¢i hodnocenim informativnosti jednotlivych zna-
kd. Metoda MP je relativné snadno pochopitelna a vypocetné nendrocnd. Nevyhodou této metody je
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jeji citlivost na tzv. long branch attraction, coz je fenomén nékterych fylogenetickych analyz, kdy jsou
rychleji vyvijejici se evoluéni linie nespravné interpretovany jako blizce ptibuzné bez ohledu na jejich
skutec¢ny evolu¢ni vztah. V pripadé souboru sekvenci DNA mUze tato situace nastat tehdy, kdy se dvé
(nebo vice) sekvenci vyvijeji vyrazné rychleji nez ostatni. Existuji pouze ctyfi typy nukleotidd a v pfi-
padé vysoké mutacni rychlosti se zvySuje pravdépodobnost opakovanych substituci v jenom misté
a tedy toho, ze dvé takto se vyvijejici sekvence budou mit v této pozici ndhodné stejny nukleotid bez
ohledu na pocet mutaci, ke kterym v daném evoluc¢nim ¢ase v tomto misté doslo. V takovém piipadé
muze metoda MP tuto ve skute¢nosti ndhodnou shodu (homoplasii) interpretovat mylné jako spo-
le¢ny odvozeny znak (synapomorfii, homologii) a dvé tyto sekvence pak zafadi jako blizce pfibuzné.

Metoda maximalni pravdépodobnosti (maximum likelihood, ML) pouziva jako kritérium optimal-
nosti pravdépodobnost (oznac¢ovanou pismenem L podle anglického likelihood), ze plati hypotéza
predstavovana konkrétnim fylogenetickym stromem pro data, kterd médme k dispozici. Za nejlepsi
je povazovana ta topologie, kterd data vysvétluje s nejvyssi pravdépodobnosti. Metoda ML vyZzadu-
je celkem tfi soucasti: vedle (1) vstupnich dat a (2) fylogenetického stromu s definovanou topologii
a délkou vétvi navic jesté (3) explicitni evolu¢ni model, na jehoz zdkladé urcuje pravdépodobnost
jednotlivych evolu¢nich zmén. Stejné jak bylo popsano u metody MP, je u ML k samotnému vyhledani
nejlepsi topologie nutno vybrat vhodny algoritmus. Prednosti metody ML je, ze v pfipadé spravného
pouziti je vUci vyse popsanému problému long-branch attraction a jinym odchylkdm od modelovych
predpokladi relativné imunni. Diky tomu jsou fylogenetické stromy ziskané touto metodou pova-
Zovany za vérohodnéjsi nez stromy ziskané alternativnimi metodami. Nevyhodou ML je jeji vysoka
vypocetni (a tedy i casova) naroc¢nost a dlouhou dobu byla povazovana za metodou velmi pomalou
a diky tomu v pripadé velkych datovych soubord obcas i nucené opomijenou. V relativné nedévné
dobé viak byl zvefejnén program GARLI (Genetic Algorithm for Rapid Likelihood Inference) (Zwickl,
2006), ktery je v porovnani s jinymi programy z ¢asového hlediska relativné nenarocny.

Bayesovska analyza je dalsi metoda kritéria optimalnosti pracujici s diskrétnimi znaky, od ML a MP
se vsak koncep¢né lisi — na rozdil od téchto metod neni cilem Bayesovské analyzy vyhledani jed-
noho optimalniho stromu. Tato metoda je blizce ptibuzna pravdépodobnostnim metodam. Lisi se
tim, Ze pracuje s plivodni domnénkou (distribuci apriornich pravdépodobnosti urcité hodnoty, tzv.
priors, coz je v pfipadé fylogenetickych analyz poc¢atecni strom) a s aktualizovanymi domnénkami,
tzv. posteriornimi pravdépodobnostmi. Princip Bayesovské metody spocivé ve vypoctu posteri-
ornich pravdepodobnosti (tedy pravdépodobnosti vypoctenych na zdkladé urcitych predpokladt
a na zékladé toho, co jsme o charakteru studovanych dat zjistili). Tato metoda za¢ind nahodnym ¢i
uzivatelem specifikovanym stromem s urcitou topologii, délkami vétvi a substitu¢nimi parametry,
které spolec¢né definuji pocatecni stav. Modifikaci délek vétvi a topologie je navrzen novy stav, pro
ktery je vypocitana nova pravdépodobnost. Je-li pravdépodobnost tohoto stromu vyssi nez ptivod-
ni hodnota, je tento stav akceptovan, v opacném piipadé zlstava stav plvodni a program propoci-
tava nové modifikace. Posteriorni pravdépodobnosti jednotlivych stromU jsou z pomysiného pro-
storu ziskany nahodnym vybérem vzorkd za pouziti metody nazyvané Markov chain Monte Carlo
(MCMCQ), ktera se pfi vybéru fidi vyse uvedenym kritériem. Timto zpsobem ziskdme soubor strom
definovanych posteriornimi pravdépodobnostmi. Vzhledem k charakteru metody je v priibéhu vy-
hleddvani relativné rychle dosazeno rovnovazné distribuce hypotéz. Posteriorni pravdépodobnosti
stromu obdrzené v kazdém kroku (generaci) Ize vynést do grafu (osa X predstavuje generace, osa
Y odpovidajici pravdépodobnosti, viz obr. 3.26.). Ty stromy, jejichz pravdépodobnosti jsou v oblasti
pred dosazenim stabilni hladiny, vyfadime z nésledujici analyzy (burn-in). Ze zbyvajicich strom
sestavime konsenzus, ktery je vyslednym stromem Bayesovské analyzy.
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Obr. 3.26. Zmény posteriornich pravdépodobnosti strom( ziskanych v pribéhu Bayesovské analyzy.

Nejbéznéji uzivanym programem analyzujicim data pomoci této metody pro ucely rekonstrukce fylo-
geneze je MrBayes (Huelsenbeck a Ronquist, 2001), ktery nabizi moznost prohleddvani prostoru stromu
nékolika fetézci MCMC simultdnné. Jednotlivé fetézce si navzdjem predavaji informace o prohledaném
prostoru, coz cely proces urychluje. Tento pfistup se oznacuje jako Metropolis-coupled Markov chain
Monte Carlo, MCMCMC, MC). Bayesovsky pfistup se aktualné tési velké pfizni a mnoho studii zabyvaji-
cich se fylogenetickymi problémy pouziva k jejich feseni tento algoritmus.

3.6.4. Substitucni modely

V souvislosti s metodou maximalni pravdépodobnosti a v odstavci uvadéjicim distan¢ni metody jsme se
kratce zminili o modelech evoluce sekvenci. Nejjednodussim zptsobem vyjadieni vztahu dvou sekvencije
jejich procentualni podobnost ¢i rozdilnost, pfipadné podil (p) dvou odlisnych nukleotidovych sekvenci.
Tuto hodnotu udéava jednoduchy matematicky vztah p = n, / n, kde n je celkovy pocet nukleotidovych
pozic v sekvenci a n, pocet odlisnych bazi. Tato jednoducha linearni vzdalenost se nazyva p-distance.

V redlu vsak p-distance téméf nikdy neodpovidd skutecnym evolu¢nim zménam. Jsou-li kupfikladu
dvé sekvence pfilis vzdalené (divergentni), je velmi pravdépodobné, Ze v jedné nukleotidové pozici do-
$lo k opakovanym substitucim, které maskuji substituce predchozi. Diky t¢émto mnohondsobnym muta-
cim jsou sekvence ve skutecnosti vzdalenéjsi, nez miizeme odvodit z aktuédlniho procentualniho rozdilu
mezi nimi — dochazi k podhodnoceni skutecnych genetickych rozdilG.

Alignment sekvenci ndm ukazuje pouze aktudlni stav, tedy shody ¢i rozdily mezi sekvencemi, nikoliv
vsak evoluc¢ni zmény (mutace), které se udaly mezi pfibuznymi sekvencemi po odstépeni od spolec-
ného predka. Obr. 3.27. ukazuje riizné typy evolu¢nich zmén, které se mohou skryvat za pozorovanym
aktualnim stavem - shodou ¢i rozdilem v konkrétnich nukleotidovych pozicich dvou homolognich sek-
venci. Tfi pfiklady v horni fadé maji v dané posici odvozenych sekvenci riizné nukleotidy. V prvnim pfi-
padé bylo této zmény dosazeno jedinym mutacnim krokem (jednou transverzi z adeninu na cytosin).
V druhém a tfetim piikladu doslo ke dvéma mutacnim kroklim. Spodni fada demonstruje, Ze pozorova-
nd absence rozdilu v konkrétni pozici dvou sekvenci nemusi nutné znamenat, Ze v priibéhu evoluce ne-
doslo k zadnym mutacim. Tyto skryté zmény ndm mUze pomoci zohlednit pouziti evolu¢niho modelu.

Rdzné evolu¢ni modely mohou brat v potaz napf. rliznou frekvenci rozdilnych typd nukleotidovych
zameén, frekvenci nukleotidd, ¢i odliSnou substitucni rychlost v rdznych pozicich alignmentu.
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Jednoducha Mnohonasobna Koincidenéni
1 zména, 1 rozdil 2 zmény, 1 rozdil 2 zmény, 1 rozdil

Paralelni Konvergentni Zpétna
2 zmény, 1 rozdil 3 zmény, zadny rozdil 2 zmény, zadny rozdil

Obr. 3.27. Rizné typy evolucnich zmén, které se mohou skryvat za pozorovanym aktudinim stavem (dole vychozi -
ancestrdni stav, nahore homologické nukleotidy potomstva).

3.6.5. Testovdni spolehlivosti stromii

Pouzitim vybrané metody rekonstrukce genealogickych vztah( ziskame fylogeneticky strom. Vzhle-
dem k tomu, Ze strom bude vystupem vzdy, bez ohledu na to, zda odrdzi skute¢né evolu¢ni vztahy, je
treba ovérit, jak dalece se mdzeme spolehnout na jeho spravnost. Jinymi slovy je tieba ziskat statistické
odhady spolehlivosti jednotlivych dichotomickych vétveni.

Nejcastéji pouzivanym statistickym testem jsou neparametrické metody opakovaného vybéru, kam
patii metody bootstrap a historicky starsi jackknife (Graur a Li, 2000; Felsenstein, 2004). V principu obé
metody postupuji tak, ze z plvodniho datového souboru opakované generuji nahodné pseudovzorky.
Z kazdého nové vytvoreného souboru (pseudovzorku) je zkonstruovan strom, takze ve vysledku ziskdme
mnozstvi strom{ korespondujici poctu opakovani neboli replikaci (napt. tisici replikacemi tedy ziskame
tisic strom). Z této sady stromU se vytvofi jeden konsensudlni strom, ve kterém hodnoty procentualniho
zastoupeni jednotlivych vétveni slouzi jako méfitko jejich spolehlivosti. Obé vyse uvedené metody se lisi
zpUsobem opakovaného vybéru. Jackknife opakované generuje pseudovzorky plivodniho souboru dat
tak, ze bud' ndhodné odstraniuje ¢ast viech znakl (dejme tomu &ast nukleotidovych pozic z celého pu-
vodniho alignmentu) nebo ¢ast taxonl. Oproti tomu metoda bootstrapu vytvaii pseudovzorky velikosti
shodné s plivodnim alignmentem nahodnym prehazenim poradi znakd (sloupct v alignmentu).

3.6.6. Rekonstrukce fylogenetickych vztahii v praxi

Teorie metod a postupt rekonstrukce fylogeneze je nesmirné obsahlé a komplexni téma, které pre-
sahuje ramec této kapitoly. V nasledujici kapitole proto jen stru¢né nastinime postup a zdjemce, kteii by
popsané metody chtéli prakticky pouzivat nebo maji zajem o hlubsi poznani problematiky, odkazujeme
na pfislusnou odbornou literaturu.

V kostce, jakd je tedy vlastné cesta od definovaného problému k vyslednému stromu? Schéma
na obr. 3.28. stru¢né ilustruje jednotlivé kroky vedouci od vyzkumného zdméru ke kyzenému vysledku.
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Obr. 3.28. Zjednodusené schéma postupu pii rekonstrukci fylogeneze.

Vybér reprezentativnich taxonl a vhodnych markerG pro analyzu je nutno pfizplsobit naSemu vé-
deckému zaméru. Je dulezité vzit v vahu nékolik aspektl, napt. hodlame se zabyvat analyzou vnitro-
druhovych vztahd nebo je nasim cilem rekonstrukce fylogeneze na drovni druht ¢i dokonce vyssich
taxonU? V souvislosti s tim je tfeba vénovat pozornost i vybéru vhodného markeru: je lepsi pouzit né-
ktery z isekd mtDNA nebo bude vhodnéjsi néktera oblast jaderné DNA? Potfebujeme spise variabilné;si
nebo konzervativnéjsi Usek? Jsou pro nami vybranou oblast DNA k dispozici jiz publikované primery?
Lze ve vefejnych databazich sekvenci vyhledat odpovidajici sekvence taxond, které by ndm mohly po-
slouzit jako srovndvaci ¢i doplrujici materidl pro nase analyzy? Je to v nasem pfipadé nutné?

Po pfipravé naseho projektu se midzeme pustit do laboratornich procedur, které nam poskyt-
nou potiebnd data - sekvence. Soubor nasich sekvenci mizeme pfipadné doplnit o data ziskana
z nékteré verejné pfistupné databaze (napf. NCBI GenBank, EMBL-Bank apod.). Pro dalsi postupy je
tieba ze ziskanych dat vytvofit vstupni soubor ve formé vérohodného alignmentu (pficemz format
tohoto souboru musi vyhovovat pfislusnému programu, ktery pro analyzu budeme pouzivat). Déle
potiebujeme vybrat vhodnou metodu na fylogenetické zpracovani alignmentu, tj. metodu, ktera
z naseho alignmentu provede extrakci fylogenetického signalu a diky niz obdrzime fylogenetic-
ky strom, eventuelné stromy. Poté ndsleduje to hlavni a podstatné - interpretace fylogenetickych
vztahd.
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Interpretace fylogenetickych stromii

Poté, co jsme se ,prokousali” celym procesem od ziskani sekvence az ke kyzenému vysledku v po-
dobé dejme tomu fylogenetického stromu, celime dllezitému ukolu, kterym je jeho interpretace. Jaké
informace lIze vycist z fylogenetického stromu a které jsou ty nejdllezitéjsi? V prvé fadé nas bude nej-
spiSe zajimat topologie stromu a délky jednotlivych vétvi, jak vérohodné je jeho vétveni a kde je kofen
stromu. Abychom mohli popsat topologii stromu, je tfeba znat terminy, které byly vysvétleny v ¢asti
pojednavajici o fylogenetickych stromech (monofyleticky, polyfyleticky a parafyleticky taxon, dichoto-
mie, sesterské taxony aj.). Aspektem, ktery je nutné pfi interpretaci vysledku fylogenetické analyzy brat
v Uvahu, je statistickd podpora jednotlivych vétveni neboli uzll, nej¢astéji uvadéna jako procentudlini
zastoupeni konkrétniho uzlu v souboru viech stromd generovanych napf. metodou bootstappingu.
Vnitini uzly s nizkou statistickou podporou ¢i uzly, které nejsou statisticky podporené, nebereme v tva-
hu a vztahy mezi relevantnimi taxony povazujeme za nevyresené. Védecké zavéry by mély byt postave-
ny pouze na zakladé statisticky dobte podporené fylogenie.

3.6.7. Databdze nukleotidovych sekvenci

Rozvoj technik sekvenovani vyustil v zalozeni velkého mnozstvi nezavislych databézi nukleovych
kyselin a protein(, z nichz jedna z nejvyznamnéjsich a nejvice vyuzivanych je databidze GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) zalozend v roce 1982 pfi Narodnim centru pro biotechnologic-
ké informace (,National Center for Biotechnology Information”, NCBI) zfizeném v ramci Narodni lékarské
knihovny (NLM) v USA. Databaze je vefejné piistupnd a v soucasnosti obsahuje vice nez 135 miliont za-
znamu nukleotidovych sekvenci nejriiznéjsich organizm. Je mozné v ni vyhledavat podle organizmu,
podle nazvu Useku DNA, ndzvu kédovaného proteinu, podle klicovych slova mnoha dalsich parametr(.
Vyhledané sekvence je pak mozné pouzit jako srovnavaci pro usnadnéni prace s nasimi sekvencemi,
pfipadné Ize vyhledat pfislusnou sekvenci pro taxon, ktery chceme pouzit jako outgroup.

Soucasti této databdze jsou nastroje pro prohledavani sekvenci. Ty je mozné najit jako ba-
licek tzv. prohledavact BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) na internetové strance
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/Blast.cgi. BLAST umozruje porovnavat dotazovanou sekvenci s kni-
hovnou nebo databazi sekvenci podle zadanych kritérii a prohledavat oblasti homologie mezi dvéma
sekvencemi. Programem je mozno porovnat sekvence nukleotid( v DNA (eventuelné RNA ¢i posloup-
nost aminokyselin v proteinech) a vypocitat statistickou vyznamnost shody.

Databéaze GenBank je jednou z databazi zahrnutych do projektu International Nucleotide Sequence
Database Collaboration, ktera zahrnuje jesté DNA DataBank of Japan (DDBJ) a European Molecular Biology

Kromé vy3se uvedenych existuji dal3i univerzalni internetové databaze jako RefSeq (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/RefSeq/) nebo specializované databéze jako Zebrafish Project (http://www.sanger.ac.uk/
Projects/D_rerio/).

Na dalsim obrazku (obr. 3.29.) je ukazka zapisu v databazi GenBank, jak je mozné ji ziskat pomoci
vyhledavani.
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Phoxinus eos mitochondrial D-locop, partial sesgquence
GenBank: U34408.1

FASTA Graphica

Go :
Locus U34408 180 bp DNA linear VRT 05-FEB-1958
DEFINITION Phoxinus eos mitochondrial D-locop, partial segquence.

ACCESSION U34408

VERSION U34408.1 GI:2706881
EEYWORDS .
SOURCE mitochondrion Phoxinus eos (northern redbelly dace)
ORGANISM P s esos
B yota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Ostariophysi;
Cypriniformes; Cy nidae; Phoxinus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 180)
AUTHORS Toline,C.A. and Baker, A.J.
TITLE Mitochondrial DNA wariation and population genetic structure of the

northern redbelly dace (Phoxinus eos)
JOURNAL Mol. Ecol. 4 (6), 745-753 (193935)
PUBMED 8564

REFERENCE 2 (bases 1 to 180)
AUTHORS Toline,C.A. and Baker,A.J.
TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-AUG-1995) Department of Zoology, University of
Toronto and Canter for Agquatic Ecology, Illinois Natural History
Survey, 607 E. Peabody Drive, Champaign, IL, 61820 USA and
Department of Ornithology, Royal Ontario Museum, Ontario, Canada
FERTURES Location/Qualifiers
source 1..180

forganism="Phoxinus eca"

/organelle="mitochondrion™

genomic DNA"

axon:42663"

segment of the control region, located at the

3' end o he L strand was amplified with a primer located
inside the tRNA (phe) gene"
D-loop <1l..>1B0
ORIGIN

1 atatatatat aaggttcgtt gaggaaagag tgaatatgtt atgcacttga tagagtaata
€l tgtaattctt aagttatgtc atttaataat gaacctaatt taatccatgc aaggaagtgce
121 accctcttga tatattaatt gtgtttacac tctgaaatge aagatgaatg gcaaccaaaa

Obr. 3.29. riiklad zdznamu sekvenci z databdze GenBank. Zdznam uvddi taxon (v tomto piipadé se jednd o strevli druhu
Phoxinus eos), o jak dlouhy Usek které sekvence se jednd (180 bp oblasti D-loop mitochondridlni sekvence), publikacni zdroj
sekvence a dalsi informace.

3.6.8. DNA barcoding

V relativné neddvné dobé se vedle rekonstrukci genealogie objevila dalsi metoda vyuziti DNA sek-
venci, tzv. DNA barcoding (,Carovy kod” DNA). Jedna se taxonomickou metodu, kterd je zalozena na ur-
¢ovani druhl pomoci kratkych usek DNA. Na rozdil od molekularni fylogenetiky, jejimz hlavnim cilem
je poskytnout podklady pro klasifikaci zivych organizmd, je uc¢elem této metody identifikovat pomoci
sekvence DNA neznamy vzorek. Jako ¢arovy kéd se v tomto smyslu povazuje takovy usek DNA, v jehoz
sekvenci se druhy zkoumaného taxonu od sebe lisi co nejvice a jedinci druhu mezi sebou naopak co nej-
méné. Ukazalo se, Ze pro Zivocichy je nejvhodnéjsim usekem asi 650 bp dlouhy Usek mitochondrialniho
genu - podjednotky | cytochrom oxidasy c (COI). V praxi se tato metoda vyuziva k urceni tézko identifi-
kovatelnych druh, napt. méme-li k dispozici pouze ¢ast materidlu, k identifikaci larev, obsahu Zaludku
¢&i fekalii, nebo k identifikaci fosilii. Carovy kéd DNA se vyuziva také k identifikaci kryptickych druhd
(tj. druht obtizné rozlisitelnych na zakladé morfologie) ¢i odhadu druhové diverzity na urcitém tzemi.
Pouziti ¢arového kédu DNA dokonce uz hrélo roli i v zachrané lidskych Zivotd. Dva lidé se v Chicagu
priotravili rybi konzervou. Otazkou bylo, zda byla konzerva zkaZena ¢i neobsahovala maso nékterého
z jedovatych druht ryb. Vzhledem k tomu, Ze identifikace ryby podle masa je velmi obtizné, mohl fese-
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ni nabidnout pravé ,carovy kod". Sekvence COIl ziskana z konzervy byla srovnana s rozsahlou databazi
rybich COI a zjistilo se, Ze ve skutec¢nosti $lo o velmi jedovatou rybu fugu. Produkt byl okamzité stazen
ztrhu, a tim se predeslo dalim otravam (Tautz a kol., 2003; Cepic¢ka, 2008; Cohen a kol., 2009).

V posledni dobé se objevuji snahy o nalezeni dalSich usek(l DNA, které by byly rovnéz pouzitelné
pro barcoding analyzu organizmu - pro obratlovce se napt. zkousi useky mitochondridlnich genl pro
12S-rRNA / 16S-rRNA nebo COX1- Usek genu pro cyklooxygenazu.

3.6.9. Software nejcastéji pouzivany pro reseni fylogenetickych problémii

Snad nejobsahlejsi, prehledné tfidény seznam fylogenetickych program( (véetné jejich stru¢ného
popisu) je mozné najit na strankach Joe Felsenstein Laboratory (http://evolution.genetics.washington.
edu/phylip/software.html) - viz obr. 3.30. Programy jsou zde tfidény (a je mozné je vyhledavat) podle
pouzité metody, podle urcitého typu dat nebo podle pocitacového systému.

[ Phtotray Proimmm - Windoun tntes et Lrplases ‘_-_fs.t_:i
FVE R EMENER .

®FH BEEEEREEE

EEE N

Phylogeny Programs ‘

HL4 ¥ HeEEE w5 eEcEMERE

= S EEE T EEC B E-
HEO®EME A =EEE DEEEECE [ M

EEE CHEEE=ME R >ER G SEEE

L] o it fax S v

Obr. 3.30. Uvodni obrdzek webovych strdnek ,Joe Felsenstein's list of phylogeny programs”

Existuje i mnoho dalSich stranek - jak s prehledem nejriznéjsich programt pro pouziti ve fylogene-
tickych vypoctech, tak i stranek program specializovanych.

Priklady pfehledovych stranek:
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/software.html (Rod Page Laboratory)
http://en.bio-soft.net/tree.html
http://www.ucmp.berkeley.edu/subway/phylo/phylosoft.html
http://bioweb2.pasteur.fr/phylogeny/intro-en.html
http://www.math.canterbury.ac.nz/bio/pages/PhyloFiles/software.html
a mnoho dalsich.

-95-



V nésledujicim prehledu jsou uvedeny a stru¢né popsany nékteré z nejdulezitéjsich a nejbéznéji po-
uzivanych program0 pro rekonstrukce fylogeneze. Nékteré z nich maji Siroké spektrum vyuziti, jiné jsou
zaméfeny na specificky problém ¢i konkrétni metodu. Nékteré programy jsou schopné pracovat s rliz-
nymi formaty a rznymi typy vstupnich dat (soubor sekvenci, alignment sekvenci, matice vzdalenosti),
jiné vyzaduji format specificky. Nékteré z program( rovnéz umoziuji exportovat data nebo vysledky
ve formatech pouZzitelnych v dalSich programech. Pro konkrétni pozadavky kazdého programu — napf.
co se tyka typu pfip. formatu vstupnich dat - je samoziejmé tfeba nastudovat manual.

Program Autofri Internetova stranka Popis
PAUP D.L. Swofford " http://paup.csit.fsu.edu/ Tento software je pouzitelny pro Sirokou
oblast metod, zahrnuje MP, distanéni metody,
ML a rizné statistické testy a ukazatele.
Placeny
Phylip J. Felsenstein 2 http://evolution.genetics.washington. Programovy balik zahrnujici napt. MP, ML,

BioEdit

Clustal X
1N

et ®

MrBayes
N

[

GARLI

&

TreeView

A4

TreeDyn
.

Network

. =3

Modeltest

Arlequin

S. Kumar, K. Tamura,
M. Nei, I. Jakobsen ¥

T.Hall

J.D. Thompson

J. Huelsenbeck ©

D. Zwickl

R.D.M. Page ®

F. Chevenet a kol. ?

M. Clement,
D. Posada,
K. Crandall "

A. Rohl, P. Forster,
H.-J. Bandelt ™

D. Posada '?

L. Excoffier,
S. Schneider,
D. Roessli ¥

edu/phylip.html

http://www.megasoftware.net/

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/
bioedit.html

http://mac.softpedia.com/get/Math-
Scientific/ClustalX.shtml

http://mrbayes.sourceforge.net/

http://code.google.com/p/garli/

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/
treeview.html

http://www.treedyn.org/

http://darwin.uvigo.es/software/tcs.
html

http://www.fluxus-engineering.com/
sharenet.htm

http://darwin.uvigo.es/software/
modeltest.html
http://darwin.uvigo.es/software/
software.html

http://cmpg.unibe.ch/software/
arlequin3/

distan¢ni metody atd. (pro DNA i proteiny).
Freeware

MP, distan¢ni metody, ML, statistické testy,
editace dat, editace strom0 a dalsi. Freeware

Editor sekvenci s mnoha molekularné-
biologickymi funkcemi funkcemi: alignment,
BLAST vyhledévéni, vyhledavani restrik¢nich
mist aj. Freeware

Alignment sekvenci (na rozdil od verze
Clustal W disponuje pro uzivatele komfortnim
rozhranim). Freeware

Konstrukce strom(i na zakladé Bayesovské
analyzy. Freeware

ML (velmi rychly algoritmus). Freeware

Program pro grafické znazornéni
fylogenetickych strom( a manipulaci s nimi.
Freeware

Dynamicky program pro grafické znazornéni
a anotaci fylogenetickych strom(. Freeware

Rekonstrukce genealogickych vztaht formou
minimum spanning tree a haplotypovych siti.
Freeware

Program pro konstrukci haplotypovych siti.
Vhodné zejména pro vnitrodruhova data.
Freeware

Program testujici statistické modely
evoluce sekvenci DNA. Je tieba spoluprace
s programem PAUP. Freeware

Vsestranny program pro analyzu popula¢né
genetickych dat. Freeware

" Swofford (2003), 2 Felsenstein (1989), * Tamura a kol. (2007), ¥ Hall (1999), ® Thompson a kol. (1997), ® Huelsenbeck a Ronquist (2001),
7 Zwickl (2006), ® Page (1996), ® Chevenet a kol. (2006), '* Clement a kol. (2000), ' http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm,
2 Posada a Crandall (1998), '¥ Excoffoer a Schneider (2005)

-06-



NASTROJE PRO STUDIUM BIODIVERZITY A SLECHTENI RYB — GENETICKE ZNAKY A JEJICH ANALYZY

Zavér

Na zavér je tfeba zdlraznit, ze tato kapitola je pouze stru¢nym tivodem do problematiky rekonstruk-
ce genealogickych vztah(i mezi taxony a pro to, aby byl ¢lovék schopen nastinéné metody skute¢né
zodpovédné pouzivat a ziskané vysledky spravné interpretovat, je tfeba hodné praxe a dalsiho studia.
V nésledujicim prehledu je uvedena literatura vhodna pro rozsiteni obzoru v této oblasti, ktera byla
zaroven pouzita jako zdroj informaci pro sepsani této kapitoly.
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Kvalitativni znaky organizm(i obecné kéduje jeden nebo nékolik malo definovanych geni velkého ucin-
ku. Tyto geny jsou nazyvany monogeny (jeden par alel na jednom lokusu urcuje jeden znak) ¢i oligogeny
(2 a vice part alel, zpravidla ne vice nez 4, umisténych na dvou a vice lokusech, urcuji jeden znak). Jejich fe-
notypovy projev je obvykle alternativni (znak se bud' projevi, nebo neprojevi). U ryb se mezi kvalitativni zna-
ky zahrnuje napfiklad zbarveni téla nebo oka, barevné znaky na trupu, hlavé nebo ploutvich, oSupeni, tvar
ploutvi apod. Vliv prostiedi na expresi gent velkého ucinku je obvykle nevyznamny nebo malo vyznamny.

« Pokud je jeden znak kédovén jednim nebo vice geny, geny lezi na nepohlavnich chromozomech (autozo-
mech) a kazdy gen leZi na jiném chromozomu, hovofime o klasickém mendelistickém pojeti dédi¢nosti.

« Pokud geny lezi na pohlavnich chromozomech, jedna se o dédi¢nost véazanou na pohlavi.

« Pokud je jeden znak kédovan vice geny, které se ve svych projevech ovliviuji, hovofime o genovych
interakcich.

« Pokud sledujeme vice nez jeden gen a tyto geny leZi na stejném chromozomu, jedna se o vazbu vioh.

4.1. Autozomalni dédi¢nost kvalitativnich znaka

U diploidniho potomka sestava alelicky par z jedné alely matky a jedné alely otce. Pfenos téchto alel
na potomka podléha Mendelovym zdkontm.

« Prvni Mendeliiv zakon hovoti o uniformité F, hybridi. Pti vzajemném kiizeni dvou homozygo-
th vznikaji potomci jednotného genotypu i fenotypu. Obr. 4.1. ukazuje kfizeni dvou homozygott
halan¢ika ryzovistniho, Oryzias latipes (divoce zbarveného s pigmentaci oka AA s albinem s ne-
pigmentovanym okem aa), kdy vznika divoce zbarveny heterozygot s pigmentovanym okem (Aa),
pokud je mezi alelami vztah Uplné dominance a recesivity (alela A je dominantni, alela a recesivni).

divoké zbarveni, albinizmus,
pigmentace oka bez pigmentace oka
P g S0 ¢ g S0
AA aa

potomstvo s pigmentaci oka

Obr. 4.1. Monohybridizmus s dominanci u halancika ryzovistniho (medaky). Upraveno podile Tave (1986). F, rodicovskd

generace; F, 1. filidIni generace.
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Druhy MendelGv zékon hovoii o ndhodné segregaci genii do gamet. Ziistaneme u predchozi-
ho pfikladu halancika. Kfizenim divoce zbarvenych F, heterozygot(i s pigmentovanym okem (Aa)
mUze byt potomstvu predana dominantni alela (A) nebo recesivni alela (a) se stejnou pravdépo-
dobnosti (obr. 4.2.). Dochazi k segregaci (Stépeni) genotypl v potomstvu (25% dominantni ho-
mozygot AA, 50% heterozygot Aa, 25% recesivni homozygot aa; genotypovy stépny pomér je
1:2:1), coz se navenek projevi i vystépenim dvou rliznych fenotypt (divoce zbarveny s pigmento-
vanym okem u dominantnich homozygott a heterozygotd, albinoticky bez pigmentace oka u rece-
sivnich homozygotd, fenotypovy stépny pomér je 3:1).

divoké zbarveni, albinizmus,
pigmentace oka bez pigmentace oka

P g 20« Yo S0
AA aa

potomstvo s pigmentaci oka

| |

75% pigmentovanych 25% nepigmentovanych

25% AA + 50% Aa 25% aa

obr. 4.2. Monohybridizmus s dominanci u halancika ryZovistniho (medaky). Kiizeni F, generace. Upraveno podile Tave (1986).

Na tomto zékladé byla také popséna dédi¢nost zlatého a modrého zbarveni u lina obecného
(Kvasnicka a kol., 1998), podminéna dvéma rdznymi geny. Modré zbarveni je zptsobeno mutaci jed-
noho genu, negativné ovliviujici produkci ¢ervenych a zlutych pigmentd. Zlaté zbarveni je zpGsobeno
mutaci druhého genu, ovliviiujici negativné produkci melaninu a guaninu nebo koncentraci melano-
ford a guanofor. Sytost zbarveni od svétle zluté po tmavé ¢ervenou je déna distribuci ¢ervenych a zlu-
tych pigmentq, ovlivnitelnou vnéjsimi vlivy, zatimco tmavé skvrny na hlavéach, ploutvich a na hibetni
partii ryb jsou dény distribuci melaninu (obr. 4.3.).
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Obr. 4.3. schéma ovéieni dédicnosti zlatého zbarveni u lina Kvasnickou a kol. (1998). P: nalezend zlatd samice byla kiizena
se zelenym samcem, ziskdni F, zeleni heterozyqgoti. Jejich vzdjemnym kfizenim se v F, vystépili zeleni a zlati lini v pomeéru 3 : 1.
Zpétnym krizenim F, zeleného heterozygota se zlatou matkou v B, (1. backcross generaci) se vystépili zeleni a zlatf liniv poméru 1 : 1.

Obé zbarveni se mohou projevit pouze v homozygotni konstituci pfislusného genu (bbG- modré
zbarveni; B-gg zlaté zbarveni) a jsou recesivni viici divokému zbarveni (B-G-). Divoky (zeleny) fenotyp
odpovida teoretickym genotypdm BBGG (dominantni homozygot v obou vlohach); BBGg (homozygot
ve vloze pro modré a heterozygot ve vloze pro zlaté zbarveni); BbGG (heterozygot ve vloze pro modré
a homozygot ve vloze pro zlaté zbarveni) nebo BbGg (heterozygot v obou vlohach).

- Treti MendelGv zédkon hovofi o volné kombinovatelnosti vioh. Pfi zkoumani dihybridizmu (dvou
genl soucasné) rovnéz dochazi k pravidelné segregaci. Zistaneme u predchoziho prikladu dédic-
nosti barev u lina. Kfizenim zlatého (BBgg) a modrého (bbGQG) lina ziskdme divoce zbarvené (zelené)
potomstvo (dihybridy BbGg), které bude heterozygotni v obou vlohach. Kazda z téchto ryb muize
tvofit 4 rGzné gamety (BG, Bg, bG, bg). Pi vzadjemném kfizeni z téchto gamet vznika 16 rdznych
zygotickych kombinaci, které zjistime, kdyz si jednotlivé gamety a jejich kombinace vypiseme do
Punnettova ctverce. Nékteré z kombinaci dostaneme opakované, celkem vznika devét rliznych ge-
notypl vpoméru1:2:1:2:4:2:1:2:1).Téchto 9 genotypu se projevi ¢tyfmi fenotypy (dominant-
ni v obou vlohach, dominantni ve vloze pro modré a recesivni ve vloze pro zlaté zbarveni, recesivni
ve vloze pro modré a dominantni ve vloze pro zlaté zbarveni, recesivni v obou vlohach). Fenotypovy
Stépny pomér je 9:3:3: 1 (obr. 4.4.). Vystépi se zde alampicky fenotyp, takovym jedincim chybéji
iridocyty a v juvenilnim stadiu na nich Ize pozorovat prosvitajici segmentovanou svalovinu.
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(BbGg) l (BbGg)
(B-G-) (B-g9) (bbG-) (bb-gg)
9 : 3 : 3 : 1

Obr. 4.4. schéma ovéreni dihybridizmu u lina Kvasnickou a kol. (1998). P: kiizenim zlaté samice s modrym samcem vznikli
F, zelen heterozygoti. Jejich vzdjemnym kfizenim se v F, vystépili zeleni (divoce zbarveni), zlati, modff a alampicti lini v poméru
9:3:3:1.Zpétnym kiizenim F, zeleného heterozygota se zlatym (B,) nebo modrym (B,) rodicem se vystépili zeleni a zlati nebo
zelenia modifi lini vzdy v poméru 1: 1.

Pfi odchovu jednotlivych okrasnych mutaci ryb ve venkovnich nadrzich a plidkovych vytaznicich se
vsak skutecné zjistény fenotypovy stépny pomér miize od ocekdvaného stépného pomeéru lisit, resp. za-
stoupeni jednotlivych barevnych fenotypd maze byt nizsi vici divokému zbarveni, nez bylo o¢ekavano.
Mze k tomu pfispivat i nizsi % preziti barevnych forem (resp. negativni pleiotropni vliv gend pro okras-
né zbarveni na preziti plidku) a zejména predace, protoze barevné formy ryb mohou byt pro predatory
lépe viditelné nebo pritazlivéjsi.

4.2. Genové interakce

Genové interakce jsou vztahy mezi geny nebo alelami. Rozlisuji se interakce mezi alelami uvnitf ale-
lického paru na urcitém lokusu, tzv. intraalelické interakce, a vztahy mezi (dvéma a vice) alelickym pary,
tzv. interalelické interakce.
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4.2.1. Intraalelické interakce

Interakce dvou alel na ur¢itém lokusu mize mit rlzny charakter, oznacovany jako typ dédi¢nosti:

- Dominantni dédiénost je pfendsena dominantni alelou. Znak, ktery je vysledkem plsobeni domi-
nantni alely, méd dominantni dédi¢nost (napf. divoké zbarveni u lina, viz vyse).

Recesivni dédi¢nost maji znaky, které jsou vysledkem pusobeni recesivnich alel (napf. modré zbar-
veni u pstruha duhového, zlaté a modré zbarveni u kapra a lina, bilé zbarveni u lina, albinizmus
u halancika ryzovistniho, sumecka skvrnitého, pstruha duhového).

Uplnd dominance je stav, kdy dominantni alela (4) tvofi jiny genovy produkt nez recesivni alela (a).
Dominantni homozygot (AA) a recesivni homozygot (aa) se manifestuji odlisné (viz napf. dominant-
ni divoké pigmentované a recesivni albinotické nepigmentované zbarveni halancika). V heterozy-
gotnim genotypu (Aa) se znak projevuje stejné jako v homozygotnim genotypu (AA).

Nedplind dominance piedstavuje ¢astecny projev mutantni alely (a) ve fenotypu heterozygota
[napt. u zlatého karase prihlednost Supin dominantniho homozygota, zbarveni kaliko u heterozy-
gota a neprlihlednost Supin (normalni vzhled) recesivniho homozygotal.

Kodominance je typem dédi¢nosti, pii kterém se dvé rlizné alely téhoz alelického paru plné projevi
ve fenotypu heterozygota. To se déje napt. u gen(, které determinuji vznik antigent nebo proteind.
Takovi heterozygoti maji dva rizné antigeny nebo proteiny, homozygoti pouze jeden.

Superdominance je stav, kdy vysledny efekt plisobeni dvou rdznych alel téhoz alelického paru je
u heterozygota vyssi nez u kteréhokoliv z homozygot(.

Aditivita je stav, kdy zadna z alel neni dominantni a obé prispivaji stejné k produkci fenotypu.
Heterozygotni fenotyp je sttedem mezi obéma homozygotnimi fenotypy. Projev autozomalnich geni
s aditivitou se tézko odliSuje od netplné dominance. Jedinou moznosti je rozlisit, zda je projev heterozy-
gotniho fenotypu stfedni mezi obéma homozygotnimi fenotypy, ¢i zda se vice blizi nékterému z nich.
Prikladem aditivity je napf. gen G u pstruha duhového (Tave, 1986), jez produkuje tyto fenotypy:

Genotyp Fenotyp

GG’ zlaty

GG palomino

GG normalni pigmentace

4.2.2. Interalelické interakce

Priinteralelické interakci urcity znak vznikne nebo se projevi na zékladé vztahu mezi dvéma a vice alelicky-

mi pary. Fenotypovy projev gend, které jsou v interakci, mlze byt ovlivnén rdiznym zplisobem (Romanovsky
a kol., 1985). Nejcastéji byva jeden gen funkéné nadfazen jinému genu (epistatické interakce) nebo je fe-
notypovy projev zavisly na komplementarnim spoluplsobeni genli (komplementdrni interakce) nebo geny
v interakci pUsobi protismérné (kompenzacni interakce). Jednotlivé typy interakci se projevuji charakteristic-

kymi posuny ve fenotypovych stépnych pomérech v F, a podle téchto odchylek Ize usoudit na typ interakce.
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« Dominantni epistdze. Dominantni alela nadfazeného (epistatického) alelového paru potlacuje projev
dominantni alely podfizeného (hypostatického) genu, at jiZ je tento gen v homozygotni nebo hete-
rozygotni konstituci. Teoreticky dihybridni Stépny pomeér fenotypli v F, (9 A-B-: 3 A-bb : 3 aaB-: 1 aabb)
je tudiz zménén na 12: 3 : 1. U hospodaiskych druhd ryb je nejvyznamnéjsim fenotypem fizenym
epistazi fenotyp osupeni u kapra obecného. Jiz od dob Josefa Susty (1882, tedy vice nez 120 let)
je kapr lysého fenotypu zadanéjsi na zdpadoevropském trhu nez Supinac. Na asijském trhu je tomu
naopak (Tave, 1986). Schopnost produkovat kapra Zzddaného typu oSupeni ma tedy bezprostiedni
dopad na ekonomiku a trzni realizaci chovu. OSupeni kapra je fizeno dvéma geny, S (Squamatus)
a N (nudus), pficemz N je epistaticky. Gen N také vykazuje nedplnou dominanci a v dominantni
homozygotni konstituci je letélni, nositelé NN hynou.

Gen S fidi Supinatost a gen N modifikuje typ oSupeni. Alela S je Uplné dominantni nad alelou s. Domi-
nantni fenotyp fizeny alelou S je Supinaty, recesivni fenotyp Fizeny alelou s se projevuje redukci poctu
Supin a zvétsenim zbylych Supin (lysce). Pfitomnost alely N méni Supinatého kapra na radkového lysce
a lysého kapra na hladkého (obr. 4.5.). Alela n nema vliv na typ oSupeni. Geny S a N maji rovnéz pleio-
tropni Ucinky na fadu fyziologickych vlastnosti kapra, coz bude zminéno dale.

Fenotyp Genotyp

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

Obr. 4.5. Genotypy a fenotypy osupeni kapra obecného. Upraveno podle Kirpicnikova (1981), ilustrace ryb Lucie Mrdzovd
(kapr obecny Supinaty), Pavla Hanusovd (kapr obecny lysy, iddkovy a hladky).
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« Inhibice je typem dominantni epistaze. Dominantni alela jednoho genu (inhibitoru) inhibuje feno-
typovy projev dominantni i recesivni alely dal$iho nebo dalSich gend, tento gen viak nema vlastni
fenotypovy projev. Fenotypovy stépny pomér dihybrida v F,je 13:3.

Recesivni epistdze. Recesivné homozygotni konstituce epistatického genu je nadfazena nad jakou-
koliv konstituci druhého (hypostatického) genu. Fenotypovy projev hypostatického genu je zavisly
na funkci a produktu dominantni alely epistatického genu. Fenotypovy stépny pomér dihybrida
v F, je 9AB: 3 Ab: 4 ab. Recesivni epistazi je fizena napf. barva oka u mexickych teter (Characidae).
Cerna, hnéda a rizova barva oka jsou Fizeny geny ab a bw (Sadoglu a McKee, 1969, in Tave, 1986).
Lokus ab je epistaticky v tom, ze genotyp abab produkuje rizové oci bez ohledu na genotyp genu
bw. Dominantni alela ab* dovoluje genotypu bw produkovat bud hnédé, nebo ¢erné oci.

Dvojitd recesivni epistdze (komplementdrni faktory, komplementarita). Pro realizaci znaku je
nutnd pfitomnost alespon jedné z dominantnich alel (A-B-) kazdého z komplementéarnich gent.
Znak tedy najdeme u jedincl s genotypem AaBb, AABb, AaBB, AABB. Naopak u jedinc(, kde je jedna
alela v homozygotné recesivni kombinaci, znak nepozorujeme — aabb, aaBb, aaBB, Aabb, AAbb. Fe-
notypovy $tépny pomér dihybridavF,je9:7.

Kompenzace. Ucinek dvou alel na stejny znak je protismérny. Kazd4 alela v dominantnim genoty-
pu podminuje urcity fenotyp, pokud jsou viak v genotypu zastoupeny oba geny alespor jednou
dominantni alelou, Uc¢inek gent se kompenzuje, a to vede ke tfetimu fenotypu. Fenotypovy stépny
pomeér dihybridav F, je 3Ab:3aB: 10 ab.

+ Reciprokad interakce. Interakce beze zmény $tépnych pomérl. Oba geny se projevuji samostatné,
k interakci dochdzi az na drovni fenotypu.

Plsobeni gen( v interakci mlze ovliviiovat nejen kvalitativni fenotypovy projev, ale miZe se uplatnit
i vintenzité fenotypového projevu. Spoluplsobeni vice genll se oznacuje jako tzv. multiplicitni faktory,
multiplicitni interakce. Tyto genové interakce se vyznacuji stejnosmérnym plisobenim dominantnich
alel riznych gen(, oznacovanych jako alely aktivni, zatimco recesivni alely byvaji funkéné neutrdlni. Pro
své stejnosmérné plsobeni jsou geny obvykle oznacovany stejnym pismenem a alelické pary se rozlisu-
jinumerickymiindexy (A,A,AA,...A A ).Podle toho, kolik alelickych par( plsobi na vznik daného znaku,
hovofi se o faktorech duplicitnich, triplicitnich atd., az multiplicitnich. Pro intenzitu fenotypového pro-
jevu je rozhoduijici, zda se Gcinek duplicitnich gend kumuluje (s¢itd) nebo ne (Romanovsky a kol., 1985).

« Duplicitni faktory nekumulativni s dominanci. Jestlize se Gcinek duplicitnich gend nekumuluje,
staci k vyvolani urcitého fenotypového projevu pfitomnost jedné dominantni alely z kteréhokoliv
alelického paru. Dihybrid v F, fenotypové segreguje v poméru 15: 1.

Duplicitni faktory kumulativni s dominanci. Maximalni intenzita fenotypového projevu je ddna
soucinnosti dominantnich alel, alespor jedné z kazdého alelického paru (A,-A,-). Samy o sobé do-
minantni alely kazdého duplicitniho (multiplicitniho) genu (A -a,a, a,a A,-) zajistuji projev vlast-

Dihybrid v F, fenotypoveé segreguje v poméru9:6:1.

Duplicitni faktory kumulativni bez dominance. Jsou piikladem genové interakce, kdy se rozsifuje
pocet fenotypovych tfid v segregujicim potomstvu. Intenzita fenotypového projevu zavisi na poctu
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pfitomnych dominantnich alel v genotypu, ucinky jednotlivych dominantnich alel se s¢itaji bez ohle-
du na pfislusnost k jednotlivym gentm. Nascitany vysledek plsobeni jednotlivych gent se oznacuje
jako aditivni ucinek gend. Z kombinatoriky dihybridniho kfizeni vyplyva, ze ze 16 moznych zygotic-
kych kombinaci je v F, pouze jedna homozygotné dominantni v obou alelickych parech (A, A,AA),
Ctyfi maji po tfech dominantnich alelach (2A,A,A,a,a2 A a1 A A), Sest jich ma po dvou dominantnich

272
alelach (1 A/A,a,a,4AaAa,ala.aAA) Ctyfi po jedné dominantni alele (2 A a,a,a,a 2 a,aA,a,)
a jedna nema ani jednu dominantni alelu (a,a,a,a,). Vznika pét rozdilnych fenotypovych tfid podle

klesajici intenzity fenotypového projevu v pomérném zastoupeni 1:4:6:4: 1.
Prehledova tab. 4.1. shrnuje fenotypové $tépné poméry u F, dihybrida vzniklého kFizenim dvou hete-
rozygotnich rodict (podle Tave, 1986, upraveno).

Tab. 4.1. Typy genovych interakci a fenotypové stépné poméry u F L dihybrida vzniklého kfiZzenim dvou heterozygotnich
rodica (podle Tave, 1986, upraveno).

Fenotypovy stépny pomér  Typ genové interakce

jeden autozomdlni gen
3:1 Uplna dominance
1:2:1 nelplna dominance; aditivita; kodominance

dva autozomdlni geny produkujici fenotypy intraalelickymi interakcemi

9:3:3:1 dva geny s Uplnou dominanci
3:6:3:1:2:1 dva geny, z toho jeden s Uplnou dominanci a druhy bud's aditivitou, nediplnou dominanci
nebo kodominanci

1:2:1:2:4:2:1:2:1 dva geny, v jakékoli kombinaci genti s aditivitou, kodominanci nebo netiplnou dominanci
dva aut ilni geny produkujici fenotypy interalelickymi interakcemi

1:4:6:4:1 duplicitni faktory kumulativni bez dominance

12:3:1 dominantni epistaze

9:3:4 recesivni epistaze

9:6:1 duplicitni faktory kumulativni s dominanci

15:1 duplicitni faktory nekumulativni s dominanci

9:7 dvojitd recesivni epistaze, komplementarita

13:3 inhibice

10:3:3 kompenzace

4.2.3. Pleiotropie, penetrance a expresivita

« Pleiotropie je stav opacny k vySe popsanym pfipadlm interalelickych interakci. Jako pleiotrop-
ni plsobeni se oznacuje stav, kdy jeden gen plsobi na projev vice znakd. Jednotlivé geny maji
zpravidla jeden primarni Uc¢inek, na ktery mdze navazovat fada druhotnych fenotypovych projevd.
Prilozeny obrazek 4.6. (Tave, 1986) shrnuje vysledky negativniho pleiotropniho ptsobeni genl pro
okrasné zbarveni (zlaté, modré) u kapra obecného na jeho rlstové vlastnosti. Ke stejnym zavérim
dospéli Kvasnicka a kol. (1998) u okrasnych forem zlatého, modrého a bilého lina obecného.

Kirpi¢nikov (1981) shrnul negativni pleiotropni Gc¢inky gend kdédujicich oSupeni u kapra obecného

(S a N) na fadu fyziologickych vlastnosti s bezprostfednim dopadem na uzitkovost jednotlivych fenoty-
pl osupenikapra. Relativni hodnoty jednotlivych ukazatel( v tab. 4.2. pro lysy, fadkovy a hladky fenotyp
jsou vztazeny k Supinatému fenotypu (= 100 %).
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Obr. 4.6. rriklad negativnich pleiotropnich Gcinkii gendi pro zlaté a modré zbarveni na hmotnostn/ riist kapra obecného.

Podle Tave (1986), upraveno.

Tab. 4.2. Negativni pleiotropni tcinky gents kédujicich osupeni u kapra obecného na jeho rizné fyziologické viastnosti

ajejich odraz ve viastnostech uzitkovych. Podle Kirpicnikova (1981).

Pleiotropni ucinky

Hmotnost K, v dobrych podminkéch (%)
Hmotnost K, v nepfiznivych podminkach (%)
Hmotnost K, (%)

Priim. pocet mékkych paprskd v hibetni ploutvi (ks)
Prdm. pocet mékkych paprsku v fitni ploutvi (ks)
Prim. pocet zabernich tycinek (ks)

Priim. pocet pozerakovych zubu (ks)

Schopnost regenerace ploutvi (%)

Pocet erytrocytti (10° bunék v 1 ml)

Hemoglobin (g/%)

Preziti pfi kyslikovém deficitu (min)
Imunologicka reaktivita

Odolnost k jarni virémii

Intenzita metabolizmu tukd

Celkové preziti K, v dobrych podminkach (%)

Celkové preziti K, v nepfiznivych podminkach (%)

Fenotypy a genotypy osupeni

Supinaty
SSnn, Ssnn

100
100
100
18,8
4,96
88,6
9,22
100
1,93
9,02
210
rychla
nizka
100
100

lysy
ssnn

93-96
83-94
94-96
18,7
50
83,5
9,58
76
1,99
8,87
210
rychla
zvysena
nizka
91-98
93-95

radkovy hladky
SSNn, SsNn ssNn
85-88 79-80
42-70 37-72
86-91 83-84
16,4 154
3,82 3,56
82,3 83,2
7,63 7,44

39 19

1,76 1,69
8,18 8,28

132 132
pomala pomala
- snizena
vysoka velmi vysoka
87-93 80-92
36-37 28-60




Vztahy mezi geny obvykle urcuji expresi fenotypd, tj. ktery ze dvou nebo vice fenotyp(l se projevi.
Nékdy vsak konkrétni genotyp nevyprodukuje oc¢ekdvany fenotyp. V tom pfipadé se o doty¢ném genu
hovofi jako o genu, ktery vykazuje proménlivou penetranci nebo proménlivou expresivitu.

+ Penetrance odpovida procentu jedincd, ktefi vykazuji ocekavany fenotyp. Projevi-li se tento fenotyp
vzdy, penetrance je 100%. Projevi-li se tento fenotyp jen u poloviny jedinc(, penetrance je 50% atd.

« Expresivita odpovida fyzickému projevu fenotypu, tj. rozsahu fenotypové exprese. Nékteré feno-
typy nejsou proménlivé vlbec; jiné se u raznych ryb exprimuji riznou mérou. Pfikladem mize byt
alela S u tilapie, Oreochromis aureus, ktera u heterozygotd Ss pusobi deformace htbetni ploutve
(prosedlanost hibetu). Tato alela se vyznacuje proménlivou expresivitou. Prosedlany fenotyp se
mUze projevit od nepatrnych znamek (chybéjici prvni ploutevni paprsek) az po Uplnou absenci
hibetni ploutve (Tave, 1986).

4.3. Determinace a diferenciace pohlavi u ryb, gonozomalni dédi¢nost kvalitativnich znaku

Na Uvod je nutné si uvédomit rozdil mezi diferenciaci a determinaci pohlavi. Diferenciace pohlavi je
samotny jev, pfi kterém dochazi k tvorbé pohlavnich bunék (oocytu ¢i spermie) z bunék zérodec¢nych.
Oproti tomu determinace pohlavi je pojem, poukazujici na faktory, které podminuji, jaké pohlavni buri-
ky se budou u daného jedince vyvijet.

Rozvoj genetiky v druhé poloviné dvacatého stoleti ndm umoznil nahlédnout do samotné podstaty
zivota na nasi planeté. Ukdzalo se, ze pohlavi je primarné determinovano chromozomy, nékdy i morfo-
logicky odlisSnymi, které nesou geny zodpovédné za vznik jednoho ¢i druhého typu pohlavi. Jedna se
tedy o geneticky podminénou determinaci pohlavi. U nizsich obratlovct jako jsou ryby, plazi a oboj-
zivelnici je dnes jiz pomérné dobie popsan i vliv vnéjsiho prostredi (teplota, socidlni usporadani skupiny
atd.) na vysledné pohlavi jedince. V tomto pfipadé hovofime o environmentalni determinaci pohlavi.

Ryby jsou jednou z nejplastic¢téjsich skupin Zivocichl co se riznorodosti determinace a diferenciace
pohlavi tyce a to i pfesto, Zze dodnes nebyly ani zdaleka objasnény viechny principy determinace a dife-
renciace pohlavi u této druhové nejpocetnéjsi skupiny obratlovc(. Je také zajimavé, Ze u ryb nalezneme
vsechny modely determinace pohlavi, které byly v pribéhu predchozich tfi tisic let navrhovény pro
obratlovce obecné. U nékolika set rybich druht je popsan jak synchronni, tak asynchronni hermafrodi-
tizmus. U ryb byly také popséany riznorodé systémy chromozomového urceni pohlavi s vice ¢i méné di-
ferenciovanymi pohlavnimi chromozomy. V neposledni fadé diferenciace pohlavi je u nékterych rybich
druhl ovlivnéna teplotou, pH vody, poc¢tem samcl ¢i samic v populaci ¢i jinymi socidlnimi faktory a také
obsahem hormon ve vodé ¢i v podavaném krmivu.

Objasnéni systému determinace pohlavi mlze u hospodéisky vyznamnych druht ryb vyrazné pfispét
k zvyseni jejich produkce (produkce monosexnich populaci) a u nékterych ohrozenych druht muize po-
moci k jejich zachrané, ¢i znovunavraceni do volnych vod. Dodnes je popsdno zna¢né mnozstvi potencidl-
nich mechanizmu determinace pohlavi u ryb a tyto mechanizmy vykazuji zna¢né odlisnosti a zvlastnosti.

Gonozomalni dédi¢nost urcuje dédi¢nost znakl ulozenych na pohlavnich chromozomech (gono-
zémech). Jsou to predevsim znaky urcujici pohlavi nebo jeho funkénost, ale gonozomélné se dédi i dal-
i dédicné vlohy, veetné vloh pro nékteré nemoci. Pfitomnost pohlavniho chromozomu v zygoté je
rozhodujici nejen pro uréeni pohlavi, ale také pro vytvoreni téch znakd, jejichz geneticka informace je
v daném pohlavnim chromozomu zakédovana.

Znaky vézané neuplné na pohlavi maji geny umisténé v homologickych ¢astech pohlavnich chro-
mozomu. V tomto Useku dochazi ke crossing-overu, takze u obou pohlavi se znak vyskytuje se stejnou
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Cetnosti. Znaky na pohlavi vazané Uplné jsou kontrolovany geny v heterologickych ¢astech pohlavnich
chromozom.

Pohlavi u gonochoristl je obvykle ur¢eno vzajemnou kombinaci pohlavnich chromozom. U ryb
bylo popsano vice nez devét typd chromozomového urceni pohlavi (viz prehled Tave, 1986). V nékte-
rych pfipadech bylo popsano i spoluurceni pohlavi geny lezicimi na nepohlavnich chromozomech
(Komen a kol., 1992).

4.3.1. Environmentadlni faktory ovliviiujici pohlavi u ryb

Doposud byl studovan pouze maly pocet environmentalnich faktor(, které by mohly ovlivnit pohlavi
u ryb. Stejné tak neni zcela zndmo, zda zména podminek prostredi ovliviiuje pfimo determinaci pohlavi,
tedy jeho genetickou podstatu, nebo az samotnou diferenciaci pohlavnich bunék v pribéhu game-
togeneze. | pres tyto nejasnosti zde zminime par zdkladnich informaci tykajicich se environmentalni
determinace pohlavi.

Teplota

Teplota je jednim z hlavnich environmentalnich faktord, které ovliviuji pohlavi jedincli nékterych
druht ryb. Pokud je tedy vysledné pohlavi jedince ovlivnéno teplotou, mluvime o teplotné zavislé de-
terminaci pohlavi. U velké vétsiny termosensitivnich druht ryb dojde vlivem vy3si teploty k vyraznému
ndrlstu poc¢tu samcu v populaci. Tento jev je vétsinou zplisoben inaktivaci enzymu aromatdzy (viz dale)
a podporuje predchozi tvrzeni o propojeni environmentalnich a genetickych faktort v pfipadé determi-
nace pohlavi u ryb. Tento typ teplotné zavislé determinace pohlavi je popsén u nékterych druh( z ¢ele-
di gavunoviti (Atherinidae), dale u néktefych zastupct ¢eledi Poeciliidae, cichlid rodu Apistogramma
a Tilapia a v neposledni fadé také u karase st¥ib¥itého, Carassius auratus, piskofe dalnovychodniho,
Misgurnus anguillicaudatus a ahofe fi¢niho, Anguilla anguilla. Z hospodatsky vyznamnych druhd
je vysledné pohlavi jedinc( teplotou ovlivnéno u mor¢aka evropského, Dicentrarchus labrax, kdy se
zjedincd chovanych v prlibéhu embryondlini a larvaini periody pfi teploté mezi 19-22 °C (béZna teplota
odchovu je 14 °C) vyvinou takrka ve sto procentech samci (Piferrer a kol., 2005). Stejné je tomu u tilapie
nilské, Oreochromis niloticus, kde vyssi teplota inkubace zpGsobi enormni narlst samc(i v nasledné
populaci (Abucay a kol., 1999).

Podobné je tomu u sumecka te¢kovaného, Ictalurus punctatus. V pfipadé tohoto druhu zpUsobi
zvysena teplota inkubace a raného odchovu vyrazné vyssi procento samic v populaci (Patino a kol.,
1996). V pfipadé platyse Paralichthys olivaceus jak vysoka (26 °C), tak i nizka teplota (15 °C) b&éhem
embryonalni periody vede k vyvoji monosexni celosam¢i populace. Pokud je viak teplota béhem
vyvoje drzena na obvyklé hodnoté 20 °C, v nasledné populaci se vyskytnou jak samci, tak samice
(Yamamoto, 1999).

Teplotné zavisla determinace pohlavi u ryb mé také pfimou souvislost s globalnim oteplovanim
nasi planety. Pokud dojde k zvyseni teploty v urc¢itém biotopu, kde se vyskytuji teplotné sensitivni dru-
hy ryb, mdze to ovlivnit pohlavni strukturu dalSich populaci. Takovyto stav pak mize ohrozit preziti
celé populace, ¢i dokonce celého druhu. Je tomu tak napfiklad v pfipadé gavinovce argentinského,
Odonesthes bonariensis, jednoho z hospodéaisky vyznamnych rybich druh v Jizni Americe. U toho-
to druhu bylo prokazéano, Ze jiz zvyseni teploty o 1,5 °C mlze vést k vyraznému nardstu poctu samct
v populaci. Nasledné bylo zjisténo, Ze v oblastech jeho pfirozeného vyskytu doslo v pribéhu minulych
desetileti k nardstu prdmérné rocni teploty vody az o 4 °C a k naruseni plvodniho poméru pohlavi
1:1na3:1 ve prospéch samcu. Tento fakt, spolu s intenzitnim rybolovem, je povazovan za hlavni faktor
vyrazného poklesu stavu populaci tohoto druhu ryb.
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pH

Vliv pH na vysledné pohlavi jedinct byl prokazan u nékterych cichlid rodu Apistogramma. Nizsi
pH okolo 4,5 vede k nérlistu poctu samcl v populaci ve srovnani s normalnim stavem (pH 6,5; Romer
a Beisenherz, 1996). Opa¢nym pfipadem jsou néktefi pestfenci rodu Pelvicachromis, kde vyssi pH
(hodnoty nad 8) vedou az k dvoutietinovému narlistu poc¢tu samct v populaci (Rubin, 1985). Vliv pH
na vysledné pohlavi byl diskutovan také u zivorodky tfibarevné (Poecilia melanogaster) a u me¢ovky
mexické (Xiphophorus helleri; Rubin, 1985).

Denzita populace a socialni faktory

Také denzita populace mize mit vliv na utvareni pohlavi. Napfiklad v pfipadé uhofe amerického,
Anguilla rostrata, bylo prokazano, ze pfi vysoké populaéni hustoté prevladaji v populaci samci a pfi niz-
ké populacni hustoté samice. Predpoklada se, Ze se jedna o jakousi formu adaptace, kdy velké mnozstvi
mensich samcl obyva pfibrezni partie pobliz vytérovych lokalit a naopak velké samice jsou rovnomérné
rozprostreny po celém aredlu rozsiteni tohoto druhu (Krueger a Oliveira, 1999). Obdobné je tomu i u Uho-
fe fi¢niho, ktery se vyskytuje takfka na celém uzemi Evropy veetné Ceské republiky. U tohoto druhu se
ve sladkych vodach vyskytuji takika vyhradné samice. Samci obyvaji vody brakické ¢i tplné slané. K vy-
voji vyhradné samiciho pohlavi dojde i v pfipadé, Ze jsou larvy Uhore odloveny jesté v moiské vodé a jsou
uméle vysazeny do vod sladkych. To odpovida teorii, ze sladka voda stimuluje u tohoto druhu vyvoj sa-
miciho pohlavi, zatimco slana voda vyvoj samciho pohlavi. Tento fakt poukazuje na salinitu jako na dalsi
faktor, ktery mize ovliviiovat utvareni pohlavi u nékterych druhd ryb. Opacné nez u uhote amerického
je tomu u nékterych druhd mihuli, kde pfi vysoké intenzité rlistu jedinct prevladaji samci, naopak pfi po-
klesu intenzity rlistu dojde k poklesu poc¢tu samcli v populaci, k nérdstu poctu samic a nasledné k zvyseni
pocetnosti celé populace (Beamish, 1993).

V pfipadé jednoho druhu koralovych ryb se ve velké skupiné ryb rozmnozuji pouze nejvétsi samci
a samice. Pokud vsak samice uhyne nebo opusti skupinu, z jejiho druha se stava samice a nejvétsi samci
z hejna piebiraji jeho misto (Shapiro, 1994).V neposledni fadé samice druhu hlavace Trimma okinawae
mUiZze zménit své pohlavi na sam¢i v pripadé poklesu samct v populaci, ale mlze se z ni stat také zpétné
samice v pfipadé, Ze se do populace velci samci vrati (Sunobe a Nakazono, 1993).

V takovychto pfipadech musi ryby reagovat na zménu podminek velice rychle. Tito jedinci byvaji
hermafrodité nesouci gonddy obojiho typu. Jeden typ pohlavi mé zpravidla pfevahu, pravé v zavislosti
na vnéjsich podminkach. Pokud dojde k zméné podminek vnéjsiho prostredi, dochazi u vyse zminénych
jedincl k pozastaveni vyvoje dosavadniho typu gonad. Nasledné dojde k aktivaci vyvoje gonad opac-
ného pohlavi.

4.3.2. Geneticky podminénd determinace pohlavi u ryb

Pohlavni chromozomy

Obecné Ize fici, Zze jednou z nejvhodnéjsich cest pro objasnéni mechanizmu pohlavni determinace
zivocisnych druh( je stanoveni jejich karyotypl a nalezeni pohlavnich chromozom (Devlin a Nagaha-
ma, 2002). Pouze u 3 000 rybich druhd byl stanoven jejich karyotyp a pouze u deseti procent z nich
byly nalezeny cytogeneticky rozdilné pohlavni chromozomy. Typy pohlavnich chromozom u ryb jsou
znacné variabilni, prodélaly relativné primitivni evoluci ve srovnéni s ostatnimi obratlovci (Volff a kol.,
2007), a vétsina druhd ryb nema dodnes zcela vyvinuté heteromorfni pohlavni chromozomy (Devlin
a Nagahama, 2002).

U ryb se setkdvame jak se samcimi, tak i se samic¢imi heterochromozomy a dale s ¢aste¢né ¢i dokonce
pIné autozomalnim chromozomovym urcenim pohlavi.
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Mezi druhy, u kterych nesou heterochromozomy samci, je dominantnim typem chromozomového
urceni pohlavi typ Drosophila, kdy pohlavni chromozomy X a Y jsou cytogeneticky rozdilné, avsak di-
ploidni pocet chromozom je pro obé pohlavi shodny. Samic¢i gameta nese vzdy chromozom X, samci
gameta nese bud chromozom X nebo Y.

Tento typ chromozomového urceni pohlavi byl popsén u celé fady hospodéisky vyznamnych druht
ryb napf. u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss; Colihueque a kol., 2001), ¢i hlavatky podunajské
(Hucho hucho; Rab a kol.,, 1994), dale u karase sttibfitého (Carassius auratus; Kirpichnikov, 1981), ¢i
u zivorodek Poecilia reticulata (Nanda a kol., 1990) a Xiphophorus maculatus (Foerster a Anders, 1977).

Pokud doslo v priibéhu evoluce ke ztraté Y chromozomu u samc(, hovofime o typu XO, kde samci
maji o jeden chromozom méné nez samice. Tento typ chromozomového urceni pohlavi byl prokazan
pestra, Lepomis gibbosus, nebo okounek pstruhovy, Micropterus salmoides.

Dale se u chromozomového uréeni pohlavi typu Drosophila setkavéame u ryb s mnohonasobnym
chromozomovym uréenim pohlavi, kdy je Y chromozom soucasti autozomalnich chromozom a sam-
ci maji tedy niz3i po¢et chromozomi nez samice. Je tomu tak napt. u drska vétsiho, Zingel zingel, z po-
vodi feky Moravy (Halacka a kol., 2007) a déle u nékterych druh( z fadu Characiformes (Bertollo a kol.,
2004), Gymnotiformes (Almeida-Toledo a kol., 2000), a Gtesovych ryb rodu Chromis z fadu Perciformes
(Molina a Galetti, 2002).

Obdobné systémy chromozomového uréeni pohlavi jako u typu Drosophila Ize nalézt i u typu
Abraxas s tim rozdilem, Ze zde pohlavni heterochromozomy WZ maji vzdy samice a samci nesou chro-
mozomy ZZ. Tento typ uréeni pohlavi maji napf. uhof fi¢ni, Anguilla anguilla (Passakas, 1981), tilapie
Oreochromis aureus (Mair a kol., 1991) a nékteré akvarijni druhy jako napf. zebfi¢ka pruhovana, Danio
rerio (Sharma a kol., 1998) a Zivorodka velkoploutva, Poecilia velifera (Nanda a kol., 1993).

Zajimavy typ chromozomového uréeni pohlavi maji platy rodu Xiphophorus. Tyto druhy maji sys-
tém determinace pohlavi postaveny na tfech pohlavnich chromozomech. Samci nesou pohlavni
chromozomy XY a YY, zatimco samice XX, XW a YW. Pfedpoklada se, ze gen zodpovédny za vznik sam-
¢iho pohlavi se vyskytuje na viech pohlavnich chromozomech, ale pouze na Y chromozomu je aktivni.
Na zbyvajicich chromozomech je jeho exprese blokovéna supresorovymi autozomalnimi geny, popfipa-
dé supresorem na W chromozomu. To vysvétluje samici fenotyp u YW jedincd.

Typ chromozomového urceni pohlavi Ize u ryb orientacné ovéfit i pomoci gynogeneze, tedy geno-
mové manipulace, kdy se dany jedinec vyviji pouze z mateifského genomu. Pokud jsou pohlavni hete-
rochromozomy neseny samcem (tedy u typu Drosophila), dojde po aplikovani metody gynogeneze
k produkci celosamici populace pravé proto, ze byl inaktivovén otcovsky genom, ¢imz doslo i k inak-
tivaci gend naY chromozomu zodpovédnych za vyvoj saméiho pohlavi.V pfipadé typu Abraxas viak
nese heterochomozomy samice, tudiz se po aplikaci gynogeneze mohou v potomstvu objevit jak
samci, tak samice, v nékterych ptipadech s vyraznou prevahou samic (napf. jeseterovité ryby). Cela
problematika determinace pohlavi systému Abraxas u rybich druht je zna¢né komlikovana a vyraz-
né presahuje rozsah tohoto textu. Pro zdjemce o hlubsi studium této problematiky lze doporucit préci
Devlin a Nagahama, 2002.

4.3.2.1. Geny spjaté s determinaci pohlavi u ryb

Jak je patrné, samotné chromozomy nejsou pfimo odpovédné za vznik jednoho ¢i druhého pohla-
vi. To co urcuje, zda se z daného jedince bude vyvijet samec ¢i samice, je pfimo fizeno jednim ¢i vice
geny, které lezi na chromozomech, a to at uz na chromozomech pohlavnich, ¢i na autozomech. Ruku
v ruce s rozvojem molekularni genetiky se podafilo nalézt nékteré geny, které jsou u ryb pfimo spojeny
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s mechanizmem determinace pohlavi, ¢i jej nepfimo ovliviuji. Jak uz zde bylo uvedeno, evoluce ge-
nomu ryb je ve srovnani s jinymi obratlovci odlisna, tudiz u nich nedoslo k tak dokonalé diferenciaci
pohlavnich chromozomd, s ¢imz je Uzce spjata i diferenciace samotnych gend zodpovédnych za deter-
minaci pohlavi. Neznamena to, Ze se takové geny v genomu ryb nenachdzeji. Nejsou viak tak striktné
diferencované, jako je tomu napfiklad u savcd.

DMRT geny

DMRT jsou geny, které kéduji tzv. DM doménu ¢i oblast. U bezobratlych je tento Usek na chromozo-
mu povazovan za hlavni oblast zodpovédnou za diferenciaci pohlavi. U kufat je DMRTT gen lokalizovan
na Z chromozomu, ale ne v3ak jiz naW chromozomu a je tudiz také povazovan za jeden z moznych gent
zodpovédnych za utvareni pohlavni diferenciace u ptak( obecné. U lidi je tento gen lokalizovén na de-
vatém chromozomu spolu s dvéma dalsimi geny z DM oblasti, a to konkrétné s geny DMRT2 a DMRT3.
Pokud dojde k deleci tohoto Useku na chromozomu, miZze i u lidi dojit ke zvratu pohlavi. Takovi jedinci
jsou pak genotypové muzi, maji tedy pohlavni chromozomy XY, ale fenotypové se projevi spise jako
Lzeny”. Tito jedinci nemaji casto vyvinuté pohlavni organy, a pokud ano, tak jen ¢aste¢né. Jsou také
zpravidla mentélné retardovani a dochazi u nich k trigonocephalii. Kompletni DMRT geny byly nalezeny
i uznac¢ného mnozstvi kostnatych ryb.

Halan¢ik ryzovistni, Oryzias latipes (medaka japonska), je prvni obratlovec mimo tfidu savc(,
u kterého byl identifikovan gen zodpovédny za determinaci pohlavi na molekularni drovni. U medaky
byly nalezeny vsechny tfi DMRT geny. Tyto tfi geny maji stejnou strukturu jako u lidi a jsou lokalizova-
né pobliz telomerického konce devatého autozomu. V pribéhu evoluce tohoto modelového organi-
zmu doslo k duplikaci této oblasti s DMRT geny a cely fragment byl pfepsan na dalsi chromozom, ze
kterého se pozdéji vyvinul Y-chromozom. Z chromozomu, u kterého nedoslo k této inzerci, se vyvinul
X-chromozom. Autozomalni kopie tohoto genu je dnes nazyvéna jako DMRT1a, zatimco kopie kterd
je lokalizovana na Y-chromozomu, je nazyvana jako DMRT1bY, také nékdy nazyvand jako DMY. Samice
maji tedy dvé alely genu DMRT1a, zatimco samci maji jesté navic jednu kopii DMRT1bY. K intenzivni ex-
presi tohoto genu dochazi tésné pred diferenciaci gondd a mutace tohoto Useku jesté pred diferenciaci
pohlavi vede ke zvratu ze samcli na samice. DMRT1aY je tudiz povazovdan za hlavni gen zodpovédny
za diferenciaci pohlavi u tohoto druhu.

U platy Xiphophorus maculatus byly nalezeny a analyzovany dva typy DMRT gend. Zajimavé je,
ze jeden z téchto genli DMRT2 ma velice podobné introny jako DMRT geny medaky a lidi. Tyto introny
maji v tomto genu shodné umisténi. Tento fakt mGze byt velice zajimavy pfedevsim z hlediska evoluce
a utvareni pohlavi u zZivocisnych druhl obecné. Na druhou stranu je nutno fici, ze DMRT geny nemaji
u platy (Xiphophorus maculatus) vyrazny vliv na diferenciaci pohlavi. To nasvéd¢uje tomu, ze k dupli-
kaci DMRTT genu, kterda vedla ke vzniku DMRT1aY genu zodpovédného za determinaci pohlavi u mede-
ky, doslo az v dobé, kdy byl tento druh zcela evolu¢né oddélen od plat.

Sox geny

V této genové rodiné je zakédovéno nékolik vyvojovych regulatord dulezitych jak pro diferenciaci
pohlavi, tak i pro vyvoj celého organizmu (Bowle a kol., 2000). U savcli bylo nalezeno a popsano cel-
kem dvacet Sox genl, které byly v zavislosti na podobnosti jejich nukleotidovych sekvenci rozdéleny
do osmi skupin (Schepers a kol., 2002). Gen Sry, ktery je Uzce spjaty se Sox3 genem, je lokalizovan na
Y-chromozomu a je povazovan za striktné savci, kdezto gen Sox3 je rozsifen naskrz zivocisnou Fisi
(Galay-Burgos a kol., 2003). Gen Sox3 je u savci lokalizovan na X-chromozomu a predpoklada se, ze je ja-
kymsi supresorovym genem sam¢iho vyvoje (Graves, 2006). Dalsim genem ze Sox genové rodiny je gen
Sox9, ktery je u savcll zodpovédny za vyvoj testes a jeho abnormalni exprese vede ke zvratlm pohlavi ¢i
k porucham celkového vyvoje jedince (Clarkson a Harley, 2002).
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U moreaka Dicentrarchus labrax byl nalezen jak gen Sox3, tak i dvé izoformy genu Sox9 (Galay-Burgos
a kol., 2003), jejich vztah k diferenciaci pohlavi u tohoto druhu vsak nebyl dosud prokézan.

U zebfi¢ky pruhované, Danio rerio, byly izolovany dva Sox9 geny, konkrétné Sox9a a Sox9b a byly
u nich také objeveny rozdily v Urovni jejich exprese u dospélych jedincu. Zatimco se gen Sox9a exprimu-
je v mozku, v ledvinach, ve svalech a v testes, gen Sox9b se u tohoto druhu exprimuje pouze v ovériich
(Jeyasuria a Place, 1998). Z tohoto vyplyvd, Ze gen Sox9 mUze mit pfimy vztah k diferenciaci pohlavi
u zebficky pruhované. Sox geny byly objeveny také u plat, ale jejich vazba na diferenciaci pohlavi zde
nebyla prokazana.

gen CYP19

Produktem genu CYP19 je enzym aromatdaza (P450arom), ktery je produkovén predevsim v mozku
a v gonadach. Jeho funkce byla studovana u velké fady obratlovct a bylo zjisténo, Ze je pfimo odpovéd-
ny za konverzi androgent na estrogeny. U mnoha obratlovc( je aktivita tohoto enzymu pfimo imérna
urovni vyvoje pohlavnich orgdnl (Jeyasuria a Place, 1998). Aktivita tohoto enzymu je u embryi nékte-
rych druh@ ryb pfimo ovliviiovana teplotou. U téchto druhl je pak mozné ovliviiovat pomér pohlavi
vyslednych jedincli zménami teploty v pribéhu jejich embryonalniho vyvoje.

U mnoha kostnatych ryb byly izolovény dvé izoformy tohoto enzymu, a to konkrétné P450aromA
a P450aromB, také nékdy oznacované jako cyp19a a cyp19b. Obé tyto formy byly napiiklad objeveny
u mofcaka. Bylo také zjisténo, Ze izoforma P450aromA se u tohoto druhu objevuje ve vysoké koncentraci
v ovariich a naopak ve velice nizké konci v testes a mozku, zatimco izoforma P450aromB se vyskytuje
ve vysokych koncentracich v télnich tkdnich a ledvinach (Piferrer a kol., 2005). Je tedy vysoce pravdépo-
dobné, Ze aromatéza ma zasadni roli pro diferenciaci pohlavi u morc¢éka.

U zebticky pruhované byly také nalezeny dvé izoformy aromatazy (P450aromA a P450aromB). I1zofor-
ma P450aromA je dominantné exprimovana v ovariich, zatimco aromatéaza P4508B je u zebficky striktné
exprimovana v mozku. Pouzitim inhibitoru aromatazy, nebo zvysenim teploty vody nad 35 °C dojde
u zebficek k degeneraci vyvoje ovocyt(, k vycerpani aromatézy z télniho obéhu a k aktivaci diferenciace
spermatogonii.

U medaky byl také prokazan vliv aromatézy na vysledné pohlavi jedince podobné jako u ostatnich
zminovanych rybich druhd, ale bylo také prokazano, ze zvraty pohlavi mohou byt u medaky vyvolany
spise zménami ve struktufe samotného CYP19 genu, nez pouhou zménou teploty.

FTZ-F1 geny

FTZ (fushi tarazu) geny a jejich exprese hraji zasadni roli v rané embryogenezi u octomilky
Drosophila melanogaster. FTZ-F1 je pak klicovym regulatorem exprese gen(i FTZ. Obdoba toho-
to regula¢niho faktoru FTZ-F1 byla identifikovdna u mnoha kostnatych ryb jako napt. u lososa ¢avydi,
Oncorhynchus tshawytscha (Liu a kol., 1997), u sivena alpského, Salvelinus alpinus (Hofsten a kol.,
2002), u tilapie nilské, Oreochromis niloticus (Yoshiura a kol., 2003), u halanéika ryzovistniho, Oryzias
latipes (Watanabe a kol., 1999) a u zebfi¢ky pruhované, Danio rerio (Hofsten a Olsson, 2005). Funkce
celé této skupiny genll FTZ spociva u kostnatych ryb ve vlivu na samotnou reprodukci, pfedevsim pak
na produkci steroidd.

U halanc¢ika ryZzovistniho a u tildpie nilské je FTZ-F1 faktor regulatorem intenzity exprese aromatazy.
U zebti¢ky pruhované byly identifikovany ¢tyfi FTZ-F1 geny. Tyto geny ovliviuji aktivaci a zaroven inhi-
bici gonadotropnich hormont a maji také pfimy vztah k produkci steroidnich hormond. Jeden z téchto
gend, gen ff1d se vyraznéji exprimuje v testes nez v ovariich, a to predevsim v Leydigovych a Sertoliho
bunkéch.

Na zavér je nutné podotknout, ze determinace pohlavi u ryb neni zalezitosti pouze jednoho hlavniho
genu. Na vysledném pohlavi jedince se mGze podilet velké mnozstvi gend, které mohou byt spolu vice
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¢i méné propojeny. Pouze pokud dojde k prevladnuti projevu jednoho genu nad ostatnimi, mlze byt
pohlavi determinovano pouze jednim lokusem a mohou se tak vyvinout diferencované pohlavni chro-
mozomy. Nicméné systém determinace pohlavi u ryb je obecné méné zavisly na jednotlivych genech,
je celkové plastictéjsi a variabilnéjsi, nez je tomu u savcd.

Znalost typu urceni pohlavi ma vyznam predevsim pro samotny chov, plemenitbu a vyuziti genomo-
vych manipulaci (produkce potomstva s uniparentélni dédi¢nosti gynogenezi nebo androgenezi) pfi
realizaci $lechtitelského programu. Déle, v pfipadé rdstovych rozdili mezi obéma pohlavimi, k tvorbé
monosexnich obsadek rychleji rostouciho pohlavi bud' sexaci (tfidénim podle projevu pohlavniho di-
morfizmu) nebo hormondlnim zvratem pohlavi nebo kombinaci gynogeneze a hormonalniho zvratu
pohlavi. U druhl s odliSnym chromozomovym uréenim pohlavi se k tvorbé monosexnich obsadek rych-
leji rostouciho pohlavi vyuzivd mezidruhové hybridizace (tilapie).

4.4. Dédicnost kvalitativnich znakt vazanych na pohlavi, ovladanych a ovlivnénych pohlavim

Znaky vdzané na pohlavi jsou kédovany geny lokalizovanymi na pohlavnich chromozomech. Tedy
geny vazané na chromozomu Y se dédi z otce na syna. U gent vazanych na X chromozom uvadi Tave
(1986) dédi¢nost kfizem, kdy pfi reciprokych kiizenich rodicd genotyp otce urcuje fenotypy dcer a na-
opak, genotyp matky urcuje fenotypy synu. Urcitym, ale netypickym pfikladem dédiénosti znakii vdza-
nych na pohlavi m{ize byt i dédi¢nost ¢erveného a bilého zbarveni u halancika ryzovistniho (obr. 4.7.).
Tento druh ma systém pohlavnich chromozomu Drosophila (XX/XY). Alela pro bilou barvu (r) je vazana
na chromozom X. Dominantni alela (R) je vazana na chromozom Y. Na obréazku je F, generace kfizeni
mezi bilou jikernackou (XrXr) a ¢ervenym mli¢dkem (XrYR).

bila samice Cerveny samec

W SO0 . e
XX XY

rr | r'R

| |
XX XY

rr r' R

Obr. 4.7. Dédicnost znaku (zbarveni) vdzand na pohlavi u halancika ryZovistniho. Upraveno podle Tave (1986).
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Znaky ovlddané pohlavim jsou kédovany geny lokalizovanymi v nepohlavnich chromozomech.
Projevuji se pouze u jednoho pohlavi.

Genotyp

AA Aa aa
samec projevi se projevi se neprojevi se
samice neprojevi se neprojevi se neprojevi se

Znaky ovlivnéné pohlavim jsou také kédovéany geny lokalizovanymi v nepohlavnich chromozo-
mech. Projevuji se u obou pohlavi v rzné mire.

Genotyp

AA Aa aa
samec projevi se projevi se neprojevi se
samice projevi se neprojevi se neprojevi se
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M. Kocour

5.1. Kvalitativni versus kvantitativni znaky, geny malého Géinku, fenotypovy projev

Kvantitativni genetika je védni obor zabyvajici se kvantitativnimi znaky. Kvantitativni znaky jsou
takové znaky, které je mozno néjakym zplsobem zméfit (kvantifikovat) a vyjadrit ¢iselnou hodnotou.
Mezi kvantitativni znaky patfi vétsina sledovanych uzitkovych vlastnosti ryb, jako je rlst (vyjadieny dél-
kou ¢i hmotnosti), preziti, plodnost, jatecni vytéznost, kvalita masa apod. Snaha o zvySovani uzitkovosti
jednotlivych vlastnosti ryb je v popredi zajmu chovatell na celém svété, a proto je kvantitativni gene-
tika jednim z nejdlezitéjsich oborl genetiky ryb. Vztah mezi mendelistickou dédi¢nosti a kvantitativ-
nimi znaky neni tak zfejmy jako u kvalitativnich znak ¢i alelovych frekvenci v populacich. Pfesto neni
dlvod, aby dédi¢nost kvantitativnich znak(i nevychézela ze stejnych princip(.

Jak jiz bylo feceno v predchozich kapitolach, kvalitativni znaky (napt. barva téla u lina, oSupe-
ni u kapra apod.) jsou urceny geneticky jednim ¢i nékolika geny lokalizovanych na jednom ¢i vice
lokusech.

Kvantitativni znaky jsou zalozeny vice geny, vétsinou neznamého poctu, lokalizovanych na vice lo-
kusech a kazdy z nich se na vysledném projevu podili nezndmou mérou. Takovéto geny jsou nazyvany
polygeny nebo také geny s malym ti¢inkem. Na vysledném projevu (fenotypu) kvantitativnich znaktd
se kromé jiného vyznamné podileji také vlivy vnéjsiho prostiedi. Dany genotyp (soubor vsech gen)
jedince (populace, plemene) je u téchto znakli mozno chapat pouze jako vrozenou predispozici k maxi-
malné moznému projevu daného kvantitativniho znaku (ptiklad 5.1.).

Fenotypové hodnoty sledovanych kvantitativnich znak{l v populaci vykazuji tzv. kontinualni neboli
plynulou proménlivost (variabilitu), kterou zjistime pii méreni dostate¢ného poctu jedincli v popula-
ci. Vétsina kvantitativnich znakd v populaci vykazuje tzv. normalni rozdéleni hodnot nebo je s takovym
rozdélenim u mérenych znakl pro zjednoduseni ¢asto pocitano.

Priklad 5.1. Hmotnost ryb zdvisi na sloZitych metabolickych procesech v organizmu ovliviiovanych
mnozstvim enzymd a dalsich Idtek. Bilkovinné slozky enzymd jsou kédovdny geneticky a na vsechny pro-
cesy je zapotrebi velké mnozstvi energie. Energii a ostatni ddleZité Idtky prijimaji ryby v potravé z vnéjsiho
prostredi. Rychlost metabolizmu je zase rizena teplotou. Takze jedinec ¢i plemeno (populace) s dobrym
genetickym zalozenim u kapra obecného neporoste rychleji nez jedinec (plemeno, populace) s obecné
horsimi uzitkovymi vlastnostmi, pokud nebude (nebudou) mit zajistény dostatecny prisun potravy, opti-
madilni teplotu vody, kvalitu vody, prostor apod. Na druhou stranu geneticky stejnd (podobnd) populace
ryb (napr. potomstvo pochdzejici z jednoho vytéru jednoho plemene) ndhodné rozdélend do dvou loka-
lit maze vykdzat vyrazné odlisnou primérnou velikost a hmotnost ryb v rybnice, kde jsou lepsi potravni
podminky.

Normalni rozdéleni pozorovanych hodnot u sledovanych kvantitativnich znakd mdzeme vyjad-
fit tzv. Gaussovou kfivkou. Zakladnimi charakteristikami naméfenych hodnot sledovaného znaku
(hmotnosti, délky téla apod.) v souboru (populaci apod.) jsou primér (x) a smérodatna odchylka (s).
Smérodatna odchylka udavé rozsah proménlivosti — variability na obé strany: Primér + s zahrnuje
68 % viech namérenych hodnot daného souboru. Uvniti rozmezi vymezeného hodnotami X + 2s lezi
95 % vSech pozorovani a rozmezi vymezené x + 3s zahrnuje prakticky vSéechna pozorovéni dané popu-
lace, tj. 99,7 % ptipadd (obr. 5.1.).
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Studium variability (proménlivosti) kvantitativnich znakd v populacich se opird o vysledky biomet-
rickych méreni sledovanych vlastnosti (fenotypové hodnoty - fenotyp) a o zpracovani ziskanych dat
slozitymi matematickymi modely pfi vyuziti pocitacovych statistickych programu. V soucasné dobé
se pro studium proménlivosti kvantitativnich znak( zacinaji stale vice vyuzivat i molekuldrné-biolo-
gické metody.

-2s : +2s
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B §
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Obr. 5. 1. Gaussova kiivka vyjadiujici rozdéleni fenotypovych hodnot kvantitativnich znakd v populaci.

Zéavérem je potfeba podotknout, Ze rozdélovani znakd na kvantitativni a kvalitativni je do urcité miry
pouze konvenéni. Mezi kvalitativnimi a kvantitativnimi znaky nelze nalézt vzdy ostrou hranici. Nejd{-
lezitéjsi rozliSovaci znaky mezi kvalitativnimi a kvantitativnimi znaky jsou pro pfehlednost znazornény
v tab. 5.1. Otdzkou zUstava, kolik gent se na fenotypovém projevu jednotlivych kvantitativnich znakd
podili. V pocétcich rozvoje kvantitativni genetiky se pfedpokladalo, ze postaci identifikovat pouze né-
kolik malo lokust ¢i gent pro vysvétleni genetické variability vysoce komplexnich kvantitativnich znakd
a tyto pak cilenou selekci fixovat. Pozdéji se viak ukazalo, ze se studiem genetického pozadi kvantitativ-
nich znaku je to mnohem slozitéjsi. Z nedavnych vyzkumi vyplynulo, ze pocet genf, které maji vliv na ko-
nec¢nou fenotypovou hodnotu kvantitativniho znaku, se pohybuje mezi 100-300 (Falconer a Mackay,
1996). Jiné studie hovoti o nizsich Cislech, ale pozadi téchto experimentl je nejasné.

Tab. 5. 1. Zdkiadni rozdily mezi kvalitativnimi a kvantitativnimi znaky.

Kvalitativni znaky Kvantitativni znaky

« Jsou zalozeny malym poctem gent velkého tcinky « Jsou zalozeny velkym poc¢tem genti malého tcinku

- V populaci jsou fenotypy jednotlivych genotypt rozdéleny « V populaci pfechazi fenotypy jednotlivych genotypt plynule
do jasné specifikovanych ttid - diskontinudlIni proménlivost jeden v druhy - kontinudlIni proménlivost

« Fenotyp neni viibec nebo jen velmi mirné modifikovan « Fenotyp je vyznamné ovliviiovan podminkami prostiedi
podminkami prostredi
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5.2. Slozky fenotypové variance

V tvodu této kapitoly bylo naznaceno, ze v kazdé populaci vykazuji hodnoty kvantitativnich (méfi-
telnych) znakd (fenotyp) rliznou miru proménlivosti (variability), a ze fenotyp je vysledkem plsobeni
genetické slozky (genotypu) a vnéjsiho prostiedi.

P=G+E ©)

kde P je fenotyp (z angl. Phenotype), G je slozka geneticka a E je slozka prostiedi (z angl. Environment)
Zjisténa variabilita znaku v populaci se vyjadfuje jako variance (rozptyl), neboli ¢tverec odchylek
od prdméru populace. Fenotypovou varianci v populaci mdzeme tedy vyjadfit jako:

02,=0? + 07, @)

kde 02, je variance fenotypovd, 02  je variance geneticka a 02, je variance prostfedi.

5.2.1. Variance prostredi

Slozka 02, se na celkové varianci vysledného fenotypu viech kvantitativnich znakl podili v chovu ryb velmi
podstatné. VSechny sledované znaky mohou byt prostfedim ovlivnény ve viech fazich vyvoje jedince od oplo-
zeni az do doby, kdy jsou hodnoty sledovanych znakd zjistovany. Vysledek pfi studiu genetické variance téch-
to znakl zavisi na tom, zda jsme varianci prostredi schopni pfimo kvantifikovat, nebo spise zda jsme schopni
zajistit srovnatelné podminky prostredi pro viechny sledované skupiny. Mnoho vysledk( dosazenych pfi ex-
perimentdlnich Slechtitelskych programech v minulosti jsou dnes nepouzitelné, protoze neni jasné, jak byla
variance prostredi v kone¢ném vysledku zohlednéna nebo zda s ni bylo viibec pocitano (viz ptiklad 5.2.).

Priklad 5.2. Srovndvdme rust dvou populaci kapra obecného - selektované a neselektované, a kazdd ze
skupin byla nasazena do jednoho ¢i dvou rybnikd. Zjistény vysledek dosaZeného ristu vyjddreny hmotnosti
naznacoval, Ze selektovand populace dosdhla prikazné vyssi rist i preziti. Je takovyto vysledek objektivni?
Odpovéd'zni - v Zddném pripadé. Ze statistického hlediska byl pocet opakovdni nizky, protoze pii zohlednéni
vsech moznych faktort vnéjsiho prostredi a jejich rozdili mezi rybniky s odlisnymi skupinami neni moZzno fici,
zda vysledek zjisténych fenotypovych hodnot byl zplisoben vice vlivy prostredi Ci vlivy genetickymi. Tyto dvé
slozky nejsme schopni oddeélit a ani nejsme schopni fici, zda byly podminky prostredi v rybnicich s odlisnymi
skupinami srovnatelné. Nabizi se tedy otdzka, jak vyrovnat vlivy prostredi mezi porovndvanymi skupinami ci
oddélit varianci prostredi od variance genetické. Na obé otdzky bude odpovézeno podrobnéji v dalich kapi-
toldch. Zdkladem k dosazeni co nejobjektivnéjsich vysledkii je vhodny experimentdlni model.

Faktory podilejici se na varianci prostiedi mizeme rozdélit na faktory trvalé (permanentni nebo také
systematické) a docasné (temporalni nebo nahodné vlivy), jak je patrné v tab. 5.2. Variance nahod-
nych vlivii u porovnavanych skupin mize byt stabilizovdna opakovanymi métenimi sledovaného znaku
v ¢ase nebo mérfenim hodnot u velkého poctu jedincli a na vice lokalitdch (mistech, podnicich, rybni-
cich apod.). Opakovani je v tomto pfipadé nejidedlnéjsim feSenim, protoze Ucinek a mira variance téchto
faktort na celkovém fenotypu je prakticky neodhadnutelna. Systematické vlivy prostiedi neni mozno
minimalizovat opakovanymi méfenimi nebo by téchto opakovani muselo byt tolik, ze je to z praktického
hlediska neredlné. Tyto vlivy zahrnuji faktory, které jsou spolecné pro urcitou skupinu ryb nebo které se lisi
v jednotlivych letech. Prikladem systematickych vlivi podilejicich se na celkové fenotypové varianci jsou
vék ryb, pohlavi, klimatické podminky, krmeni, chovatelska technologie apod. Hranice mezi nahodnymi
a trvalymi vlivy neni pevnd a nékteré faktory mohou byt za urcitych okolnosti ndahodné a za jinych trvalé.
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Tab. 5.2. Genetické a environmentdini slozky fenotypové variance (podle Gjedrema, 2005).

Slozka Piiklady
Vék
Pohlavi

Trvala variance prostredi Prostiedi (rybnik, klecovy chov atd.)
Chovatelské podminky (podnik)
Potrava

Nemoci

Stres
Soupefeni
Teplota

Chyby v méreni
Dalsi vlivy

Docasna variance prostiedi

Geneticka variance Genotyp

Zakladem pfi provadéni viech experimentl ve $lechtitelskych programech je snaha testovat vsech-
ny sledované skupiny za stejnych podminek prostredi. V praktickych podminkédch je ale zajisténi vy-
rovnanych podminek nemozné, zejména v chovech rybni¢nich. V rybnikafstvi je rast ryb zavisly z vel-
ké ¢asti na pfijmu pfirozené potravy a pocatecni preziti vackového plidku zavisi na pfipravenosti
rybnika (teplota vody, rozvoj pfirozené potravy souvisejici s pfirozenou bonitou rybnika a zptsobem
obhospodarovani, onemocnéni, mnozstvi predatort — dravych ryb, hmyzu, ptakd, pozdéji savct apod.)
(PFiklad 5.3.).V chovech s fizenym prostiedim, v recirkula¢nich systémech nebo v intenzivnich chovech, kde
ryby rostou vyhradné z predklddaného krmiva a kvalitu vody je mozno optimalizovat, je mnohem snadnéjsi
zajistit vyrovnané podminky prostfedi pro viechny testované skupiny. V piipadech, kdy neni mozné zajistit
stejné systematické vlivy prostredi, je nezbytné pristoupit ke korekci namérenych fenotypovych hodnot.

Priklad 5.3. V okoli Pohorelic (CR) dosahuje kapr pfi stejném zpiisobu hospodareni ve vech vékovych
kategoriich vyssi konecnou hmotnost ve srovndni's podhorskou oblasti Zddru nad Sdzavou, a to diky del-
simu vegetacnimu obdobi, kdy je kapr schopen prijimat potravu a rust. Naopak pltidek kapra je schopen
vjednom ze dvou vedle sebe leZicich rybniki dosdhnout i trojndsobné hmotnosti za predpokladu, Ze bude
v mnohem fidsi obsddce, coZ zajisti vSem jedincim vyssi potravni nabidku a vice prostoru.

5.2.2, Vztahy mezi genetickou slozkou a prostiedim

Variance vysledného fenotypu muze byt rovnéz ovlivnéna vzdjemnymi vztahy mezi varianci genetic-
ké slozky a varianci prostfedi.V tomto ohledu rozlisujeme:

a) Korelace mezi genotypem a prostiedim. Tento jev mize nastat v ptipadé, kdy jsou lepsi geno-
typy podporeny lepsim prostfedim. Prikladem m{zZe byt situace, kdy tfeba geneticky rychleji rostou-
ci skupina ryb A dostava relativné vice krmiva, aby byl projev lepsiho genotypu v celkovém fenotypu
umocnén. Ale i pfi srovnatelném krmeni i dalSich podminkach prostfedi by skupina A doséhla lepsiho
rdstu nez skupina B. Pokud vznikne korelace, zvy3uje se fenotypova variance dvojnasobkem kovariance
genotypovych hodnot a odchylek prostiedi (2cov ).

b) Interakce mezi genotypem a prostiedim (02 ). Pokud rozdilné genotypy reaguji na zménu podmi-
nek prostiedi riiznym zplsobem, vznikd interakce mezi genotypem a prostfedim. V tomto smyslu se neho-
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GENETIKA KVANTITATIVNICH ZNAKU U RYB

vori o lepsich ¢i horsich podminkach, spise o urcité konkrétni situaci ve srovnani s predchozi (obr. 5.2.). Podle
dostupnych literdrnich zdroji se ndzory na vyznam interakci genotypu a prostredi v chovu ryb znacné lisi,
a proto neni mozno ucinit néjaky obecny zavér. Vétsina studii hovofi o podilu interakci na celkové fenoty-
pové variabilité na trovni nékolika desetin %. Vy3si hodnoty interakci byly zaznamenany u kapra obecného
v extenzivnich ¢i polointenzivnich chovech s podilem pfirozené potravy podilejici se na rlistu ryb. | pfes tato
zZjisténi je s interakci mezi genotypem a prostifedim nezbytné pocitat pfi planovani slechtitelskych programd.

Roky

V)
n

== =

Lokality

e el
===l =g =

= B

ABC A B

(@)

ABC
Genotypy

Obr. 5.2. Priklad interakci genotypu s prostiedim. Tri riizné genotypy (A, B, C) ve dvou letech (1, 2) a na dvou odlisnych
lokalitdch (X, Y); a) bez interakci; b) interakce genotypU s roky; c) interakce genotypd s lokalitami; d) interakce genotypu s roky
i lokalitami (Necdsek a Cetl, 1979).

Fenotypovou varianci miizeme na zékladé predchozich skute¢nosti vyjadfit jako:

0%,=0°,+0% ,+0°, +0°  +2cov, (5)

5.2.3. Variance genetické slozky

Proménlivost dédi¢nych faktorl mizeme rozdélit na tfi zakladni slozky, jejichz velikost zavisi na ge-
netickych vztazich mezi ¢leny polygennich systému. Nejjednodussim vztahem mezi polygeny je adi-
tivita (aditivni pasobeni genti). Déle rozliSujeme neaditivni pUsobeni gen(, které v sobé zahrnuje
dominanci a genové interakce. Konec¢ny rozklad fenotypové variance je pak mozno vyjadfit jako:

0’,=0%,+0° +0% +0°, +0°, +0°  +2cov, (6)
kde 02, je variance fenotypova, 02, je aditivni slozka genetické variance, 67, je slozka dominance ge-
netické variance, 07 je slozka interakci genl genetickeé variance, 6, je variance trvalych vliv(i prostiedi,

0?,. je variance docasnych vlivli prostfedi, 02, je variance interakce genotypu a prostfedi a 2cov, je
korelace mezi genotypem a prostredim.
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Aditivni slozka genetické variance

Princip aditivity spociva v prostém scitani ucinku jednotlivych aktivnich alel. Neutralni alely zod-
povidaji za zakladni fenotypovou hodnotu znaku, kterou aktivni alely zvysuji o urcity pocet jednotek.
Tento model je u kvantitativnich vlastnosti nejrozsitenéjsi. Ve vyjimecnych pfipadech muze byt Gcinek
alel multiplikativni, tzn. ze pocet uc¢innych alel vyslednou fenotypovou hodnotu nepficitd, ale nasobi,
a misto aritmetické rady dostdvame radu geometrickou. Aditivni slozka je pfi¢inou podobnosti mezi
pribuznymi jedinci a je nejvice ovliviiovana fenotypovou selekci. Po¢et moznych fenotypovych i geno-

Priklad 5.4. Zjednodusme projev jakéhokoliv kvantitativniho znaku a reknéme-si, Ze na jeho vysled-
ném projevu se nepodili vliv prostredi ani Zddnd ze zdvislosti mezi genotypem a prostredim. V tom pii-
pade, je-li znak kédovdn jednim genem (s moznymi alelami A,a), mizeme pozorovat 3 riizné genotypy
(AA; Aa; aa) a rovnéz 3 fenotypy (aa - zdkladni hodnota znaku; Aa - zdkladni hodnota zvysena o jednu
jednotku; AA — zdkladni hodnota zvysena o 2 jednotky). Pokud je znak kédovdn dvéma geny s volnou
kombinovatelnosti (s moznymi alelami A,a,B,b) a stejnym tcinkem na fenotypovy projev, miizeme pozo-
rovat 9 riznych genotypu (AABB; AaBB; AaBb; aaBB; aaBb; AABb; AAbb; Aabb; aabb) a 5 riznych fenoty-
povych trid (1. fenotyp — AABB; 2. fenotyp — AaBB, AABb; 3. fenotyp — aaBB, AaBb, AaBb; 4. fenotyp — Aabb,
aaBb a 5. fenotyp — aabb). V pripadé, kdy je znak kédovdn tremi pdry alel, miiZzeme ocekdvat 27 genotypu
a 7 fenotypovych trid. Obecné plati, ze pri n alelickych pdrech mtzeme ocekdvat 3" genotypovych a 2n+1
fenotypovych trid.

Ve skutec¢nosti se ale nemusi vSsechny alelové pary podilet na projevu kvantitativniho znaku stejnou
mérou. Dale existuje vliv prostiedi a vztahy mezi genotypem a prostiedim. Vezmeme-li v ivahu vztahy
dominance ¢i nedplné dominance mezi alelickymi pary, miizeme ocekdavat obrovské mnozstvi rliznych
fenotypovych tfid, které zpUsobuji kontinudlni proménlivost fenotypovych hodnot kvantitativnich zna-
ka. Aditivni varianci mizeme za urcitych okolnosti jako jedinou snadno vypocitat z namérenych dat
a pro odhadovani moznosti selekce, tedy vypocet heritability, je pocitdno pravé s touto slozkou genetic-
ké variability. U vétsiny druht ryb tvofi aditivni variance vyznamnou cast celkové fenotypové variance
rdstovych vlastnosti, a proto je mozno selekci na vyssi rist dosahnout velmi dobré vysledky pii zvyso-
vani genetického potencialu ryb.

Neaditivni slozka genetické variance

Neaditivni slozka genetické variance zahrnuje, jak jiz bylo feceno, varianci dominance a varianci
interakci mezi geny.

Variance dominance zahrnuje viechny genetické ucinky lokust (alelického paru / alelickych part),
které jsou zpUsobeny vzajemnymi vztahy alel uvnitf téchto lokust. Ma se za to, ze variance dominance
je zpUsobena jiz vyse zminovanymi vztahy dominance, neldplné dominance ¢i superdominance mezi
jednotlivymi alelickymi pary uvnitf lokust. Teorii podporuji studie, pfi kterych bylo zjisténo, ze tam, kde
neexistuji mezi alelami téhoz lokusu vztahy dominance, rovna se variance aditivni slozky hodnoté cel-
kové genetické proménlivosti (Falconer a Mackay, 1996).

Vzajemny vztah mezi dominanci a prostou aditivitou je mozno popsat na nasledujicim modelu. Pfed-
pokladejme, Ze mame jednoduchy lokus s alelami (A, A)). Genetickou hodnotu homozygotniho paru
A A, vyjadieme jako +a, genetickou hodnotu homozygotniho paru A A, jako -a a heterozygotni kom-
binaci A A, vyjadfeme hodnotou d. Alelu AT pfedpokladejme jako tu, ktera (je-li pfitomna) zvysuje p(-
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vodni genetickou hodnotu, alela A, hodnotu snizuje. Zminénou situaci si mizeme jednoduse graficky
vyjadfit (obr. 5.3.).

Za zakladni genetickou hodnotu (¢iselné vyjadreni vlivu genotypu na projev sledovaného znaku)
pokladejme bod 0 lezici uprostfed usecky homozygotnich parG alel A A, a AA, (obr. 5.3.). Hodnota
d (heterozygotniho paru A A,) bude zavisla na stupni dominance mezi alelami A, a A,. Pokud mezi ale-
lami neexistuje zddna dominance, hodnota d se rovna 0 a jde o klasické aditivni plsobeni gen(. Pokud
je A, dominantni vici A, hodnota d bude kladna, pokud je A, dominantni vici A, hodnota d bude
zaporna. Pokud mezi alelami existuje vztah Uplné dominance, bude se d rovnat +a nebo -a. Pokud mezi
nimi existuje vztah netiplné dominance bude hodnota d lezet mezi 0 a +a nebo 0 a-a a v pfipadé super-
dominance bude d vétsi nez +a nebo mensi nez -a.

Genotyp AA, AA, AA, AAAA,
| | | |
[ [ [ [
Genetickd hodnota -a 0 +a
d, d, d, d,
Podminky

d=0neni-limezi A, a A, zadny vztah dominance (d,)
0<d>+aje-liA neuplné dominantnivici A, (d))
d=+aje-li A, pIné dominantnivici A, (d,)

d> +aje-limeziA aA, vztah superdominance (d,)

Obr. 5.3. yjddreni genetické hodnoty heterozygotniho alelického pdru podle stupné dominance. Prevzato od Falconera
a Mackayho, 1996.

Variance dominance je s nejvétsi pravdépodobnosti zodpovédna za heterdézni efekt (heterézu)
a predpoklada se, ze u nékterych druht ryb (napt. kapr obecny) se pravé dominance podili nejvétsi
mérou na celkové genetické varianci hybridd.

Variance interakce zahrnuje genetické Ucinky vzniklé plsobenim epistatickych interakci mezi geny.
V polygennim systému se pravdépodobné vyskytuje mnohem Sirsi spektrum interakci rozlicného typu
ve srovnani s oligogeny. | pfesto bychom méli mluvit spise o intreakcich statistické povahy.V praxi se po-
¢ita jen s interakcemi nizsich fada, predevsim dvougenovych, ostatni jsou pro svoji sloZitost opomijeny.

U dvougenovych interakci mizeme pozorovat tii typy interakci:

1) Epistaticky vztah dvou lokusG s homozygotnimi alelickymi pary (napt. AABB, AABB,,
AA.B.B neboAA BpB)s aditivnimi ilinky - typ AA

2) Epistaticky vztah dvou lokusu s heterozygotnimi alelickymi pary (A A
typ DD

zB7Bz) sdominantnimi ucinky —

3) Epistaticky vztah lokusd s homozygotnim a heterozygotnim alelickym parem (napf. AAB B
AABB,AABB,AABB)-typAD

U tfigenovych systém jsou ¢tyfi moznosti (AAA, AAD, ADD, DDD), u ctyfgenovych je 5 moznosti
(AAAA, AAAD, AADD, ADDD, DDDD) atd. U interakci polygennich systému je velmi slozité odhadnout

mnozstvi variance, kterou generuji. U jednoduchych experimentu je zaclenéna variance interakci do

27
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variance dominance, proto se obé variance spole¢né oznacuji jako neaditvni slozka genetické varian-
ce. Nicméné pokud chceme kvantifikovat i tuto slozku genetické variance, musime vychézet z analyzy

udajt ziskanych pti schématu dilalelniho kfizeni (kfizeni véech skupin se véemi) (tab. 5.3. a obr. 5.4.).

Tab. 5.3. schéma dialelniho kiizeni péti skupin (plemen, linii) a statistické parametry potiebné pro grafickou analyzu.

Testované skupiny a jejich kfizenci Variance fady Kovariance Pramér
A B C D E kfizench fady kfizenca

A AXA AxB AXC AXD AXE v, W, %,

B BXA BxB BxC BXD BXE v, W, %,

c CxA CxB CxC CxD CxE v, W, X,

D DxA DxB DxC DxD DxE vV, W, X,

E ExA ExB ExC ExD EXE Ve W, X

Pozndmky: Se stoupajicim poctem recesivnich alel stoupaji hodnoty V., a W _a naopak. Pomér W /V. souvisi se stupném
dominance. PiiW /V = 2 neni dominance piitomna, piiW /V. =1 se jednd o uplnou dominancia piiW /V, <1
o superdominanci. Md-li pfimka pfiblizné sklon 45°, neni interakce pritomna.

Obr. 5.4. Odhad genetickych charakteristik grafickou analyzou dialelniho kiizeni. Potfebné hodnoty V, (variance rodicd),
V. (variance fad kfizencu s urcitym rodicem), W, (kovariance fad kfizencd s urcitym rodicem) se ziskaji rozborem dialelni tabulky
(tab.5.3.). Vzdjemny vztah mezi témito statistickymi hodnotami je ddn rovnici\W? =V _.V/P. Tato rovnice paraboly vymezuje
prostor, ktery zahrnuje viechny hodnoty W, /V. (Necdsek a Cetl, 1979).
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5.2.4. Materndlni variance

V nékterych pripadech pfi hodnoceni kvantitativnich znak( u potomstva zohledriujeme i tzv. mater-
ndlni varianci, neboli varianci zpGsobenou vlivem matek (samic, u ryb také jikernacek). Tato variance se
nachazi na hranici mezi genetickou a negenetickou (environmentalni) varianci, nebot se na ni podileji
obé slozky. U savct je tento vliv mnohem vyraznéjsi a zahrnuje vlivy v obdobi prenatélnim i postnatal-
nim. U ryb, kory3( a mékkys(i se maternalni variance (maternalni efekt) projevuje predevsim ve ve-
likosti a kvalité jiker, které maji vliv na procento oplozenosti, lihnivosti, odolnost vackového pladku
a jeho pocatecnim rlstu. Na zminovanych ukazatelich se nejvétsi mérou podili celkovy zdravotni stav
jikernacek v obdobi vytéru, stéfi ryb, velikost jiker, obsah zdsobnich latek v jikie apod. Nékteré z téchto
efektll maji geneticky zaklad, nékteré jsou silné ovlivnény podminkami prostredi.

Rozdil ve vlivu velikosti jiker na pocatecni rist plddku byl prokézan u lososovitych ryb, tlamouna, sumec-
ka skvrnitého i kapra obecného (Gjedrem, 2005). Jini autofi tento vliv nepotvrdili (napt. Vandeputte a kol.,
2004). Obecné plati, ze ¢im vétsi je primérna velikost jiker, tim vétsi variabilita se v této velikosti vyskytuje
a tim vétsi rozdily v pocatecnim rlstu plidku mizeme ocekdvat. Maternalni efekt se s vékem ryb vyrazné
redukuje, az ztraci. Velikost materndlni variance je také ovlivnéna zptsobem chovu ¢i druhem ryb (korys(,
mékkysh). U korysy, ¢i tlamoun (tilapii) se matky staraji o své jikry (vajitka) a pecuji o narozené potomstvo.
U téchto druh je tedy mozné predpokladat vyssi materndini efekt. Materndlni efekt byl odhadnut ve vysi
5% z celkové fenotypové variance u pliidku lososa obecného ve stafi 190 dni, ale ve stéfi 2 let byl podil ma-
terndlni variance jiz mensi nez 1%. Maternalini efekt u tlamoun( byl odhadnut az ve vysi 7-13 % z celkové
fenotypové variance. Pfesto je obecné maternalni efekt pokladan za nevyznamny (Gjedrem, 2005).

5.3. Heritabilita

Hertitabilita je jeden z nedlilezitéjsich parametrd pfi Slechtitelské praci, zejména uvazujeme-li o selek¢-
nim programu. Heritabilita udava, jak velky podil na celkové fenotypové varianci v populaci ma geneticka
slozka. Heritabilita neboli dédivost ma pro kazdy znak v populaci jedinci nenahraditelnou a neopako-
vatelnou hodnotu. Vypoctena hodnota pro dany znak v populaci A za konkrétnich jasné specifikovanych
podminek nemusi byt platna pro stejny druh ryby v populaci B ¢i C a dokonce ani v populaci A chované
za jinych podminek. Pfesto se vypoctené hodnoty heritability urcitého znaku napt. hmotnosti u atlantské-
ho lososa v populaci A zobecriuji a pokladaji za platné pro cely druh. Hodnota zjisténa u populace A by
méla byt pokladana jen za mozny predpoklad, ze v populaci B ¢i C tomu m(ize byt podobné. Pied zaha-
jenim selekéniho programu v populaci B ¢i C by pro kazdou z nich méla byt heritabilita odhadnuta zvIast.

Heritabilitu kvantifikujeme koeficientem heritability (h?).V SirSim slova smyslu m{zeme koeficient
dédivosti vyjadrit jako podil celkové genetické variability na fenotypové variabilité:

k=0 /0?, )

kde 0?_ je variance genetické slozky a 02, je celkova fenotypova variance.

Jelikoz ale tato hodnota zahrnuje i varianci dominance a epistatickych interakci, které na selekci ne-
reaguji, vyuziva se heritabilita v SirSim smyslu jen u vysoce pfibuznych jedincl s rodi¢ovskymi genotypy
(tedy klon0, vysoce inbrednich linii, mitotickych gynogent apod.).

Ve vétsiné pripadl vyuzivame heritabilitu v uzsim slova smyslu, kterd udava podil aditivni genetické
variance na celkové fenotypové varianci.

h=0 /0, (®)

kde 02, je aditivni geneticka variance a 62, je celkova fenotypova variance.
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Hodnoty koeficientu heritability mohou nabyvat hodnot 0 < h? < 1. Pokud zjisténd hodnota lezi
mimo tento interval, doslo pfi odhadu heritability k chybé. Pokud se zjisténa hodnota blizi 0, je podil
genetické variance (rozptyl) daného znaku v populaci nizky a vice se uplatiuji vlivy prostredi. V tomto
pfipadé je vyhodnéjsi zaméfit se na optimalizaci podminek prostiedi. Pokud je hodnota koeficientu
heritability blizkd k 1, je podil genetické variance na projevu znaku znacny a cilenou selekci je mozno
danou vlastnost v populaci vylepsit (tab. 5.4.).

Tab. 5.4. Rozdéleni heritability podle vyse odhadnutého koeficientu (Minvielle, 1990).

Heritabilita Hodnota h? Ucinek selekce Optimalizace prostredi
sledovaného znaku na danou vilastnost

Nizka 0-0,2 nizky velmi ucinna

Stredni 0,2-0,4 dobry ucinnd

Vysoka vice néz 0,4 velmi dobry méné ucinnd nez neucinna

Z vyse uvedenych skutecnosti o heritabilité je mozno konstatovat, ze (Falconer a Mackay, 1996):

« heritabilita neméfi mnozstvi, kterym geny ovliviuji vlastnost;

« heritabilita neméfi relativni ddsledky gen( a prostredi na vlastnost;

+ heritabilitanema neménny podil v rdmci druhu u riznych populacia u stejnych populaciv riznych prostredich;
« heritabilita neni stejna pro viechny vlastnosti v populaci;

« heritabilita nevypovida o hodnoté jedince;

« heritabilita je méfitkem velikosti variability genetické slozky determinujici danou vlastnost v popu-
laci, tedy fika néco o rliznorodosti fenotypd;

« pokud se h? = 0, neznamena to, Ze vlastnost neni geneticky ovlivnéna. Vsechny vlastnosti maji ge-
netické pozadi, protoze organizmy jsou vystavény podle informaci uchovanych v genech.V tomto
pfipadé je jen geneticka variance (rozptyl) znaku v populaci nulovy, znak je geneticky pIné fixovan
a odchylky jsou zplsobeny jen vlivem prostiedi;

« pokud se h? = 1, neznamena to, Ze prostredi vlastnost neovliviiuje. Variance prostredi jen v daném

konkrétnim pripadé neovlivnila fenotypovou hodnotu v populaci. Zména prostiedi mize zpUsobit
zménu v podilu rozptylu jednotlivych slozek.

Odhady koeficientu heritability

V praxi pro odhad koeficientu heritability potfebujeme znat aditivni genetickou varianci ptislusného
kvantitativniho znaku. Aditivni genetickou varianci mdzeme stanovit s vyuzitim statistickych metod (napf.
+Animal model”) z fenotypovych dat ziskanych pfi vhodné konstruovanych experimentech (kapitola 5.6.).
Presnéjsi metodou je stanoveni realizované heritability z vysledkl selekéniho pokusu (kapitola 9.5.4.).
Prehled zjisténych koeficientt heritability u akvakulturnich organizm je zndzornén v pfiloze 5.1.
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5.4. Heteroza

Heterdza je jev, ktery ma uzkou ndvaznost na varianci neaditivni slozky genetické proménlivosti
nii. Tento jev, oznacovany také jako hybridni zdatnost nebo heterézni efekt, se projevuje u organizmu
jako celku a jeho vysledkem je zlep3eni celé fady fyziologickych funkci. Jeho nevyhodou je docasnost,
tzn. Ze se objevuje zpravidla jen u prvni filidIni generace (F,). Z tohoto ddvodu je heterézy vyuzivano
zejména pro produkci uzitkovych populaci (ur¢enych pro konzumaci).

Na vysvétleni projevu hybridni zdatnosti existuji dodnes tfi hypotézy. Dvé z nich, hypotéza domi-
nance a heterozygotnosti (superdominance), staly plvodné proti sobé, ale v soucasnosti jsou si blizké
nebo se alespon nevylucuji. Tou tieti je hypotéza epistaze (Moll a Stuber, 1974).

Hypotéza dominance vychazi z aditivniho ptsobeni gen(i se vztahy dominance uvnitt alelickych pard,
které se schazeji v hybridnim genotypu generace F, ve vétsim poctu nez v rodicovskych genotypech.
Hypotéza predpoklads, ze geny zodpovédné za vitalitu a rlist jsou dominantni a geny, které jsou skodlivé
k jedinci samotnému, jsou recesivni. Kiizenim vhodnych rodi¢l s rozdilnymi sadami dominantnich alel
potomek nésledné vykazuje vysoky heterozni efekt (obr. 5.5.). Dle této teorie by mélo byt mozné heterdzni
efekt fixovat. O moznosti fixace Ize uvazovat ale jen v pfipadé, kdy je pocet komplementarnich gend maly.
V tvodu této kapitoly bylo vsak feceno, ze pocet gent a tedy alelickych part podilejicich se na vysledném
fenotypovém projevu je velky (nékolik desitek az set). Takze pravdépodobnost segregace zadoucich ge-
notypu v F, generaci je velmi nizka (Tsaftaris, 1995). Navic je situace zkomplikovéna vazbou gen, pficemz
ptiznivé dominantni alely jsou ¢asto vazany s nepfiznivymi alelami jinych gend a zvySovani homozygot-
nosti v populaci vyvolava naopak snizenou vitalitu ryb, tzv. inbredni depresi.

P, AABB CCDD eeffgghh X P, aabb ccdd EE FF GG HH
Pocet dominantnich genli =4 Pocet dominantnich genli =4
F, Aa Bb CcDdEe Ff Gg Hh

Pocet dominantnich gentli = 8 - projev heterézniho efektu

Obr. 5.5. schématické zndzornéni vzniku heterézniho efektu podle hypotézy dominance.

Teorie superdominance pfi projevu heterozniho efektu predpokladd, ze existuji lokusy, i kdyz rela-
tivné vzacné, které pokud se sejdou v heterozygotni sestavé u F, generace, zp(isobi vy3si vitalitu potom-
stva v porovnani s rodici, ktefi maji geny v homozygotni konstituci (obr. 5.6.). Takto ziskanou vlastnost
vsak neni mozné fixovat pouzitim inbreedingu (Tsaftaris, 1995). Uplatnéni superdominance u kvantita-
tivnich znak je velice obtizné prokazat, i kdyz zdanliva superdominance zplisobena nealelickymi inter-
akcemi a ztrdtou vazbové rovnovéhy bézné prispivd k heteréze (Jinks, 1983). Hulata (1995) predpoklada,
ze hlavni roli v neaditivni genetické varianci u kapra obecného hraje pravé superdominance.

P, AABBCCDDeeffgghh X P, aabb ccdd EE FF GG HH
Pocet genll v heterozygotni sestavé = 0 Pocet gent v heterozygotni sestavé = 0
F, Aa Bb Cc Dd Ee Ff Gg Hh

Pocet genu v heterozygotni sestavé = 8 — projev heterézniho efektu

Obr. 5.6. schématické zndzornéni vzniku heterézniho efektu podle hypotézy superdominance.
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Vysi heterdzniho efektu uvadime vétsinou jako procentickou relativni hodnotu, kterd vyjadiuje podil
mezi prdmérnou fenotypovou hodnotou sledovaného znaku u potomstva a fenotypovou hodnotou
rodi¢li nebo spise fenotypovymi hodnotami rodic¢ovskych populaci (podrobnéji bude vysvétleno v ka-
pitole o slechtitelskych programech) (Dvorak, 1992).

+ Je-li primérnd hodnota sledovaného znaku u hybridd vyssi nez primérna hodnota znaku u vykon-
néjsi rodicovské populace, mluvime o skute¢ném heteréznim efektu.

F,>P,>P, nebo F, >P,>P,

« Je-li primérna hodnota sledovaného znaku u hybridi vyssi nez hodnota ziskana priimérem hodnot
od obou rodicovskych populaci, mluvime o hypotetickém heteréznim efektu.

P+P
F>1 2
2
« Je-li primérnd hodnota sledovaného znaku u hybrid( vyssi nez primérna hodnota mateiské popu-
lace, mluvime o oby¢ejném heteréznim efektu.

F >P,

« Je-li primérnd hodnota sledovaného znaku u hybridd vyssi nez primérna hodnota otcovské popu-
lace, mluvime o specifickém heteréznim efektu.

F,>P,

« Je-li primérna hodnota sledovaného znaku u hybridd nizsi nez prdmérna hodnota horsi rodicovské
populace, mluvime o hybridni depresi.

F,<P,<P, nebo F <P,<P,

Kvalifikovanych odhadd heterdéznich efektd v akvakultufe doséhneme u vhodné modelovanych ex-
perimentl nazyvanych testy uzitkovosti. Podle zvoleného typu kiizeni jsme schopni odhadovat jen
nékteré z moznych typl zmifovanych heterdéznich efekt(. Pozorované fenotypové hodnoty kiizencl
jsou navic kombinaci aditivni i neaditivni slozky fenotypové varaince, nebot je pii nékterych typech
krizeni nejsme schopni od sebe pfi statistické analyze oddélit a predevsim nezname ani genetické po-
zadi rodic¢l. Ve Slechtitelské praxi tyto okolnosti zpravidla zanedbavame a pfi projevu lepsi uzitkovosti
u hybridd odlisnych plemen ¢i linii, napt. u kapra obecného, hovofime obecné o heter6znim efektu.
Komplexni analyzu jednotlivych slozek fenotypové variance mizeme provést jen pfi dialelnim kfizeni.

5.5. Inbreeding

Inbreeding je disledkem rozmnoZzovani pfibuznych jedincl. Projevuje se ve vice ¢i méné uzavienych
populacich o relativné nizkém poctu jedincd, jako jsou napiiklad generac¢ni hejna ryb na rybich farmach
nebo u divokych populaci, které jsou od ostatnich populaci stejného druhu izolovény bez moznosti mi-
graci nebo jen s malym poc¢tem migraci. Disledkem inbreedingu je zvySovani homozygotnosti a po-
kles heterozygotnosti v populacich, ¢imz se zvysuje riziko vyskytu letalnich ¢i jinak nezaddoucich genl
v homozygotné recesivni sestavé. Tento jev se nazyva inbredni deprese a vede k celkovému poklesu
reprodukéni zdatnosti (fitness) — zhorseni fyziologickych funkci, schopnosti reprodukce, odolnosti atd.

Pfiinbreedingu dochazi ke zméné genotypovych frekvenci, ale ne ke zméné frekvence alel. Inbreeding
se v chovech ryb bezesporu bézné objevuje vice nez u jinych hospodariskych zvitat. Vysoka reproduk¢-
ni schopnost ryb totiz umoznovala zaklddat generacni hejna ryb jen z nékolika jedinc odchycenych
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z divokych populaci. | dnes se bézné v chovatelské praxi pro obnovu generac¢nich hejn pouziva nizky
pocet rodicl. Pfes obecnou skodlivost mUize hrat inbreeding spole¢né s dalsimi faktory (geneticky drift,
selekce, mutace, migrace atd.) vyznamnou roli pfi tvorbé novych plemen ¢i linii (pFiklad 5.5.).

Priklad 5.5. Predpoklddejme, Ze mdme idealizovanou populaci s pocdtecni genetickou hod-
notou 0 a genetickou variabilitou 0,3. Pokud z této populace vybereme 4 velmi malé subpopulace
(10 samcd a 10 samic), které budeme oddélené rozmnozovat, dojde s nejvétsi pravdépodobnosti
ke zméné cetnosti alel (genetickému driftu) v selektovanych populacich. Po x-tém poctu generaci
budou mit nékteré populace vyssi genetickou hodnotu, jiné nizsi, ale celkovd priimérnd genetickd
hodnota vsech populaci se bude rovnat plivodni populaci, tedy 0 (obr. 5.7.). Dalsim efektem bude
zvysovdni (rozrizriovdni) genetické variability mezi populacemi. Naopak variabilita uvniti plemen se
bude sniZovat (obr. 5.8.). Oba tyto jevy — zména genetické hodnoty a zména genetické variability jsou
primym ndsledkem inbreedingu. V konecném disledku mizeme ziskat ctyri odlisné linie ¢i plemena.

(Prevzato od Gjedrema, 2005).

0,38
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—®— popl
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Obr. 5.7. Zména genetické hodnoty v prabéhu generaci po genetickém driftu.
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Obr. 5.8. Wyvoj genetické variance uvniti populaci v pribéhu generaci po genetickém driftu.
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Ryby, korysi a mékkysi jsou obecné k Gcinkim inbreedingu, tedy inbredni depresi, méné citlivé nez
vyssi organizmy (ptdci, savci apod.). | presto je nutno extrémnim désledkdim inbreedingu pfedchéazet,
protoze inbredni deprese muze i v chovu ryb zplsobit velké ekonomické ztraty. Stupern inbreedingu
vyjadiujeme koeficientem inbreedingu AF (viz kapitola 2.2.). Koeficient inbreedingu udéava pravdé-
podobnost, s jakou jsou dvé alely na jednom lokusu u daného jedince stejného plvodu (tedy, Ze obé
pochazi od stejného predka). Z tohoto hlediska rozliSujeme alely jednoho alelického paru (na jednom
lokusu) jako autozygotni a allozygotni. Autozygotni alely jsou identické podle ptvodu, tzn. Ze vznikly
replikaci jedné alely v jednom ze spole¢nych predkd. Allozygotni jsou takové, které nepochdzi z repli-
kace jediné alely spole¢ného predka. Vztah alel v genotypech nové populace vzhledem k plvodni je
vyjadien schematicky na obr. 5.9.

Jak jiz bylo dfive naznaceno, v akvakultufe byva efektivni velikost populace mala kvili vysoké re-
produkéni schopnosti chovanych organizm(. Velmi dilezity je také pomér mezi pouzitymi samci a sa-
micemi. Efektivni velikost populace (N) mizeme vyjadFit vzorcem (viz kapitola 2.2.), ze kterého je
patrné, Zze pokud k reprodukci vyuZijeme pouze jednu samici nebo jednoho samce, nebude efektivni
velikost populace nikdy vétsi nez 4, bez ohledu na to, kolik jedinct druhého pohlavi se reprodukce zu-
castni. Z obecného hlediska je nejvyhodnéjsi pouzivat k reprodukci stejny pocet samcl i samic, protoze
pak se efektivni velikost populace rovna poctu pouzitych jedinct. Z praktického hlediska neni ale vzdy
toto feSeni mozné, a proto se doporucuje pouzit co nejvyrovnanéjsi pomér pohlavi, protoze s ohledem
na efektivni velikost populace jen velmi téZce nahradime maly pocet jedincd jednoho pohlavi velkym
poctem jedincl pohlavi druhého.

Je zfejmé, Ze v uzavienych populacich plemennych ryb se pfi Slechtitelské praci postupnému
inbreedingu a ztraté genetické variability jen téZko ubranime. Spravnym managementem muizeme ale
inbreeding zpomalit. Mezi nejdilezitéjsi opatieni patii:

@ ™ Genotyp
@ o o autozygotni
‘ homozygotni

a
@ | Genotyp
® OO LD
homozygotni

;

o1d

Genotyp

autozygotni
> heterozygotni

Genotypy v nové populaci

®

Alely v populaci predkd, které
nejsou identické podle ptvodu

Obr. 5.9. Vztah alel v genotypech nové populace vzhledem k pavodni
(Prevzato z Urban, http://user.mendelu.cz/urban/vsg3/pop/popul6.htmi).
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« Pouzivat pro obnovu generacnich ryb a pro tvorbu rodic¢ovskych populaci co nejvice rodicd s pomé-
rem pohlavi blizicim se 1: 1. Jako obecné pravidlo pro minimalni efektivni velikost populace v akva-
kultufe se uvadi N, = 100, coZ pfedstavuje koeficient inbreedingu na drovni 0,5% za jednu generaci.

Pouzivat od kazdé matky pii obnové populaci pfiblizné stejné mnozstvi jiker (podle vahy ¢i objemu)
a smésny vzorek téchto jiker proporciondlné rozdélit na pocet skupin odpovidajici poctu otct
a provést individualni oplozeni. Timto postupem zajistime maximalné mozny pocet rodin v budou-
ci populaci a omezime nadpriimérné prosazeni otcd s nejkvalitnéjsim spermatem.

Vybirat vyrovnany pocet jedincl obojiho pohlavi pro ucely reprodukce z co nejvice rGiznych rodin.
Tento systém je vSak mozny jen v pfipadech, kdy mdme Udaje z rodokmenu. V bézné praxi mame
tyto udaje k dispozici jen ojedinéle, a proto se doporucuje (nejedna-li se o selekéni programy) pro-
vadét alespont ndhodny vybér budoucich rodi¢t z remontnich hejn bez jakychkoliv selekénich kri-
térii (eliminuji se pouze minus varianty jedincd, tedy jedinci ve Spatném zdravotnim stavu, s defor-
macemi, s atypickym tvarem téla apod.).

Pridavat do generacnich hejn jedince nepfibuzné (z divokych populaci, jinych nepfibuznych hejn
apod.). To Ize jen v ptipadech, kdy zndme plvod jedincl, aby nedoslo ke smichani dvou odlisnych
plemen ¢i linii a je potfeba pocitat se skutec¢nosti, ze u populaci selektovanych pro urcité vlastnosti
muze dojit zafazenim novych jedincl ke ztraté genetické hodnoty této populace.

5.6. 0dhady parametrii fenotypové a genetické variance

Pro ucely slechtitelské prace je velmi dllezité védét, jak se na projevu sledovaného uzitkového znaku
podileji jednotlivé slozky fenotypové variance. Podle vyse odhadi jednotlivych parametr( Ize usuzovat
na Uspéch pouzitych slechtitelskych metod ¢i uvazovat o zméné podminek prostredi. Ze Slechtitelského
hlediska je nejdllezitéjsi oddélit varianci genetickou od variance zplsobené prostfedim. U vétsiny kvan-
titativnich znakd je geneticka variance zaloZena na varianci aditivni slozky, a proto je jeji vycisleni nejdd-
lezitéjsi. Vycisleni aditivni genetické variance je mozno provést na zakladé podobnosti mezi pfibuznymi
jedinci. Konkrétné se porovnavaji pozorované (statistické) kovariance mezi fenotypovymi hodnotami je-
dincl v populaci s vyuzitim statistickych metod. K odhadu biologickych varianci jednotlivych slozek (napt.
aditivni genetické variance) se vyuzivaji statistické variance jednotlivych slozek. Tyto slozky se odhaduiji
z fenotypovych hodnot analyzou variance (ANOVA) s vyuzitim genetickych tiid (napf. otce, matky apod.).

V této souvislosti je potieba si uvédomit rozdil mezi pozorovanou (statistickou) varianci jednotlivych
komponentd, které jsou odvozeny ze statistickych odhad(, a biologickou varianci slozek, které se vztahuiji
k jednotlivym efektim daného genetického modelu. Otézkou zlstéava, za jakych podminek je kovariance
mezi pfibuznymi jedinci totozna se skute¢nou genetickou varianci v populaci? Pro pfiklad uvedme vztah
mezi dvéma piibuznymi jedinci. Fenotypovou kovarianci téchto jedincd mlzeme vyjadrit jako:

anPy = anGy + ¢,.ExEy + anEy + o.lSyEx (9)

kde O,p, J€ fenotypova kovariance mezi jedinci Xa'y, O J€ geneticka kovariance mezi jedinci, O,

je kovariance prostiedi mezi jedinci, O, @ O, JSOU kovariance mezi genotypem jednoho jedince

a prostiedim druhého (Gjedrem, 2005).

Abychom mohli pokladat fenotypovou kovarianci za vysledek genetické kovariance, musi platit, ze
variance 0,,,, 0. a0 nejsou prikazné odlisné od 0. Pokud tomu tak neni, mGze pii odhadu gene-
tické kovariance dojit k chybé.
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5.6.1. Odhad aditivni genetické variance uzitim kovariance mezi rodicem a potomkem

0’=2.0 (10)

PoPp

kde o, je aditivni geneticka variance, Cropp
(Gjedrem, 2005).

Odhad v tomto pfipadé muze byt ovlivnén varianci interakci mezi geny a v pfipadé vypoctu na zakla-
dé fenotypovych hodnot mezi matkou a potomkem i maternalnim efektem. Tento model se rovnéz ne-
doporucuje pouzivat v pfipadech, kdy jsou rodice selektovani, protoze v tomto piipadé dochazi ke sni-
zeni fenotypové kovariance mezi rodi¢ovskymi fenotypy, nasledné ke snizeni kovariance mezi rodici
a potomstvem a vysledna geneticka variance pak méze byt podhodnocena (Gjedrem, 2005).

je fenotypova kovariance mezi potomkem a rodi¢cem

5.6.2. Odhad aditivni genetické variance regresi fenotypové hodnoty potomkii
na fenotypovou hodnotu rodicii

62=072.2b,, nebo ’=0,2.2b,, (11)

b= & X (y-y)

z (x-x)* (12)

o/s o/D
ni koeficient potomka na fenotypovou hodnotu otce nebo matky, x, je fenotypova hodnota rodice,

y,fenotypové hodnota potomka, x je primérna fenotypova hodnota rodicovské populace, y je pramér-
na fenotypova hodnota potomku (Gjedrem, 2005).

Vyhodou tohoto modelu je skute¢nost, ze odhad v tomto pfipadé neni ovlivnén selekci rodict, ale
potomstvo musi zUstat neselektovano a rozmnozovani nesmi byt asortativni (vybérové). Stale ale zdsta-
va moznost ovlivnéni vysledku varianci epistatickych interakci a kovarianci prostredi a kovarianci mezi
vlivy genetickymi a prostiedim. U druhli s pfedpokladanym materndlnim efektem je vhodnéjsi pouzivat
regresi potomku vici otcim (Gjedrem, 2005).

kde 0,7 je aditivni genetické variance, 6,2 je fenotypova variance v populaci, b, a b, je regres-

5.6.3. Odhad aditivni genetické variance uzitim fenotypové kovariance mezi sourozenci

Odhady slozek fenotypové variance jsou pfi vyuziti tohoto modelu nejpresnéjsi a nejflexibilnéjsi. Vy-
hodou této metody je, Ze je provadéna z dat ziskanych u jedné generace v jednom case a ze stejného
leném schématu pareni (kfizeni) rodi¢l. Pro presnost odhadu je nutno vyuzit v rdmci technickych moz-
nosti co nejvétsi pocet rodicu a ziskat od nich co nejvice skupin sourozenct a polosourozencu. U druht
s moznosti umélého vytéru je tato situace mnohem jednodussi, u mnoha akvakulturnich druhl neni
vsak technika umélého vytéru zvladnuta. V tom pfipadé je nezbytné volit jiné zplsoby pareni jednot-
livych rodic¢h. Dalsim faktorem pro volbu typu schématu pareni je skute¢nost, zda jsme schopni zajistit
synchronizovany vytér, pocet dostupnych rodi¢li od kazdého pohlavi a také pro ktery znak chceme adi-
tivni genetickou variance odhadnout (Gjedrem, 2005).
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Podle systému péfeni rodicud (tvorby rodin) rozezndvame ¢Ctyfi zakladni schémata (Gjedrem, 2005):

1. Schéma jednotlivych para (angl. Single pairs design)

2. Schéma hierarchické (angl. Nested design)

3. Schéma faktorialni (angl. Full factorial design)

4. Schéma castecné faktorialni (angl. Partly factorial design)

Schéma jednotlivych pari je nejjednodussi zplsob, pfi kterém jsou spermatem jednoho samce
(otce) oplodnény jikry jedné samice (matky). Vysledkem jsou jen skupiny vlastnich sourozenct (souro-
zenci s obéma stejnymi rodici) bez vzajemnych pFibuzenskych pomérd (obr. 5.10.). Pfi tomto schématu
nemohou byt jednotlivé slozky fenotypové variance presné odhadnuty, protoze dochazi k jejich prekry-

vani a nelze je statisticky oddélit. Toto schéma lze pouzit jen v pfipadé, kdy ocekdvame nizké hodnoty
neaditivni genetické variance a jinych efektl nez aditivni variance (Gjedrem, 2005).

Otcové
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Obr. 5.10. Zpusob pdreni rodicti pti schématu jednotlivych pdrt a odhad jednotlivych parametre.

Schéma hierarchické se bézné pouziva ve Slechtitelskych programech ryb. Pfi tomto schématu je
sperma jednoho otce pouzito k oplozeni jiker nékolika matek (obr. 5.11.). Vznikaji skupiny vlastnich sou-
rozencll i polosourozencl (skupiny sourozenct s jednim stejnym rodi¢em). Pocet skupin vlastnich sou-
rozencl je roven poctu pouzitych matek, pocet skupin polosourozenc je roven poctu pouzitych otcU.
Pri tomto schématu se variance otc a matek rovna ctvrtiné aditivni genetické variance, ale u matek
muUze byt odhad zkreslen neaditivni genetickou varianci, maternaini varianci a v pfipadé oddéleného
chovu skupin vlastnich sourozencl do skupinového oznaceni i vlivem podminek prostiedi. Ve vyjimec-
nych piipadech mizeme pouzit opacné hierarchické schéma, tedy rozdéleni jiker jedné matky na vice
porci a oplozeni kazdé porce spermatem jednoho otce.V tomto pfipadé bude odhad aditivni genetické
variance méné presny, protoze miize byt ovlivnén materndlnim efektem (Gjedrem, 2005).
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Obr. 5.11. Zpisob pdreni rodici pfi hierarchickém schématu a odhad jednotlivych parametrc.
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Pfi schématu plného faktorialniho kfiZzeni je sperma kazdého otce pouzito k oplozeni jiker vice
matek a zéroven jsou jikry kazdé matky rozdéleny na vice porci a oplozeny spermatem vice otcl
(obr. 5.12.). Opét ziskdme skupiny vlastnich sourozenct i polosourozenct. Pocet skupin vlastnich sou-
rozencll odpovida soucinu pouzitych matek a otcu. Pocet skupin polosourozenct se spole¢nym otcem
je roven poctu pouzitych samci a pocet skupin polosourozenct se spole¢nou matkou je roven poctu
pouzitych samic (Gjedrem, 2005). Toto schéma je nejvhodnéjsi vzhledem k presnosti odhadovanych
hodnot aditivni i neaditivni genetické variance. Nevyhodou faktoridlniho schématu je nizsi pocet tes-
tovanych rodicy, ktery je omezen dostupnosti odchovnych ploch (nddrzi) atd., nebo musime pouzivat
drahé metody urcovani pivodu potomki s vyuzitim metod molekularni biologie, kdy drzime vice rodin
ve spole¢nych obsadkéch.
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Obr. 5.12. Zpisob pdreni rodicii pri piném faktoridinim schématu a odhad jednotlivych parametrc.

Castecné faktorialni schéma miizeme vyuzit jako vhodnou alternativu mezi hierarchickym a plné
faktorialnim schématem (obr. 5.13.). Vzhledem k poc¢tu odchovnych ploch jsme schopni otestovat vice
rodi¢li nez u faktorialniho kfizeni a na druhou stranu dosahneme lepsiho piibuzenského propojeni mezi
skupinami sourozencu a polosourozenct oproti hierarchickému schématu (Gjedrem, 2005).
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Obr. 5.13. Zpiisob pdreni rodict pii cdstecné faktoridinim schématu.
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5.6.4. Odhad miry zdvislosti mezi kvantitativnimi znaky — kovariance, korelace a regrese

Pri statistickych analyzach fenotypovych dat kvantitativnich znak( a pro ucely Slechtitelské prace,
zvlasté pro selekeni postupy, je dulezité znat vzajemnou zavislost dvou ¢i vice kvantitativnich znakd.
Vztah mezi dvéma znaky X a Y mlze byt vyjadien jako kovariance (cov, ), korelace (r,) nebo regrese
(bxy) (Gjedrem, 2005). Kovarianci je mozno vyjadfit rovnici:

cov, =Z(X-X)(Y-Y)/N-1 (13)

kde X a Y jsou fenotypové hodnoty kvantitativnich znakd a N je pocet pozorovani

Korelace (r,) vyjadfuje podil kovariance k soucinu smérodatnych odchylek znakd X a Y a patii mezi
nejpouzivanéjsi parametry.

r,=cov /o0 =X(X-X)(Y-Y)/V/(Zd?)(2d ) (14)

kded a dyjsou rozdily hodnoty znaku X, respektive Y od priméru.

Koeficient regrese znaku X na znaku Y vyjadiime rovnici:
bxy = covxy/c:rx2 = }Idxy/dez, jednoducha regresni rovnice je pak Y=a+ bxyX. (15,16)

Zavislost dvou znakl ve slechtitelské praci vyjadiovand zpravidla jako korelace je zplUsobena gene-
tickou kovarianci i kovarianci prostiedi. Proto m{izeme pfi znalosti potfebnych dat odhadnout korelaci
genetickou i fenotypovou. Odhad se provadi podobnym zplsobem jako pfi odhadu jednotlivych slo-
Zek fenotypové variance u jednoho znaku. Genetickd i fenotypova korelace nabyvaji hodnot v intervalu
od -1 do 1. Hodnoty blizké 1 znamenaji vysoky stupen pozitivni zavislosti jednoho znaku na druhém
(tzn. pfi zvySovani hodnoty jednoho znaku se zvysuje i hodnota druhého znaku). Hodnoty blizké -1 zna-
menaji vysoky stupen negativni zavislosti jednoho znaku na druhém (tzn. pfi zvysovani hodnoty jedno-
ho znaku se snizuje hodnota druhého znaku). Pfi hodnotach kolem 0 jsou oba znaky na sobé nezavislé.

Prikladem vysoké kladné genetické korelace je zavislost hmotnosti na délce téla. U pstruha duhové-
ho i u kapra obecného byla korelace u téchto znaki odhadnuta na drovni 0,98 (Gunnes a Gjedrem, 1978;
Vandeputte a kol., 2004.). Hodnoty korelaci mezi znaky se liSi v zavislosti na druhu ryby i experiment
od experimentu.
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P¥iloha 5.1. Odhady heritability kvantitativnich znakd u nékterych druht Zivocicht chovanych v akvakulture.

X- prumérnd hodnota; CV — variacni koeficient; (O) — vypocet podle komponentt variance otcy; (M) — vypocet

podle komponentd variance matek; S.E. - stredni chyba; Odhad — h? byl odhadovdn z dat pribuznych jedincd;

Realizovand - i’ byl odhadovdn z vysledku selekéniho experimentu. Prevzato od Gjedrem (2005), doplnéno.

Znak X cv h*%S.E. Metoda Autor / Autofi
Losos obecny
Hmotnost (kg) 6,6 29 (0)0,35+0,10 Odhad Rye a Refstie (1995)
(M) 0,32+ 0,09
Vytéznost (%) 90 4 (0) 0,03 +0,02 Odhad Gjerde a Gjederm (1984)
(M) 0,02 £ 0,02
93,6 1 (0) 0,20 + 0,07 Odhad Rye a Gjerde (1996)
(M) 0,18 +0,08
Barva masa (body) 3,6 16 (0)0,01+0,03 Odhad Gjerde a Gjederm (1984)
(M) 0,17 £ 0,04
33 18 (0) 0,09 + 0,05 Odhad Rye a Gjerde (1996)
(M) 0,16 + 0,08
7,7 18 (0)0,47 £0,13 Odhad Rye a kol. (1994)
Obsah tuku (%) 15,6 16 (0) 0,30 + 0,09 Odhad Rye a Gjerde (1996)
(M) 0,38+0,10
Kondi¢ni faktor 1,21 13 (0) 0,31 +0,09 Odhad Rye a Gjerde (1996)
(M) 0,30+ 0,09
Preziti (%) (0) 0,08 + 0,02 Odhad Rye a kol. (1990)
Odolnost vi¢i furunkuloze (0)0,48 +0,17 Odhad Gjedrem a kol. (1991)
(0)0,16 £ 0,12 Odhad Gjedrem a Gjoen (1995)
Vék pohlavniho dospivani (0) 0,48 £ 0,20 Realizovana Gjerde (1984)
(0) 0,20 Odhad Gjerde a Gjedrem (1984)
(0) 0,07 Odhad Gjerde (1986)
Pstruh duhovy
Hmotnost pfi dospivani (kg) 1,9 25 (0)0,20+0,10 Odhad Gall a Huang (1988)
(M) 0,57
Hmotnost ve véku 2,5 let (kg) 34 21 (0) 0,21 Odhad Gjerde a Schaeffer (1989)
(M) 0,41
Vytéznost (%) 83,3 6 (0) 0,01 +£0,05 Odhad Gjerde a Gjedrem (1984)
(M) 0,14 + 0,07
87,3 2 (0) 0,36 Odhad Gjerde a Schaeffer (1989)
(M) 0,42
Barva masa (body) 43 15 (0) 0,27 Odhad Gjerde a Schaeffer (1989)
(M) 0,29
34 23 (0) 0,06 + 0,08 Odhad Gjerde a Gjedrem (1984)
(M) 0,28 + 0,09
Kondi¢ni faktor 1,6 10 (0)0,19 Odhad Gjerde a Schaeffer (1989)
(M) 0,34
Obsah tuku (%) 14,8 17 (0) 0,47 Odhad Gjerde a Schaeffer (1989)
(M) 0,19
Odolnost proti VHS (0) 0,69 + 0,25 Odhad Chevassus a Dorson (1990)
Vék pohlavniho dospivéni (0)0,13+0,14 Odhad Gjerde a Gjedrem (1984)
0,12-0,34+0,03 Odhad Kause a kol. (2003)
Hmotnost 0,21-0,27 £ 0,03 Odhad Kause a kol. (2003)
Konzumace potravy 14 24 (0)0,41+0,13 Odhad Kinghorn (1983)

- 147 -



Znak X cv h?%S.E. Metoda Autor / Autofi
Kapr obecny
Hmotnost 0,21-0,30 Odhad Smisek (1979)
Hmotnost 0,0-0,51 +0,08 Odhad Nenashev (1966)
Hmotnost (kg) 1,55 22 0,70 +£0,08 Odhad Kocour a kol. (2007)
Hmotnost (g) 680 24 0,31-0,44 Odhad Vandeputte a kol. (2008)
Hmotnost, 110 dni 0,09 Odhad Tanck a kol. (2001)
Hmotnost, 13 més. 0,58 Odhad Bongers a kol. (1997)
Hmotnost (g), 56 dni 55 29 0,33+£0,07 Odhad Vandeputte a kol. (2004)
Rust 0,08-0,33 Realizovana Vandeputte a kol. (2008)
Vyssi rdst 0 Realizovana Moav a Wohlfarth (1976)
Nizsi rast 0,3 Realizovana Moav a Wohlfarth (1976)
Délka téla (mm) 0,04-0,55 Odhad Smisek 1979

0,04-0,55+0,08 Odhad Nenashev (1966)

0,50 Odhad Bongers a kol. (1997)

300 83 0,21-0,33 Odhad Vandeputte a kol. (2008)

Délka téla, 110 dni 0,11 Odhad Tanck a kol. (2001)
Délka téla (mm), 56 dni 54 11 0,33+0,08 Odhad Vandeputte a kol. (2004)
Vyska téla 0,42-0,69 Odhad Smisek 1979
Pomér vyska/délka 0,0-0,75 + 0,09 Odhad Nenashev (1966)

0,33-047+0,10 Odhad Ankorion a kol. (1992)

0,32+ 0,06 Odhad Kocour a kol. (2007)
Kondi¢ni faktor (FK), 8 tydnt 0,37 +0,07 Odhad Vandeputte a kol. (2004)
Kondi¢ni faktor (FK), 110 dni 0,37 Odhad Tanck a kol. (2001)
Odolnost proti jarni virémii 0,15-0,20 Odhad Kirpichnikov (1999)
Odolnost vici stresu 0,6 Odhad Tanck a kol. (2001)
Obsah tuku (%) 0,22 Odhad Nenashev (1969)

0,14-0,15 Odhad Smisek (1979)

52 0,58 + 0,09 Odhad Kocour a kol. (2007)

Vytéznost (%) 67,2 0,28 + 0,06 Odhad Kocour a kol. (2007)
Vytéznost filet s kazi (%) 41,1 0,38 +0,09 Odhad Kocour a kol. (2007)
Vytéznost filetl bez kiize (%) 32,1 0,21 £0,07 Odhad Kocour a kol. (2007)
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Znak X cv h*+S.E. Metoda Autor / Autofi
Tlamoun
Hmotnost (g), 90 dni 19 27 (0) 0,04 + 0,06 Odhad Tave a Smithermann (1980)
(M) 0,04 + 0,08
Hmotnost 0,32 Realizovana Jarimopas (1990)
Hmotnost, 16 tydnt 0,38 Odhad Bolivar (1999)
Hmotnost, 90 dni (0)0,23 Odhad Eknath a kol. (1998)
(M) 0,53
Hmotnost (klecovy chov) 181 (0)0,30 Odhad Ponzoni a kol. (2005)
(M) 0,83
Hmotnost (g) rybni¢ni chov 291 (0)0,39 Odhad Ponzoni a kol. (2005)
(M) 0,93
Hmotnost, 98 dni 0,20 £ 0,04 Odhad Gall a Bakar (2002)
PreZiti (%) 0,08 Odhad Eknath a kol. (1998)
Sumecci
Hmotnost (g), samice, 48 tydnG 237 24 (0)0,52+0,42 Odhad El-lbiary a Joyce (1978)
Hmotnost (g), samci, 48 tydnGi 328 27 (0)0,27 +0,37 Odhad El-Ibiary a Joyce (1978)
(M) 0,51 +£0,37
Vytéznost (%), samice 69 2 (0) 0,08 +0,25 Odhad El-lbiary a Joyce (1978)
(M) 0,47 + 0,36
Vytéznost (%), samci 68 2 (0) 0,00 +0,27 Odhad El-Ibiary a Joyce (1978)
(M) 0,50+ 0,32
Obsah tuku (%) (0)0,61+0,78 Odhad Reagan (1980)
(M) 0,64 £0,37
Pfijem krmiva 0,41 Odhad Silverstein a kol. (2001)
Siven alpsky
Hmotnost (g) 651 36 (0)0,52+0,17 Odhad Nilsson (1992)
(M) 0,38+0,14
439 37 (0)0,45+0,19 Odhad Nilsson (1992)
(M) 0,45+ 0,20
Kondi¢ni faktor 2 1 0,24+0,15 Odhad Elvingson a Nilsson (1992)
Obsah tuku (%) 20 12 0,06 + 0,08 Odhad Elvingson a Nilsson (1992)
Barva 1 46 0,28+0,17 Odhad Elvingson a Nilsson (1992)
Mofi<cak evropsky
Hmotnost (0)0,29+0,13 Odhad Saillant a kol. (2006)
Treska obecna
Hmotnost (g) 25 38 0,29 +0,27 Odhad Gjerde a kol. (2004)
Preziti (%) 0,00+0,14 Odhad Gjerde a kol. (2004)
Kambala (platyz)
Hmotnost (g) 829 36 (0)0,70+0,19 Odhad Gjerde a kol. (1997)

(M) 0,45 + 0,28
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Znak X cv h?%S.E. Metoda Autor / Autofri
Krevety
Hmotnost (g) 4 70 (0)0,10+ 0,002  Odhad Benzie a kol. (1997)
(M) 0,39 + 0,004
18 17 (0)0,76 +0,15 Odhad Fjalestad a kol. (1997)
(M) 0,71 £ 0,05
16 22 (0) 0,40 0,09 Odhad Suarez a kol. (1999)
Preziti (%) 66 (0)0,13+0,05 Odhad Suarez a kol. (1999)
Ustrice
Hmotnost (g) 24 34 0,28 + 0,06 Realizovana Jarayabhand a Thavornyutikarn (1995)
(0)0,11-0,24 Odhad Toro a Newkirk (1991)
(0)0,33+0,19 Odhad Lannan (1972)
0,08+ 0,25 Odhad Haley a kol. (1975)
0,10-0,15 Odhad Davis (2000)
Délka lastury (mm) (0)0,34+0,12 Odhad Toro a Newkirk (1991)
(0)0,19+0,07 Odhad Toro a Newkirk (1991)
Hiebenatky
Hmotnost (g) 0,37 Realizovand Heffernan a kol. (1993)
0,43 +0,09 Odhad Ibarra a kol. (1999)
47 26 0,59+0,13 Odhad Ibarra a kol. (1999)
61 21 0,21 Odhad Crenshaw a kol. (1991)
Usné
Délka lastury (mm) 51 0,34 Jonasson a kol. (1999)
Preziti (%) 10 0,11 Jonasson a kol. (1999)
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6.1. Polyploidie u ryb

Polyploidie u ryb, nebo presnéji u viech oploutvenych studenokrevnych obratlovc(, je neobycejné
dilezitym evolu¢nim mechanizmem nepochybné prispivajicim k prekvapujici a obrovské biodiverzi-
té soucasnych ryb. Rovnéz snadnost, s jakou Ize u ryb polyploidii rdznych stupnit a rlznymi postupy
experimentdalné indukovat, a také ve Slechtitelské a chovatelské praxi masové s Uspéchem vyuzivat,
svédci o dlilezitosti tohoto biologického fenoménu, souvisejiciho s evoluc¢ni plasticitou rybich genom.
Pritom v3ak je jen mélo jevl v biologii a genetice ryb obecné spojenych s tak netplnymi a zliomkovitymi,
nékdy znac¢né zkreslenymi znalostmi, jako je tomu pravé u polyploidie ryb. Tato kapitola proto zamysli
podat uceleny, i kdyz stru¢ny prehled o mechanizmech vzniku polyploidie, zejména kauzalniho vztahu
mezi hybridiza¢nimi udélostmi a zvysenim stupné ploidie a o vyskytu polyploidie u rdznych skupin ryb
od téch nejvice ancestralnich po moderni skupiny.

Co je to polyplodie - evolucni vs. biologicka ploidie

Snad nejvétsi nedorozuméni spojené s terminem polyploidie je nerozlisovani mezi biologickou
a evolucni trovni ploidnich stupnd; vtomto smyslu je termin polyploidie svym zpisobem homonymem
oznacujicim dveé rlizné véci. Pres pocetné vyjimky (bezobratli), naprosta vétsina zivocicht (Metazoa) ma
duplikovanou sédku chromozomd, tedy 2n, jsou biologicky diploidni. Tato situace se evolu¢né vyvinu-
la spolu s mechanizmem pohlavniho rozmnozovani. Vyvoj jejich gamet (gametogeneze) pro pohlav-
ni rozmnozovani se pak uskutecriuje pomoci meiotického bunécného déleni (meidzy) zahrnujici dvé
ndsledna jaderna déleni, ale pouze jeden cyklus replikace DNA, coz umoznuje segregaci jedné kopie
kazdého homologniho chromozomu do kazdé nové gamety. Pfitomnost jedné sady chromozom v ga-
meté (haploidie, 1n) a pohlavni rozmnozovani zajistuji znovunastoleni diploidniho stavu celého nové-
ho organizmu v kazdé generaci. V tomto smyslu kazdy organizmus, ktery vykazuje takovéto diploidni/
haploidni cykly pres kazdou generaci, je biologicky diploidni a to bez ohledu na pocet chromozom/
obsah DNA v jadre. Jinymi slovy bez ohledu na evolu¢né ploidni stav genomu. Polyploidie je potom
multiplikace (zmnozeni, znasobeni) celé chromozomové sadky (tj. napf. n, 2n, 3n...) nad normalni hap-
loidni ¢i diploidni sadku chromozom{. Déle je nutné si uvédomit, Ze polyploidie vznika jako vedlejsi
efekt jinych procesu biotickych i abiotickych, pfipadné i v jejich kombinaci. Takovymito pti¢inami jsou
zejména hybridiza¢ni udélosti (zejména mezidruhova hybridizace urcitého typu), prestarnuti gamet, fy-
zikélni, zejména teplotni vlivy atd. Takové spontanni polyploidiza¢ni udalosti, at jiz zplsobené jakkoliv,
nebo presnéji vysledky téchto udalosti, se za urcitych podminek mohou fixovat v evoluci a mit potom
za nasledek vznik taxon( (tj. druhd, rodd, linii, celedi atd.), které jsou evoluéné polyploidniho ptvo-
du, byt se u nich vyskytoval dfive zminény diploidni/haploidni cyklus u kazdé generace a dotyc¢ny
organizmus byl tak biologicky diploidni.V tomto smyslu je tedy termin evoluéni polyploidie smyslu-
plnym jen ve fylogenetickém smyslu, napt. abychom mohli konstatovat, ze genom kapra obecného
je evolucné tetraploidniho plvodu (2n = 100), musime mit udaje o tom, Ze existuje fada druhd jinych
kaprovitych ryb, jejichz genom je evolu¢né diploidni (2n = 48-50).
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Néco malo historie

Poznatek, Ze u ryb se vyskytuje polyploidie, neni tajemstvi vyrvané matce pfirodé v posledni dobé.
Ve skute¢nosti to bylo zndmo jiz v samych pocétcich cytogenetickych a cytologickych studii u ryb.
Sajiro Makino, zakladatel deskriptivni cytogenetiky ryb, na 6. Vyro¢nim setkdni Japonské genetické
spolecnosti v roce 1933 v Hirosimé prednesl| predbéznou zpravu o poc¢tu chromozomu 104 u kap-
ra obecného (dnes vime, Ze to byl druh Cyprinus rubrofuscus; Makino, 1934). Tento vysoky pocet
chromozom u kapra obecného prakticky soucasné potvrdila Prokofieva (1934), skvéla cytogeneticka
pionyrského obdobi, jejiz data jsou tak kvalitni, ze je Ize pouzit tak, jak byla publikovéna. Srovnanim
poctu chromozom u kapra a dalsSich druhd kaprovitych ryb s 50 chromozomy Makino (1939) po-
prvé zminil moznost, ze kapr je tetraploidniho pdvodu. Dalsi podezieni, ze ptirozené se vyskytujici
polyploidni ryby skutecné existuji, pfinesl dalsi pionyr cytogenetiky ryb G. Svardson (1945), ktery si
povsiml velmi rozdilného poctu chromozoml (~ 60, 80, 100) u lososovitych ryb (a korusek, o kterych
se jesté donedavna predpokladalo, ze jsou s lososovitymi blizce pfibuzni). Svardson formuloval hy-
potézu, ze lososoviti maji zdkladni haploidni pocet chromozomd n = 10 a druhy s ~ 60 chromozomy
jsou hexaploidni, ty s ~ 80 chromozomy jsou oktoploidni a ty se ~ 100 chromozomy jsou dekaploidni.
Jinymi slovy, povazoval genomy lososovitych za klasickou polyploidni sérii tak, jak je tomu u zna¢né
¢asti vyssich rostlin; tato hypotéza pretrvavala pomérné dlouho a byla vyvracena na zdkladé méreni
obsahu jaderné DNA, ukazujici velmi podobné hodnoty tohoto ukazatele pro druhy se zcela rozdilny-
mi pocty chromozomu (Rees, 1964). Tato pionyrskd doba shromazdovani dat o rGznych poctech chro-
mozomu a velikosti genom u ryb vyustila ve famozni teorii S. Ohna (1970) v knize “Evolution by gene
duplication’, kde vyznacna role polyploidie v evoluci ryb (a dalSich obratlovca) byla presvédcivé potvr-
zena. Nicméné vsak presné evolu¢ni mechanizmy a cesty, jak dosdhnout a udrzet vyssi ploidni stupné
v evoluci, zGstavaly do znacné miry nejasné. Soubézné se skupinou S. Ohna se vsak Schultz (1969)
zabyval gynogenetickym rozmnozovanim rybky Zivorodky kfizené, Poecilia formosa. Oficialni ¢es-
ky nazev je hrdzny, nicméné spravné ukazuje na hybridni pavod. Jeji anglicky nazev Amazon molly
je puvabnéjsi, protoze se vztahuje nikoliv k fece Amazonce, ale ke kmeni bajeslovnych Amazonek,
kde byly pouze zeny, a odkazuje tak ke skutecnosti, ze v populacich této rybky se vyskytuji pouze
samice. Tento autor studoval zivorodky v pfirodé i experimentalné a byl mezi prvnimi, kdo si povsi-
ml vztahu mezi mezidruhovou hybridizaci, asexualitou a polyploidii (“strong relationship shared by
hybridization, unisexuality and polyploidy”; Schultz 1980, p. 325). Kratce nato objevili diploidné-poly-
ploidni komplex v rodé Cobitis v okoli Moskvy Vasil ‘ev a Vasil ‘eva (1982). Takika soub&zné obdobny di-
ploidné-polyploidnicomplexukaprovité ryby Squalius alburnoides nalberském poloostrové popisuje
Collares-Pereira (1984a,b) a Collares-Pereira a kol. (1995). Podobné ovsem probihaly objevy polyploid-
nich forem karast rodu Carassius jak v Evropé (napf. Lieder, 1955, 1959; Golovinskaja a kol., 1965;
Cherfas, 1966), tak v Asii (napf. Kobayashi a kol., 1970, 1973). Toto objevitelské obdobi pak skoncilo
velmi vyznamnou, dodnes neprekonanou konferenci “Evolution and Ecology of Unisexual Vertebrates”
(Dawley a Bogard, eds. 1989), ktera shrnula dosavadni znalosti o této problematice, a to nejen u ryb,
ale u obojzivelnikd a plazd, kde byly obdobné poméry objeveny také. Dosud takovychto hybridnich
komplexd, kde se vyskytuji jak parentalni formy, tak jejich rizné ploidni hybridi, ktefi se rozmnozuji né-
kterou formou partenogeneze, bylo u nizsich obratlovcli objeveno pres 80 (Alves a kol., 2001). Je viak
témér jisté, ze jich existuje daleko vice, jejich kryptickd povaha je totiz ¢ini bez genetickych nastrojl
studia jen velmi nesnadno odhalitelnymi a neni divu, ze korelace laboratore disponujici vhodnymi
genetickymi nastroji a vyskytem takovéhoto komplexu je velmi vysoka, pfitom objevovani téchto fo-
rem ryb neustava (napf. Schmidt a kol., 2011). Z biologicko-popula¢nich vlastnosti dobrou indikaci pfi-
tomnosti takovéhoto komplexu je naprosta dominance samic nebo pfitomnost jedinct rGzné ploidie
na stejné lokalité (napt. Drozd a kol., 2010).



POLYPLOIDIE A GENOMOVE MANIPULACE U RYB

Témér soubézné s objevovanim prirodnich polyploidnich forem ryb se objevila velkd fada experi-
ment(, které ukdzaly, ze polyploidii u témér vSech ryb Ize indukovat také experimentalné, a to po-
mérné jednoduchymi technikami, a Ze takto indukované polyploidni formy ryb maji vhodné vlastnosti
pro Siroké pouziti v akvakulture (Piferrer a kol., 2009); podrobnéjsi vyklad této problematiky je podan
v dalsi ¢asti této monografie. Zminujeme se o této oblasti experimentalné indukované polyploidie u ryb
hlavné proto, Ze snadnost, s jakou Ize indukovat polyploidii u ryb uméle, evidentni plasticita a toleran-
ce rybich genom k vyssim ploidnim stupnidm spolu s velkym poctem publikovanych studii o téchto
forméach ryb do zna¢né miry znesnadnily poznani pfirodnich mechanizm vzniku, evolu¢niho udrzeni
a také rozsiteni polyploidie u ryb. Tyto viechny aspekty, spolu s velmi chabou znalosti recentniho stavu
taxonomie, systematiky a fylogeneze ryb a biodiverzity ryb obecné do zna¢né miry ovlivnily kvalitu
poslednich dvou recentnich pifehledovych praci (Leggat a Iwama, 2003; Le Comber a Smith, 2004) o po-
lyploidii u ryb. Jakkoliv je uzite¢né tyto prace precist, je na misté predevsim kriticky pohled na tyto texty.
V predkladaném textu se snazime témto chybdm vyvarovat, a proto jsou podkapitoly o polyploidii dd-
sledné déleny na polyploidii vyskytujici se v pfirodé a jeji experimentalni indukci.

Evoluce genomu, biodiverzita ryb a polyploidizace

Tato stru¢na kapitolka ma za cil pouze upozornit, nikoliv viak detailnéji komentovat skutecnost, ze
s nejvétsi pravdépodobnosti dnesni neuvéritelna funkéni a fylogeneticka rozriiznénost obratlovcd, spolu
s obrovskou biodiverzitou soucasnych ryb, je kauzalné spojovana s nékolika polyploidiza¢nimi udélost-
mi v pocatku evolucniho vyvoje obratlovct. Tyto poznatky pfinesla velmi rychle se rozvijejici genomika,
tedy detailni poznani genového obsahu genomu rdiznych organizmu. Srovnavaci genomické analyzy to-
tiz ukazaly, ze fada gend, tiebaze nefunk¢nich nebo i s jinou recentni funkci, je u obratlovct znasobena,
opakuje se v nékolika kopiich a jedinym pfijatelnym vysvétlenim tohoto stavu by mohly byt pravé davné
polyploidiza¢ni udalosti. Evoluce genomu obratlovctd tedy pravdépodobné mohla byt spojena s tfemi
epizodami totalnich duplikaci genomu - prvni u samého vzniku obratlovc samych, druha u vzniku ce-
listnatych (Gnathostoma). Tyto udalosti se v literatufe oznacuji jako 2R (,two rounds") hypotéza. Posledni
epizoda - 3R hypotéza - potom nastala u vzniku kostnatych ryb (Teleostei), tedy dnes bezkonkurencné
nejpocetnéjsi skupiny obratlovc(, po jejich divergenci od piedkd dnesdnich jesetert (Acipenser) a ves-
lonosti (Polyodon), piipadné kostlinG (Lepisosteus, Atractosteus; napt. Volff, 2005; Froschauer a kol.,
2006). Jakkoliv jsou tyto hypotézy s rozsitujicim se ¢tenim genomU dnes dale potvrzovany, ne vsichni
odbornici s tim bezvyhradné souhlasi. Donoghue a Purnell (2005) vznaseji zavaznou namitku, ze geno-
mické udaje byly ziskany ze soucasnych organizmu a Ze spojovat genomové duplikace s objevenim rady
prekvapivé novych znakl neobstoji tvafi v tvaF dnes uz velmi dobrému geologickému zéznamu doklada-
jicimu evoluci ranych obratlovcl. Na zavér této cisté informacni kapitolky je také nutno uvést, Ze detail-
nim porovnanim genovych syntenif (tj. vyskytu gentd ve shodnych vazebnych skupinach) z prectenych
celych genomt ¢lovéka (HSA — Homo sapiens), kura domaciho (GGA — Gallus gallus), dania pruho-
vaného (DRE — Danio rerio), fugu (TNI — Tetraodon nigroviridis) a medaky ¢ili halan¢ika ryzovist-
niho (OLA — Oryzias latipes) umoznilo zrekonstruovat pravdépodobny hypoteticky haploidni pocet
chromozom u vertebratniho protokaryotypu (n = 11), tetrapodniho protokaryotypu (n = 18) a také
protokaryotypu Teleostei (bez jeseterl; n = 12; Kohn a kol., 2006). Tyto hypotetické konstrukce velmi
dobie odpovidaji pomértim nalezenym ve skute¢nosti. Tak napf. bahnici (Protopterus) a fada ocasatych
obojzivelnik(l (Caudata) maji (stale jesté) pocet chromozomi 2n = 36 a vétsina koncoustych ryb pak
2n = 48, coz pak témér potvrzuje 3R hypotézu. Jeseterovité ryby, snad z litosti, Ze byly vynechany z této
treti totaIni duplikace genomu, se s tim vyporadaly, jak uvidime dale, jinak a ukazaly doslova viem ostat-
nim obratlovctiim ,zac je té polyploidie loket” (Symonova a kol., 2010a,b).
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Rozsifeni evolucni polyploidie u ryb

Jakkoliv je polyploidie u ryb velmi vyznamna jak pro poznani genomu ryb a jeho evoluce, tak pro jeji
praktické vyuziti ve Slechtitelstvi a v chovu ryb, musime oteviené konstatovat, ze o skute¢ném rozsireni
polyploidie u ryb toho mnoho nevime. Oploutveni ryboviti obratlovci jsou nejvice diverzifikovanou sku-
pinou obratlovct (z nichz oviem jedna skupina opustila vodu a pfizpUsobila se zivotu na sousi; nemyl-
me se, vy vsichni ¢tendfi tohoto textu nejste nic nez néjakou delsi evoluci pozménéné nasadcoploutvé
ryby!) zejména s ohledem na stale dosud jesté neznamy pocet existujicich druht dosahujici dnes dobie
pres 35 000 taxonomicky znamych druhd, a téz s ohledem na pocty skutecné existujicich fylogenetic-
kych linii. Trebaze data o genomech ryb jsou velmi fragmentarni, jak ukazuji Udaje o poctech chromozo-
mu (v rozsahu od 2n = 12 u Gonostoma bathyphylum do 2n = 446 u Ptychobarbus dipogon) a obsahu
DNA v jadre (v rozsahu od 0,38 pgDNA/1C* u nékterych ¢tverzubct fugu po 132,83 pgDNA/1C u bahni-
ka vychodoafrického, Protopterus aethiopicus). PfestoZe bylo v posledni dobé nashromazdéno mno-
ho udaji o genomech ryb, tato data jsou zndma jen u méné nez 10 % této obrovské rybi diverzity. Jak
bude stru¢né ukazano dale, zndmé pripady vyskytu evolucni polyploidie u ryb se nepravidelné vyskytuji
u pfi¢noustych (Chondrichthyes, tedy chimér, zralokd a rejnokd), dale u obou zakladnich divergenci
ryb, tedy ndsadcoploutvych (Sarcopterygii) a nejpocetnéjsi dnes existujici skupiny paprskoploutvych
(Actinopterygii), u téchto poslednich pak (s vyjimkou Atheriniformes and Cyprinodontiformes) ne vyse
nez u Protacanthopterygii (Esociformes + Salmoniformes, tj. u basélnich Euteleostei, tedy pravych kon-
coustych ryb). Zda vyse popsana distribuce evolu¢ni polyploidie u ryb odrédzi skute¢nost ¢i je jen proje-
vem nedostatku pfislusnych dat, neni dnes znamo.

Autopolyploidie a alopolyploidie

V pfirodé se vyskytujici polyploidie u ryb, jakkoliv je to slozity jev, ma dvé zikladni formy:
autopolyploidii (jez znamena multiplikaci celé homospecifické sadky chromozomu) a alopolyploidii
(multiplikaci celé heterospecifické sadky chromozomd), a to jak v lichych, tak i v sudych néasobcich.
K autopolyploidii mohou vést nékteré poruchy gametogeneze (napf. premeiotickd endoreduplikace
chromozomové sady néasledovana dvéma meiotickymi délenimi, potlaceni/selhani prvni nebo druhé
faze meiotického déleni nebo selhdnirozchodu mitotickych chromozom?), poruchy procesu oplozeni
(polyspermické oplozeni) a starnuti ovulovanych oocytd, pfi némz vznikaji zmény v jejich cytoskeletarni
organizaci (poruchy organizace jadra a jadérka, poruchy tvorby cytoskeletarnich mikrotubul(l) vedou-
ci k chromozomovym aberacim u potomstva, které mohou vést i k potlaceni druhé faze meiotického
déleni, pficemz se neuskutecni oddéleni druhého pélového téliska. Autopolyploidni stav mdze rovnéz
vzniknout réznymi vlivy prostiedi plsobicimi poruchy v procesu fertilizace gamet (Purdom a Lincoln,
1973; Purdom, 1983; Thorgaard, 1983; Yamazaki, 1983; Thorgaard, 1986; Donaldson a Benfey, 1987;
Chourrout, 1987; Benfey, 1989; lhssen a kol., 1990; Pandian a Koteeswaran, 1998 a dalsi).

Pokud ke zmnozeni chromozomovych sad dochézi pfi mezirodové nebo mezidruhové hybridiza-
ci, jedna se o alopolyploidii, jez ma za nasledek zménu normaélniho bisexualniho typu rozmnozovani
na néktery typ rozmnozovani asexudlniho (gynogeneze, hybridogeneze, partenogeneze). Vzhledem
k tomu, Ze se o téchto terminech budeme déle bézné zmirovat, je na obr. 6.1. schéma ukazujici specifika
jednotlivych typl rozmnozovani ve srovnani s rozmnozovanim pohlavnim.

* 1C = C-hodnota (C-value), kterd odpovidéa haploidnimu jadru gamety nebo poloviné diploidniho jadra somatické burnky pred
S-fézi. Blize viz Gregory, T.R. (2012). Animal Genome Size Database (www.genomesize.com)
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Pokud k mechanizmdm pusobicim autopolyploidni nebo alopolyploidni stavy dochazi pfirozené, tj.
bez zasahu ¢lovéka, hovotime o spontdnni polyploidii. Spontanni polyploidie je u ryb velmi ¢astym a $i-
roce dokumentovanym jevem (Benfey, 1989; lhssen a kol., 1990; Pandian a Koteeswaran, 1998 a dalsi).
O spontanni triploidii se dale zminime v posledni ¢asti této sekce.

Sexualni Hemiklonalni Klonalni Klonalni
rozmnozovani rozmnozovani rozmnozovani rozmnozovani
(Hybridogeneze) (Partenogeneze) (Gynogeneze)

0T 0T § &

oo
@““\‘

¢ Rd

Obr. 6.1. Zikiadni mechanizmy rozmnozovani obratlovct: Pii sexudinim rozmnoZovdni redukuje meiéza ploidni

uroven z diploidni fdze (somatickd burika) na fdzi haploidni (pohlavni bunka). Splynuti dvou pohlavnich bunék (spermie

a vajicka) obnovuje diplodni troveri somatickeé tkdané vyvijejiciho se jedince. Dalsi mechanizmy fadime mezi takzvané
asexudlIni rozmnoZovdni, které je typické pozménénym pribehem meidzy Cijeji Uplnou absenci a je zndmé u nékterych
mezidruhovych hybridd: Pri hybridogenezi vylouci jedinci ze zdrodecnych pohlavnich bunék genom jednoho z rodic¢ovskych
druht a v pohlavnich burikdch prendsi genom pouze druhého rodice (odtud hemiklondini rozmnozovdni). Hybridni stav je

v potomstvu obnoven splynutim pohlavni buriky hybrida a pohlavni buriky sexudiniho druhu béhem spolecného pdreni prdve
sdruhem, jehoZ genom byl hybridem v pohlavnich burikdch vyloucen. KlondIni rozmnozovdni udrzuje somatické i pohlavni
buriky na stejné ploidni irovni. Pfi partenogenezi produkuji samice neredukovand vajicka, kterd se vyviji v potomstvo pfimo,
bez asistence samce. Pii gynogenezi tvoii samice rovnéZ neredukovand vajicka, ta vsak potrebuji pfitomnost samciho jedince
blizkého druhu, jehoz spermie aktivuje vyvoj vajicka v potomstvo, ale nepfispivd do potomstva samci DNA. Avsak obcasné
pravé oplodnéni neredukovaného vajicka spermii zvysuje ploidni uroven jedince, vznikd tak napfiklad z diploidniho rodice
triploidni potomek. Viysvétlivky: velké pismeno ilustruje jeden haploidni genom; odlisnd pismena symbolizuji riizné druhy;
cisla (1-6) rozlisuji jednotlivé genomy odvozené z rekombinace fddného meiotického cyklu; svislé Sipky symbolizuji tvorbu
rodicovskych pohlavnich bunék, které se mohou vyvinout v potomka budto ptimo nebo pravym oplodnénim vajicka spermii
samce (Sikmd Sipka) nebo pouhou aktivaci vajicka. Upraveno podle Cholevy a kol. (2012).

Piehled vyskytu polyploidie u jednotlivych skupin ryb

Vzhledem k tomu, Ze nasledujici ¢ast bude znacné popisna, byl by seznam odkaz( na primarni zdroje
neumérné rozsdhly a jisté by nepfispél k prehlednosti tohoto ucebniho textu. Proto volime stru¢né;jsi
cestu, a sice odkaz na obséahlé recentni kompendium Fish Karyotypes — A Check List (Arai, 2011), které
shrnuje dosavadni znalosti o genomech ryb, tedy o diploidnim poctu chromozom( (2n), strukture ka-
ryotypu a obsahu DNA; naprostou vétsinu odkazd na zdroje uvadénych informaci je zde mozné nalézt.
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Mihule

Recentni mihule jsou potomci davné skupiny bezcelistnatych obratlovcd Cephalaspidomorphi
dolozené od spodniho Siluru. Dnesni zastupci maji antitropické rozsifeni a jsou déleni do 3 celedi -
Petromyzontidae (38 druh(i na severni polokouli), Geotriidae (1 druh Geotria australis na jizni polo-
kouli) a Mordacidae (3 druhy na jizni polokouli; Lang a kol., 2009). Jejich genomy obsahuji bud' velké
mnozstvi malych chromozom( 2n = 164-174 (Petromyzontidae), 2n = 174-184 (Geotriidae) nebo pfi-
blizné polovi¢ni pocet 2n = 76 (Mordacidae). Tyto poc¢ty chromozomu by mohly odpovidat evolu¢nimu
diploidné tetraploidnimu vztahu, avsak velikost jejich genomu je pfiblizné stejna (asi polovina velikos-
ti lidského genomu), takze vysvétlenim asi spise bude néjaky typ chromozomovych prestaveb. Presto
vsak méreni obsahu DNA u mihuli jsou velmi starého data, navic jen u nékterych druhd mihuli, prekva-
peni proto nejsou vyloucena.

Chimeéry, Zraloci, rejnoci - Chondrichthyes

Genomova diverzita této skupiny starobylych ryb je znama jen velmi zliomkovité, diploidni pocet chro-
mozomd ¢i velikost genomu je zndma jen pfiblizné u 5,7 % soucasné zijicich druh( (Stingo a Rocco, 2001;
Schwartz a Maddock, 2002). Presto ale i tyto velmi omezené tidaje ukazuji na obrovsky rozsah poctu chro-
mozom{ 2n = 28 az 106 a velikosti genomu 3 az 34 pg DNA/1C; s vyjimkou ocasatych obojzivelnikd a bah-
nikd se tak jedna o viibec nejvétsi genomy obratlovcl. Tyto poméry také zietelné napovidaji, ze fada po-
lyploidiza¢nich udalosti musela hrat a jisté stéle hraje vyznacnou roli v evoluci genomu téchto obratlovcd.

Bahnici - Ceratodontiformes

Recentni bahnici jsou starobylé formy nasadcoploutvych ryb (Sarcopterygii) s rozsifenim v Jizni
Americe, Africe a Austrdlii a jsou fazeni do 3 celedi — Ceratodontidae (jediny druh bahnik australsky
Neoceratodus forsteri), Lepidosirenidae (jediny druh bahnik jihoamericky Lepidosiren paradoxa)
a Protopteridae (africky rod Protopterus se 4 druhy). Bahnici by mohli také slouzit jako ucebnicovy
piiklad (coz timto cinime) neznalosti rybich genomu. Pro zjisténi po¢tu chromozomU a velikosti ge-
nomu byl u bahnika jihoamerického prozkouman jediny exempldr, u bahnika australského 9 jedinct
a u africkych bahnikd celkem 11 jedincd 3 druhd. Bahnici maji obrovské genomy a africti a jihoameric-
ky navic maji pocty chromozom( blizké hypotetickému tetrapodnimu karyotypu: bahnik jihoamericky
2n =38/ ~ 250 pg DNA/1C, u africkych druhti P. annectens a P. aethiopicus 2n = 34/ ~ 80 pg DNA/1C, ale
dalsi africky druh Protopterus dolloi je evolu¢né tetraploidni s 2n = 68/ ~ 165 pg DNA/1C. Zda se jedna
0 auto- ¢i allopolyploidii neni mozné pro fragmentérnost udaji stanovit. Naproti tomu bahnik australsky
ma rovnéz obrovsky genom s ~ 100 pg DNA/1C, ale 2n = 54 a rovnéz karyotyp ma velmi odlisné sloZzeni nez
ostatni bahnici bliZici se stavbou spie latimérii podivné Latimeria chalumnag, kterd ma 2n = 48, z nichz
vétsina jsou mikrochromozomy. Genomy bahnikd by bezpochyby mohly prispét k hlubsimu poznéni evolu-
ce genomu tetrapodnich linii obratlovcl a je proto s podivem, Ze se jejich studiu vénuje tak mala pozornost.

Paprskoploutvé ryby - Actinopterygii

Jesetefi a veslonosi — Acipenseriformes

Jesetefi a veslonosi jsou nejstarsi dnes Zijici skupinou paprskoploutvych ryb, jsou Zijicimi zkamenéli-
tefi a lopatonosi Acipenseridae (25 druhd) a veslonosi (2 druhy -veslonos americky, Polyodon spathula,
a dnes jiz prakticky vyhubeny veslonos ¢insky Psephurus gladius). Jiz v jedné z pfedchézejicich kapitol
jsme se zminili, Ze tfeti totalni duplikace genomu u této linie obratlovcl probéhla az po oddéleni jesete-
rovitych ryb. Chromozomy u téchto ryb také nemaji, s vyjimkou kostlinG, obdobu u ostatnich paprsko-
ploutvych. Jejich karyotypy jsou sloZzeny z mensiho poc¢tu makrochromozomu a velkého poctu mik-
rochromozom postupné klesajici velikosti, podobné jako je tomu napf. u ptakd. Pocty chromozomu pak
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svédci o velké uloze polyploidiza¢nich udalosti pfi formovani genomu jeseterovitych ryb a rozeznavéme
mezi nimi celkem 4 ploidni Urovné vyskytujici se v pfirodé, coz bylo celkem bezpecné prokézano pomoci
karyologickych studii, prdtokovou cytometrii relativniho i absolutniho obsahu DNA a dal$imi, zejména
mikroskopickymi denzitometrickymi metodami stanoveni obsahu DNA v jadre. Jsou to paleotetraploidni
druhy s 2n =120 (Acipenser stellatus, A. ruthenus, A. oxyrinchus, A. nudiventris, A. sturio, ,,Huso*
huso, Pseudoscaphirhynchus kaufmanni, Scaphirhynchus platorhynchus), paleooktaploidni druhy
s ~ 240 chromozomy (A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. dabryanus, A. fulvescens, A. medirostris,
A. naccari, A. persicus, A. schrenckii, A. sinensis, ,,Huso** dauricus), dale paleononaploidni druhy
s ~ 270 chromozomy (A. transmontanus, A. mikadoi) a dokonce je znam i druh paleododekaploidni
s ~ 360 chromozomy (A. brevirostrum). Jsou to tedy ryby, jejichz néktefi zastupci maji jedny z nejvétsich
poctd chromozom( mezi obratlovci. Genomy jeseter(l vsak v souvislosti s polyploidi vykazuji jesté dalsi
zvldstnost. Druhy raznych ploidnich drovni se jak v pfirodé, tak v zajeti bez problému kiizi a vysledkem
je potomstvo s intermediarni ploidni Grovni, napt. kfizenim jesetera malého, A. ruthenus (2n = 120) a je-
setera ruského, A. gueldenstaedtii (2n ~ 240) vznikne k¥izenec s 2n ~ 180 chromozomy. Tim vak tato
bizarni historie zdaleka nekondi, tito kfizenci jsou plné fertilni a davaji potomstvo v zavislosti s ploidni
urovni druhého rodice opét intermediarni Urovné: napf. kfizenim kfizence s 2n ~ 180 chromozomy a jese-
tera malého, A. ruthenus (2n = 120) vznikne kfiZzenec s 2n ~ 150 chromozomy, zatimco k¥iZzenim tohoto
kfizence s jeseterem ruskym, A. gueldenstaedtii (2n ~ 240) vznikne kfizenec s 2n ~ 210 chromozomy.
Takto se podafilo zkonstruovat celou polyploidni sérii jedincl pocinaje (paleo) 4n ~ 120, (paleo) 5n ~ 150,
(paleo) 6n ~ 180, (paleo) 7n ~ 210, (paleo) 8n ~ 240, (paleo) 9n ~ 270, (paleo) 10n ~ 300, (paleo) 11n ~ 330
(tato kombinace nebyla dosud nalezena nebo zkonstruovana, teoreticky mdze vzniknout kiizenim drovni
240 x 420), (paleo) 12n ~ 360, (paleo) 13n ~ 390, (paleo) 14n ~ 420 (Symonova a kol., 2010). Experimentalné
byl také vytvofen triploid u druhu A. brevirostrum (~ 360 chromozom) s 540 chromozomy (Arai, Ustni
sdéleni), tedy obratlovec s vlibec nejvyssim znamym poctem chromozomu! Vysvétleni zjevnych a napad-
nych rozdilli ~ 30 chromozomu mezi jednotlivymi ploidnimi rovnémi miize spocivat v moznosti, Ze tyto
,semi-haploidni” jednotky s ~ 30 chromozomy stéle jesté odrazeji pdvodni haploidni genom dnes jiz vy-
hynulého evolu¢né diploidniho predka jeseter(i a to také podporuje hypotézu V. P. Vasil‘eva (1999), Ze sou-
casni jesetefi mohou byt hybridniho plvodu cestou retikuldtni speciace. Polyploidie jeseterl je tedy s vy-
sokou pravdépodobnosti ziejmé alopolyploidii. Cela tato obrovska ploidni hybridni diverzita jeseter(i ma
také prakticky aspekt v chovech jeseterovitych. Vzhledem k tomu, Ze prakticky vsechny druhy jeseter( jsou
v pfirodé ohrozZené, je velka vétsina druhli predmétem akvakultury a pfirodni populace ¢asto podporovany
dotacemi z odchov(. Bez znalosti irovné ploidie ¢i hybridni povahy takovychto nasad je tato praxe z dlou-
hodobého hlediska zna¢né rizikova protoze o fertilité téchto hybrid( v dalsich generacich neni nic znamo.

Psephurus gladius, jsou paleotetraploidni druhy s 2n = 120 chromozomy. P¥itom detailni rozbor ka-
ryotypu a dalSich chromozomovych znaku veslonosa amerického (Symonova a kol., 2010) prekvapivé
ukazuje, ze makrochromozomy jsou vétsinou organizovany ve Ctvericich, stejné jako dalsi znaky, napf.
mista ribozomalnich gend, ukazuji umisténi vzdy na ¢tyfech chromozomech. To by naznacovalo, Ze se
jedna o autopolyploidni stav a tedy evolucni tetraploidie veslonost je jiného plivodu nez u jeseterd.

Ostariophysi

Tato skupina, nemajici ceské jméno, zahrnuje 5 radu, 68 celedi, pfes 1 000 rodd s vice jak 8 000 prevaz-
né primarné sladkovodnimi druhy ryb. Nejvice zndmych polyploidnich forem ryb vibec se pak nachazi
u jednoho z téchto fadt — maloostni Cypriniformes, nékolik polyploidnich ryb se vykytuje také u sum-
cl Siluriformes, naproti tomu u zbyvajicich fadd (trnobfisi Characiformes, nahohibeti Gymnotiformes
a malousti Gonorhynchiformes) nebyly polyploidni formy nalezeny, a to pfes pomérné podrobny cyto-
logicky a cytogeneticky prazkum.
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Kaproviti - Cyprinidae

Jedna z druhové nejpocetnéjsich celedi ryb (vice nez 220 rody a vice nez 2 500 druhy, nové viak
stale pfibyvaji) v sobé zahrnuje na 10 hlubokych vyvojovych divergenci (He a kol., 2008), které jsou
nékdy povazovany za samostatné celedi (Chen a Mayden, 2009). Polyploidni formy byly nalezeny jen
ve dvou z nich: Leuciscinae a Cyprininae. U prvé skupiny byly objeveny 2 hybridni polyploidni kom-
plexy - i) komplex jelct Squalius ,,alburnoides” (druhové jméno pochazi z doby pfed objevem hyb-
ridniho charakteru) v jizni ¢asti Iberského poloostrova vznikly pomérné starou hybridizaci druht jelct
S. pyrenaicus nebo (v jiné &asti arealu) S. carolitertii s dnes jiz vymielym druhem rodu Anaecypris
komplex obsahuje diploidni (2n = 50), triploidni (3n = 75) a tetraploidni (4n = 100) hybridni samce a sa-
mice, ktefi se rozmnozuji,,propustnou” formou hybridogeneze (dochazi k ¢astecné genové rekombinaci),
v nékterych pfipadech kombinovanou s béZznym pohlavnim rozmnozovéanim (viz déle), a ii) komplex stre-
vli Chrosomus ve vychodni ¢asti Severni Ameriky, ktery vznikl kfizenim druhti Ch. eos a Ch. neogaeus,
komplex obsahuje diploidni (2n = 50) a triploidni (3n = 75 obou kombinaci Ch. 2n eos/Ch. n neogaeus
a Ch. 2n neogaeus/ Ch. n e0s) hybridni samice, které se rozmnozuji gynogeneticky.

Dalsi skupinou s vyznamnym vyskytem polyploidnich druht je podceled' Cyprininae. Tato skupina tvo-
fi pfiblizné polovinu viech druht kaprovitych a obsahuje nékolik fylogenetickych linii blizeji pfibuznych
rodU, prokteré nemame ¢eskdjména; uzijeme protoanglické nazvy.Evoluc¢nétetraploidniformy (2n=100)
se vyskytuji v ,barbine lineage” u zapadopalearktickych roda Aulopyge, Barbus, Luciobarbus,
asijskych Acrossocheilus, “Barbodes’, Catlocarpio, Percocypris, Probarbus, Spinibarbus,
Pseudobarbus, Tor a 2 jihoafrickych rod@i Pseudobarbus, ‘Barbus’, evoluéné hexaploidni
(2n = 150) zapadopalearktickych rodti Capoeta, Varicorhinus a panafrického rodu Labeobarbus
a neni pochyb, Zze polyploidni formy budou nalezeny i u dalSich zastupci parem. Déle se evo-
lu¢né tetraploidni formy (2n = 100) vyskytuji v ,cyprinine lineage” u eurasijskych rodl kapr
Cyprinus, karas Carassius a vychodoasijskych rodd Sinocyclocheilus, Carassioides a Procypris.
V piipadé karasU se vsak tato evolu¢ni tetraploidie kombinuje se skute¢nosti, Ze druhy karast mezi sebou
hybridizuji a vzniklo tak vice hybridnich polyploidnich komplext rozsifenych od Japonska po Evropu,
kde se vyskytuji jak triploidni (3n ~ 146-164), tak tetraploidni (4n ~ 200) formy, vétSinou samice, ale v né-
kterych populacich se vyskytuji i samci, ktefi se rozmnozuji,propustnou” formou gynogeneze (dochazi
k ¢astecné genové rekombinaci), v nékterych ptipadech kombinovanou s béznym pohlavnim rozmno-
zovanim. Vlastni mechanizmy rozmnozovani vsak ¢ekaji na detailni vysvétleni, nicméné je ziejmé, ze
u nékterych populaci dochazi k preméné asexualniho rozmnozovani na rozmnozovani bisexualni s nor-
malni rekombinaci genom. Rovnéz neni pfilis jasno, které hybridizujici parentalni druhy karast davaji
vznik témto asexualnim polyploidnim komplextim, protoze i) systematika a taxonomie asijskych karast
neni pfilis dobfe zndma a ii) karasi jsou predmétem populacnich transferd po staleti, takze rekonstrukce
plvodniho populac¢niho profilu je téméf nemozna.V pripadé karast tedy vidime, ze se ,s¢itaji” dva typy
polyploidie: tetraploidie fixovana evoluci a triploidie (nebo tetraploidie) zplsobend hybridizaci. Pro
uplnost doddme, Ze pravdépodobné se podobny hybridni polyploidni komplex vyskytuje u nékterych
endemickych druht rodu kapr Cyprinus ve vychodni Cing, popis situace je viak nejasny a neumoziuje
ucinit blizsi zavér. Vylu¢né polyploidni formy zahrnuje ,schizothoracin lineage®, skupina parmam pfibuz-
nych ryb, kterd obyva vysokohorské vody ve stiedni Asii. Vyskytuji se zde nejen evoluc¢né tetraploid-
ni rody (2n = 96-100) Chuanchia, Diptychus, Gymnocypris, Gymnodyptichus, Platypharodon,
Schizopygopsis, Schizothorax, Schizothoraichthys a v nékterych rodech, napt. Schizothorax
(2n = 150) formy evolu¢né hexaploidni, ale byl nalezen druh, Ptychobarbus dipogon, ktery je evolu¢né
triploidnim derivatem hexaploidni Urovné 2n = 446, ktery je tak obratlovcem s nejvyssim dosud pfi-
rozenym znamym poc¢tem chromozom! Zbyva tedy otédzka, zda jsou tyto pocetné polyploidni formy
auto- ¢i allopolyploidniho plvodu. Podrobnéjsi rozbor duplikovanych gent genomu kapra obecného
ukazuje (Larhammar a Risinger, 1994), Ze se zfejmé jednd o allopolyploidni pdvod a Ze polyploidiza-
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ce mohla nastat pred asi 16 milidny let, tedy nékdy v Miocénu. Déle je také nutné odpovédét, zda se
jednalo o jednu polyploidiza¢ni udalost a potom rozriznéni do rdiznych rod(i a druht nebo zda se jed-
nalo o udélosti nezavislé. Fylogenetické analyzy ukazuji, Ze polyploidiza¢ni udélosti se udaly nezavisle
na sobé (napf. Tsigenopoulos a kol., 2002) a vyskyt vyssich ploidnich stupnil také ukazuje, Ze se tyto
udalosti vyskytovaly opakované v jediné linii. napf. v rodé Capoeta, ktery je evolu¢né hexaploidni, za-
timco blizce pfibuzné Barbus a Luciobarbus jsou evolu¢né tetraploidni (Levin a kol., 2012). Navic tato
posledni studie nasvédcuje jasné, ze se jednd o alopolyploidii.

Pakaprovcoviti - Catostomidae

Tato nevelka celed (13 rodU s vice nez 70 druhy) obyva predevsim Severni Ameriku, ale 2 druhy se
vyskytuji v Asii — druhotné ze Severni Ameriky rozsiteny pakaprovec obecny Catostomus catostomus
v nejvychodnéjsi Sibifi a plivodni, nejstarobylejsi druh ¢eledi rezatka ¢inska, Myxocyprinus asiaticus
ve velkych ¢inskych fekach. Cela tato skupina je evolu¢né tetraploidniho plivodu (2n = 100) a rozbor
exprese nékterych duplikovanych gent svédci pro plvod allotetraploidni.

Sekavcoviti - Cobitidae
boce vyvojové délené ,southern lineages” a daleko mladsi skupinu ,northern clade” (Slechtova a kol.,
2006). Polyploidni formy byly dosud nalezeny pouze v té druhé skupiné druh, a to pouze u dvou rodi:
sekavec Cobitis a piskof Misgurnus. Nebudeme se zabyvat stéle nevyfesenou skute¢nosti, ze s nej-
vétdi pravdépodobnosti rod Cobitis zahrnuje nékolik vyvojovych linii, které v budoucnu doznaji status
nové popsaného rodu, ¢inime tak jen pro upozornéni na pfipadné nomeklatorické zmény v budoucnu.
V tomto rodé bylo objeveno vice hybridnich polyploidnich komplext: i) v Evropé je to komplex vznikly
opakovanymi starobylymi, ale i sou¢asnymi hybridizacemi druh(i C. taenia (2n = 48), C. elongatoides
(2n=50), C. tanaitica (2n =50) a C. pontica (2n = 50), ve vychodni ¢asti arealu komplexu (okoli Moskvy)
se ptidava C. melanoleuca (2n = 50), v jizni &asti (jizni Bulharsko a pfilehlé Recko) pak C. strumicae
(2n = 50; Choleva a kol., 2008), komplex vedle parentélnich, pohlavné se mnozicich forem, zahrnuje
rovnéz diploidni (2n = 49, 50), triploidni (3n = 73, 74, 75) a tetraploidni (4n= 96, 97, 98, 99, 100) hybridni
(povétsinou) samice (pocty chromozom zéleZi na slozeni genom( daného hybrida, povsimnéme si, ze
jeden z druht ma 2n = 48, proto takova variabilita), u diploidnich a triploidnich bylo prokdzéno gyno-
ii) v Koreji byl objeven hybridni polyploidni komplex vznikly zfejmé recentni hybridizaci C. sinensis
(2n =48) a C. longicorpus (2n = 50), komplex vedle parentalnich, pohlavné se mnozicich forem, zahr-
nuje rovnéz diploidni (2n = 49, 50), triploidni (3n = 73, 74) samice, u nichz byla prokazéna gynogeneze
jako zpUsob rozmnoZovani. K tomuto komplexu je nutné dodat, Ze jeho poznani je daleko mensi nez
u evropskych komplexd, déle Zze jméno C. sinensis ziejmé zahrnuje nékolik druh(i a neni jisté, kte-
ry je parentalnim druhem, a ze C. longicorpus je nyni fazen do (parafyletického) rodu Iksookimia.
Na rozdil od situace hybridnich komplexud na kontinentu, v Japonsku se vyskytuje nékolik tetraploidnich
forem (2 = 96-100), které se mnozi pohlavné - jedna se diploidné-tetraploidni komplexy, C. striata,
C. biwae (zde tzv. velka rasa vyskytujici se pouze v jezefe Biwa ma 2n = 96); ptes peclivy priizkum nebyly
nikdy nalezeny triploidni formy. Fylogeneticka analyza mitochondridlnich a nékolika nukledrnich gent
prokézala, Ze tetraploidni formy v komplexu C. striata vznikly velmi davnou hybridizaci, jedna se tedy
o allopolyploidii, zatimco tzv. velka rasa C. biwae z jezera Biwa vznikla autotetraploidii (Saitoh a kol.,
2010). Zfejmé obdobné poméry existuji i u rodu piskof Misgurnus. Nékolik vychodoasijskych druhd je
evolu¢né diploidnich (M. mohoity, M. nikolskyi, M. mizolepis, M. (Parmisgurnus) dabryanus), ale
u piskofe dalnovychodniho M. anguillicaudatus byly vedle diploidnich forem (2n = 50) nalezeny i tri-
ploidni (3n = 75) a tetraploidni (4n = 100) samice, a to jak v Japonsku, tak v Ciné. Zatimco pro triploidni
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formy byla prokézana jako forma rozmnoZovani gynogeneze (Morishima a kol., 2008), a tedy pfitomnost
hybridniho polyploidniho komplexu dosud neznamych parentalnich druhd, u tetraploidnich forem vse
nasvédéuje autotetraploidii (Li a kol., 2011). U evropského piskofe pruhovaného M. fossilis byly nale-
zeny jak diploidni formy (2n = 50), tak formy tetraploidni (2n = 100), avsak i formy triploidni a kupodivu
i intermediarni mezi triploidni a obéma dalsimi formami (Drozd a kol., 2010), vysvétleni dosud neni,
avsak dobrou hypotézou je autotetraploidie s naslednymi zménami genomu v evoluci.
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Obr. 6.2. jsledky experimentdiniho kiizeni diploidnich a triploidnich hybridnich biotypt sekavct (ET, EET, ETT) se samci rodicovskych
druhd na piikladu druhd C. taenia (TT) a C. elongatoides (E£) jejichz vysledkem je opét vznik hybridnich biotypd. Podobné
poméry panujiimezi C. taeniaa C. tanaitica anebo mezi C. elongatoides a C. tanaitica ukazujici zdroj velké hybridni diverzity
unisexudlnich klond sekavcd v prirodé. Nekdy jsou nalezeny i diploidni/triploidni mosaiky, a to i v prirodé. Podle Rdba a kol. (2007).

Sekavkoviti - Botiidae

Tato skupina byla jesté do nedavna fazena mezi sekavcovité ryby, Cobitidae, je vsak velmi odlisnou linii
nadceledi Cobitoidea (Slechtova a kol., 2007). Sekavky jsou znamé chovatel@im tropickych akvarijnich ryb,
predeviim sekavka nadherna, Chromobotia macracanthus. Celed ma dnes 9 rodd s 50 druhy a je délena
do 2 podceledi - Leptobotiinae a Botiinae. Z hlediska tématu této kapitoly je pak zajimavé, ze vsichni dosud
studovani zastupci Leptobotiinae jsou evolu¢né diploidni (2n = 50), zatimco zéstupci Botiinae jsou evolu¢né
tetraploidni (2n = 100). Vzhledem k tomu, Ze Botiinae je monofyleticka linie, Ize predpokladat jednu dédvnou
polyploidiza¢ni udalost, zda auto- ¢i allotetraploidni neni dnes jasné, nékteré predbézné udaje o lokalizaci
hlavnich ribozomalnich gent u tetraploidd by mohly svédcit pro prvou moznost (Sember, Ustni sdéleni).
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Pancérnickoviti - Callichthyidae

Pancérnicci jsou rovnéz ryby zndmé chovatelim tropickych ryb, z nich predevsim rod pancéinicek
Corydoras. Je to rod druhové nesmirné pocetny, dosud bylo popséano vice jak 150 druhd a neustale jsou
objevovany dalsi. Z hlediska vyskytu polyploidie vérohodné udaje nejsou k dispozici, presto vsak ne-
uvéfitelné rozpéti po¢tu chromozomti od 2n = 40 u C. nattereri pres 2n = ~ 100 u napf. C. agassizi,
C. julii, C. metae azpo 2n =134 udruhu C. aeneus, stejné jako rozpétivelikostigenomui od 1,1 pgDNA/1C
u C. cf. simulans po 8,8 pgDNA/1C u C. metae svédéi o tom, Ze se zde vyskytuji polyploidni formy (Taylor
aAlexandrou, 1012).Usbérného (=zahrnuje nékolik navzajem obtizné rozeznatelnych druhd) druhu C. aeneus
se vyskytuje diploidné polyploidni komplex s nezndmym zpUsobem rozmnoZzovéni (Turner a kol., 1992).

Pakerickovcoviti - Heteropneustidae

Mala celed sumcovitych ryb s jednim rodem a asi 3 druhy. Zde byly u druhu pakefickovec dvoupdsy,
H. fossilis, nalezeny formy haploidni n = 30, diploidni (2n = 56/57/58), triploidni (3n = 87) a tetraploidni
(4n = 116), a co je zajimavé, u obou pohlavi. Bohuzel Zddny dalsi Udaj o této zfetelné zajimavé ploidni
situaci publikovan nebyl (Pandian a Koteeswaran, 1999).

Lososoviti - Salmonidae

Lososovité ryby jsou z hlediska polyploidie nejvice studovanou skupinou ryb. Je to skupina relativné
mala, maasi 11rodls nevice nez 100 druhy, které tvoii3 vyvojové linie—~Thymallinae (lipani), Coregoninae
(sihové) a Salmoninae (pstruzi, lososi, siveni a hlavatky) — a v tomto poradi se od sebe oddélovaly. Pred-
poklada se, Ze u predka vsech lososovitych ryb doslo k autotetraploidni udalosti, coz bylo opakované
potvrzeno analyzou duplikovanych gen0 a jejich exprese, v novéjsi dobé také pomoci genomického
pfistupu. Dale se pfedpoklada znacna starobylost této tetraploidizace (Ramsden a kol., 2003), geno-
my lososovitych jsou proto do zna¢né miry re-diploidizované. Pfedpoklada se, Ze plvodni evolu¢né
diploidni predek lososovitych mél 2n = 50 jednoramennych chromozom, tedy pocet ramen (NF,
fundamental number of arms) rovnéz 50. Po tetraploidizaci mél predek viech lososovitych 2n = 100
a pocet ramen rovnéz 100. Pfitom je zajimavé, ze hypotetickou chromozomovou sadku diploidniho
piedka maji recentni zastupci rodu Stika ES0X, tedy zastupci sesterského fadu Esociformes. Diferen-
ciace genomu lososovitych se poté ubirala dvéma cestami: i) ,fusion branch” je charakteristicka pro
CoregoninaeaSalmoninae, kde dochazike snizenipoc¢tu chromozom{i cestou flizijednoramennych chro-
mozoml, pfi zachovani po¢tu ramen genomu hypotetického predka kolem 100 a ii) ,inversion branch”
u Thymallinae, kde naopak se zachoval pocet chromozom( odpovidajici po¢tu chromozomu geno-
mu hypotetického predka kolem 100, ale pocet ramen se zvysil inverzemi chromozom(, kterymi se
cetromery presunuly z koncli chromozom ke stfedu, ¢imz se z jednoramennych chromozom staly
dvojramenné. Je ale zajimavé, Ze tento proces probihal nezévisle na sobé v riznych liniich Coregonine
a Salmoninae a ze je mozno karyotypy lososovitych zafadit do nékolika charakteristickych kategorii
v zavislosti na velikosti strukturni reorganizace genomu v evoluci:

AA (,ancestra“A) - 2n = 82-96, NF = 110 - Brachymystax, Hucho (jsou nejstarobylejsi)

A - 2n =78-84, NF = 100 - Prosopium, Coregonus, Salvelinus, Salmo (je nej¢ast&jsi)

B - 2n = 60, NF= 104 - Prosopium, Coregonus autumnalis, Parahucho perryi, Salvethymus
svetovidovi, Oncorhynchus spp.

C-2n=98-102, NF = 146-178 - Thymallus

D(B) (,derived” B) - 2n = 54-58, NF = 72-74 - Salmo salar

Je zajimavé, Ze typy B a D(B) maji striktné anadromni formy nebo druhy, jez jsou vysledkem starsi in-
tralacustrini speciace a tento ndpadny paralelizmus Ize pravdépodobné vysvétlit shodnymi popula¢né
genetickymi specifiky obou typU lososovitych (Phillips a Rab, 2001).
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Obr. 6.3. Hypotetickd chromozomovd evoluce u dvou sesterskych iddd Esociformes a Salmoniformes ukazuje ndpadné
paralelni trendy diferenciace v obou fddech, u Salmoniformes po tetraploidizaci (Rab, 2004).

Oba sesterské rady Esociformes a Salmoniformes jsou basalnimi skupinami nejpocetnéjsi skupiny

celedi (obr. 6.3.).

Zivorodkoviti - Poeciliidae

Je velka skupina (na 40 rodG a pfes 300 druhtl) drobnych rybek, kde polyploidni formy byly naleze-
ny u dvou rod(i Poecilia a Poecilopsis. V rodé Poeciliopsis byl objeven hybridni polyploidni komplex
vznikly zfejmé recentni hybridizaci druh@ P. monacha, P. lucida, P. occidentalis a P. viriosa, kde se
vyskytuji diploidni (2n = 48) a triploidni (3n = 72) formy s rGznymi kombinacemi genom0 uvedenych
druh@ v hybridnich genomech a rozmnozuji se hybridogeneticky. Na zavér naseho prehledu uvadime
ponékud podrobnéji pfipad Zivorodky kfizené, ,Amazon molly*, Poecilia formosa, jedna se totiz o va-
bec prvni nalez klondlniho, asexualné se mnoziciho obratlovce. Tato drobnd rybka rozsifena na vychod-
nim pobfrezi Mexika a Texasu byla popséna Girardem jiZz v roce 1859, ale nikdo od té doby nenalezl
samce tohoto druhu. Pfitom samci téméf vsech druh( celedi Poeciliidae se od samic ndpadné odlisuji
gonopodiem - zkostnatélym péficim orgdnem vzniklym z fitni ploutve, a daji se proto velmi snadno
rozpoznat. Kdyz v roce 1932 zvérejnili Hubbs a Hubbs podrobnosti o jejich neobvyklé reprodukéni bio-
logii, téméf okamzité byl tento objev zasadné zpochybnén - obratlovci se pfece nemohou rozmnozovat
néjakou formou partenogeneze, jako je tomu u rostlin nebo u hmyzu, protoze jsou evolu¢né pfilis po-
krocili na to, aby u nich mohla existovat podobné , primitivni” forma rozmnoZzovani. Dnes je bez jakych-
koliv pochyb prokéazano, Ze tato rybka vznikla kfizenim druht P. mexicana a P. latipinna (v nékterych
oblastech také s nékterymi dosud neidentifikovanymi druhy napk. P. limantouri), jeji populace jsou
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tvoreny diploidnimi (2n = 46) a triploidnimi (3n = 69) formami, vzacné jsou nalézany i formy tetraploidni
(4n =92), a mnozi se vylu¢né gynogeneticky, v nékterych ptipadech byla prokdzana mirnda propustnost,
tedy castecné genové rekombinace. Cely pfibéh této rybky s poslednimi vysledky nejnovéji podava
Lampert a Schartl (2008).

Zdvérecéné pozndmky

Pro Uplnost naseho prehledu je nutné dodat, Ze jsou zndmy jesté dalsi dva hybridni komplexy s urci-
tou formou asexualniho rozmnozZovani, nebyly viak u nich studovany detailné ploidni trovné. Prvnim
je hybridni komplex Menidia clarkhubbsi (gavunoviti Atherinidae), ktery je ziejmé gynogeneticky se
mnozicim hybridem druht M. beryllina a pfedkem druhu M. peninsulae, u této formy jsou zfidka
nalézany triploidni formy (Echelle a kol., 1989). Druhym, recentné objevenym komplexem je hybridni
systém nékolika druhd hlavaca rodu Hypseleotris (hlavackoviti Eleotridae), kde se na zékladé analyzy
mikrosatelitovych markerl predpoklada hybridogeneticka reprodukce, ale rtzné ploidni formy popsa-
ny zatim nejsou (Schmidt a kol., 2011).

Mechanizmy vzniku polyploidie - hybridizace, asexudlni faze a vznik pohlavniho
rozmnozovani u noveé vzniklého polyploidniho druhu

Ve vyse uvedeném piehledu jsme ukazali, ze pfipady prokazané autopolyploidie u ryb jsou velice
vzacné (Salmonidae, velka rasa C. biwae, tetraploidni formy M. fossilis, M. anguillicaudatus, snad
P. dolloi a veslonosi), naproti tomu ostatni a pocetné pfipady Ize jednozna¢né pfisoudit druhému
typu, allopolyploidizaci, ktery vznikd mezidruhovou hybridizaci. Naskyta se tedy otadzka, jakym mecha-
nizmem vznika vyssi, tetraploidni stupen, kdyz vime, ze prvotnim nasledkem hybridizace je vznik hyb-
ridniho organizmu, ktery ale v téchto pfipadech produkuje v dospélosti neredukovand, tedy diplodni
vajicka, z nichz ¢ast po stimulaci spermii vytvoii klonalné se mnozici potomky, ale u ¢asti dojde k inkor-
poraci genomu spermie a tedy ke vzniku triploidie (Choleva a kol., 2012). Studie evolu¢nich aspekt
dynamiky téchto komplext ukazuji, ze takovéto hybridni polyploidni komplexy, jeZ vznikaji jako disle-
dek nahodilych hybridiza¢nich udalosti, jsou v nékterych pfipadech skutecné “slepé vyvojové ulicky”
V jinych pfipadech viak evidentné predstavuji prechodna stadia adaptivni despeciace, kde hybridni
a navic polyploidni forma nalezne svoji ekologickou niku a srovnatelné rychlejsi reprodukci nez formy
pohlavni pfevlddne v populaci. V dalSim vyvoji hybridniho asexualné se mnoziciho komplexu pak mize
vzniknout novy, tetraploidni druh s pohlavnim rozmnozovanim prostfednictvim tzv. triploidniho
mostu. Ve skutec¢nosti to Ize vidét nejméné na dvou pfipadech. Obr. 6.4. ukazuje velmi komplikovany
reprodukéni systém komplexu S.”alburnoides’, kde Ize vidét, ze systém je schopen (vzacné) generovat
i tetraploidni samce a samice, které se mnozi pohlavné. Takto s velkou pravdépodobnosti vznika novy
druh s evolucné tetraploidni Urovni a pocina si dale jako biologicky diploidni druh, kde haploidni uro-
ven gamet odpovida predeslé diploidni trovni predka.

Dalsim pfikladem takového pifechodu od asexudlniho do pohlavniho rozmnozovani spojenym se
zvysenou ploidii jsou zfejmé poméry v fadé populaci karast. V ramci tohoto teoretického ramce pak
mzeme konstatovat, Ze ve skute¢nosti mame pred sebou rana (napt. Phoxinus, Cobitis), pokrocila
(napft. Squalius, Carassius) a terminalni (napt. Barbus, Cyprinus a celou fadu dalsich rod( evolu¢né
tetraploidnich kaprovitych, pakaprovcovité) stadia takovych procest a rovnéz rekurentni opakovani té-
hoz procesu, kdy dochazi k dalsimu zvy3eni ploidie (napt. u jeseter(, evolu¢né hexaploidnich Carassius,
Labeobarbus, Varicorhinus, ,schizothoracine lineage”) az po triploidni derivat evolu¢né hexaploidni
arovné 2n = 446 u druhu Ptychobarbus dipogon, ktery je zfejmé dokladem tiech takovychto cykl(. Je
tedy vice nez pravdépodobné, ze existuje kauzalni vztah mezi hybridizaci a zvysenim ploidni Grovné,
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Ze se jednd o pomérné casty jev, ke kterému doslo a dochazi v evoluci genomu ryb casto. Tento pred-
poklddany mechanizmus sdm o sobé neni prekvapivy, protoze podobnym zplsobem vznikaji pocetné
allopolyploidni druhy rostlin (napf. Krahulec a kol., 2010), prekvapivé je viak to, Ze se tento speciac¢ni

mechanizmus vyskytuje i u obratlovcd.
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Obr. 6.4. rredpokiddané reprodukcni vztahy riznych forem hybridd s réznou ploidii a réznym slozenim hybridniho
genomu komplexu Squalius “alburnoides’, kde je zieimé, ze genomy parentdinich forem jsou cyklicky ztrdceny, ziskdvdny

a/nebo nahrazovdny. Podle Alves a kol. (2001).

Spontanni triploidie

Sponténni triploidie je u ryb velmi bézny jev, pozorovany u zna¢ného poctu druht ryb (Benfey, 1989),

zejména u druhl s vnéjsim oplozenim, nenivsiak na tyto omezen amuze se vyskytnoutiu druhl s vnitinim
oplozenim.Tomu nasvéd¢uje napfiklad i nalez triploidniho jedince Zraloka vouskatého, Ginglymostoma
cirratum, ktery byl identifikovan pomoci priitokové cytometrie (Kendall a kol., 1994). V zasadé zalezi
pouze na dostate¢né velikosti analyzovaného vzorku dané populace, at jiz pfirodni ¢i v chovu, aby byl
takovy triploidni jedinec nalezen. Pfiklad je uveden na obr. 6.5., kdy byl takovy jedinec nalezen mezi
10 studovanymi jedinci jelce proudnika, Leuciscus leuciscus, z feky Dyje (Rab a kol., 2007). Jinymi
piklady od nas jsou dosud nepopsany druh mfenky Barbatula sp. (Collares-Pereira a kol., 1995) z feky
Poprad, pstruh duhovy forma,Kamloops®, Oncorhynchus mykiss (Flajshans a Rab, 1987) z chovu pstru-
hafstvi v Libéchové ¢i lin obecny, Tinca tinca, z nékterych chovii v jiznich Cechéch (Flajshans a kol.,
1993). Mechanizmus vzniku spontanni triploidie spocivé v chybném pribéhu oplozeni a naslednych
procesli formovani samciho prvojadra, které pred syngamii ¢ekd na dokonceni Il. meiotického déleni,
vydéleni 2. polarniho téliska a tvorbu samiciho prvojadra, v pfipadé spontanni triploidie vsak nedojde
k vydéleni 2. polérniho téliska a vysledkem je triploidni organizmus.
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Obr. 6.5. Triploidni metafdzni burika 3n = 75 (nahote) a odpovidaijici karyotyp jedince jelce proudnika Leuciscus
leuciscus z feky Dyje sestaveny z chromozomd barvenych Giemsovym barvivem. Tii haploidni genomy maji shodnou
strukturu karyotypu, jak je obvyklé u kaprovitych podceledi Leuciscinae, takZe bez pouZziti dalsich genetickych analyz nelze
bezpecné zjistit, zda se v tomto pripadé jednd o autotriploidii (AAA) nebo allotriploidii (AAB). Podle Rdba a kol. (2007).

Shrnuti

V predchdzejicich sekcich jsme ukazali, Ze a¢ o rozsiteni polyploidie u ryb toho mnoho nevime, proto-
Ze je prozkouméno necelych 10% diverzity genomd ryb, presto je ziejmé, ze tento jev hral vyznamnou
roli v evoluci ryb. Je také pravdépodobné, Ze polyploidni formy ryb, napadné casté u starobylych linii
oploutvenych studenokrevnych obratlovci (zralok(, chimér, rejnokd, jeseterd, veslonostl) nebo staro-
bylych linii paprskoploutvych (kaproviti, sekavcoviti, pakaprovcoviti, néktefi sumci, lososoviti) ¢i na-
sadcoploutvych (Protopterus dolloi) ryb, mohou pfedstavovat evoluéni experimenty s polyploidizaci
genomu, tak jak je zndma u zrodu Teleostei (3R hypotéza), a ze se zfejmé u modernich ryb polyploidni
formy nevyskytuji. Ukazali jsme také, ze autopolyploidnich ryb je zfetelné velmi malo, prevazujici formy
polyploidie — allopolyploidie — souvisi s mezidruhovou hybridizaci a poukdzali jsme na kauzélni vztah
mezi takovou hybridizaci a zvySenim ploidni Grovné v evoluci, které evidentné nastavalo i vicekrat za se-
bou. Ukazali jsme také, Zze genomy ryb jsou velmi plastické vici nahodilym zménam ploidie spontanni-
mi mechanizmy.
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6.2. Indukovana polyploidie

Rdzné mechanizmy vedouci k umélému navozeni polyploidie u ryb byly v pribéhu 20. stoleti in-
tenzivné studovany a od 70. let celosvétové vyuzivany k produkci neplodnych rychle rostoucich nebo
plodnych polyploidnich ryb a mékkys{ pro potieby sladkovodni a morské akvakultury.

Umélé navozeni polyploidniho stavu se nazyva polyploidizace. Nej¢astéji se v podminkach rybi akva-
kultury cilené vyvolava triploidni (triploidizace), méné casto pak tetraploidni stav (tetraploidizace),
a to pomoci nékterého z fady fyzikélnich nebo chemickych zasahl do vyvoje zygoty. Tyto zasahy jsou
celosvétové oznacovany jako fyzikalni nebo chemické Soky. Z obrazku 6.6. je vidét, ze Sok pro indukci
triploidie musi postihnout obdobi 2. faze meidzy a depolymeraci tubulinovych vlaken vieténka zabranit
oddéleni 2. pélového téliska. Vysledny organizmus ma tfi sady chromozomd: 1 sadu ze samiciho prvoja-
dra, 1 sadu ze sekundarniho pélového téliska a 1 sadu ze saméiho prvojadra. Sok k indukci tetraploidie
musi postihnout cytokinezi 1. mitotického déleni (1. ryhovani) a depolymeraci tubulinovych vldken vre-
ténka zabranit rozdéleni duplikovanych sad chromozom do dcefinnych bunék (blastomer). Vysledny
organizmus ma ctyfi sady chromozomu: po dvou ze sami¢iho a samciho prvojadra. Obecné plati, ze
postup aplikace Soku pro indukci triploidie je shodny s postupem rediploidizace pfi meiotické gynoge-
nezi a postup aplikace soku pro indukci tetraploidie je shodny s postupem rediploidizace pfi mitotické
gynogenezi nebo androgenezi. O téchto metodach bude pojednano dale.

INDUKCE TRIPLOIDIE INDUKCE TETRAPLOIDIE
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Obr. 6.6. schéma indukce triploidie a tetraploidie. Z archivu O, Linharta.
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POLYPLOIDIE A GENOMOVE MANIPULACE U RYB

Sok

Polyploidiza¢ni 3ok je fyzikalni nebo chemicky zasah do vyvoje zygoty, pusobici poruchu déliciho
aparatu (vieténka), ktery podle ¢asu pouziti od oplozeni a aktivace gamet zplsobi zadrzeni (pfifiizo-
vani) 2. pélového téliska nebo duplikaci chromozomovych sad v 1. mitéze bez nasledného rozchodu
do dcefinych bunék. Mechanické Soky (otfesy, napichovani jiker) byly experimentalné testovany u kap-
ra obecného ve 30. letech 20. stoleti, maji vSéak malou Uc¢innost a vyvolavaji vysokou mortalitu. Chemic-
ké Soky jsou zalozené na pUlsobeni vieténkovych jedll (mitostatik, zndmych napf. z onkologie: kolchi-
cinu, kolcemidu, cytochalazinu B aj.) a inertnich plyn{ (N,O) na délici aparat buriky. V akvakultufe ryb
se viak pouzivaji minimalné. Nejcastéji jsou pro svou ucinnost pouzivany dalsi fyzikalni Soky. Nékteré
ptiklady pouziti soucasného vyuziti fyzikalnich sokd k indukci triploidie, eventudlné k rediploidizaci pfi
meiotické gynogenezi u ryb lososovitych (pstruh duhovy) a kaprovitych (kapr obecny, lin obecny) v ry-
barstvi CR uvadi tab. 6.1.

Tab. 6. 1. Typy, principy a pouziti tif typti fyzikdinich sokc. Podle Flajshanse a Linharta (2000), Linharta a kol. (1991, 2001)
a Flajshanse a kol. (2010).

Typ fyzikalniho Soku Princip Piiklad pouziti
Pro lososovité Pro kaprovité
Teplotni - teply vystaveni jiker teplé lazni z10°Cdo 26 az29°C 220°Cdo 40 az41°C
na dobu 20 min nadobu 1 az 2 min
Teplotni - chladovy vystaveni jiker ledové lazni nepouziva se v praxi z20°Cdo0az4°C
na dobu 35 min
Tlakovy vystaveni jiker vysokému hydrostaticky tlak hydrostaticky tlak 518 at
tlaku vody v uzaviené tlakové > 600 at (> 60,8 MPa) (52,47 MPa) na dobu
jednotce na dobu 1 az 4 min 1,5az 2 min

Aplikace teplého nebo chladového 3oku je provozné jednoduché (je potfeba pouze ohfat vodu v 1az-
ni termostatem nebo ji ochladit ledem, jikry do ni pfenést a pak vyjmout), k tlakovému Soku je nutna
specialni tlakova jednotka, do jejiz uzaviratelné komory se naliji oplozené jikry s vodou a tlak vody se
zvysi na pozadovanou hodnotu pomoci pfipojeného kompresoru, ru¢ni pumpy nebo z pfipojenych lah-
vi s tlakovym plynem. Tlakové jednotky o objemu do 101 jiker jsou komer¢né dostupné pro chovatele
napf. ve Francii, Kanadé, USA aj. Také v Ceské republice byl v roce 2012 zaregistrovan uzitny vzor pro
tlakovou jednotku k indukci polyploidie u ryb (Flajshans a kol., 2012). Piferrer a kol. (2009) ve svém pie-
hledu o indukci polyploidie a biologii a vyuziti polyploidnich ryb a mékkysa v akvakulture, zahrnujicim
druhy moftské i sladkovodni, druhy reprodukujici se v teplé vodé (> 20 °C), studené vodé (< 20 °C) i druhy
mirného pasma (~ 20 °C), konstatovali pomérné uzky casovy interval pro optimalni zac¢atek soku k in-
dukci triploidie po aktivaci gamet, shodny pro vsechny tfi typy fyzikdlnich Sokd. Pfes obrovské rozdily
ve velikosti jiker jednotlivych cilovych druhd, od objemu cca 0,5 pl u pelagickych jiker morskych druha
ryb po objem jikry cca 180 pl u nékterych druhd lososovitych, tito autofi rovnéz konstatovali prekvapivé
uzky interval optimalnich hodnot hydrostatického tlaku k indukci triploidie (tab. 6.2.).

Kazdy 3ok je charakterizovan tfemi proménnymi a kombinace jejich hodnot je zasadni k dosazeni
maximalniho poctu polyploidnich jedincl (% polyploid(i v potomstvu) a maximalniho procenta preZiti
pltdku. Jsou to:
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- Doba aplikace po oplozeni a aktivaci gamet (Cas zacatku Soku): zavisi na druhu ryby a teploté
vody pfi inkubaci jiker. Rychlost raného vyvoje se s teplotou vody nelinearné méni. Standardni tep-
lota vody k inkubaci jiker kapra obecného, lina obecného a sumce velkého je 20 °C, pro jikry pstruha
duhového a dalsich lososovitych ryb je 10 °C. P¥i téchto teplotach napfiklad u kapra a lina zacatek
Soku 5 min po aktivaci gamet postihne 2. fazi meiotického déleni a indukuje triploidii, pocatek Soku
43,5 min po aktivaci gamet postihne cytokinezi 1. mitotického déleni a indukuje tetraploidii. Pro
pstruha duhového ma 3ok k indukci triploidie u jiker inkubovanych v 10 °C za¢it 20-40 min po ak-
tivaci gamet a Sok k indukci tetraploidie ve 4 h 30 min (Lincoln a Bye, 1984; lhssen a kol., 1990). P¥i
pouziti jinych nez standardnich inkubacnich teplot je nutné optimalni ¢as zacatku Soku prepocitat
s pomoci Udaje o délce mitotického cyklu 1, (Detlaff a Detlaff, 1961).

- Intenzita Soku (teplota, tlak): podstatnym zplsobem ovliviiuje vysledek indukce polyploidie, jak
procenta polyploidd, tak i jejich preziti. Vyssi teplota (tlak) indukuje vyssi procento polyploidd, ale
zaroven neumérné zvysuje embryondlni mortalitu a naopak, pouzitim snizené teploty Ize doséh-

nout vysokého procenta preziti, ale nizké efektivity indukce polyploidie.

« Expozi¢ni doba (trvani Soku) je nepfimo Umérnd intenzité Soku, jinak je spojena s nadmérnou mortalitou.

Tab. 6.2. Rozmezi hodnot hlavnich proménnych k indukci triploidie u ryb. Podle Piferrer a kol. (2009).

Typ soku Zacatek Soku po aktivacigamet  Intenzita Soku Expozice

Tlakovy 2-7 min u teplovodnich druht 62 MPa (rozsah 58-85 MPa) 2-6 min
15-20 min u studenovodnich druh(

Chladovy 2-7 min u teplovodnich druht -1°Caz+4°Cudruhl mirného  2-20 min (vétsina piipadt)
15-20 min u studenovodnich druht pasma n. teplovodnich 35minaz3h

u studenovodnich druhl

Teply 2-7 min u teplovodnich druht 34°Caz41°Cudruhti mimého  45saz3,5min
15-20 min u studenovodnich druht pasma nebo teplovodnich 10-25 min
24°Caz32°C

Metody stanoveni ploidie

Pfimé metody zahrnuji stanoveni karyotypu, kvantifikaci obarvenych jadérek v bunkach, kvantifikaci
obsahu DNA ve specificky barvenych bunécnych jadrech pomoci pratokové cytometrie, spektrofluoro-
metrie a mikrodenzitometrie. Neptimé metody jsou zaloZzeny na stanoveni velikosti bunék a buné¢nych
jader klasickymi hematologickymi postupy, Coulterovou metodou stanoveni velikosti bunék na zékladé
impedance, méfenim bunécnych a jadernych geometrickych charakteristik, pfipadné na zakladé mor-
fologickych rozdil(i mezi diploidy a polyploidy.

- Stanoveni karyotypu (blize v kapitole 3.) se provadi bud' pfimou preparaci chromozom? z kranidIni
Castiledvin, ze sleziny, z gonad nebo z epitelidlnich bunék Zaber po zabiti ryby nebo z kultur fibroblast
nebo leukocytli po odbéru ¢asti ploutevniho lemu nebo krve ze Zivych ryb. Z hlediska rychlosti vyset-
feni je tato metoda relativné pracna a pomala a nelze ji pouzit v poloprovoznim/provoznim méritku,
je vsak nejpresnéjsi a mlze ukéazat abnormality jako je aneuploidie nebo heteromorfismy v nékterych
trojitych sadach, nezjistitelné jinymi metodami. Jedna se o zakladni referen¢ni metodu (obr. 6.7.).
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Obr. 6.7. Karyotyp triploidni mienky mramorované. Podle Collares-Pereira a kol. (1995); 3n = 75 chromozom(;
m metacentrické, s submetacentrické a a akrocentrické chromozomy.

- Kvantifikace obarvenych oblasti organizatoru jadérka (Nucleolar Organizer Region, NOR) ¢i ce-
lych jadérek v metafaznich nebo interfaznich burikach je rychlou a levnou metodou, ale jeji pouziti
je omezeno na druhy ryb, které maji v haploidni sadé chromozomu jen jeden chromozom s NOR
(Phillips a kol., 1986; Flajshans a kol., 1992). Rada druh( ryb totiz diky prestavbam chromozomd
béhem své evoluce ma vyssi nebo nizsi pocet chromozom s NOR v haploidni sadé nez odpovida
jejich ploidii. Barveni stfibrem vizualizuje zbytky Ag-barvitelného rRNA-proteinového komplexu
syntetizovaného oblasti organizatoru jadérka v predeslé interfazi, a proto identifikuje jen aktivni
NOR.V metafaznich burikach diploidnich ryb mizeme pozorovat 1 nebo 2 aktivni NOR a v burikach
triploidd 1, 2 nebo 3 aktivni NOR; v interfaznich bunkéach pak mizeme pozorovat pfislusny pocet
Ag-barvenych celych jadérek. U triploidniho lina se pocet bunék se 3 aktivnimi NOR pohybuje ko-
lem 40% (obr. 6.8.).

Obr. 6.8. Roztéry tkdné vykuleného plidku nabarvené roztokem AgNO; s viditelnymi jadérky obarvenymi stribrem.
Vlevo a uprostred diploidni (A) a indukované triploidni (B) lin obecny (podle Flajshanse a Linharta (2000), vpravo indukované
tetraploidni kapr obecny (z archivu M. Flajshanse).
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« Kvantifikace obsahu DNA instrumentalnimi metodami je zaloZzena na permeabilizaci buné¢né mem-
brany, obarveni jaderné DNA nékterym DNA-specifickym barvivem (napf. 4,6-diamidino-2-phenylindolem,
DAPI nebo propidiumjodidem, Pl) a na méfeni fluorescence emitované komplexem obarvené DNA
(prutokova cytometrie a spektrofluorometrie). \Vysledky jsou zpravidla zobrazeny formou histo-
gramu intenzity fluorescence v jddrech analyzované suspenze. Potom plati, Ze napfiklad u triploida,
ktery ma tfi sady chromozomu a tedy 1,5x vice DNA nez diploid, se vrchol histogramu zobrazuje
zhruba 1,5 déle na ose x nez u diploida (obr. 6.9.). Pritokova cytometrie je rychlou a pfesnou
metodou stanoveni ploidie ryb a této metody je od 80. let 20. stol. celosvétové pouzivano k hod-
noceni Uspésnosti chromozomovych manipulaci u ryb, stejné jako ke studiim diploidné-polyploid-
nich komplext u ryb (Réb a kol., 2007). Umoziuje stanoveni ploidie embryi (Lecommandeur a kol.,
1994), larev (Ewing a kol., 1991) a starsich jedinct z bunék krve a tkani (Thorgaard a kol., 1982; Allen,
1983 a dalsi). Pfi pouzitivhodného fluorescenc¢niho barviva (naptiklad propidiumjodidu jako interka-
lacniho cinidla) umozni pritokova cytometrie stanovit velikost genomu (haploidni obsah jaderné DNA)
v bunéc¢ném jadre studovaného organizmu vici standardu. Tim je obvykle druh o zndmém haploid-
nim obsahu jaderné DNA, napf. lin obecny (1C = 1,02 pgDNA) nebo pstruh duhovy (1C = 2,60 pgDNA).
Treti z instrumentalnich metod, mikrodenzitometrie (Gold a Price, 1985; Gold a Amemiya, 1987;
Gold a kol,, 1990), je zaloZzena na méreni absorbance barviva v bunkadch natéru obarveného
Feulgenovou reakci a je ¢asto pouzivana i ke stanoveni velikosti genomu ryb (obr. 6.10.).
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Obr. 6.9. Histogram relativniho obsahu DNA diploidd (na kandle 100) a triploid(i (na kandle 150) lina obecného.
Podle Flajshanse a Linharta (2000).
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Obr. 6.10. Krevni ndtér karase stiibritého, Carassius gibelio s jddry krevnich bunék (prevdzné erytrocytti) barvenymi

Feulgenovou reakci. Z archivu M. FlajShanse.

« Elektronické méreni objemu jadra Coulterovou metodou (vyuzivd se v riznych analyzatorech
a pocitacich castic) je zalozeno na zméné impedance pfi priichodu c¢astice mezi elektrodami, ktera
odpovid4 mnozstvi elektrolytu nahrazeného burikou, a tudiz jejimu objemu. K analyze ploidie u ryb
metodu poprvé vyuzil Wattendorf (1986) k ovéreni triploidie (a tedy i pfedpokladu sterility) u amura
bilého, nez mohl byt jako neplvodni druh bez moznosti reprodukce vysazen do volnych vod k likvi-
daci pfemnozenych porostd vodnich rostlin. Princip Coulterovy metody je rovnéz vyuzivan v fadé
humannich a veterindrnich hemoanalyzérd, které dokazi pocitat jaderné erytrocyty ryb, obojzivel-
nikd, plazd a ptakd (napf. francouzsky MS 9.5 fy Melet-Schloesing). Stanoveni ploidie zde vychazi
ze stfedniho objemu erytrocytu (Mean Corpuscular Volume, MCV), ktery se u diploid{i a triploid(
prikazné lisi (Svobodova a kol., 1998).
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- Méreni geometrickych charakteristik bunék a jader vychazi z jejich rozdilné velikosti u ryb di-
ploidnich, triploidnich a tetraploidnich, pfipadné i u vyssich ploidnich Urovni. Rozméry erytrocytt
byly vétsinou zjistovany z barvenych krevnich natérd pod mikroskopem s mikrometrem nebo z mi-
krofotografii (obr. 6.11.). Tuto metodu poprvé pouzil Swarup (1959) k rozliseni diploid{ a triploid(
u koljusky ttiostné, Gasterosteus aculeatus. Délka celého erytrocytu nebo jadra erytrocytu (po-
délnd osa) jsou obecné povazovany za nejlepsi indikator ploidni trovné u diploidnich a triploidnich
ryb (Wolters a kol., 1982; Benfey a kol., 1984; Boron, 1994 a dalsi), zatimco $itka celého erytrocytu
a sirka jadra erytrocytu (pfi¢na osa) se s urovni ploidie méni jen nevyznamné. Pouziti techniky digi-
talizace mikroskopického obrazu a pocita¢ové analyzy obrazu (obr. 6.12.) pfispélo k vyznamnému
zrychleni a zpfesnéni této metody jako alternativy k pritokové cytometrii (Cormier a kol., 1993;
Flajshans, 1997). Kromé délky celého erytrocytu a délky jadra erytrocytu Ize jako indikétor ploidie
pouzit i dalsi pfimo mérené charateristiky, jako je plocha erytrocytu, plocha jadra erytrocytu a jejich
obvody (Svobodova a kol., 1998; Flajshans a Vajcova, 2000; Linhart a kol., 2001; Rab a kol., 2007
a dalsi), a to i u tetra-, penta- a hexaploid(. Plocha jadra diploidniho, triploidniho, tetraploidniho,
pentaploidniho a hexaploidniho erytrocytu se v priméru pohybuje kolem 10, 15, 20, 25 a 30 pm?
v piipadé kapra obecného, karase stfibfitého, lina obecného, sumce velkého a nékterych jesetero-
vitych ryb a jejich hybrid{. Pfi méfeni erytrocytl jedince o nezndmé ploidii je vzdy nutné vychazet
z referenc¢nich hodnot diploidnich jedinct téhoz druhu.

10 pm

F

a b C

Obr. 6.11. Digitdini mikrofotografie diploidniho (a), triploidniho (b) a tetraploidniho (c) erytrocytu lina obecného (a, b)
a karase stribfitého (c). Podle publikace Doubek (2003), upraveno.
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Obr. 6.12. Ukizka méreni geometrickych charakteristik erytrocytti a jejich jader programem analyzy 2-D obrazu Olympus

Microlmage 4.0 s pouZitim dvojiho prahovdni. Cervené je prahovdna cytoplazma, Zluté je prahovdno bunééné jddro (vievo
nahore) a po odfiltrovdni artefaktd, nedplnych objektt apod. tpravami intervalt hodnot méritelnych objektd jsou mérené
bunky oznaceny obrysy (vpravo nahore). Vizualizace mérenych objektu slouzi operdtorovi ke kontrole — v tomto pripadé
naprahovdni erytrocytu uprostred snimku presdhlo skutecny obrys bunky. Spodni vyslednd tabulka ukazuje vysledky mérenych
hodnot (plocha = Area; délka objektu = Diameter max a Sitka objektu = Diameter min) pro oba typy objektt. Automaticky jsou
meéreny pouze objekty, které se nedotykaji ¢i neprekryvaji.

+ Molekuldrné genetické techniky jsou méné vyuzivany k rutinni diagnostice ploidni Urovné.
Elektroforéza enzymii je zaloZend na separaci proteinl z tkani, jejich elektroforetické separaci
a barveni jednoho ¢i vice alozymu/isozyma. VyuZziva stupné polymorfizmu odlisnych alel v riznych
lokusech tcastnicich se translace specifickych enzym. Diploida (AB) a triploida (AAB) pak mizeme
odlisit podle silngjsiho barveni pruhu produkovaného dvojitou alelou triploida. Pouziva se i k odli-
$eni autotriploid(i od allotriploidnich mezidruhovych hybrid{i (Arai, 1988). Vyuziti mikrosatelitnich
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lokust znamenalo vyznamné zlepseni alozymové techniky vzhledem k vyssimu rozliseni heterozy-
gotnosti. K identifikaci ploidie Ize pouzit i DNA fingerprinting (Han a kol., 1992) a zejména sekve-
naci DNA a relativni velikost dvojitych vrcholl v chromatogramech. Lze tak stanovit i relativni podil
rodi¢ovskych genom0 u hybrida (Sousa-Santos a kol., 2005).

Morfologické rozdily mezi diploidy a triploidy. Allotriploidni mezidruhové hybridy Ize v fadé pfipa-
dl morfologicky odlisit od rodi¢ovskych druh(i na zékladé fenotypového projevu jejich genomu, ob-
sahujiciho chromozomové sady obou druh (napf. hybridy platyze velkého, Pleuronectes platessa,
x platyze bradavi¢natého, Platichthys flesus; Purdom, 1972; amura bilého, Ctenopharyngodon
idella, x tolstolobika pestrého, Aristichthys nobilis, Beck a Biggers, 1982; Allen a Stanley, 1983
a Cassani a kol., 1984; nebo pstruha obecného f. poto¢ni, Salmo trutta m. fario, x sivena americ-
kého, Salvelinus fontinalis, Scheerer a kol., 1987). U autotriploidd, ktefi maji tfi sady chromozomdi
stejného druhu, byly morfologické odlisnosti proti diploiddim popsany pouze sporadicky, u triploid-
ni koljusky tfiostné (kratsi trup, del3i ocasni ploutev; Swarup, 1959), kapra obecného (zmény v poc¢tu
ploutevnich paprskd a Supin; Gervai a kol., 1980 a Gomelsky a kol., 1992), sumecka skvrnitého (men-
$i hlava; Wolters a kol., 1982), amura bilého (zmény v télesnych proporcich, v poctu ploutevnich
paprskd a poctu Supin; Bonar a kol., 1988;), tolstolobika pestrého (deformace hlavy; Tave, 1993),
lina obecného (délka a tvar bfisnich ploutvi; obr. 6.13.; Flajshans a kol., 1993) a indického sumecka
Heteropneustes fossilis (zmény v télesnych proporcich; Tiwary a kol., 1999). Tyto fenotypové odlis-
nosti se vsak u rliznych jedinctd projevuji do rdzné miry, nejsou tedy pfilis pfesné, nelze je brat jako
jediné kritérium stanoveni ploidie a mohou byt pouzity pouze k orienta¢nimu rozliseni.

Obr. 6.13. Tvar a délka biisnich ploutvi u lina obecného: nahore dlouhé a mékké ploutve triploida, vpravo dlouhé ploutve

diploidniho samce s masivnimi prvnimi tvrdymi paprsky a vlevo krdtké a mékké ploutve diploidni samice. Fotografie
M. Korwina-Kossakowského (nahore) a M. FlajShanse.
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6.3. Vyuziti polyploidnich ryb v akvakultuie

Piferrer a kol. (2009) ve své piehledové praci shrnuji hlavni dlvody soucasného vyzkumu triploidd
pro akvakulturu, s nasledujicimi potenciadlnimi projevy uzitkovych vlastnosti:

« Zvyseny rlst za predpokladu, zZe jejich sterilita zabrani rlistové depresi spojené s pohlavnim dozra-
vanim diploida.

« Snizeni sexudlniho a teritoridlniho chovani ryb v akvakulture, vedouci k nizsimu stresu a mensimu
plytvani energii.

« Zvysené preziti, pokud je reprodukce spojena s vyssi mortalitou diploid(.

« Lepsi organolepticka kvalita masa (vybarveni svaloviny, % tuku, % vody v mase aj.), pokud je pro-
dukt prodavan béhem nebo po dosazeni pohlavni zralosti diploid(.

« Sterilita pfi vysazovani neplvodnich druhli nebo neplvodnich populaci do volnych vod.

Ihssen a kol. (1990) shrnuli, Ze prvni hypotézy predpokladaly rychlejsi rist triploidnich obratlovct a jejich
vétsi konecnou velikost, protoze jejich somatické buriky jsou vétsi. Tyto hypotézy byly vyvraceny jiz ve 40. letech
20. stoleti studiemi polyploidnich obojzivelnikd a posléze prehledovymi studiemi vlastnosti polyploidnich ryb
(Pandian a Koteeswaran, 1998; Benfey, 1999), které shrnuly dtikazy, ze vzrlst velikosti bunék je kompenzovan
poklesem jejich poctu, a Ze triploidi nerostou rychleji ani nerostou do vétsich rozmért diky tomuto jevu.

Obecné jsou triploidi povazovani za sterilni, vzhledem k tomu, ze parovani chromozomi v meidze je
naruseno pritomnosti tfi sad homolognich chromozomd, triploidi nemaji normalni priibéh vyvoje go-
nad (obr. 6.14.), ani gonadosomaticky index a jestlize produkuji gamety, pak jsou obvykle aneuploidni
(Ihssen a kol., 1990). Z tohoto pravidla vsak existuje fada vyjimek (napfiklad reprodukce allopolyploidd
v hybridnich komplexech (r. Cobitis, Carassius, Squalius aj.).

Obecné plati, ze vyvoj varlat triploidd u vétsiny druhd nebyva tolik postizen jako vyvoj ovérii (Pandian
a Koteeswaran, 1998). Piferrer a kol. (2009) k tomu konstatovali, Ze u samc{i nastupuje meidza s vypuknutim
dospivani poté, co spermatogonie prosly mnoha cykly buné¢ného déleni mitézou. Ackoli je tedy mechani-
zZmus meidzy rovnéz poskozen, testes triploidnich samct se mohou vyvinout do velikosti podobné té u di-
ploidd, véetné pIné funkénich steroidogennich bunék. Z obecné hypotézy sterility triploidd vychazi vysvétle-
ni jejich lepsiho rastu: diploidi v dobé pohlavniho dospivani spotiebuji ¢ast energie z pfijaté potravy na vyvoj
gamet, zatimco triploidi vétsinu této energie stéle spotiebovavaji na télesny rlist (Beaumont a Hoare, 2003).
Ale Benfey (1999) podotyka, Ze steroidy gonad maji anabolicky efekt, diky cemuz diploidi, ktefi dospéji a pre-
Ziji reprodukci, mohou poté casto vykazat kompenzacni rdst, coz mGze rGstovou vyhodu triploidi snizit.

Sterility triploidnich ryb, pokud je prokédzana, se s vyhodou vyuziva pfi vysazovani neplvodnich dru-
had ryb do volnych vod tam, kde legislativni aspekty ochrany pavodni ichtyofauny nepovoluji vysazo-
vat jedince schopné rozmnoZovani. Triploidni amur bily (Ctenopharyngodon idella) je takto pouzi-
van k eliminaci pfemnozenych vodnich porostd v USA a na Novém Zélandé, triploidni siven americky
(Salvelinus fontinalis), ktery je autochtonni pouze na vychodé Severni Ameriky, je takto pro vy3si odol-
nost proti chladu vysazovan do rybérskych reviri na pacifickém pobfiezi aj. V Izraeli se do vodarenskych
nadrzi vysazuje nasada triploidniho, a tedy sterilniho amura ¢erného, Mylopharyngodon piceus, k eli-
minaci populaci mékkysa z téchto nadrzi (S. Rothbard, os. sdéleni, 2010).

Dnes je také velmi diskutovdna moznost vyuzit sterility triploid( pfi produkci transgennich ryb (tzv.
GMO biocontainment, biologicka kontrola geneticky modifikovanych organizm), aby se zamezilo
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potencialnimu nebezpedi jejich reprodukce pti tniku z chovu. Uplna funkéni sterilita, tj. nulova produk-
ce spermii, byla zaznamenana u autotriploidnich samct nékterych druh@ ryb vyznamnych pro akvakul-
turu, napk. u mor¢aka evropského, kambaly velké, platyze Moserova, Verasper moseri, prazmana zlaté-
ho a u sivena alpského (Piferrer a kol., 2009). Naproti tomu poznatky o potencidlni plodnosti triploidnich
samcl amura bilého (Goudie, 1988; van Eenennaam a kol. 1990), lososa obecného (Benfey a Sutterlin,
1984), pstruha duhového (Benfey a kol., 1986), lososa, Oncorhynchus kisutch (Piferrer a kol., 1994),
parmy javské, Puntius gonionotus (Koedprang a Na-Nakorn, 2000), lina obecného (Linhart a kol., 2006)
vedou k zavéram, zZe triploidie neznamena 100% sterilitu a na jeji mozné pouziti k tomuto Ucelu je nutné
pohlizet ptipad od pfipadu a vysetfit na sterilitu vSéechny jedince.

Obr. 6.14. Snimky hematoxylinem-eozinem obarvenych histologickych fezii gonddou diploidni a) a triploidni b) samice

adiploidniho c) a triploidniho d) samce lina obecného stejného stdri, odebranych pred reprodukéni sezénou. U diploidni samice
prevazuji oocyty na pocdtku vitelogeneze (1), u triploidni samice je vidét prevdzné jen zdrodecné buriky (2) a ojedinéle i méné
vyvinuté oocyty (do stadia trofoplazmatického rustu, 3). Vzorky diploidniho a triploidniho samce se isi cetnosti zdrodecnych
bunék (4) a spermii (5). Podle Flajshanse (1997).

Moznosti indukce triploidd v laboratornim, poloprovoznim a provoznim méfitku a jejich uzitkové
vlastnosti (zejména rust, preziti, jate¢nd vytéznost, zbarveni svaloviny, % vody a tuku v mase, sloze-
ni aminokyselin, mastnych kyselin aj.) byly studovény témér u viech hospodaisky vyznamnych dru-
ht sladkovodnich ryb od lososovitych, kaprovitych, sumcd a sumeckl az po ostnoploutvé (viz hlavni
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prehledové prace: Thorgaard, 1983; Chourrout, 1987; Donaldson a Benfey, 1987; Ihssen a kol., 1990;
Horvath a Orbén, 1995; Pandian a Koteeswaran, 1998; Benfey, 1999; Gomelsky, 2003, Piferrer a kol.,
2009 aj.). Vysledky jsou viak velmi rliznorodé a ukazuji na nizsi, stejnou nebo vyssi rlistovou schop-
nost triploidd vici diploidim stejného plvodu. Rlstova schopnost triploidd je druhové specificka
(Beaumont a Hoare, 2003) a v rdmci druhu se muze lisit i pfipad od pfipadu (napf. vlivem kvality jiker
pouzitych k oplozeni a indukci triploidie, vysledky chovu v monokultufe vs. testovani ve spolecné
obsadce apod.).

Pandian a Koteeswaran (1998) kriticky porovnali rGst triploidG fady zastupct ryb lososovitych, kap-
rovitych, sumcovitych a cichlid ve vztahu k obdobi pfed a po dosazeni pohlavni dospélosti. Podle jejich
vysledk tito triploidi do obdobi pohlavni dospélosti trpi 10-15% rlistovou depresi a vysokou juvenil-
ni mortalitou. V obdobi po dosaZeni pohlavni dospélosti podle prehledu téchto autort triploidi téméf
vsech hodnocenych druhi rostou o 10-30% rychleji nez jejich diploidni protéjsky. Z toho Ize vyvodit
obecny zavér: chceme-li dosdhnout rychlejsiho riistu za stejnou dobu, md smysl zabyvat se indukci
triploidie u druhdi, které dosahuji trzni hmotnosti az po dosazeni pohlavni dospélosti.

Dalsimi faktory ovliviiujicimi rdst a dalsi uzitkové vlastnosti triploidi mohou podle Piferrera a kol.
(2009) byt napf. mezi- a vnitrodruhova kompetice béhem rlistového testu, vliv typu Soku pouzitého
k indukci triploidie, a vzhledem k vy3$3i vnimavosti triploid( vici chronickému stresu také suboptimalni
podminky prostiedi (teplota vody, nasyceni kyslikem, hustota obsadky apod.).

Nasledujici tab. 6.3. ukazuje hlavni druhy ryb v akvakultufe, u nichz se bézné produkuji indukovani
autotriploidi v uzitkovém chovu:

Tab. 6.3. Pehied druhii viznamnych pro akvakulturu, u nich? jsou bézné produkovdni autotriploidi (podle Piferrera a kol, 2009).

Druh Zemé

Amur bily USA

Pstruh duhovy USA, Kanada, Francie, Velk4 Britanie, Italie, Spanélsko, Japonsko, Korea, Irén, Chile, Turecko
Pstruh obecny Francie, Velkd Britanie

Siven americky Kanada, Francie

Siven alpsky Francie, Kanada, Island, Némecko, Rakousko
Losos obecny Kanada, Velka Britanie, Irsko

Losos Oncorhynchus rhodurus Japonsko

Losos O. masou Japonsko

Losos O. kisutch Japonsko, Kanada

Ayu Plecoglossus altivelis Japonsko

Platyz Paralichthys olivaceus Japonsko

Piskof vychodoasijsky Japonsko

Na tomto misté nelze nezminit také trzni produkci allotriploidd, tedy triploidnich mezidruhovych
F, hybridi pro akvakulturu, a to bud pro jejich vzhled nebo pro vy3si preZiti, lepsi rist a nizsi vyskyt de-
formit proti diploidnim trznim F, hybridGm. K tomuto Gcelu jsou produkovani napt. hybridi pstruha du-
hového s lososy O. rhodurus nebo O. masou ishikawa; hybridi sumecka kefi¢kovce zabiho (Clarias
batrachus) a kefi¢kovce ¢ervenolemého (C. gariepinus); lososa kety (O. keta) a sivena svétloskvrnné-
ho (Salvelinus leucomaenis) nebo pstruha duhového se sivenem svétloskvrnnym (Piferrer a kol., 2009).
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Produkce triploidii kfizenim tetraploidnich a diploidnich rodica

Vzhledem k vys$si mortalité triploidt v embryondinim stadiu, zptsobené rliznymi typy fyzikdlnich
Sokll pouzivanych k retenci 2. pélového téliska, byla rliznymi autory ovérena hypotéza produkce 100%
triploidniho potomstva kiizenim tetraploidnich a diploidnich rodi¢u. U pstruha duhového tak Chourrout
a Nakayama (1987) ziskali triploidni potomstvo s lepsi rlistovou schopnosti a procentem preziti, nez
méli triploidi indukovani fyzikalnimi Soky. Horstgen-Schwark a kol. (1997), ktefi testovali uzitkovost
takto ziskanych triploidd u stejného druhu, konstatovali podobnou vytéznost jako u diploidnich ryb.
Problémem je vsak i odchov tetraploidnich rodicd pro jejich vysokou homozygotnost a citlivost vici
vnéjsim podminkam. U ryb se tento zplsob produkce proto neuziva. Pouzivd se zejména u mékkysu
(produkce triploidnich usttic, Crassostrea gigas k¥izenim tetraploidnich matefskych a diploidnich
otcovskych populaci).

Produkce triploidii v zemich EU

Predevsim je tfeba zdUlraznit, Ze podle evropské legislativy (Directive 90/220/CEE z 23. dubna 1990),
polyploidi stejné jako hybridi nejsou povazovani za geneticky modifikované organizmy. Polyploidi
jsou proto vynati z pfisnych pravidel o vyuzivani a biologické ochrané GMO v zemédélstvi (Piferrer
a kol., 2009).

V soucasné dobé akvakultura zemi EU vyuziva triploidd k produkci trznich ryb o vyssi hmotnosti ze-
jména u pstruha duhového. Poptavku po tabulovych (porcovych, tedy celych) pstruzich o hmotnosti
250-3509 kryje produkce celosamicich populaci, a to tak Uspésné, Zze dnes tvoii témér 80 % veskeré slad-
kovodni produkce pstruha duhového v Evropé (Piferrer a kol., 2009). Podle piehledu téchto autord je tri-
ploidli vyuzivano jak k produkci ¢erstvych filetl z trznich ryb o hmotnosti kolem 1,2kg, tak i k produkci
uzenych filetd z trznich ryb o hmotnosti kolem 2,5-3 kg. Produkci triploid( dalSich druh(i shrnuje tab. 6.4.

Dalsi vyznamnou moznosti vyuziti sterilnich triploid( je produkce nasad a vyssich hmotnostnich ka-
tegorii pstruha duhového, pstruha obecného, sivena alpského a sivena amerického k vysazovani do vol-
nych vod (sportovnich rybaiskych revir(l). Tato praxe je zavedena napt. ve Velké Britanii, Francii, Némecku
a Rakousku (Piferrer a kol., 2009). Zejména tam, kde se vyskytuji i fragmenty plvodnich populaci auto-
chtonnich druh, je vysazovani sterilnich triploidd z chovnych populaci povazovéno za ochranu proti
genetickému impaktu na tyto populace.

Tab. 6.4. riehied trzni produkce triploidnich ryb a mékkysi v zemich EU (P Haffray, Ust. sdél, 2009).

Druh Zemé Celkova rocni evropska Zpusob produkce
produkce triploidu (t) triploida

Pstruh duhovy Francie, Velka Britanie, Italie, Spanélsko 15000 indukce 3n

Pstruh obecny Francie, Velka Britanie 600 indukce 3n

Siven americky Francie, Némecko, Rakousko indukce 3n

Siven alpsky Francie, Némecko, Rakousko indukce 3n

Losos obecny Velka Britanie, Irsko indukce 3n

Pstruh obecny X siven americky ~ Francie, Némecko, Rakousko, CR mezidruhova

hybridizace
Usttice jedla Francie 30000 kiizeni 4n x 2n
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6.4. Uniparentalni dédi¢nost a klonalni reprodukce parentalnich genomii

Uniparentdlni dédi¢nosti nazyvame procesy, pfi kterych se potomstvu predava geneticka infor-
mace (jaderna DNA) pouze jednoho z rodi¢u. K témto procesiim mUze v pfirodé dochazet spontanné
(a potom se hovoli o zplsobech asexudlniho, vystiznéji unisexudlniho rozmnozovani, o némz bylo po-
jednano v predchozi ¢asti) nebo je Ize v chované populaci vyvolat cilenymi zasahy (indukovana gy-
nogeneze, androgeneze). Prvni pokusy o indukovanou gynogenezi u ryb provedli jiz Makino a Ozima
(1943) a jejich evropsti nasledovnici v 60. a 70. letech 20. stoleti (Purdom, 1969; Cherfas, 1975; Nagy
a kol,, 1978). Komen a Thorgaard (2007), ktefi kriticky shrnuli pokrok dosazeny za dobu studia unipa-
rentdIni dédi¢nosti u ryb vsak konstatovali, ze klicovou laboratorni praci, ktera v podstaté odstartovala
rozsahly vyzkum gynogeneze a pozdéji i androgeneze u ryb, publikoval az George Streisinger se svymi
spolupracovniky (Streisinger a kol., 1981). Detailné v ni popsali postup produkce meiotickych i mitotic-
kych gynogent, homozygotni a heterozygotni klonalni linie modelového druhu zebfi¢ky pruhované,
Danio rerio.

Gynogeneze

Pfi gynogenezi je potomstvu preddvana jaderna genetickd informace (jaderna DNA) matky, pohlavi
potomstva se (neuvazujeme-li pfipady autozomalniho spoluurceni pohlavi) fidi ur¢enim pohlavi matky.
Napfiklad u ryb s chromozomovym urenim pohlavi typu Drosophila (XX/XY) nese viechno potom-
stvo pouze pohlavni chromozomy X a oznacuje se jako monosexni (celosamici) potomstvo.

Prirozena (spontanni) gynogeneze

Prirozena gynogeneze je jednim z mechanizm( unisexudlni reprodukce, charakteristické pro roz-
mnozovani celosamicich populaci ryb a nékterych populaci hybridnich diploidné - polyploidnich
druhovych komplexd. Jejich sou¢asny ptehled, s diirazem na komplexy v rodech Cobitis, Squalius,
Carassius a na nékteré dal3i podezielé druhy podavaji napf. Rab a kol. (2007). Dal3i rody a druhy tvo-
fici celosami¢i populace jsou napt. Misgurnus sp., Poecilia formosa, Menidia clarkhubbsi (Pandian
a Koteeswaran, 1998).

Strucné receno, na zakladé reprodukéniho kontaktu dvou a vice druh, které maji specifickou evolu¢-
ni vzdalenost, se u hybridnich jedinct zméni jinak konzervativni zplsob gametogeneze, a tito jedinci se
pak reprodukuji partenogeneticky, gynogeneticky nebo hybridogeneticky, jak bylo vysvétleno v kapi-
tole 6.1. a na obrazku 6.3.V ptipadé gynogeneze je gynogeneticky vyvoj vajicka aktivovan pfitomnosti
spermie jiného druhu ryby, ale DNA spermie (samciho prvojadra) se neucastni tvorby genomu embrya.

Napfiklad u celosami¢i populace karasa stfibfitého, Carassius gibelio, je pfi oogenezi vynechéna
prvni faze meiotického déleni a chromozomova sada zlstava zduplikovana (Horvath a Orban, 1995).
Samice se Ucastni ptirozené reprodukce jinych kaprovitych ryb a sexudlné na ni parazituji, jejich vajicka
jsou aktivovana spermiemi téchto druh(, po aktivaci probéhne druha faze meiotického déleni, dojde
k oddéleni druhého poélového téliska a zlstanou triploidni zygoty, z nichz se opét vyvinou triploidni
samice.

V urcitych pripadech, pfi oplozeni jiker samcem karase stfibfitého, se vsak mize vyvinout 5-25 %
samciho potomstva.
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Uméla (indukovand) gynogeneze
Indukovand gynogeneze u druht ryb s normalni sexudlni reprodukci je zalozena na nasledujicim po-
stupu (obr. 6.15.):

1) inaktivace sam¢i (otcovské) DNA ozafenim spermie (napf. u kapra obecného 1200 Gy gama zare-
nim nebo 800 mJ.cm™? UV zafenim),

2) osemenéni a aktivace gamet a
3) obnoveni diploidniho stavu.

Pouzité sperma muze byt homologni (téhoz druhu) nebo heterologni (jiného, i nepfibuzného dru-
hu) a inaktivace jeho DNA se zpravidla provadi ionizujicim zéfenim (gama nebo rentgenovym zare-
nim) nebo UV zafenim. lonizujici zafeni pronika hluboko do buné¢né tkdané a ucinné fragmentuje DNA
(Komen a Thorgaard, 2007). Proto je povazovano za vhodné pro ozafovani vétsiho objemu spermatu
a také pro ozafovani oocytll vétsiho priméru pro androgenezi. Vyuzitelnost tohoto postupu vsak ma
sva omezeni v dostupnosti zdroje ionizujiciho zafeni, v nutnosti prepravy gamet k tomuto zdroji, dél-
ce prepravy, podminkam uchovani a dobé pouzitelnosti gamet po ovulaci/spermiaci k oplozeni apod.
Obecné plati, Ze ovulované oocyty vétsiny druhl kostnatych ryb Ize pro oplozeni v zavislosti na pod-
minkach uchovani udrzet po radové kratsi dobu nez spermie.

GYNOGENEZE ANDROGENEZE

L 2 Ozéfeni
Ozéreni Ozéreni

Obr. 6.15. Schéma indukce meiotické (1) a mitotické (2) gynogeneze a androgeneze u ryb. Z archivu O, Linharta.
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Naproti tomu UV zafeni o vinové délce ~254 nm ma sice nizkou penetracni schopnost a Ize jej pouzit
k inaktivaci DNA gamet pouze ve velmi nizké vrstvé a tyto gamety musi byt béhem ozafovani michany a chla-
zeny (Komen a Thorgaard, 2007), ale Ize k nému vyuzit rliznych germicidnich lamp a je to snadno provedi-
telné, laciné a bezpecné opatieni. Vétsinou je k inaktivaci DNA gamet pouzivano pravé UV zafeni (obr. 6.16.).
Pandian a Koteeswaran (1998) kritickou analyzou nahodné vybranych publikaci zjistili, Ze 90 % autord béhem
poslednich deseti let pouzilo pravé UV zafeni k inaktivaci DNA spermii. Kone¢ny tGcinek UV zéfeni spociva
ve fragmentaci chromozom( a je podobny ucinkm gama zéfeni. Komen a Thorgaard (2007) shrnuli, Ze vy-
nosy gynogenetického plidku po inaktivaci DNA UV zéfenim jsou vyssi nez po pouziti gama zareni.

r ”ﬂ

. |

CL1220 Ulravioler Crosslinker

HUVP

Obr. 6.16. inaktivace DNA gamet UV zdrenim: cely piistroj (v tomto piipadé UV Crosslinker) je poloZen na tiepacce, aby
byla tenkd vrstva gamet na Petriho miskdch uvnitr pristroje promichdvdna a ozdrena homogenné. Z archivu M. Rodiny.

Obnoveni diploidniho stavu gynogenetickych zygot mUze byt provedeno:

1) Potlacenim druhé faze meiotického déleni ve vajicku. Proto se metoda nazyva meiotickd gynogeneze
(obr. 6.15.). VyuZiva se Sok obdobnych parametr( a se stejnym mechanizmem pUsobeni jako pfi indukci
triploidie. V zavislosti na pouziti homologniho nebo heterologniho spermatu a na typu pouzitého Soku
ziskali rGzni autofi touto metodou u pstruha duhového 48-63 %, u kapra obecného 29-38% a u tila-
pie nilské 19-27 % Zivého diploidniho gynogenetického potomstva, pficemz s pouzitim heterologniho
spermatu a/nebo tlakového Soku bylo vétsinou ziskano vy3si procento potomstva.

2) Potlacenim prvniho mitotického déleni haploidnich embryi. Metoda se nazyva mitotickd gynogeneze
(obr. 6.15.). Vyuziva se Sok obdobnych parametr( a se stejnym mechanizmem pUsobeni jako pfi indukci
tetraploidie. V zavislosti na pouziti homologniho nebo heterologniho spermatu a na typu pouzitého
Soku ziskali rizni autofi touto metodou u pstruha duhového 1-5%, u kapra obecného 1-15% a u tila-
pie nilské 1-25% zivého diploidniho gynogenetického potomstva, pficemz s pouzitim heterologniho
spermatu a/nebo tlakového Soku bylo vétsinou ziskano vy3si procento potomstva.

3) Pouzitim diploidnich oocyt( tetraploidni samice odpadne nutnost obnovovat diploidni stav a za-
bréni se vysoké embryondini mortalité nasledkem 3oku.
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Indukovana meioticka gynogeneze

Ackoliv veskeré potomstvo nese pouze jadernou genetickou informaci matky, nejedna se o klonalni
reprodukci. Pfi potlac¢eni druhé faze meiotického déleni se neoddéli haploidni druhé pélové télisko, a to
pak fuzuje s haploidnim samicim prvojadrem. BEhem meiotického déleni dochazi k volné kombinova-
telnosti alel a crossing-overlim, z ¢ehoz vyplyva urcitd uroven heterozygotnosti potomstva. Proto gyno-
genetické potomstvo vzniklé meiotickou gynogenezi také nazyvame gynogenetickymi heterozygoty.

Touto metodou Ize rychle vytvéret inbredni linie s mirou inbredizace za generaci rovnou 3-4 generacim
plemenitby sourozencli nebo 6-7 generacim plemenitby polosourozenct (Falconer, 1989 in Tave, 1986).

Meiotickou gynogenezi mlizeme za nékolik generaci vytvofit isogenni linie ryb, ale nebude se jednat
o homozygotni klondlni linie (Nagy a Csanyi, 1984).

Indukovana mitoticka gynogeneze

Mitotické gynogenetické potomstvo nese pouze jadernou genetickou informaci matky a vsichni
jedinci jsou plné homozygotni, nejsou viak klony, nebot pfi meiotickém cyklu vajicek doslo k volné
kombinovatelnosti alel a crossing-overdm. Touto metodou Ize vytvofit klondlni linii za dvé nésledujici
generace (Naruse a kol., 1985; Komen a kol., 1988).

Androgeneze

Pfi androgenezi se potomstvu pfedava pouze jaderna genetickd informace (jadernd DNA) otce. Po-
hlavi potomstva se (neuvazujeme-li pfipady autozomalniho spoluurceni pohlavi) fidi ur¢enim pohlavi
otce. Naptiklad u ryb s chromozomovym uré¢enim pohlavi typu Drosophila (XX/XY) nese potomstvo
pohlavni chromozomy X nebo Y a vystépuje se jako 50 % jedincl XX a 50 % jedincu YY.

Indukovand androgeneze u druht ryb s normalni sexudlni reprodukci je zaloZzena na nasledujicim
postupu (obr. 6.15.):

1) inaktivace samici (matefské) DNA ozafenim vajicka (napf. pstruha duhového 400 Gy gama zafenim
nebo kapra obecného 250-300 Gy rentgenovym zafenim),

2) osemenéni a aktivace gamet a
3) obnoveni diploidniho stavu.

Inaktivace matefské DNA se stejné jako u gynogeneze provadi pomoci ionizujiciho nebo UV zéreni.
Jak jsme jiz popsali v kapitole o gynogenezi, ionizujici zafeni s vysokou schopnosti penetrovat do bu-
nécné tkané se hodi pro ozafovani oocytl o velkém priiméru (napf. u lososovitych ryb), zatimco pro
ozafovani oocytl mensiho priiméru (< 2 mm) staci UV zafeni (Komen a Thorgaard, 2007). Diploidni stav
se obnovuje potlacenim prvniho mitotického déleni haploidnich embryi a vyuziva se k tomu Sok ob-
dobnych parametrd a se stejnym mechanizmem pUsobeni jako pfi indukci tetraploidie nebo mitotické
gynogeneze. V zavislosti na typu pouzitého Soku ziskali rlizni autofi touto metodou u pstruha duhové-
ho, kapra obecného a tilapie nilské 3-15 % zivého diploidniho androgenetického potomstva.

Pouzitim dispermického oplozeni (oplozeni dvéma spermiemi; Grunina a kol., 1995a; Rekubratsky
a kol., 1998; Kirankumar a Pandian, 2004) nebo oplozenim diploidni spermii tetraploidniho samce
(Thorgaard a kol., 1990; Arai a kol., 1995) odpadne nutnost obnovovat diploidni stav.
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Metody stanoveni tspésnosti indukce gynogeneze a androgeneze

Pfi ovéfovani uspésnosti indukce uniparentélni dédi¢nosti je nutné zaméfit se na viechny tfi kroky, tj.
zda byla dostate¢né inaktivovana DNA druhé rodi¢ovské gamety, zda je potomstvo v odpovidajici mife
homozygotnosti, a zda byla obnovena diploidni Grover embryi.

+ Mira inaktivace DNA druhé rodicovské gamety se nejsndze ovéfuje kontrolnim kfizenim, pfi némz
se vyuziva néjakého kvalitativniho znaku (napf. recesivné dédi¢ného zbarveni) jako markeru. Jestlize
budeme inaktivovat DNA spermii divoce zbarveného (dominantniho) lina a pouZijeme je ke gynoge-
nezi u jiker zlatého (homozygotné recesivniho) lina, pak ziskame zlaté zbarveny vackovy plidek, po-
kud bylo o3etteni spravné. Jestlize bude viechen plliidek pigmentovany nebo ziskdme smés zlatého
a pigmentovaného plidku, pak nebyla DNA vsech spermii korektné inaktivovana. Dalsi moznosti je
pouzit molekuldrné genetické metody k ovéreni nepfitomnosti otcovskych genotyptl v potomstvu.

Mira homozygotnosti se zjistuje molekuldrné genetickymi metodami, pomoci polymorfnich pro-
teinovych systém( a mikrosatelitni DNA. Zejména u androgeneze vznesli néktefi autofi (Carter
a kol.,, 1991; Masaoka a kol., 1995) pochybnosti o UpIné eliminaci matefské genetické informace
(mtDNA a mRNA) u ozafenych jiker a Pandian a Koteeswaran (1998) ve svém prehledu také dosli
k zavéru, Ze vétsina autord, ktefi produkovali Zivé diploidni androgeny, nepouzila vice nez jeden
geneticky marker k potvrzeni UpIné eliminace matefského genomu.

Diploidni troven embryi, resp. vykuleného plidku orientacné zjistime pohledem a spocitanim
zZivého vykuleného plidku normalniho vzhledu (diploidniho) a plddku malformovaného (haploid-
niho). Haploidi maji charakteristicky rohlickovité zakfiveny tvar (obr. 6.17.), nemivaji dostate¢né
vyvinuté vnitini orgény a hynou nejpozdéji pfi pfechodu na exogenni vyzivu. Ploidni Uroven plid-
ku pfesné zjistime napfiklad stanovenim karyotypu, kvantifikaci NOR nebo nejrychleji stanovenim
relativniho obsahu DNA pritokovou cytometrii.

Obr. 6.17. Typicky vzhled haploidniho malformovaného vdckového plidku lina obecného, okrasné zlaté formy. Z archivu
M. Flajshanse.
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6.5. Vyuziti gynogeneze a androgeneze v akvakultuie

+ Nejfrekventované;jsi zplsob vyuziti meiotické gynogeneze v kombinaci se zvratem pohlavi vede
k ziskani 100% samici populace k uzitkovému chovu podle nésledujiciho schématu (obr. 6.18.),
ovéreného rliznymi autory napiiklad u pstruha duhového (Lincoln a Scott, 1983), kapra obecného
(Cherfas a kol., 1996; Kocour a kol., 2005), lina obecného (Linhart a kol., 1995).

Naptfiklad v USA je asi 90% produkce trzniho pstruha duhového zalozeno na celosamicich popula-
cich (Galbreath, 1999). Primérna ro¢ni produkce pstruha duhového v akvakulture ve Velké Britanii ¢ini
pres 13 tis. t, z toho 89 % tvoii produkce celosamici populace, 8 % triploidi a teprve zbytek (3 %) je tvoren
produkci obou pohlavi.

V celé Evropé tvofi celosamici populace témér 80% veskeré produkce trzniho pstruha duhového
(Piferrer a kol., 2009).

1. Gynogeneze

2. Zvrat pohlavi

3. Kfizeni s diploidnimi
samicemi

(4. Indukce triploidie)

Y

r _-7._,. ol mv(\_&\\ (3n) celosamici

e potomstvo, XX
Obr. 6.18. Schéma vytvoreni celosamici (rychleji rostouci) populace ryb kombinaci meiotické gynogeneze, zvratu pohlavi
17-a-metyltestosteronem a kiizenim sex-invertovanych ryb s normdlnimi samicemi. Ve 4. (fakultativnim) kroku Ize u zygot

ziskanych krokem 3 indukovat triploidii.

U jeseterovitych ryb je vyzkum monosexniho samic¢iho potomstva zaméfen na potencial produkce
kaviaru z akvakultury, zejména u veslonose amerického, Polyodon spathula (Mims a kol., 1997 a Mims
a Shelton, 1998) s homogametnim samicim pohlavim.

+ Meiotickou gynogenezi Ize relativné rychle vytvéret inbredni linie pro pouziti ve Slechtitelském
programu nebo isogenni linie vyuzitelné napfiklad v imunogenetickém vyzkumu.

 Androgeneze Ize pouzit k produkci YY nadsamctli u druht ryb s heterogametnim sam¢im pohlavim.
Nadsamce Ize pouzivat ke kfizeni k tvorbé 100% samci populace pro slechtitelské ucely, stejné jako
napfiklad ke studiu ucinku polutantt (latek znecistujicich vodni prostiedi) s xenoestrogennim pu-
sobenim na populace vodnich Zivocichu.
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+ Mitotickou gynogenezi a androgenezi Ize produkovat homozygotni potomstvo nesouci genetic-
kou informaci matky (G,) nebo otce (A,), a opakovanym o3etfenim pak ziskat matefské (G,) nebo
otcovskeé (A,) klonalni linie, u nichz jsou eliminovany subletalni a letalni geny. Klonalni linie maji vel-
ky vyznam naptiklad ve vyzkumu pfenosu genl nebo v imunologii. Klonélnich linii Ize také pouzit
ke vzajemnému kfizeni a vyhledavani specifické kombina¢ni navaznosti, a tedy k produkci vysoce
uzitkovych k¥izenct k chovu (napt. Horvath a Orban, 1995). Praktické pouziti téchto metod je limi-
tovano zejména relativné nizkou oplozenosti danou nutnosti inaktivovat DNA druhé rodicovské
gamety rdznymi typy zafeni a vysokou embryonalni mortalitou diky zasahlm v obdobi 1. mitézy,
nutnym k reduplikaci rodi¢ovského genomu na diploidni Groven.

U ohrozenych druhl nebo mizejicich ¢istych rybich plemen Ize pouzit gynogeneze k ziskéni po-
tomstva, médme-li k dispozici pouze jikernacky. Pouzitim kryokonzervovaného spermatu a metody
androgeneze pak Ize zcela rekonstruovat genom mizejici linie nebo plemena, a dokonce i pfibuz-
ného druhu, v pfipadé moznosti vzniku plodného mezidruhového hybrida (Grunina a kol., 1995b).

Studium poruch meiotického déleni a mechanizm( gynogeneze jako takové je vyznamnych kro-
kem pomahajicim objasnit pficiny spontanni polyploidie a evoluci hybridnich diploidné-polyploid-
nich komplexd u ryb.

6.6. Zvrat pohlavi

Gomelsky (2003) definuje zvrat pohlavi u ryb jako zménu normélniho procesu diferenciace pohlavi vlivem
pohlavnich steroidnich hormonu tak, Ze u genotypovych samic se vyvijeji varlata nebo u genotypovych sam-
cl se vyvijeji vajecniky. Zvrat pohlavi méni pouze fenotyp o3etienych ryb, ale jejich genotyp zlstava stejny.

Pfimé postupy zvratu pohlavi jsou:

« expozice inkubujicich se jiker koupeli v roztoku hormonu, cozZ bylo navrzeno pro lososovité ryby
(Bye a Lincoln, 1986; Donaldson a Benfey, 1987) nebo

+ nejcastéji perordlni aplikace hormonu v krmivu (davkou kolem 0,1 mg hormonu na 1kg krmiva,
krmeného podle druhu ryby a teploty vody po dobu cca 40-70 dni) pltdku ryb v obdobi diferenciace
pohlavi (Horvath a Orban, 1995; Gomelsky, 2003; Kocour a kol., 2005) nebo

« intraperitoneadlni implantace ¢astecné propustnych kapsli (zhotovenych napiiklad z umélé cévy)
s pohlavnim steroidnim hormonem do odrostlejsich ryb.

Mezi nepfimé postupy patfi vystaveni ryb vodnimu prostredi znecisténému steroidnim hormonem
nebo jeho metabolity (Huldk a kol., 2006). Ke zvratu pohlavi ryb na podobném principu ostatné dochazi
i ve volnych vodéch plisobenim polutant (tzv. endokrinni disruptory) z riznych primyslovych a komu-
ndlnich odpadnich vod. Vétsinou se jedna o latky s estrogennim Gcinkem, a tedy o zvrat samciho pohlavi
na samici, cili o feminizaci. To se vsak jiz dostdvame do tématiky vodni toxikologie.

K cilené feminizaci se pouziva napiklad dietylstilbestrol nebo 17-beta-estradiol (Pandian a Koteeswaran,
1998). Ke zvratu samiciho pohlavi na samdi, ¢ili k maskulinizaci, se nejcasteji pouziva 17-alfa-metyltestosteron.

Uspésnost zvratu pohlavi zavisi na celé fadé faktord, jako je teplota vody pfi odchovu, doba za¢atku
aintenzita krmeni, celkova dédvka hormonu, typ odchovného prostredi (recirkulace vs. pratocny systém),
zdravotni stav ryb, typ diety, hustota obsadky a dalsi.
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7.1. Co je geneticka modifikace?

Genetické modifikace predstavuji fenomén, ktery zacal hybat védeckymi kruhy a vefejnym minénim
ve druhé poloviné dvacatého stoleti. Rozmach genetickych modifikaci byl samoziejmé umoznén rych-
lym rozvojem technik a nastrojd molekuldrni genetiky a genetického inzenyrstvi, diky cemuz midzeme
uvazovat o postupech dovolujicich pfimé pozménovani genetické informace. Vysledkem téchto snah
jsou rlizné geneticky modifikované organizmy (GMO).

Tvorbu GMO Ize chapat jako logické pokracovani snah ¢lovéka o zefektivnéni chovu hospodarskych zvi-
fat, které zapocaly pred desitkami tisic let. Z hlediska hospodéiského jsou genetické Upravy zemédélskych
plodin nebo hospodaiskych zvifat vitané, nebot umoznuji napft. vyssi vynosy. Pomoci riznych metod jsou
do rostlin a zvifat vnaseny geny jinych organizm{, za i¢elem vyssi odolnosti vii¢ci nemocem nebo docileni
vyssiho podilu svalové hmoty. Stejné jako u rostlin nebo jinych Zivocich( je cilem genovych manipulaci
u ryb ziskat takové vlastnosti, kterych by se pfi bézném kfizeni a Slechténi nepodafilo dosahnout viibec
nebo jen s velkymi obtizemi. Na rozdil od rostlin jsou tyto modifikace u Zivocichd vice eticky problematic-
ké. Vedle tohoto cisté praktického zaméru ve zvyseni efektivity produkce mUize byt pohnutkou pro vytva-
feni GMO i samotné studium projevu jednotlivych gen(, kromé praktického vyznamu tak pfipadd v vahu
i experimentalni studium intenzity projevu rdznych geni v GMO k pochopeni funkce téchto gend.

Z celkového pohledu jsou ryby velmi vhodnou skupinu organizm pro genovy transfer z nékolika nasle-
dujicich divodu: vysoka plodnost, externi oplozeni a inkubace jiker, relativné jednoduché obstarani embryi,
snadna manipulace s rybimi embryi a jejich inkubace. Z tohoto hlediska jsou ryby pro studium genového
transferu a genovych manipulaci mnohem vhodnéjsi ve srovnani s komplikovanéjsim savc¢im systémem.

Pocéatecni pokusy s genetickymi modifikacemi ryb nedopadaly pfilis povzbudivé. Pouziti snaze
dostupnéjsich savcich regula¢nich sekvenci nebo savcich strukturnich genli nevedlo k zZddanému vy-
sledku. Obrat nastal ve chvili, kdy byly k dispozici genové konstrukty slozené kompletné z rybi DNA,
tj. z rybich regulac¢nich sekvenci a rybich strukturnich gend. Prvni publikované zdznamy o Uspésném
genovém transferu pochazeji z 80. let 20. stoleti, kdy ¢insti védci (Zhu a kol., 1985) aplikovali transfero-
vou technologii (mikroinjekce) u zavojnatek (Carasius auratus) k prenosu genu kédujiciho produkci
ristového hormonu (GH). Nasledné byl genovy transfer aplikovdn u mnohych dalsi hospodarsky vy-
znamnych druhu ryb, jako pfiklad mize slouzit pstruh duhovy (Chourrout a kol., 1986), sumecek skvrni-
ty (Dunham a kol., 1987) a tilapie nilska (Brem a kol., 1988).

Popularnim a notoricky znamym pfikladem genového transferu u ryb jsou lososi, kterym byl vpraven
gen pro rdstovy hormon (GH), pficemz u nékterych jedincd byl zaznamenan dramaticky zintenzivnény
rlst. Néktefi jedinci byli az 43x téz3i nez jejich vrstevnici (Devlin a kol., 1994).

Jak jiz bylo feceno, pfi genetickych modifikacich se vyuzivd mnoho riiznych metod a biotechnolo-
gickych aplikaci, jejichz jednoticim hlediskem je pozménovani genetické informace a zména v expresi
jednotlivych gend. Pokud jde o prenos genli, mohou byt pouzity geny, jez jsou pfijemci jako druhu cizi
(napf. pfenos genu gfp pro zelené fluoreskuijici protein medizy Aequorea victoria do genomu ryby
dania pruhovaného). Pak se jedna o tzv. transgenozi. Mezi riznymi jedinci téhoz druhu mohou byt pre-
naseny varianty genu z jejich vlastniho genomu (napfiklad pfenos varianty genu, jez zajistuje odolnost
k chorobé, od rezistentni linie Zivocicha na linii vnimavou) a pak se hovoii o tzv. cisgenozi. Vyznamné
zmény ve vlastnostech organizmu Ize dosdhnout i vyfazenim genu z ¢innosti. Ztrata ¢innosti genu ne-
musi byt nutné provazena snizenou zivotnosti. Naopak, vyblokovani nékterych gend vede ke zvyseni
rlstovych schopnosti, prodlouzeni zivota nebo zvyseni odolnosti k infekénim chorobam.
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P¥i pfenosu gen( jsou jednotlivé geny individuélné izolovany resp. vybrany z genovych knihoven, nasled-
né spojeny s promotorem (regula¢ni Usek DNA) a namnozeny (klonovény) ve vhodném plazmidu. Takhle
pfipraveny gen, ktery je taktéz oznacovan jako genovy konstrukt (tj. gen + promotor), je nasledné impor-
tovan vhodnym vektorem, resp. mikromanipulaci do cilového organizmu. Pozménénd geneticka informace
transgenniho jedince je za optimalnich podminek déle dédi¢né prenasena i do nasledujici generace.

Genovy transfer - rizika, obavy a iluze o genetické cistoté

Vysledky genetickych modifikaci jsou castokrat odmitény jako ,nepfirozené kombinace”. Genovy
transfer uz v soucasnosti nepfedstavuje jen problém védecky, to znamena, jak GMO udélat, ale pole
plsobnosti GMO se také rozsifilo v podstaté do viech oblasti lidské ¢innosti. Predevsim viak do politiky
a ekonomiky, kde se otdzka GMO stala pfedmétem rozsahlych diskusi, které maji obecné dvé hlavni
témata a to (1) opravnénost zdsahu do genetické informace rostlin a Zivocichll a (2) bezpe¢nost GMO
ve vztahu k ¢lovéku i pfirodnimu prostredi.

Odplrci genetickych modifikaci se ¢asto ptaji: ,Mame viibec pravo zasahovat do dédi¢né informa-
ce mikrobd, rostlin a Zivocich(?”. Tato otdzka z odborného pohledu pfichdzi se zpozdénim nejméné
12000 let.Tak dlouho uz ¢lovék do dédicné informace rostlin a zvifat zasahuje. A to napfiklad tim, Ze pfi
domestikaci rdznych druht vybiral jedince, ktefi nesli dédi¢né vlastnosti vyhodné pro ¢lovéka a které by
pfirodni vybér pravdépodobné nikdy neupfednostnil. Za mnohem dulezitéjsi ale mizeme povazovat
argument, Ze pfenos gend neni vynalezem ¢lovéka. Pfenos gent provazel uz vznik pozemského Zivota
a neustal dodnes. Pro nds ma casto velmi hmatatelné nasledky. To znameng, Ze tzv. vypljc¢kam gen( se
nevyhnul ani ¢lovék. Useky DNA v lidském genomu, které pochézejici napt. z vird nam v dédi¢né infor-
maci zabiraji pétkrat vice mista nez nase vlastni geny. Virového plivodu je napfiklad gen pro syncytin,
ktery sehrava klicovou roli pii tvorbé lidské placenty (Mi a kol., 2000). Porucha ve funkcich tohoto genu
ma za nasledek vazné komplikace béhem téhotenstvi, jez mohou skoncit potratem (Knerr a kol., 2002).
Jde o nédzorny piiklad tzv. horizontalniho pfenosu genu, na jehoz funkci jsme nyni existencné zavisli.
Nase predstavy o kritériich ,genetické cCistoty a neposkvrnénosti” tedy zjevné vyzaduji korekci.

Diskuse o obavach z potravinovych surovin a jejich kontrole mé smysl v souvislosti se véemi novy-
mi plemeny, odriidami a potravinami, at je jejich ptvod jakykoli, nevyjimaje geneticky modifikované
organizmy. Vytrhovat z této skupiny pouze geneticky modifikované komodity nema racionalni dlivod,
a pokud se tak ¢ini, jde castokrat o akci vyhradné politickou se silné ekonomickym podtextem. Celkové
ale mizeme konstatovat, Ze nazory ohledné bezpecnosti konzumace GMO potravin jsou velmi rliznoro-
dé.V mnoha evropskych zemich existuji skupiny Sifici silny odpor proti GMO (napf. Greenpeace). Jejich
cilem je zabranit dalsimu rozsifovani GMO evropskym moratoriem, zaméfenym na ochranu mistniho
zemédeélstvi. V jinych ¢astech svéta je situace odlisna. Po celém svété vice a vice zemédélcl prechazi
na produkci GMO a konzumenti GMO potraviny kupuji. Mezi jinymi, ufady v USA, Kanadé a Velké Britanii
povazuji tyto produkty za stejné bezpecné, jako jsou jejich konvenéni protéjsky. Jako piiklad muze-
me uvést priizkum Soil Association ve Velké Britanii. Studie uvadi, Ze vétsina mléka, mlécnych vyrobkd
a veprového masa v britskych supermarketech je vyrobena ze zvitat zivenych krmivy obsahujicimi také
GMO plodiny. Vysledky svého prizkumu SA vydala ve zpravé nazvané ,Silent invasion — The hiden use
of GM crops in animal feed". Testy krmiv a prizkum pravidel supermarketl zjistily, ze vSechny fetézce
supermarketd ve Velké Britanii bézné povoluji pouzivani GMO krmiv (zdroj: www.soilassociation.org.).

Z hlediska tvorby geneticky modifikovanych ryb sehravaji klicovou roli nasledujici faktory:
a) vybér vhodného genu;
b) genovy konstrukt;
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¢) klonovani genu;
d) vhodné zvoleny objekt pro pfenos genu;
e) ucinny prostiedek pro pfenos genu;

f) detekce inkorporace a exprese genu (genového konstruktu).

7.2.Vybér vhodného genu

K zakladnim zplsobim ziskdvani gent patfi piima izolace genli z DNA a vyuziti tzv. genovych kniho-
ven. Pfimad izolace genti byla pouzivéna v obdobi prvnich experiment(i s genovym transferem.V soucas-
nosti o mnoho rozsitenéjsi zplsob ziskavani gend pro genovy transfer predstavuji tzv. genové knihovny,
které umoznuji jednoduchy vybér gend, resp. regulacnich Usekd (promotord) vhodnych pro genovy
transfer. Genové knihovny predstavuji soubory rliznych tsekt DNA (gent) vzniklé jejich naklonovanim
v hostitelskych burikach, které byly transformovany nebo infikovany specifickymi vektory, z nichz kazdy
obsahoval vice ¢i méné definovany inzert. Konstruuji se dva zakladni typy genovych knihoven:

1) genomové knihovny, odvozené od genomové (jaderné) DNA. V optimalnim pfipadé obsahuji
vsechny geny daného organizmu. Obecny postup konstrukce genomové knihovny spociva v izolaci ge-
nomové DNA, nastépeni této DNA na kratsi Useky pomoci vhodné restriktazy, zaclenénifragmentl DNA
do vektor( a vpraveni takto pfipravenych vektor( do hostitelskych bunék.

2) cDNA knihovny (complementary DNA), v nichz obsazené klonované tseky DNA jsou komplemen-
tarni k mRNA, ze které byly reverzné transkribovany. Obecny postup konstrukce cDNA knihovny spociva
v izolaci mRNA, jeji reverzni transkripci, syntéze fetézce komplementarniho k ziskané jednoretézcové
cDNA (ss-cDNA), v¢lenéni ziskaného produktu (dvouretézcové DNA, ds-cDNA) do vektoru a jeho vpra-
veni do hostitelské buriky. Genové knihovny Ize v dnedni dobé nalézt na verejné pfistupnych interneto-
vych portalech, jako jsou napf. NCBI (www.ncbi.com), ZFIN (www.zfin.com) a jiné.

7.3. Genovy konstrukt

Cilem genového transferu je ovlivnéni hospodéarsky vyznamnych vlastnosti (rdst, rezistence vici nemo-
cem atd.) Ovlivnéni téchto vlastnosti je podminéno zménou exprese vybraného genu. Pokud chceme ge-
nem kédovanou bilkovinu produkovat ve velkém nebo ji,jen” zkoumat, mame zpravidla zajem na tom, aby
byl jeji vytézek co nejvyssi. To Ize uskutecnit nékolika zplsoby. Nejbéznéjsim zplsobem je kombinace struk-
turniho genu a regulac¢niho Useku (promotoru) tzn. tvorba genového konstruktu. Z praktického hlediska to
znameng, Ze pred gen umistime silny promotor, ktery zabezpeci intenzivni expresi genu — produkci proteinu.

Genovy konstrukt mizeme nasledné definovat jako laboratorné pfipraveny tsek dédi¢né informace
ve formé deoxyribonukleové kyseliny (,cizi gen”). Genovy konstrukt se sklada ze sekvence strukturniho
genu majiciho za nésledek vytvoreni bilkoviny a pozménéni urcité vlastnosti v transgennim organiz-
mu a regulac¢ni sekvence zarucujici to, Ze tato bilkovina viibec vznikne. Strukturni gen je tedy to, co se
bude podle genového konstruktu v téle transgenniho zvitete ,vyrabét” Volba strukturniho genu proto
zavisi bezprostifedné na pozadavku na nové ziskanou vlastnost transgenniho organizmu a na dostup-
ném mnozstvi informaci o tomto genu a na tomto pozadavku na nové ziskanou vlastnost transgenniho
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organizmu zavisi i volba regulacni sekvence. V minulosti byly napfiklad ¢asto vyuzivany regula¢ni sek-
vence virového plvodu, jejich vyuziti vSak nepfipada v Uvahu v pfipadé, Ze by takto ziskany transgenni
organizmus mél mit néjaké komeréni vyuziti.

Volba regulacni sekvence je velmi dilezitd, protoze urcuje kde, kdy a za jakych podminek se prena-
Seny gen uplatni. Priklad genového konstruktu (oMTIGFPA) uvadi Devlin a kol. (1994), kde strukturni gen
je tvofen cDNA lososiho ristového faktoru (IGF-1), spojen metallothioneinovym promotorem (MT 272)
a ukoncen termindlni (termindtor) signalni sekvenci (simian virus 40 polyadenylation site, SV 40 Poly
Adni) (vizobr. 7.1.).

MT272 | IGF 1 cDNA | SV 40 Poly Adnl M
272 kb 1,1 kb 1,2 kb
pMTIGFPA 5,7 kb

Obr. 7. 1. Piiklad genového kostruktu (pMTIGFPA) prevzato a upraveno (Deviin a kol, 1994).

Pro cilené vyblokovani genu z ¢innosti Ize pouzit nékolik riznych strategii. Gen mize byt v burikach
nahrazen nefunk¢ni kopii, kterd se zabuduje na specifické misto genomu tzv. homologni rekombinaci.
Bézné se pro tyto Ucely pouziva varianta cilového genu, do které je vloZena cizi sekvence, jez nésledné
brani transkripci takto modifikovaného genu. Casto jsou do genu vnaseny sekvence gent zajistujicich
burikam rezistenci k antibiotikim. Buriky, do kterych se takovy genovy konstrukt zabudoval, Ize selek-
tovat z populace bunék, u nichz se pfenos genového konstruktu nezdafil, kultivaci bunék v prostredi
obsahujicim vybrané antibiotikum. Buriky se zabudovanym konstruktem jsou k antibiotiku rezistentni
a prezivaji. Ostatni burky v antibiotiku hynou. U¢innost homologni rekombinace je obecné velmi nizka.

Jako efektivnéjsi systém pro cilené naruseni funkce gend se proto zacal pouzivat systém na bézi zin-
kovych prstli spojenych s endonukledzami (zinc finger nuklease — ZFN) nebo systém oznacovany jako
TALEN (Clark a kol., 2011).

Zinkové prsty jsou soucasti bilkovinnych molekul transkripénich faktor( a jsou tvoreny sekvenci zhru-
ba 30 aminokyselin. Jejich trojrozmérnou konformaci zajistuje iont zinku. Zinkovy prst se vaze specificky
na konkrétni trojici bazi v DNA. Vytvorenim fetézce z nékolika vybranych zinkovych prstl Ize dosdhnout
toho, ze se tento fetézec vaze na specifické misto genomu tvorené sekvenci napf. 9 bazi (fetézec tvore-
ny 3 zinkovymi prsty) nebo 12 bazi (fetézec ze 4 zinkovych prstd). K fetézci zinkovych prstl je pfipojena
molekula nukledzy schopné stipat fetézec DNA. Misto, kde bude nukledza pusobit, je specificky urceno ty-
pem a poradim zinkovych prstd. V burice stépi konjugét zinkovych prstl s nukledzou DNA na specifickém
misté, kde vznikne zlom. Ten je sice zacelovan reparac¢nimi mechanizmy buriky, ale v pomérné vysokém
procentu piipadl neprobéhne reparace zlomu kompletné a pavodni sekvence je narusena; obvykle riizné
rozsahlou deleci. Tato delece vyfadi vybrany gen z ¢innosti (Remy a kol., 2010).

Systém oznacovany jako TALEN pUsobi podobné jako zinkové prsty (Clark a kol., 2011). Pro uréeni mista,
kde bude nukledza stipat fetézec DNA, jsou urceny proteiny konstruované podle proteind, jez vyuziva
k ovlivnéni transkripce hostitelskych rostlinnych bunék patogenni bakterie Xanthomonas. Tyto tzv. tran-
skripcnim aktivatordm podobné (Transcription Activator -Like zkracené TAL) proteiny bakterie jsou vysoce
specifické a ucinné. Uméle pripravené TAL efektorové proteiny (TAL effector protein Cili TALE) z téchto vlast-
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ni TAL protein( tézi. Konjuguiji se s nukledzou a vzniklé TALEN (TAL effector nuklease) mohou po vpraveni
do zygoty zajistit v genomu zérodku deleci vybraného genu s Gc¢innosti pohybujici se kolem 70 %.

Na rozdil od vyblokovani genu homologni rekombinaci nefunkéniho genového konstruktu jsou de-
lece vyvolané systémy ZFN a TALEN povazovany za netransgenni techniky. Nedochazi pfi nich k vnaseni
cizi genové sekvence do genomu a nepodléhaji proto pomérné pfisné a komplikované legislativé, jez
reguluje transgenni a cisgenni techniky.

Oba systémy — TALEN a ZFN - Ize vyuzit i pro pfenos genl k transgenozi ¢i cisgenozi. V téchto pfipa-
dech se nevnasi do buriky pouze komponenta urc¢end k vytvoreni zZlomu DNA v pfesné uréeném misté, ale
také sekvence DNA, kterou je tfeba vnést do genomu bunky. Pfi reparaci zZliomu DNA je pak tato sekvence
v mnoha pfipadech vnesena na misto zlomu a tim zabudovana do genomu. Obrovskou ptednosti obou
systéml je, Ze dovoluji vnést genovy konstrukt na presné ur¢enou pozici v genomu. Ve vétsiné jinych me-
tod prenosu genl je misto zabudovéni genového konstruktu zcela ndhodné. Muze tak dojit k zabudovani
genového konstruktu do nefunkéni ¢asti genomu, kde neprobihd transkripce. Dalsi riziko spojené s ne-
kontrolovanou inkorporaci genového konstruktu do genomu predstavuji inzeréni mutace, kdy se vnaseny
genovy konstrukt zabuduje na misto uvnitf funkéniho genu, ktery je tak vyrazen z ¢innosti.

Vyfazeni gent z funkce Ize vyuzit pro studium funkce vybranych gent (Foley a kol., 2009). Zaroven
se vsak nabizi i ke zvyseni uzitkovych vlastnosti organizm. U obratlovct je napfiklad rést kosterni
svaloviny regulovan proteinem myostatinem, ktery potlacuje rist svalu. Mutace genu pro myostatin
maji za nasledek intenzivnéjsi rast svaloviny. Takova mutace nastala spontanné u skotu plemene bel-
gické modré a vedla k fenotypu oznacovanému jako ,double muscle”. U jinych druhl hospodariskych
zvitat nejsou linie s takovou mutaci k dispozici. Nabizi se jejich produkce pomoci vyblokovéni genu pro
myostatin. U ryb bylo fenotypu s extrémnim osvalenim typu ,double muscle” dosazeno vyblokovanim
genu pro myostatin u pstruha duhového (Phelps a Bradley, 2012).

Velmi efektivni potlaceni exprese vybraného genu Ize dosdhnout pomoci RNA interference. Pro tyto Uce-
ly jsou do organizmu vnaseny sekvence kéduijici dvouvidknovou RNA, jez spousti destrukci specifické jed-
novldknové RNA obsahujici komplementarni sekvenci. Zasah neméni strukturu cilového genu, ale ovliviiuje
jeho funkce na posttraskripéni Urovni. Syntetizovand mRNA vybraného genu je pod vlivem komplementarni
dvouvldknové RNA rychle destruovéna a vysledny efekt se casto blizi efektu pfimého vyblokovani genu. Timto
zpUsobem Ize na jedné strané blokovat funkce genti Zivocicha (Gruber a kol., 2005), ale na druhé strané se speci-
fické dvouvldknové RNA vyuzivaji i k destrukci RNA patogennich mikroorganizm(. Toho Ize vyuzit pro navozeni
rezistence Zivocicht k infekci specifickym patogenem. Vnesenim genovych konstruktd pro produkci specific-
kych dvouvldknovych RNA cilenych na molekuly RNA pro RNA polymerazu a RNA pro protein vnéjsi kapsidy
viru GCRV (grass carp reovirus) bylo dosazeno eliminace tohoto viru z infikovanych bunék (Ma a kol 2011).

7.4.Klonovani genii

Po samotném vybéru, resp. izolaci cileného genu a vytvoreni konstruktu, je nevyhnutelné jeho namnozeni —
klonovéni. Pod terminem klonovani gent (resp. tseku DNA) Ize v podstaté rozumét namnoZzeni pozadova-
nych fragmentt DNA prostfednictvim vektor( (plazmidy, bakteriofagy, viry, kosmidy) ve vhodném hostiteli
(obvykle bakteridlni buriky). Vektory mizeme definovat jako elementy autonomné se replikujici v hostitel-
skych bunkéch. Mezi nejcastéji pouzivané vektory ke klonovéani gent ryb se fadi plazmidy, fagy a kosmidy.

Plazmidy jsou malé kruznicovité molekuly ds-DNA autonomné se replikujici v bakterialnich bun-
kach. Pro ucely klonovani jsou vhodné plazmidy ne prilis velké (obvykle < 10 kb), dobfe pronikajici
do hostitele a Uspésné se v ném mnozici, nesouci alespori jeden selektabilni marker a obsahujici vhod-
nd restrikéni mista pro inzerci cizi DNA. Mezi frekventované pouzivané plazmidy patfi napf. plazmidy
pCMVSV, pBPMG-p, pBR322, pEGFP-F (obr. 7.2.) a jiné.
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Obr. 7.2. Priklad vektoru pEGFP-F; pievzato z www. ncbi.com.

Fagy (bakteriofagy) jsou bakterialni viry, které jsou schopné infikovat hostitelskou bakterialni bun-
ku, replikovat se v ni a reprodukovat nové fagové castice. DNA bakteriofagd muize byt kruznicova, jed-
nofetézcova (napf. fag M13, ®X174) nebo linedrni dvouretézcova (napf. fag A).

Kosmidy jsou hybridni vektory nesouci nékteré sekvence DNA plazmidu (misto ori-oblast se selekta-
bilnimi markery) a misto cos fagah.

Po naklonovani genu nasleduje vystépeni namnozeného genového konstruktu z vektoru. K samot-
nému vystépeni konstruktl z plazmidu nebo fagu se pouzivaji tzv. restriktazy (restrikéni enzymy), které
rozpoznavaji specifické sekvence oligonukleotidl a v nich $tépi molekulu DNA za vzniku fragment(
s koheznimi nebo tupymi konci. Po samotném vystépeni genového konstruktu z plazmidu je konstrukt
pfipraven na pfenos do hostitelského organizmu.

7.5. Objekt pfenosu genu

V pfipadé genového transferu byvaji geny nejcastéji prenaseny:

1) do téla dospélého jedince V tomto piipadé vznikaji obvykle tzv. transkaryontni organizmy -
cizi gen je cilené vnasen jen do nékterych bunék jejich téla; tento postup je vyuzivan pro tzv. DNA
vakcinaci, pfi niz je zdravotni porucha vyvolana produktem defektniho genu nebo absenci genu napra-
vovana produktem genového konstruktu zabudovaného do bunék, které jsou vpraveny do téla ryby
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a dlouhodobé v ném prezivaji. V pfipadé transkaryontnich organizmi nedochézi obvykle k zabudovani
genu do pohlavnich bunék a pfeneseny gen neni dédén potomstvem;

2) do raného zarodku;
3) do bunécnych linii.

V obou pfipadech se gen objevi bud' ve viech burikich téla transgenniho Zivocicha a pak je gen
vétsinou dédén potomstvem. Gen se ale mize vyskytovat jen v nékterych bunkach jeho téla (Zivo-
¢ich je oznacovén jako mozaika - protoze jeho télo je,slozeno” z bunék nesoucich cizi gen a z bunék,
do kterych se gen nezabudoval). Dédéni ciziho genu pak zavisi na tom, nakolik jsou mozaicismem
postizeny pohlavni bunky. Podle podilu pohlavnich bunék s cizim genem m{ze byt gen dédén 0 az
100 % potomstva.

V pfipadé pouziti bunécnych linii je nasledné v zavislosti na pouzitych burikach volena metoda pro
vytvoreni geneticky modifikovaného zZivocicha. Vyhodné je pouzit napfiklad tzv. primordidlni zérode¢-
né bunky (primordial germ cells ¢ili PGC), které Ize odebrat a kultivovat. Tyto buriky jsou pfedurceny
k migraci do mist, kde se zaklad4 budouci gonada a v dalSim vyvoji polozi zéklad populace pohlavnich
bunék. Pokud jsou transfekované PGC vneseny do krevniho obéhu embrya vhodného vyvojového sta-
dia, dokonc¢i v ném svou migraci do gondd a v dospélosti pak takto vznikly jedinec produkuje gamety
nesouci genetickou modifikaci (Ciruna a kol., 2002).

Dalsi moznosti je vytvoreni transfekované linie somatickych bunék a vytvoreni zarodku prenosem jadra
buriky z takové linie do vajicka (jikry), jez byla pfedtim zbavena vlastni jaderné dédi¢né informace. Zdménou
jaderného genomu vajicka za genom somatické burky vznikd embryo, které maze dokoncit vyvoj v nor-
malniho jedince. Takovy Zivocich pak nese v kazdé burnce svého téla genetickou modifikaci. Tento postup
oznacovany rovnéz jako klonovani ziskal velkou popularitu poté, co byla s jeho pomoci pfivedena na svét
ovce znama jako Dolly. Stejny postup byl technicky zvladnut a nasledné zdokonalen u ryb (Lee a kol., 2002).

7.6. Prostiedky pienosu genti

S rychlym a intenzivnim rozvojem biotechnologii a genovych manipulaci dochazelo k rozvoji metod
a nastrojl pouzivanych pro Uspésny prenos gent. V soucasnosti je pouzivana Siroka fada technik slou-
Zicich ke genovému transferu u ryb, pficemz k nejznaméjsim a nejpouzivanéjsim patfi nize uvedené
techniky. Fyzikdlni postupy zahrnuji mikroinjekci, elektroporaci a biolistické metody, zatimco metody
a pristupy biologické pak pocitaji s vyuzitim spermie jako vektoru, retrovirovymi vektory nebo lipofekci.

(1) Mikroinjekce

(2) Elektroporace

(3) Biolistické metody (, Particle-bombardment”)

(4) Retrovirové vektory

(5) Lipofekce

(6) Spermie jako vektor
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7.6.1. Mikroinjekce

Mikroinjekce gend, resp. genovych konstruktd, byla cilené vyvinuta pro transfer gent u mysi. U ryb
byla poprvé pouzita u zavojnatek k prenosu genu kédujiciho produkci rdstového hormonu (GH)
(Zhu a kol., 1985). K samotné mikroinjekci se vyuzivaji specialni aplikatory — mikromanipulétory - za-
fizeni umoznujici velmi jemnou manipulaci s burikou, v¢etné penetrace buné¢ného obalu (obr. 7.3.).
Samotny prenos spociva v penetraci jikernych oball tenkou sklenénou kapildrou upnutou v mikroma-
nipuldtoru, ktery dovoluje jemny posun ve tfech osach pohybu a zarovert umoziuje vpraveni tekutiny
obsahujici genovy konstrukt dovniti embrya v poc¢atku ryhovani diky velice jemnému hydraulickému
zafizeni k ovladani mikropipety se sklenénou kapilarou.

Obr. 7.3. rriklad aplikdtoru pro mikroinjekci. Z archivu V. Kaspara.

Genovy konstrukt je tedy nejcastéji vpravovan formou roztoku, ktery obsahuje (106-107 kopif)
cileného genu. Mikroinjekci neni zapotrebi provadét do jadra buriky, ale staci vpravit genovy konstrukt
do cytoplazmy. U nékterych druht ryb je ale obal jikry (chorion) silny a mechanicky odolny, proto je
nejdiive provadéna dechorionizace pomoci enzymu a pak teprve se provadi vlastni mikroinjekce. V pfi-
padé jiker nékterych rybich druhd s velkymi a relativné pevnymi jikrami s pevnym chorionem pak maze
byt tato procedura dokonce nahrazena pouhym mechanickym odstranénim tohoto obalu. Velmi silny

-206 -



GENETICKE MODIFIKACE RYB

chorion maji obvykle jikry mofskych druh ryb, proto neni vyuziti mikroinjekce pro vpravovani genové-
ho konstruktu do jiker nékterych mofrskych druhl optimalni metodou.

U¢innost zabudovani genti po mikroinjekci je pomérné mala (u lososovitych se ispésnost pohybuje
mezi 1-5%) a znac¢né zavisla na Sikovnosti obsluhy mikromanipuldtoru, kazdopadné je tak nutné pouzit
velké mnozstvi embryi (fddové stovky), do nichz je viak mozno genovy konstrukt vpravovat pouze v urci-
tou a ¢asové omezenou dobu embryonalniho vyvoje. Tato metoda tedy dovoluje préci s velmi omezenym
mnozstvim embryi v pfesné uré¢eném obdobi embryonaniho vyvoje - tj. po velmi omezenou dobu vyvoje
oplozené jikry. Uspé$na mikroinjekce gend, resp. genovych konstruktd, byla popsana u fady druhd, napt.
u pstruha duhového a lososa obecného (Rokkones a kol., 1989), piskofe vychodoasijského, Misgurnus
anguillicaudatus (McLean a kol., 1987) a zebfi¢ky pruhované, Danio rerio (Stuart a kol., 1988).

7.6.2. Elektroporace

Elektroporace je metoda, ktera byla vyvinuta pro pfenos genu v pletivovych resp. kalusovych kul-
turach rostlin. Princip elektroporace je zndm od 60. let a spociva v aplikaci elektrického impulsu na vy-
brané bunky, coz ma za nasledek zvyseni poréznosti bunéé¢nych membran. V genovém inzenyrstvi se
tento princip zacal uplatiovat pfiblizné v poloviné 80. let. V pfipadé vyuziti elektroporace pro vpraveni
genového konstruktu do embryi jsou tedy jikry vloZzeny do specidlniho kontejneru (obr. 7.4.) s elektro-
lytem, pficemz je genovy konstrukt vpraven pod zénu pellucidu tak, ze ptisobenim elektrickych pulst
dojde k depolarizaci naboje na cytoplazmatické membrané, k otevieni pérl a priniku genového kon-
struktu do nitra jikry. Zafizeni pro elektroporaci si pak Ize predstavit stejné jako vanu pro elektroforézu
se zdrojem dovolujicim presné pulsni pldsobeni elektrického proudu (250-350 V, 2 000 pF, 1 000 Q).
Samotna Ucinnost elektroporace pro pfenos genu je zavisla na fadé faktord, jednim z nich je intenzita
elektrického pole, jeho frekvence a také sekvence pulzniho plsobeni. Vyhodou elektroporace oproti
mikroinjekci je moznost prace s velkym poctem jiker najednou v porovnani s manipulaci s jednotlivymi
jikrami v pfipadé mikroinjekce.

generacni ryba

Genovy konstrukt
—
promotor DNA

L.

. . introgreze
Transgenni organizmus

~

Obr. 7.4. riiklad elektroporace genového konstruktu u ryb.

-207 -



7.6.3. Biolistické metody

Tyto metody byly plvodné vyvinuty a pouzivany u rostlin pro vpravovani genovych konstruktt
k vytvoreni transgenniho organizmu nebo k DNA vakcinaci. V pfipadé jejiho vyuziti u rostlin ma vel-
mi Siroké uplatnéni u rdznych typl bunék a rlznych druh(. Tato metoda oznacovana jako “particle
bombardment” naptiklad stéla za vytvorenim celé fady linii transgennich plodin odolnych vici her-
bicidim. V posledni dobé je ale velmi ¢asto vyuzivana i v zivocisnych biotechnologiich. Princip této
metody je zaloZen na navazani genového konstruktu na mikroskopické wolframové c¢astecky nebo
Castecky zlata o pridméru 0,1-3,5 um. Biologicky aktivni DNA je tedy navdzéna na ¢astecky s vysokou
relativni hmotnosti, ty jsou pak pomoci stlaceného vzduchu nebo plynu “vystieleny” proti tkarnové
kultufe nebo burikdm tlakem kolem 250 psi (liber na ¢tverecni palec, tj. 1,72 MPa) a mély by zajistit pe-
netraci buné¢nych oball a prinik do cytoplazmy bunék. Vyhodou této metody je samoziejmé moz-
nost prace s vétsim mnozstvim materialu, tedy s vétSim mnozstvim jiker v ptipadé ryb. Za nevyhodu
Ize povazovat ndro¢nost optimalizace této metody a samoziejmé také to, ze genovy konstrukt neni
vpravovan spolehlivé do viech bunék podrobenych “particle bombardment” V pfipadé ryb byl tento
postup Uspésné pouzit pro vpraveni genovych konstrukt do oplozenych jiker piskote pruhovaného
(Misgurnus fosilis), pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) a zebfi¢ky pruhované (Danio rerio)
(Dunham, 2004).

7.6.4. Retrovirové vektory

Metoda vyuziva vrozenych vlastnosti a schopnosti virli ze skupiny tzv. retroviri. Dédi¢nd informace
retrovirQl se sklada z jednoho fetézce ribonukleové kyseliny (RNA). Pri infekci bunky se virus zachyti
na povrchu buriky prostfednictvim svych obalovych proteint. Jako ,kotevni misto” vyuZije urcité bilko-
viny na povrchu bunék. Virova RNA pronikne do nitra buriky a podle této RNA je “vyrobena” deoxyribo-
nukleova kyselina (DNA), kterd je zabudovana do dédi¢né informace bunky. Podle této tzv. provirové
DNA jsou pak buné¢nym cyklem vyrabény nové viry.

Retrovir tedy dokaze zabudovat své geny do buriky hostitelské bunky a tuto jeho vlastnost Ize vyu-
zit k tvorbé transgennich zvitat. Retroviry Ize zbavit jejich vlastnich genli a misto plvodnich gena Ize
do viru vlozit genovy konstrukt. Je zapotiebi zajistit, aby se tento virovy ,trojsky kdn” i nadale choval
jako virus a i po odstranéni vlastnich gend vnasel ,podvrzenou” genetickou informaci do bunky. Zaro-
ven je nutné zajistit, aby virus nezacal produkovat nové, pIné Zivotaschopné virové ¢astice schopné zni-
¢it buriku, kterou virus infikoval. Pfi pouziti této metody byva ucinnost pfenosu genového konstruktu
srovnatelna s mikroinjekci. Velkou nevyhodou je omezena délka genového konstruktu, ktery Ize pomoci
retrovirovych vektord vnaset do dédi¢né informace. Kapacita béznych retrovirovych vektor( se pohybu-
je kolem 10 kbp. Nékteré strategie dovoluji pfenaset pomoci retrovirovych vektord i delsi sekvence, ale
postup je komplikovany a jeho tG¢innost je nizka.

7.6.5. Lipofekce

Fosfolipidy v suspenzi s vodou vytvafteji zvlastni vacky — lipozomy, které ve svém nitru uzaviou vodni
roztok. Pokud je ve vodné fazi pfitomen genovy konstrukt, dostane se do nitra lipozomu. Sténa lipozo-
mu dokaze splynout s cytoplazmatickou membranou a obsah lipozomu se tak uvolni do nitra buriky.
Uspésnost této metody je ale velmi nizka (1-5 %). Predpoklada se, Ze lipozomy jsou néjakym mechaniz-
mem narusovany v hostitelskych embryich, coz ma za nasledek destrukci genového konstruktu.
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7.6.6. Spermie jako vektor

Zacatkem 70. let (Brackett a kol., 1971) byl tento postup popsan jako vysoce tGcinna a jednoducha
metoda pienosu cizich genl u experimentalnich krélik{, ale dodatec¢né byly v literature nalezeny dfi-
véjsi udaje o podobnych Uspésnych experimentech na jeZzovkach. Princip metody spociva v pfimichani
genového konstruktu do kultiva¢niho média, v némz jsou uchovéavany spermie. Nasledné dojde k za-
budovani genového konstruktu do spermie. K zabudovéni genového konstruktu do spermii je casto
pouzivana elektroporace, resp. lipofekce (Andreeva a kol., 2003). Pfi oplozenti jiker in Vitro takto upra-
venymi spermiemi je genovy konstrukt vnesen do dédi¢né informace jedince vzniklého oplozenim ji-
kry. VyuZiti spermii jako vektoru na pfenos genovych konstruktd u zebfi¢ky pruhované (Danio rerio)
uvadéji ve svych pracich napt. Khoo a kol. (1992), Spadafora (1998), Perry a kol. (1999). Experimenty se
dlouho nedafilo zopakovat, metoda byla vétsinou autord odmitana jako neutcinna a vysledky mnohych
studii ukazuji, ze technika je velice nespolehliva. Usp&$nost genového transferu miize v jednotlivych
pfipadech dosahovat podle literatury az 85 %, ale ve vétsiné pripadu je jeji ucinnost nulova.

7.7. Detekce inkorporace a exprese genu

Uspésnost genového transferu miize byt detekovana nékolika zpGsoby. Jednim ze zplsobtl detekce
transgenu je napt. aplikace tzv. polymerazové fetézové reakce (PCR), kde k amplifikaci hledaného genu
se pouziji specifické primery, které umozni amplifikaci (namnozeni) hledaného genu, jehoz pfitomnost
se nasledné detekuje elektroforetickou separaci PCR produktu na agarézovém gelu. V nékterych pfipa-
dech se do genového konstruktu pfidava i tzv.,markerovy” gen. Ten slouzi jako identifika¢ni,znacka’,
kterd umozni snazsi nalezeni genového konstruktu v téle zivocicha napf. pouzitim PCR nebo Southern
blottingem. Pouzivaji se také ,znacky*, které umozni obarveni bunék.

Naptiklad green fluorescent protein (GFP - ,zelené fluoreskujici protein“), izolovany z moiskych me-
dlz, vyvolava po osviceni bunék pod fluorescen¢nim mikroskopem typickou zelenou fluorescenci,
na jejimz zakladé Ize jednoduse identifikovat buriky a zvitata, které genovy konstrukt pfijaly (obr. 7.5.).
Velmi znamym piikladem pouziti GFP jsou transgenni zebticky, kterym byl do tzv. PGC (primordial-
nich bunék) vpraven genovy konstrukt zna¢eny GFP. Nasledné byla sledovana migrace primordidlnich
gonocytl do zarodecné listy.

- o

— —

Brightfield Image

Obr. 7.5. Priklad detekce inkorporace genového konstruktu z vyuzitim GFP (,zelené fluoreskujiciho proteinu’) u embrya
zebricky pruhované ve stadiu 32 buriek. Prevzato z www. zfin.com.
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Jednou z dalsich metod je analyza tzv. genové exprese inkorporovaného genu, pfi které se z cilené
tkané, resp. orgénu, extrahuje mRNA (mediatorova RNA), z niz se zpétné prepise genetickd informace
do cDNA a nasledné se potencialni transgenni organizmus analyzuje na pfitomnost transgenu (ciziho
genu) pouzitim kvantitativni PCR (qPCR), resp. za pouziti fluorescen¢né znacenych sond se analyzuje
exprese daného genu tzv. RT-PCR (kapitola 3.5.3.).

7.8. Vyuziti geneticky modifkovanych ryb v akvakultuie

Prvnim geneticky modifikovanym organizmem schvéalenym pro komer¢ni vyuziti (schvaleno U. S. Food
and Drug Administration) byla bakterie E. coli, do jejiz dédi¢né informace byl vnesen lidsky gen pro pro-
dukci inzulinu. K jejimu schvaleni doslo jiz v roce 1982. Zemédélstvi v soucasné dobé vyuziva celou fadu
geneticky modifikovanych plodin, u kterych vliozeni urcitych gend ma za nasledek zvyseni odolnosti vici
herbicidnim pfipravkiim nebo zvyseni odolnosti proti hmyzim skidctim ¢i plisnim.V pfipadé tvorby gene-
ticky modifikovanych Zivocicht stéle jesté stoji v cesté nizka Gcinnost jednotlivych metod, presto jsou viak
geneticky modifikovani Zivocichové vyuzivani napfiklad jako laboratorni organizmy, a to napiiklad pro
studium dédi¢nych chorob clovéka. V pfipadé vyuziti geneticky modifikovanych Zivocichd pro produkci
bilkovin pro lidskou spotiebu stéle vyvstavaji otazky ohledné bezpecnosti vyuzivani takovych organizmu
a také etické otazky. Komercionalizace geneticky modifikovanych vodnich Zivocich( a rozsahlé vyuzivani
takovych Zivocicht by mohly mit r(izné ekologické dasledky (Hallerman a Kapuscinski, 1999). Nicméné,
do soucasnosti byl pfenos genu zrealizovén u asi 35 rybich druhd, pficemz priblizna polovina téchto druht
ma néjaky hospodarsky vyznam, druha polovina druh( jsou laboratorni organizmy.

Ackoliv prvni predpoklady uvazovaly s vyuzivanim geneticky modifikovanych organizma v relativ-
né kratkém casovém horizontu, vyuziti geneticky modifikovanych organizm0 v akvakultufe doposud
nenaslo tak Siroké praktické uplatnéni v porovnani s geneticky modifikovanymi bakteriemi nebo rostli-
nami. Potencial pro jejich uplatnéni je ale obrovsky. Tendence vedouci ke zménam nékterych vlastnosti
hospodéisky vyznamnych ryb prostfednictvim metod genového inzenyrstvi je diktovana dvéma ce-
losvétovymi trendy, které oteviraji rozséhlou diskusi mezi védeckymi institucemi, komerénimi spolec-
nostmi majicimi zdjem na produkci takovych ryb, samotnymi chovateli, ale hlavné urady schvalujicimi
vyuziti transgennich organizma a spotiebitelskou vefejnosti.

Na jedné strané je to vysokd produkce zivocisnych potravin ve vyspélych zemich, kterd vytvari
enormni ekonomicky tlak na inovaci a zvysovani efektivity produkce ryb. Samotné zvysovani efektivity
produkce jde i cestou hledani a vyuzivani novych druht s potencidlem pro akvakulturni produkci, vedle
toho se ale zacina uvazovat o geneticky modifikovanych organizmech v akvakultufe. Tyto snahy tak
mohou vést k zavedeni zcela novych komodit na svétovy trh a vyznamny podil na téchto novych komo-
ditdch mohou mit produkty pochdazejici z geneticky modifikovanych zvitat.

Na druhé strané stoupa spotieba potravin zivocisného plvodu v rozvojovych zemich, které tradic-
né zajistovaly vyzivu obyvatelstva rostlinnymi produkty. Tato situace opét vyvolava tlak na zefektivnéni
chovu hospodafskych zvitat, ryby nevyjimaje. Pravé spotieba produktli akvakultury ma po nékolik po-
slednich dekdd rostouci tendenci a spolecné se stagnujicim rybolovem déva prostor pro Uvahy o moz-
nostech zefektivnéni akvakulturni produkce, tieba i diky vyuzivani geneticky modifikovanych linii akva-
kulturné vyuzivanych druht ryb.

Prvni vyhlidky OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development —Organizace pro hos-
poddfskou spoluprdci a rozvoj) ohledné horizontu uplatnéni geneticky modifikovanych vodnich orga-
nizmd, publikované v roce 1995, pocitaly se za¢atkem chovu a s vyuzitim geneticky modifikovaného
lososa v horizontu 15 let a s geneticky modifikovanou tilapii bylo pocitdno v horizontu pouhych péti let.
Tak jaka je tedy skutecnost?
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Kritickym bodem pro ziskani a eventudlné dalsi vyuzivani geneticky modifikovanych organizm je
efektivita pfenosu genl a jejich integrace. V pfipadé ryb a mékkyst byly k pfenosu gen( ¢asto vyuziva-
ny retroviry (Chen a kol., 1993; Lu a kol., 1996), vyuziti tohoto zpUsobu pfenosu genu je viak pro tvahy
o eventuelnim praktickém vyuziti takto ziskanych geneticky modifikovanych organizm nepfijatelné
z dlivodu nedostatecnych znalosti o vlivu sekvence virové DNA. V Uvahu tak pfichazeji jiné zpGsoby
pfenosu genu, napf. mikroinjekce nebo systémy ZNF ¢i TALEN.

V pfipadé rybich druhd, které jsou vyuzivény jako laboratorni organizmy, je pfenos genu realizovan
naptiklad pro studium samotné genové exprese rdznych gend. Pro akvakulturu se pak uvazuje o celé
fadé divodUi pro pfenos genli. Samoziejmé jako prvni se nabizeji snahy o pozménéni fyziologie organi-
zmu - zintenzivnéni rlstu, zménu a zefektivnéni metabolizmu, zvyseni odolnosti vici riznym patoge-
ndm, zvyseni fyziologické tolerance organizmu nebo zvyseni odolnosti vici stresu.

V nasledujici ¢asti textu se pokusime ¢astecné priblizit urcité sméry rozvoje produkce transgennich
ryb, které by teoreticky mohly byt uZzite¢né pro zefektivnéni akvakultury rliznych druhd, a proto jsou
predmétem védeckych studii.V soucasné dobé se snahy o pfenos gen(ll provadéji s cilem ovlivnit nékte-
ré dulezité vlastnosti, eventudlné k dalSimu vyuziti:

1. Intenzita rlstu

2. Odolnost v¢i nemocem
3. Odolnost vici chladu

4. Zména metabolizmu

5. Sterilita

6. Vyuziti transgennich ryb jako bioreaktoru

7.8.1. Intenzita ristu

Uspéch s indukci rGstu laboratornich zvitat (mysi, kralikd) nesoucich genovy konstrukt slozeny z re-
gula¢ni sekvence metalothioninového genu a strukturni sekvence genu pro rlstovy hormon potkana
vzbudil obrovskou pozornost a nastartoval dlouhou sérii experiment(i s pfenosem obdobnych geno-
vych konstruktd u hospodaisky vyznamnych zvifat (skot, prasata, ryby). | u ryb je samoziejmé cilené
ovlivnéni ristu jednim z nejvyraznéjsich smérl rozvoje pfenosu gend.

Z pocatku vyuzivala vétsina praci tykajicich se prenosu genu rlistového hormonu (GH) konstrukt sav¢i
nebo drlibezi, a to pfedevsim z dlivodu nedostatecné znalosti odpovidajicich sekvenci ryb. Pozadovany efekt
tak nebyl dosahovan vzdy spolehlivé. Pfenos savciho genu GH nemél zprvu pozadovany efekt u salmonidd
(Guyomard a kol., 1989; Penman a kol., 1991), zatimco u jinych druhtd s vnesenym genem GH - piskore, kapra,
karase, atlantského lososa, sumecka a tilapie byl zaznamenan o 10-80% rychlejsi rdst nez u kontrol.

Vyssi efektivitu genového transferu pfinesly genové konstrukty obsahujici strukturni gen i regulacni
sekvence pochazejici z ryb. Z rybich promotor( se nejcastéji vyuziva promotor AFP (anti-freeze protein)
pochézejici ze slimule americké (Zoarces americanus) a nebo metalothionin rtznych druhd lososa.
Pfenosem genu pro riistovy hormon pstruha se podafilo u atlantského lososa (Salmo salar) dosahnout
az Ctyricetkrat vyssi hmotnosti ryb ve srovndni s kontrolou s tim, ze u ryb bylo urychleno i fyziologic-
ké starnuti organizmu (Devlin a kol., 1994). Lososovité ryby patfi ke skupiné ryb, u kterych je transfer
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genu pro rlstovy hormon pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Vysledky uspésnych pokusl s transfe-
rem genu pro rlistovy hormon Ize nalézt napf. v pracich Guyomard a kol. (1989), Penman a kol. (1991),
Du a kol. (1992), McLean a Donaldson (1993), Devlin a kol. (1995) a dalsich. Cilem téchto experimentu
byly pokusy zamérené na testovani rliznych genovych konstrukt obsahujicich napf. promotorové ob-
lasti GH genu pro skot, resp. sav¢i promotor v kombinaci se strukturnim genem GH losost. Po celkové
sumarizaci publikovanych dat Ize konstatovat, ze transfer genu pro rlGstovy hormon u salmonidd
obecné vedl k akceleraci rlistu u transgennich ryb v rozmezi od 10 do 70% v porovnani s kontrolnimi
skupinami. Obdobné vysledky byly zaznamenany u nékolika dalsich druhl ryb — piskofe (Nam a kol.,
2001), kapra obecného (Chatakondi a kol., 1995), halancika ryzovistniho — tj. medaky, tildpie nilské (napf.
Martinez a kol., 1996, Rahman a kol, 1998), nebo dokonce stiky obecné (Gross a kol., 1992).

V soucasné dobé se napt. v USA jedna o uvedeni na trh masa z transgennich losost s genem pro
rdstovy hormon. Vyuzivani transgennich ryb v komer¢ni akvakulture a hodnoceni vlivu transgennich
ryb na Zivotni prostiedi, stejné tak otdzka hodnoceni bezpecnosti potravin pochazejicich z takovych
ryb je prozatim chapano jako velmi problematické. Pfedpoklada se, Ze samotna produkce transgen-
nich linii ryb maze byt velmi profitabilni, stejné tak jejich chov. V USA vznikl ambiciozni projekt zalo-
Zeny na produkci geneticky modifikovaného lososa Salmo salar s viozenym genem GH lososa ¢avyca
(Oncorhynchus tshawytscha) s regulaéni sekvenci pochézejici ze slimule americké (Macrozoarces
americanus). Linie transgenniho atlantského lososa S. salar byla zaloZzena mikroinjekci genového
konstruktu do oplozenych jiker, nasledné pak bylo odchovano 3est generaci transgenniho lososa. Tech-
nologie chovu vyuzivd hormondlniho zvratu pohlavi u transgennich samic, sperma takto ziskanych
,neomales” (neosamci) je pak vyuzivano k oplozeni jiker netransgennich jikerna¢ek a nasledné je tla-
kovym Sokem provadéna triploidizace k ziskani sterility produkované celosamici populace ozna¢ované
jako AquaBounty AquAdvantage® Salmon. Americky Ufad pro potraviny a lé¢iva posoudil bezpeénost
masa lososa AquAdvantage pro lidskou spotiebu v roce 2010 a neshledal zadna rizika spojena s jeho
konzumaci. Pfesto nevydal souhlasné stanovisko k chovu geneticky modifikovaného lososa. Podobné
nebyl schvalen chov geneticky modifikovaného prasete Enviropig pro produkci vepfového masa, i kdyz
z biologického hlediska nenese konzumace masa téchto zvifat pro ¢lovéka zadné riziko. Pro biotechno-
logické spolec¢nosti, které se zamérily na tvorbu linii geneticky modifikovanych zivocichl pro komer¢ni
produkci potravin zivocisného plvodu, je tato situace krajné nepfiznivd. Nemohou zajistit ekonomic-
kou navratnost vysokych investic do vyvoje a ohroZuje to jejich existenci. Chov geneticky modifikova-
ného prasete uz byl v Kanadé ukoncen a také spolec¢nost AquaBounty se zacala potykat s existencnimi
problémy.

Jak bylo zminéno vyse, lososovité ryby jsou velmi ¢astym objektem pro pfenos genu. Vedle lososovi-
tych ryb jsou dalsi zajimavou skupinou ryb tilapie. Pfenos gent GH je i u tilapii velmi zajimavym objek-
tem vyzkumu (Martinez a kol., 1996). U tilapie nilské (Oreorchromis niloticus) byl dosazen dvojnasob-
né vyssi rdst v pfipadé pouziti genu GH s promotorem virového plvodu (Martinez a kol., 1996). Uvadi
se, ze nékteré z linii trasgennich ryb byly dokonce vyuzity pro uvedeni na trh (de la Fuente a kol., 1999).
Transfer genového kostruktu sloZzeného z jedné kopie promotoru anti-freeze proteinu slimule (Zoarces
americanus) AFP a lososiho GH ved| ke 2,5krat vys33i intenzité riistu a 0 20 % vy33i konverzi krmiva v po-
rovnani s kontrolnimi skupinami (Rahman a kol., 2001). Tildpie nilska pfedstavuje v mnoha rozvojovych
zemich vyznamny zdroj Zivocisnych proteind. Jednim z pfikladd je také Kuba, kde jsou transgenni tilapie
vyuzivany komerc¢né a jejich maso bylo udajné schvaleno k uvadéni na trh (Carr, 1999).

V pfipadé kapra obecného Uspésny pfenos genu pro rlstovy hormon uvadi ve svych pracich napt.
Zhang a kol. (1990), s urychlenim rlstu transgennich kaprG v rozmezi od 20 do 40 % v porovnani s kon-
trolou. Na strané druhé ale v pfipadé testovani jinych plemen kapra, resp. jedincl s odliSnymi genoty-
py, nebyly zjistény signifikantni rozdily v intenzité riistu transgennich kapr a kontrol. Uspé$ny pfenos
genl pro rdstovy hormon provedli také Hinits a Moav (1999), ktefi uvadéji az 3,6nasobné vyssiintenzitu
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v pribéhu pocatecni faze rlstu transgenniho kapra. V rdmci této studie viak nebyl objektem pfenosu
gen GH ve své genomové formé, ale reverzni transkript GH transkriptu. V dalsi studii testovali stejni
autofi Uspésnost pfenosu genu GH a rlistové schopnosti transgennich ryb az po dobu Sesti mésicd, kdy
transgenni ryby dosahovaly az 14nasobné vy3si hmotnosti oproti jejich sourozenclim, do nichz nebyl
vpraven gen GH. CtyFi transgenni mli¢aci kapra pak byli pouziti k umélé reprodukci a osud genu GH byl
sledovan genotypovanim potomstva, kdy pfenos genu do dalsi generace byl zaznamendan u 19-36%
potomstva.V piipadé kapra obecného je castéji nez u jinych druhl ryb uvddéna nutnost testovani rdstu
v realisti¢téjsich podminkach nez v omezeném laboratornim prostredi akvarijnich chovd pro redlnéjsi
hodnoceni potencidlu geneticky modifikovanych ryb.

Markantni rozdily v akceleraci rlstu transgennich ryb mohou byt obecné vysvétleny odlisnym ge-
netickym zékladem testovanych jedincl, mnozstvim viozenych kopii ciziho genu, slozenim genového
konstruktu, resp. Urovni genové exprese. Otevird se zde prostor pro selekéni programy hospodarisky
vyznamnych druh( ryb, které by mohly v kombinaci s genovym transferem vést k nalezeni vhodného
genotypu pro transfer genu pro rlistovy hormon, a v kone¢ném duasledku vést k vyrovnanym vysledkim
a praktické aplikaci v akvakulture.

7.8.2. Odolnost viici nemocem

Vedle vyssi intenzity rlstu je dalSim vlastnosti zajimavou pro pfenos gentd vyssi odolnost vici rdz-
nym onemocnénim vyskytujicim se v intenzivnich chovech. Odolnost vi¢i nemocem maze vyznamné
ovlivnit efektivitu produkce ryb v akvakulture. Vyzkum transferu genti zplsobujicich vyssi specifickou ¢i
nespecifickou odolnost organizmu v(ci rdznym agens vsak neni zdaleka tak daleko. Jednou z moznosti
vyuziti genového transferu je napt. tvorba transgennich ryb nesoucich gen pro virovou bilkovinu vyra-
bénou burikami hostitelského organizmu, kterd obsadi receptory na burice a neumozni viru zakotvit
se na povrchu bunky a infikovat ji. Timto zptisobem mohou byt ziskany linie ryb odolné vici rdznym
typlm vird.

Dalsi moznosti je produkce transgennich ryb nesoucich geny pro antibakteridlni peptidy, které umoz-
ni tvorbu napt. litickych enzym0 chrénicich organizmus vici bakteridlni infekci. Nejzndméjsim genem
vyuzivanym ke tvorbé transgennich ryb rezistentnich vici bakteridInim infekcim je cecropin. Vyuziti
cecropinu a jeho analogll (cecropin-B) k tvorbé transgennich ryb uvadéji ve svych pracich napf. Kelly
akol. (1990) a Kjuul a kol. (1999). Inzerce genu pro cecropin a jeho nasledna genova exprese vedla k zvy-
$ené rezistenci v¢i gram-negativnim baktériim a nizsi mortalité transgennich ryb (lososovitych, tilapii
a sumeckd). Geneticky modifikované linie sumecka (Ictalurus punctatus) produkujici cecropin vytvofil
a popsal Dunham a kol. (2002). Dalsimi z antibakteridlnich peptid jsou magaininy, majici aktibakterialni
a antiparazitickou funkci, které se nachazeji v pokozce obojzivelnikl. Pfedpoklada se potencial gent
zodpovédnych za funkci takovych aktibakteridlnich peptidi pro ziskéni transgennich ryb odolnych vici
rlznym agens.

DNA vakcinace neni naprosto typickym piikladem pirenosu gend. Jejim principem je zajisténi exprese
antigenu, jenz je vlastni plvodci ur&itého onemocnéni. Zivocich reaguje na pfitomnost tohoto antigenu
typickou imunitni reakci a to zvysuje jeho odolnost k chorobé. Zpravidla je gen pro bilkovinu s antigenni-
mi vlastnostmi vpravovan do téla juvenilnich jedincd. Je vnasen jen do omezené populace somatickych
bunék, kde se v drtivé vétsiné nezabuduje do genomu. Jeho exprese je pfechodnd a episomalni. Imu-
nitni reakce na DNA vakciny byva posilena kombinaci genového konstruktu s vhodnym adjuvans. Stale
jsou vedeny diskuse o tom, zda DNA vakcinované ryby jsou geneticky modifikovanymi organizmy v pra-
vém slova smyslu. To zavisi na samotné definici geneticky modifikovaného organizmu (a jejim vykladu).
Naptiklad v Norsku je Zivocich podrobeny DNA-vakcinaci povazovan za geneticky modifikovaného,
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ale ve Velké Britanii nikoli. U nas podléhaji legislativé regulujici nakladani s GMO experimentalni DNA-
-vakciny. Pokud by byla DNA-vakcina schvélena pro komer¢ni vyuziti, byla by z pdsobnosti legislativy
tykajici se GMO vyjmuta.

Principem DNA vakcinace, jak uz bylo zminéno vyse, neni nic jiného nez zajisténi exprese anti-
genu v urcité tkani za ucelem eliminace onemocnéni. Koncept DNA vakcinace se zacal rozvijet uz
v sedmdesatych letech 20. stoleti, experimentalné se viak tato metoda zacala uplatrovat az v devade-
satych letech. Do této doby jsou zifejmé nejrozsahlejsi zkusenosti s DNA vakcinaci lososovitych druht
proti furunkuléze (Lorenzen a kol., 2000), infekéni haematopoetické nekréze (Anderson a kol., 1996), in-
fekeni nekréze pankreatu a virové haemoragické septikemii nebo jarni viremii kaprovitych. V sou¢asné
dobé je vyvinuto nékolik typd DNA vakcin pro pouziti v akvakultuie, nicméné do dnesni doby ziejmé
74dna z veterinarnich ani humalnich DNA vakcin nebyla schvélena pro Siroké praktické vyuziti.

7.8.3. Odolnost viici chladu

Jednim z velmi popularnich genU je také gen pro anti-freeze protein (AFP) ¢ili protimrazovy protein.
Tento protein se objevuje sezénné v krvi nékterych mofskych ryb. Cilem pfenosu jsou nejcastéji sek-
vence pochézejici z platyse, Pseudopleuronectes americanus, a slimule americké (Macrozoarches
americanus). Primarnim u¢elem prenosu genu pro AFP je zvysit toleranci vi¢i chladu a zvysit odolnost
vUci mrazu. V pripadé uspésné aplikace by pak diky zvysené odolnosti transgennich linii bylo mozné
produkovat ryby v podminkach, které byly dosud povazovany za suboptimalni pro dany druh.

Pfitomnost AFP v krvi potlacuje rlist ledovych krystald. Chrani tak rybu pted zmrznutim v moiské
vodé. Bod mrznuti moiské vody je nizsi nez bod mrznuti télnich tekutin ryb. V zna¢né vychlazené mot-
ské vodé tedy mUize poklesnout télni teplota ryb na hodnoty, kdy jsou jejich tkdné ohrozeny tvorbou
velkych ledovych krystal(, které trhaji tkdné. AFP zplsobuje vy3$si odolnost bunécnych membran proti
vlivim chladu a také tvorbé krystal(i pfi mrazeni bunék — pfredpoklada se tak i jisty ucinek pfi mrazeni
spermii a embryi ryb.

Gen pro AFP z moiskych ryb byl proto pokusné vpraven do dédi¢né informace lososU. Jeho exprese
ale v téle lososu byla natolik nizkd, Ze rybu nechrénila pred poskozenim mrazem, coz omezilo jeho Sirsi
praktické vyuziti (Fletcher a Davies, 1991; Hew a kol., 1999). Obecné na zakladé zhodnoceni publikova-
nych dat mdzeme konstatovat, ze Uspésnost pfenosu genu pro anti-freeze protein ma prozatim nulové
uplatnéni v akvakulture. V pfipadé uspésného vytvoreni transgennich linii a dostate¢né expresi tohoto
genu by vsak pfipadal v vahu obrovsky potencial pro akvakulturni produkci.

7.8.4. Zména metabolizmu

Zména metabolizmu je dalsim z pfikladl aplikace genetickych modifikaci u ryb. Pohnutkou, proc¢ se
pokouset o pfenos gent s cilem pozménit metabolizmus, maze byt snaha o vyssi vyuzitelnost krmiva,
¢i tfeba mensi zavislost na esencialnich aminokyselindch v potravé. Toho by mélo byt dosazeno tim, ze
pfenos genl zajisti vznik odpovidajicich metabolickych drah, které nejsou vyvinuty u organizmu pU-
vodniho, nebo zajisti jejich vyssi efektivitu. Tyto Uvahy samotné, stejné tak pokusy o jejich realizaci, jsou
pak vzdy zavislé na znalosti metabolickych drah a jejich regulace v organizmu.

V této oblasti byly realizovany pokusy o pfenos plivodné krysiho genu L-gulono-y-oxidasy s cilem vyvo-
lat vznik biochemické drahy, ktera by zajistila produkci L-askorbové kyseliny (vitamin C) v téle pstruha (zvi-
fata i rostliny jsou zpravidla schopni syntetizovat si L-askorbovou kyselinu, ¢lovék, opice, morcata a prave
i nékolik druht pstruha neni schopno tuto latku produkovat a jsou zavisli na pfijmu této latky v potravé).
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Dalsi prace smérovaly ke zvyseni vyuzitelnosti glukdzy z potravy pstruha diky prenosu gend, které by
mély zajistit vyssi aktivitu enzym zajistujicich odpovidajici biochemické drahy - glukézovy transporter
nebo hexokinazu. Pivodné lidsky glukézovy transporter a krysi hexokinaza byly prenaseny do genomu
pstruha, vysledky studie vSak byly nejednoznacné a jejich interpretaci komplikoval mosaicizmus gene-
ticky modifikovanych ryb.

Pozitivni vysledky byly dosaZzeny pfenosem genu fat-1 z genomu hlistice, Caenorhabditis elegans,
nejprve do modelového organizmu mysi (Kang a kol., 2004) a nasledné i do genomu prasete (Lai a kol.,
2006). Exprese genu fat-1 posouvd rovnovdhu mezi syntézou omega-6 polynenasycenych mastnych
kyselin a omega-3 polynenasycenych mastnych kyselin ve prospéch dieteticky pfiznivé hodnocenych
,omega-3"“ Stejnou genetickou modifikaci se podatilo tymu J.X. Kanga z Harvard Medical School vy-
razné zvysit podil ,omega-3“ i ve svaloviné ryb. Maso zvifat s expresi genu fat-1 by tak mohlo pfispét
ke zdravéjsi vyzivé konzumentd.

7.8.5. Sterilita

V souvislosti s rozsahlym chovem ryb v klecovych systémech, moznosti tUniku chovanych jedinct
a s tim, Ze se tito uniknuvsi jedinci mohou v pfirodé rozmnozovat s jedinci z divokych populaci a tyto
populace ovliviovat, pfichdzi tvahy o moznostech sterilizace. Zacinaji se tak rozvijet uvahy, zda by
této sterilizace nemohlo byt dosazeno i zdsahem do genetické informace - naptiklad s vyuzitim tzv.
Lantisense RNA" a zabrénit tak translaci GnRH (gonadotropin releasing hormone), tak jak tomu bylo
dosazeno napfiklad u mysi (Mason a kol., 1986). Vysledkem prvni z praci s cilem sterilizovat takto oset-
fené jedince byla Uspésna inserce antisense-GnRH faktoru, ale nikoliv Uspésna sterilizace (Uzbekova
a kol., 2000).

Pro experimentalni ucely se v soucasné dobé vyuzivéd knock-downu dead end genu pomoci RNA,
a to k cilené sterilizaci jedincl vzeslych z embryi o3etfenych morpholino antisense oligonukleotidem.
Morpholino antisense oligonukleotid je uméle syntetizovana molekula RNA, kterd se pouziva ke zméné
genové exprese. Pomoci morpholino oligonukleotidu Ize blokovat translaci mRNA na proteiny v zavis-
losti na jeho zakladni sekvenci a pozménit ¢i prerusit tak expresi urcitych gent. Této techniky se vyuziva
i pro experimentalni studium genové exprese a funkce proteinl. Knock-down dead end genu pomoci
morpholino oligonukleotidu se vyuziva napfiklad k ziskani sterilnich jedincd pro transplantace primor-
didlnich gonocytd (Saito a kol., 2008).

7.8.6. Vyuziti geneticky modifikovanych ryb ve farmacii a biomediciné

V této kapitole jiz bylo zminéno vyuziti pfenosu genl k zajisténi produkce lidského insulinu
v bakterii E. coli jakozto prvni legalizované pouziti geneticky modifikovaného organizmu ke ko-
mercnim Ucelim. Podobné je dnes pro farmaceutické Ucely produkovana cela fada lidskych re-
kombinantnich proteinl (napft. lidsky rlstovy hormon pro lé¢bu poruch rlstu déti) nebo zvi-
fecich rekombinantnich proteinl (napf. rlistovy hormon skotu pro stimulaci uzitkovosti dojnic).
Takové produkce je velmi drahd, protoze stavba a provoz bioreaktord jsou velmi naroéné. Radu
lidskych proteinli nelze produkovat transgennimi geneticky modifikovanymi prokaryotnimi orga-
nizmy v potiebné kvalité, protoZe prokaryota nezajisti jejich patti¢cnou posttransla¢ni modifikaci
(napt. glykosylaci, acetylaci ¢i fosforylaci proteinu). Proto je s vyhodou vyuzivana koncepce tzv.
Zivych bioreaktor(. Jde vétsinou o transgenni obratlovce, ktefi syntetizuji ve svém organizmu lid-
sky protein podle vneseného lidského genu. Syntézu Ize smérovat volbou promotoru v genovém
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konstruktu specificky do vybranych tkani ¢i orgédnu. U savcl se zhusta vyuzivd promotord genu ko-
dujicich mlé¢né bilkoviny, coz zajisti expresi lidského proteinu v mlé¢né Zldze samic a jeho vyluco-
vani mlékem. Prvnim povolenym Iékem produkovanym Zivym bioreaktorem je lidsky anti-trombin
produkovany v mléce geneticky modifikovanych koz. Vyuziva se k [é¢bé pacientt trpicich zvysenou
srazlivosti krve a ohrozenych trombdzou.

Ukazuje se, Ze posttransla¢ni modifikace jsou i u obratlovcl do urcité miry druhové specifické a pro
urcitou bilkovinu je ¢asto nezbytné volit do role Zivého bioreaktoru organizmus, ktery lidsky protein
posttranslacné upravi tak, aby si uchoval v lidském organizmu pIné biologické tcinky a nevyvolaval
nezadouci imunitni reakci. V fadé pfipadl se ukazuji jako velmi slibné Zivé bioreaktory ryby.

V ptipadé ryb se uvazovalo o produkci lidského koagula¢niho faktoru pro farmaceutické vyuziti diky
vloZeni genu koagula¢niho faktoru VIl do tildpie, toto téma bylo objektem spole¢ného vyzkumu tym
z Velké Britanie a USA.V soucasnosti jsou lidské koagula¢ni faktory pro 1é¢bu hemofilie produkovany
geneticky modifikovanymi kozami a ovcemi.

Skutecnost, Ze tilapie nilska nema ve svych tkanich expresi alfa-galaktosylazy, oteviela zajimavou
moznost vyuzit geneticky modifikované tilapie pro xenotransplantace, tedy pro transplantace zvire-
cich bunék, tkani a organi nemocnym lidem nahradou za jejich poskozené buriky, tkané ¢i organy
(Leventhal a kol., 2004). Clovék a vy33i primati evoluéné pfisli o gen pro alfa-galaktosylazu a jejich bun-
ky proto neobsahuji alfa-(1,3) galaktosylovy epitop. Vétsina savcli véetné prasete, o némz se uvazuje
prednostné jako zdroji bunék, tkani a organtl pro xenotransplantace, vsak ma expresi alfa-galaktosylazy
pIné zachovanou a jejich buriky proto nesou na povrchu cetné alfa-(1,3) galaktosylové epitopy. Lidsky
imunitni systém reaguje na pfitomnost téchto epitopud velmi silnou imunitni reakci ozna¢ovanou jako
hyperakutni rejekce. Ta predstavuje jednu z vyznamnych limit pro xenotransplantace.

Pro Ié¢bu diabetu by bylo mozné vyuzit transgenni tilapie (Hrytsenko a kol., 2011), které maji
v Brockmanovych téliscich pankreatu zajisténou expresi lidského inzulinu. Pfi laboratornich testech uz
se prokazalo, ze transplantace téchto bunék je s to zajistit normoglykemii mysi s uméle navozenym
diabetem a pfitom nevyvolad u mysi hyperakutni rejekci.
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Domestikace v plvodnim slova smyslu znamena proces postupné adaptace organizmu k zivotnim
podminkam, které jsou nastavovany néjakym lidskym zasahem (Bilio, 2007, 2008). V historii domestikace
mnoha dnesnich hospodaiskych zvifat vcetné kapra obecného na pocatku pravdépodobné stéla tzv.
»bezdéénd domestikace” podle Dunhama a kol. (2001) ¢ili drzeni zivocichl v zajeti a jejich uvyknuti
podminkam zajeti do té miry, ze mohlo dojit k prvni reprodukci. V ¢ase prvni reprodukce a individualniho
vyvoje pak dochazelo k dalsimu pfizplsobovani podminkdam prostfedi a k postupnému bezdé¢nému
vybéru vlastnosti umoznujicich lepsi preziti v daném prostredi. Tato faze je povazovéna za tim Gc¢innéjsi,
¢im vic potomkd muze za téchto podminek jeden rodicovsky par mit, tak jako ma mnoho akvakulturnich
organizmd, resp. ryb. Bezdécna domestikace je viak ptinejlepsim jen prvnim krokem ke skute¢né domes-
tikaci a v podstaté se jedna jen o pfirozenou adaptaci na nové prostiedi (Bilio, 2007, 2008).

O ,skutecné domestikaci” ve formé zdmérné adaptace obvykle hovofime az v souvislosti se Slechti-
telskym procesem. Hlavnimi rysy domestikace jsou:

- kontinualni fizena reprodukce v pofadi generaci P = F, = F, = F_ atd. bez dalSich vstup( divo-
kych organizmi do téchto generaci, tak aby mohly byt vybrané vlastnosti predavany z generace
na generaci a proces domestikace mohl pokracovat postupnym slechténim (selekci). Jestlize byly
uspokojivé stabilizovany zadouci znaky a vlastnosti, které nesou jen minimalni odchylku, proces
muze pokrocit az k produkci ¢istych plemen se zndmymi predky stejného typu. Vyznamné omezeni
kontinualni reprodukce zde m(ize predstavovat extrémni inbreeding v podobé negativniho dopa-
du na fitness (reproduk¢ni zdatnost) populace.

Druhym rysem je tedy vznik plemen s definovanymi uzitkovymi vlastnostmi, které se lisi od pG-
vodniho divokého predka.

Tretim rysem je posun nékterych biologickych charakteristik domestikovanych forem vici pGvod-
nimu divokému predkovi. Napfiklad domestikovany kapr obecny ve smyslu charakteristiky soucas-
nych plemen (kterd travi vice rostlinné potravy, obyvaiji jiny habitat a v rybni¢ni polykultufe nepo-
trebuji tak pohotové mobilizovat energetické rezervy a reagovat na vnéjsi ohrozeni), ma o 15-25%
delsi stfevo, mensi kranidlni komoru vzduchového méchyre, témér o 20 % méné cervenych krvinek,
svalovinu méné protkanou cévami a rovnéz ma méné glykogenu v jatrech (Balon, 2010), nez ma
jeho divoky predek, tzv. ,sazan” (obr. 8.1.). U domestikovaného kapra doslo rovnéz k posunu tep-
lotniho optima pro reprodukci z 15-18 °C v plvodnim fi¢nim prostiedi na 19-21 °C u chovanych
populaci (Balon, 1990; Flajshans a Hulata, 2006; Gela a kol., 2009).

Za ¢tvrty rys domestikace mGzeme povazovat vystépeni recesivnich genotypt osupeni, tvaru
ploutvi a zejména zbarveni, které by se v pfirodé pro svou napadnost okamzité staly ter¢em pre-
datord, ¢i by zastavaly podfizené postaveni v etologické hierarchii hejna a mély nizkou Sanci na pre-
Ziti. Barevné fenotypy (napf. zlaty, modry, albinoticky) byly zaznamenany v pribéhu domestikace
vétsiny hospodaisky vyznamnych druht ryb (lososovitych, kaprovitych, sumcovitych, sumeckovi-
tych, ostnoploutvych a dalSich) a chov barevnych mutaci a jejich dalsi Slechténi se stalo zakladem
chovu okrasnych ryb, napt. zadvojnatek, japonského kapra koi, barevnych linQ, jesent aj. Jesté déle
v tomto sméru pokrocila domestikace akvarijnich druh( ryb, o jejichz formach a okrasnych muta-
cich jsme se zminili v ¢asti pojednavajici o genetice kvalitativnich znaku.
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Obr. 8. 1. Divokd ficni forma kapra obecného (tzv.,sazan’) md proudnicovity tvar téla, typicky pro reofilni ryby. Fotografie

ryb ze slovenského useku Dunaje (Balon, 1957).

8.1. Kapr obecny, Cyprinus carpio L.

Pivod kapra

Predek kapra pravdépodobné pochazi z oblasti Kaspického mofte na konci pliocénu (posledni obdobi
tretihor). Béhem pleistocénu (dob ledovych v obdobi ¢tvrtohor) se z tohoto predka vyvinul moderni druh
Cyprinus carpio a rozsifil se do bazénu Cerného mofe a Aralského jezera (Berg, 1948). V podminkéach
postglacialniho termalniho optima se druh rozsitil na zapad az do povodi Dunaje a na vychod do kon-
tinentalni Asie. Moderni druh Cyprinus carpio se v povodi Dunaje objevil pfed cca 8 000-10 000 lety
(Balon, 1995). Soucasny aredl prirozeného rozsiteni kapra obecného je rozstépen na zapadni oblast (dmofi
Kaspického a Cerného mote a Aralského jezera) a vychodni oblast (vychodni a jihovychodni Asie).

Starsi literatura (Berg, 1948) uvadi tyto poddruhy kapra obecného:

- Cyprinus carpio carpio (evropsko-transkavkazsky)

. Cyprinus carpio aralensis (Stfedni Vychod)

- Cyprinus carpio haematopterus (vychodni Asie)

- Cyprinus carpio viridioviolaceus (jizni Cina a Vietnam)

Podle prace Balona (1995) Ize hovoiit o skupiné evropského kapra obecného (Bergtiv C.c. carpio) a o sku-
piné asijského kapra obecného (Bergtiv C.c. haematopterus).V kazdé populaci a geografické oblastimohou
nésledkem adaptaci vzniknout rdizné formy. Jako druh je kapr obecny rozsiten v kontinentalni Eurasii.

Podle nedavnych srovnavacich studii evropskych a asijskych populaci kapra (Kohlmann a Kersten,

1999; Kohlmann a kol., 2003, 2005) pomoci mitochondridlni a mikrosatelitni DNA Ize potvrdit existenci
odlisitelnych evropskych a asijskych populaci, v téchto studiich oznacovanych jako
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- Cyprinus carpio carpio, z néjz vychazi vétiina evropskych plemen a kam patfi i populace kapra
z tureckych jezer a ze stfedni Asie (Uzbekistan), a

- Cyprinus carpio haematopterus, kam patfi asijské populace a plemena. Asijské populace Ize dale
¢lenit na stfedoasijské a vychodo-/jihoasijské.

Soucasna taxonomie (Kottelat, 2001; blize viz napt. www.fishbase.org) uznava
« Cyprinus carpio L. pod nazvem Evropsky kapr a)

« pro Bergova Cyprinus carpio viridioviolaceus uznava nazev Cyprinus rubrofuscus Lacepéde,
1803, pod nazvem Asijsky kapr s tim, Ze viridioviolaceus je mladsim synonymem. Podle Eschmeyera
(Catalog of Fishes, 2005, na webu California Academy of Sciences), je i haematopterus synonymem
pro C. rubrofuscus.

Domestikace kapra v Ciné

Rada literarnich zdroju stale uvadi, Ze kapr obecny byl domestikovéan v Ciné pted vice nez 2 000 lety.
Plidek odloveny v fekach byl chovén do trzni velikosti v umélych lagunéch, nadrzich, na ryzovistich.
Mensi ryby po zétahu siti byly ponechany k rozmnozeni a obsadka byla doplhovana odlovenymi divo-
kymi rybami. Pravdépodobné slo i o jiné druhy kaprovitych ryb (karasy, amury, tolstolobiky aj.). Podle
praci Wohlfarth (1984) a Balon (1995, 2006) nebyl kapr v Ciné domestikovan v pravém slova smyslu, ale
odlovené divoké ryby byly vysazovany do ,semidomestikacnich podminek’, resp. podrobeny bezdécné
domestikaci, o niz jsme hovofili v tvodu této kapitoly. Kdyz si uvédomime podminky a dobu pfepravy
zbozi z Asie do Evropy ve starovéku a stfedovéku, pak tvrzeni, ze kapr domestikovany v Ciné byl dove-
zen do Evropy, a Ze z néj vznikla evropska plemena, je vysoce nepravdépodobné.

Domestikace kapra v Evropé

Historii domestikacniho procesu u kapra se zabyval zejména Balon (1995, 2006). Shrnuje, ze kapr
obecny se vytiral v zdtopovych oblastech na stfednim toku Dunaje, kde byl loven mistnimi kmeny. P¥i
vojenské expanzi do Podunaji (pozdéjsi Panonska provincie fimské fise) poc¢atkem naseho letopoctu jej
zde poznali Rimané a vyuzili kapra jako jeden ze sezénnich druh(i potravy pro armadu a spravu (4 legie
mezi dnesdni Vidni a Budapesti nutné k udrZeni severni hranice tvorily asi stotisicovou lidskou populaci).
Hypotéza byla potvrzena mj. i nalezy cetnych kosti kapra ve vykopévkach fimskych pevnosti na sloven-
sko-madarském pomezi (Balon, 1995).V této oblasti navic kiizovala Dunaj dllezita severojizni obchodni
cesta, Jantarova stezka. Rimané znali chov ryb v umélych nadrzich, dokazali domestikovat Fadu Zivocis-
nych druh(, poznali kapra jako potravu a mohli ho po vybudované siti vojenskych silnic transportovat.
Kapr byl také dostate¢né odolnym druhem, aby podminky transportu piezil. Rimska aristokracie davala
prednost rybam motskym, ale sladkovodni ryby Rimané chovali rovnéz, jak na Apeninském poloostro-
vé, tak i v provinciich. Rybnik z fimskych dob (Hoffmann, 1995) byl objeven i v némeckém Treviru r. 1892.
Papezsky |ékaF Paolo Giovio, ktery v r. 1524 psal studii o rybach na trhu cisafského Rima, se zminil o vy-
sazovani kapra do fimskych jezer.
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Rozsireni kapra v Evropé

Rimska a klasterni domestikace (5.-12. stoleti)

Prvni psany zdznam pochdzi od sekretare krale Theodorika, Cassiodora (490-585 n. l.), jemuz bylo
nafizeno obstarat pro krélovskou tabuli mj. kapra z Dunaje a lososa z Ryna.

S padem Rimské fide a rozvojem kiestanstvi chov ryb pokracoval v klasternich rybnicich. Klatery vzni-
kaly jiz od raného stfedovéku (klaster v Monte Cassino byl zalozen jiz r. 529 n. |.). Krestanstvi zavedlo vice
nez 140 postnich dni v roce. Béhem nich bylo z masa dovoleno jist jen koryse, mékkyse, ryby, mistné i jiné
vodni zivocichy (napfiklad bobra). Mnisi potiebovali mit ryby v zasobé (ne vzdy bylo mozné je ulovit), a proto
budovali rybniky po fimském vzoru. Do rybnik{ byl vysazovan predevsim kapr, ¢imz dochézelo k jeho po-
stupné adaptaci a ¢aste¢né domestikaci. Za ptiznivych podminek se zde kapr také mohl spontanné podettit.

V Cechach zakladani klasternich rybnik(i zminuje Kladrubska listina (1115) a Kosmova kronika
(po r. 1119). Hildegarde von Bingen (ptedstavena némeckého benediktynského klastera, 1098-1179) vy-
dala knihu receptli a zmirnovala pfipravu kapra, coz dokumentuje jeho gastronomicky vyznam v té dobé.

Francko-Burgundské svétské rybniky (12.-13. stoleti)

Soubézné s klasternimi rybniky zacaly v zapadni Evropé (ve Francké fisi) vznikat rybniky na Slechtic-
kych panstvich. Zakladani rybnikd se stalo natolik ddlezitym fenoménem, ze Karel Veliky (Charlemagne,
768-814) vydal instrukce o udrzbé rybnikd. Chov kapra v rybnicich poprvé ve stejné dobé popsali hrabé
ze Champagne v r. 1258 a Albert Veliky (Albertus Magnus, 1193-1280) v r. 1260.

Dalsi rozsifeni kapra v Evropé do 16. stoleti
« prvni pisemny dlikaz o kapru v Polsku je zr. 1466, v Anglii zr. 1468

« prvni rybnikarské manualy:
1547: Jan Skala z Doubravky (J. Dubravius):,O rybnicich” (De Piscinis)
1573: O. Strumienski:,O Sprawie, sypaniu, wymierzaniu i rybieniu” (Polsko)

1600: J. Tavener:,Certain experiments concerning fish and fruit” (Anglie)

« 1560 introdukce kapra do Holandska a Danska.

Struény prehled historie plemenaiské prace u kapra na izemi Cech, Moravy a Slezska

« Jan Dubravius (1547) ve svém dile, O rybnicich” definoval chovny cil kapra obecného a fenotypové
charakterizoval télesny ramec. Definice je dodnes aktualni.

- Josef Susta na prelomu 80. a 90. let 19. stol. provadél selekci upinatych kaprd na rychlost ris-
tu (Susta, 1898). Rovnéz jako prvni vyslovil spravnou teorii o ptvodu lysého fenotypu kapra. Jeho
pfistup k dané problematice dokumentuje vysoce moderni pohled na 3lechtitelskou praci v ces-
kych zemich té doby. Zalozil z mistni populace chov Supinatého tfeboriského kapra ar. 1882 i chov
Treboriského lysce na zakladé dovozu genera¢nich ryb z panstvi ve Stékni a Blatné (obr. 8.2.). DU-
vodem byla (jiz tehdy) vy33i cena za lysce na némeckém trhu. Sustova préace byla vysoce uznavéana
i v konkuren¢nim némeckém chovatelském prostiedi.

« Selekce Inafského modraka dr. Theodorem Mokrym a tel¢ského Supinatého modraka E. Srbem
ve 20. letech 20. stoleti.
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Wittingauer' Stamm.

Obr. 8.2. Treborisky lysec J. Susty (Wittingauer Stamm, tieborisky kmen) v prvnim prehledu a kategorizaci plemen kapra
B. Hofera (1898a-g).

+ Ve 30. letech 20. stoleti byla vénovdna pozornost plemenné (= genetické) struktufe kapra.
Dr. Cernajev, prof. Kfizenecky s prof. Kostomarovem a dr. Nowakem popsali Fadu kmen( kapra cho-
vanych na ¢eském Uzemi a Udaje publikovali ve vice nez 30 odbornych pracich. Vytvofili ucelenou
metodiku méfeni a posuzovani exteriéru a uzitkové hodnoty, stanovili vyvoj uzitkové hodnoty,
stanovili vahovy rdst pohlavnich zlaz, vytvofili novou metodu posuzovani kvality kaprd podle tzv.
objemové metody. Monitoring na zakladé morfometrickych znaki ukazal rozdilnosti jednotli-
vych kmen( chovanych v rGiznych oblastech Cech a Moravy, které vznikly dlouhodobym vybérem
a adaptaci na mistni podminky.

Osvétovou ¢innost k metodam zuslechtovéni kapra, jeho evidence, vybéru generacnich ryb, poz-
déji s prenosem novych poznatkd z vyzkumu prof. Kiizeneckého a jeho zakd do rybaiské praxe pro-
vadeli predevsim Stépan v letech 1906-1929, Dvoiék v letech 1932-1944, Dyk v letech 1941-1946
a Rusov v letech 1944-1945.

Za 2. svétové valky byl nucenou némeckou spravou dovézen plidek kapra z Jugoslavie, ktery ovliv-
nil fadu krajovych populaci.

V roce 1954 probéhla prvni inventarizace generacnich kapra v narodnim podniku (n.p.) Statni
rybarstvi.V té dobé existovalo i Statni plemenaiské rybaistvi v Chlumu u Treboné a v Tel¢i.

V 50. a 60. letech byla ovéfovana segregace oSupeni a barev (Krupauer a Chytra, 1962; Smisek a Picha,
1970; Zeman, 1981).

Byl studovan vliv oSupeni na uzitkové vlastnosti. Potvrzena vyssi rlistova rychlost a preziti u Supi-
natych kaprt (Kostomarov, 1947; Krupauer a Chytra, 1962; Smisek, 1968, 1972; Hochman a Jirasek,
1969, 1979).

Vyznamnym krokem ve $lechténi kapra bylo zavedeni umélého vytéru do plemenéiskych metod
ve VURH Vodiany (Smisek, 1970, 1971).
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K/ /H/T+/H-/Z-/K+/

Obr. 8.3. riiklad pouziti znackovaciho klice a popisnych znacek, pouzivanych v 50.~60. letech 20. stoleti k popisu exteriéru
kapra (K bez urceni pohlavi, H hladky, T+ typicky fenotyp osupeni, H- neharmonicky tvar téla, Z- Spatny zdravotn/ stav,
K+ dobre vyZiveny, protazeny trup, rozstépend ocasni ploutev, zahojené poranéni na ocasnim ndsadci).

+ Hlavni metodou 3lechtitelské prace ve sméru zuslechtovani chovu kapra s pfenosem vysledku
do praxe byl v 50. a 60. letech hromadny vybér generacnich ryb (Kostomarov 1955; Chytra 1956)
s dislednym popisem, evidenci a stanovenim vytéznosti (Krupauer, 1964, 1967, 1971; obr. 8.3.).

- Vyfazovani generacnich kapra s rliznymi defekty i za pomoci vyuziti rentgenovych snimku
(Havelka a Volf, 1971; Havelka a kol., 1971).

- Pocatkem 50. let se zacal vytvaret soucasny genofond plemen a linii kapra ve VURH Vodniany,
véetné dunajského sazana (Chytra a kol., 1961), za i¢elem zavadéni selekce a hybridizace do $lech-

téni (Chytra 1953, 1956).

- V trendu doplnéni kolekce o nové populace, krajové razy, plemena a linie kapra z tzemi Cech i z ji-
nych evropskych zemi pokracoval Smisek (1974, 1979a,b,c) a Pokorny (1986, 1987, 1988).

+ V60. letech byla dovdZena a vyhledavana nové plemena za Gcelem uzitkového k¥izeni jako nejrychlejsi
cesty k dosazeni zlep3eni uZzitkovosti, tj. ristové rychlosti a preziti (Smisek 1974, 1978, 1979a,c, 1981).

« 1977 zaloZena Slechtitelska rada na Statnim rybafstvi, oborovém podniku (o.p.) v Ceskych Bud&jovicich.
+ 1978-1980 vypracovan Slechtitelsky program v chovu kapra.
- 1982 zaloZena Slechtitelska stanice ve VURH ve Vodianech.

+ 1982 zaloZena testovaci stanice v Milevsku [Statni rybéfstvi Tabor, od$tépny zavod (0.z.)].
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- Slechtitelsky program byl dopInén o systém testovani uzitkovosti rodi¢ podle potomstva.V po-
c¢atcich byly testy provadény s opakovanim, oviem bez respektovani rozdilnych podminek mezi
rybniky (Smisek, 1979b), pozdéji testy provadény ve stejném prostredi (Smisek, 1980; Smisek a Po-
korny, 1982) s vyuzitim standardni linie (Pokorny a kol., 1983).

Uzitkové kiizeni pfineslo momentalni vklad ve zlep3eni rlstové rychlosti a preziti predevsim
u F,-Supinatych dihybridG mezi kaprem rop3inskym a kaprem madarského plvodu Supinatého i ly-
sého fenotypu (Pokorny, 1990) a u F, lysych tetrahybrid(i s podilem krve kapra marianskolazeriské-
ho, ropsinského a 2 madarskych lysych linii.

Nalezeni vhodnych kfizencli umoznilo u Supinace i u lysce zlepseni chovatelskych vysledkii v praxi.

Negativni dopad zavadéného velkého poctu linii a rdznych kfizencl v nekontrolovanych provoz-
nich podminkach mél za nasledek postupnou "bastardizaci" nékterych chovnych hejn. Nékteré linie
a kmeny dosud byly udrzovany jako velmi cenné, pficemz jejich ptvod je nékdy velmi diskutabilni.
Dochaézelo k ztraté charakteristickych znaku u ¢istych plemen a velmi ¢asto ke zmenseni nebo
i zaniku jejich vyjimecnosti (Jakubec, 1986, 1990). (Napf. kapr Aischgrundsky, ktery byl u nés cho-
van v Cistém stavu jesté pred 15 lety, se svymi morfometrickymi parametry naprosto odliSoval od
Aischgrundského kapra, jehoz popis publikoval Hofmann, 1927).

Slechtitelsky vyzkum byl doplfiovan vyzkumem genetickym se sledovanim korelace mezi dédi¢nosti
exteriéru a biochemickymi ukazateli se stanovenim koeficientl nékterych uzitkovych vlastnosti
(Smisek, 1973, 1977, 1979b; Smisek a Vavruska, 1973, 1975).

V ramci testovani uzitkovosti linii a diky problémm s jejich znacenim predevsim v prvnim roce
Zivota, byla snaha jit cestou vyuziti biochemicko-genetickych markri, piedevsim transferind
(Valenta a Kalal, 1968; Smisek, 1973; Kalal a Smisek, 1975). Vzhledem k velké pracnosti a neade-
kvatni cené s nutnosti vyuzivani jen rodicl o precizné zndmém fenotypu bylo od zavadéni téchto
metod upusténo, a to nejen ve 3lechtitelském chovu kapra v Cechach, ale i v ostatnich zemich.

V 80. letech zacalo studium gynogeneze a uplatnéni gynogenetickych ryb a monosexnich obsadek
ve Slechtitelském programu kapra (Linhart, 1989a,b; Linhart a kol., 1989).

V 90. letech 20. stol. byl do testl uzitkovosti a dédi¢nosti vnesen systém matematickych modeli
na urovni dialelniho kfizeni (Gela, 1994) a vrcholového kF¥izeni s kontrolou dédi¢nosti otcli podle
uzitkovosti potomstva.

Od r. 1993 byl zahdjen monitoring genetické struktury populaci a plemen kapra v genofondu
VURH (od r. 1993-4) a v hlavnich produkénich chovech v CR (1994-2001).

Od roku 1994 bylo pfistoupeno k individalnimu znackovani generaénich kapri mikrocipovymi
znackami (tzv.,PLT. tags”) a pocitacové evidenci (databazi).

V letech 1995-6 vznikl Narodni program uchovani a vyuzZiti genetickych zdroji hospodaiskych
a uzitkovych zvifat. To umoznilo poskytovat chovatelim dotace na zivé genové banky autochton-
nich plemen kapra.
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- 0dr.1997-8 je vytvéfena banka zamrazeného spermatu kapra ve VURH, nyni FROV JU ve Vodhanech.

+ Vr.2001 byl pfijat zakon €. 154/2000 Sb. o Slechténi, plemenitbé a evidenci hospodarskych zvifat
a o zméné nékterych souvisejicich zakonu (plemenaisky zakon).

8.2. Evropska historicka plemena kapra

Prvni plemena vznikala z mistnich populaci (krajovych raz(l) adaptovanych na mistni podminky. Vét-
sinou vznikla z méné nez 10 generacnich ryb a byla tedy vysoce inbredni. Rychle se u nich fixovaly dé-
di¢né vady (napf. chondrodystrofie). Na pfelomu 19. a 20. stoleti byla hlavni plemena standardizovéna
podle tvaru téla a osupeni (Hofer-Walterovo tfidéni, 90. [éta 19. stoleti). Kritériem tvaru téla byl ,télovy
pomér (Kérperverhdltnis)” jako pomér vysky téla k délce téla (Hofer, 1898a-g). RozliSovana byla plemena
vysokohtbeta (1:2az 1:2,5) a Sirokohtbetd (1:2,6 a vice).

Aischgrundsky lysec (Aischgrunder Karpfen)

Byl vyslechtén v Bavorsku pred vice nez 300 lety (obr. 8.4.C.). Vysokohibety (1 : 2). Dédi¢na chondrodys-
trofie (porucha pétefre). Podilel se jako kfizenec s Franckym kaprem nebo Hali¢skym kaprem na vzniku
nékterych némeckych a jugoslavskych plemen. Geny Aischgrundského kapra obsahuji syntetické linie
C 434 a C435, déle téz izraelsky lysec Dor 70. Aischgrundsky lysec byl ve 20. letech 20. stoleti dovezen
do Japonska a podilel se na vzniku lysych fenotypl kapra koi (oznac¢ovanych dodnes Doitsu japonskym
vyrazem pro adjektivum ,némecky”, které se zde stalo synonymem pro lysce). Jako ¢isté plemeno vymi-
zel okolo roku 1956 (Steffens, 1980). Bavorsky zemsky Ustav pro rybafstvi se zaslouzil o obnovu chovu
pod tymz nazvem v rybnikarské oblasti kolem feky Aisch (M. Oberle, os. sdél.). Nejednd se vsak o ple-
meno, nybrz o chrdnéné zemépisné oznaceni (CHZO) ,Aischgrundsky kapr” podle evropské legislativy.

Haliésky kapr (Galizier Karpfen)

Byl vyslechtén pred r. 1880 chovatelem A. Gaschem v historické oblasti Halice (dnes jihovychodni
Polsko a zapadni Ukrajina), v r. 1880 byl jako plemeno predstaven na zemédélské vystavé v Berling, kde
vyhral zlatou medaili. Vyznacoval se vysokou rdstovou schopnostia télovym pomérem 1:2,5 (obr. 8.4.D.).
Byl kfizen s mnoha krajovymi razy, jako cisté plemeno vymizel béhem obou svétovych valek, zbylé po-
pulace byly prekfizeny. Ve 30. letech 20. stoleti jej prof. Kirpi¢nikov pouzil ke kfizeni s Amurskym saza-
nem jako zakladu k vytvoreni Ropsinského kapra. Geny Hali¢ského kapra téz obsahuje Ukrajinsky kapr
(Nivka). Adolf (podle nékterych prament Adam) Gasch a jeho Hali¢sky kapr maji v polském Kaniowé
pomnik.

Luzicky kapr (Lausitzer Karpfen)
Byl chovan v oblasti pruské a saské Luzice v Némecku. Byl Sedé barvy, protdhlého tvaru téla (télovy
pomér 1:2,5-1:2,7). Mél dobrou rlistovou schopnost, jako cisté plemeno vymizel (obr. 8.4.A.).

Francky kapr (Frdnkisch nebo Schwarzenfelder Karpfen)

Hladky kapr s malou hlavou, s télovym pomérem 1 : 2,65 (obr. 8.4.B.). Byl chovéan v oblasti Frank
a Durynska v Némecku. Jako cisté plemeno vymizel.
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Obr. 8.4. Historickd plemena kapra: Luzicky (A), Francky (B), Aischgrundsky (C) a Hali¢sky (D). Podle Hofera (1898a-g)
aHofmanna (1927).

Ceska a moravska historicka plemena kapra

Ve 30. letech 20. stoleti popsala $kola prof. Kfizeneckého v chovech na Gzemi dnesni CR celkem 9 $u-
pinatych a 12 lysych a hladkych populaci kapra.

V 50. letech 20. stoleti zprava o prvni inventarizaci kapra na zdvodech Statniho rybafstvi zminila cel-
kem 17 Supinatych, 11 lysych a 7 hladkych populaci v chovech.

Dal3i inventarizace v chovech ¢lenti Rybarského sdruzeni CR, ktera probéhla v letech 1997-2000 pro pod-
chyceni &istych plemen pro program genetickych zdroj(i, konstatovala 3 Supinaté a 7 lysych plemen lokalniho
plvodu. Rada mistnich plemen vymizela, byla prekiizena nebo vyfazena z chovu béhem 50.-60. let 20. stolet,
plemena kapra hladkého fenotypu byla zdmérné vyrazena kvdli letalnim tcinkéim alely N (viz kap. 4.2.2.).

Vétsinu vyznamnych historickych plemen detailné popsali Pokorny a kol. (1995), zde proto jen struc-
né shrnujeme jejich vycet:

- Treborisky kapr supinaty — pivodni treborisky kapr vyslechtény J. Sustou koncem 19. stoleti Za
2. svétové valky pomichan s dovazenym pltdkem, pozdéji pfesuny nasad na Statnim rybafstvi, o.p.,
a od poloviny 80. let 20. stoleti hybridizace s Ropsinskym kaprem.

« Treborisky lysec — plemenny chov zalozen 1882, vymizel.

- Tel¢sky modrdk supinaty zanikl ve 40. letech 20. stoleti.

« Milevsky supinaty kapr
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+ Chlumsky supinaty kapr

« LndFsky modrdk, lysec vznikl jiz koncem 19. stoleti, jako plemeno vefejné predstaven na zemédél-
ské vystavé v Praze 1921.

+ Hlubocky lysec

- Zddrsky lysec

« Valticky lysec

« Pohorelicky seddk, lysec
« Ndméstsky lysec

« Borsky hladky kapr

« Msecky hladky kapr

8.3. Soucasna plemena kapra chovana v CR

Prehled plemen kapra s jejich biologickymi a uzitkovymi charakteristikami recentné zpracovali
Kocour a kol. (2008) a jejich vyuziti v podminkach ceského, moravského a slezského rybarstvi ve Slechti-
telském programu k produkci trznich ryb cistokrevnou plemenitbou, selekci a hybridizaci popsali v jed-
notlivych metodikédch FROV JU Gela a kol. (2009) a Kocour a kol. (2010, 2011).

Soucasnd plemena kapra v ¢eskych a moravskych chovech mizeme rozdélit na:

« genetické zdroje (plivodni plemena) a
« Slechtitelské rezervy (plemena importovana a novoslechténa).
Mezi genetické zdroje kapra patfi:

Zddrsky lysec (Zd-1)

Jeho morfologickou a uzitkovou charakteristiku uvadi Pokorny a kol. (1995). Jde o plemeno konsti-
tucné tvrdsi, dosahuje dobrych produkénich vysledk ve vy$si nadmorské vysce, vyssi preziti pladku pfi
zachovéni pozadované intenzity rlstu a zaddouciho exteriéru. Jako geneticky zdroj se udrzuje cistokrev-
nou plemenitbou, pro uzitkovy chov F, hybrid(i se kfiZi se Severskym lyscem M72.

Zddrsky supindé (2d-S)

Jeho morfologickou a uzitkovou charakteristiku uvadi Pokorny a kol. (1995). Pochazi z mistniho zdér-
ského Supinace, kde byla provddéna mnoholeta pozitivni selekce na pfirGstek hmotnosti, preZiti a exteriér,
evidence o selekci generacnich kaprt (Kg) je vedena od roku 1975. Cilem bylo zvysit pfirozenou odolnost
zdarského Supinatého kapra chovaného ve vyssich nadmoiskych vyskach a zlepsit rlstové vlastnosti. Jako
geneticky zdroj se udrzuje Cistokrevnou plemenitbou, pro uzitkovy chov F, hybrid{ se kfiZi s RopSinskym
kaprem. Hybrid se podili 70% na produkci kapra v oblasti Vysociny kolem Zd4ru nad Sazavou.
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Jihocesky kapr supinaty (C 73)

Selekce a provéfeni genotypu osupeni bylo provedeno ve VURH Vodnany koncem 60. let. Podkladem
ke vzniku plemena byl $upinaty kapr chovany v oblasti jiznich Cech. Jeho morfologickou a uzitkovou
charakteristiku uvadi Pokorny a kol. (1995). Vhodny do standardnich chovatelskych podminek. Jako ge-
neticky zdroj se udrzuje cistokrevnou plemenitbou. Pouzivé se k hybridizaci v testech uzitkovosti.

Maridnskoldzerisky kapr supinaty (ML)

Vznikl selekci s cilem upevnit dobré uZitkové a exteriérové vlastnosti samostatného plemene
a soucasné je vyuzit k hybridizaci. Jeho morfologickou a uZitkovou charakteristiku uvadi Pokorny
a kol. (1995). Testy v genotypu osupeni prosel na rybaistvi v Marianskych Laznich. Vychozi zakladnou
byl 3upinaty kapr roziiteny v zapadnich Cechéch. Provadén dlouholety pozitivni plemenny vybér.
Plemeno dosahuje v béznych provoznich podminkach velmi vyrovnanych produkénich vysledka.
| ve zhusténych nasadach velmi dobry zdravotni stav, ekonomicka spotieba krmiv, dobra kondice
a exteriér. Jako geneticky zdroj se udrzuje Cistokrevnou plemenitbou, pro uzitkovy chov F, hybridi se
k¥izi s Ropsinskym kaprem.

Milevsky lysec (MV)

Jeho morfologickou a uzitkovou charakteristiku uvadi Pokorny a kol. (1995). Vyznamné odolny proti
béZnym onemocnénim. Vyrovnana, mirné nadprlimérna uzitkovost, v soucasné dobé se uchovava pou-
ze jako geneticky zdroj Cistokrevnou plemenitbou.

Jihocesky lysec (BV)

Vznikl z populaci vodianského a blatenského lysce, kfizenim a po dlouholeté fizené selekci
v 60.-70. letech 20. stoleti. Cilem bylo ziskat kapra o vyrovnanych uzitkovych vlastnostech, sttednim
az vyssim télesném rdmci a s pfiméfenou odolnosti, vhodného pro stfedni az vyssi intenzitu hospoda-
feni. Predpokladala se i vhodnost k hybridizaci s dovezenymi populacemi kapra lysce. Jeho morfolo-
gickou a uzitkovou charakteristiku uvadi Pokorny a kol. (1995). Jde o osvédceného lysce v normalnich
i silné zhusténych obsadkéch s velmi vyrovnanym prezitim i pfirdstky ve standardnich podminkéch
a se spolehlivou fizenou reprodukci. V souc¢asné dobé se uchovava pouze jako geneticky zdroj cisto-
krevnou plemenitbou.

Telésky lysec (TE)

Pochézi z oblasti byvalého Statniho rybafstvi v Tel¢i. Zde byl provadén dlouholety vybér kapra lysce
podle provoznich plemenarskych smérnic Statniho rybafstvi, o.p., jiz od 60. let 20. stoleti Cilem bylo
oveérit uzitkové vlastnosti a vhodnost do rliznorodych podminek stfednich az vyssich geografickych
poloh. Jeho morfologickou a uzitkovou charakteristiku uvadi Pokorny a kol. (1995). Jako geneticky zdroj
se udrzuje cistokrevnou plemenitbou, pouzivé se i pro uzitkovy chov.

Syntetickeé linie C434, C435

Vyslechtény uplatnénim direkcionalni (fizené) selekce na 3lechtitelské stanici VURH ve Vodhanech
v obdobi let 1982-1986. Vychozimi populacemi byly mistni lysec, importované linie z Madarska
a Aischgrundsky lysec. Tento lysec jiz byl v evropskych chovech prekfizen a jako ¢isté plemeno je ho
mozno povazovat za zmizelé (Flajshans a Gall, 1995). Morfologickou a uzitkovou charakteristiku obou li-
nii uvadi Pokorny a kol. (1995). C434 a C435 vykazaly v kontrolach uzitkovosti nadprlimérnych vysledku.
Pfednosti je velmi dobra vyrovnanost a exteriér véetné osupeni.V soucasné dobé se k produkci nepou-
Zivaji. Uchovévaiji se pouze jako geneticky zdroj ¢istokrevnou plemenitbou pfedevsim proto, ze obsahu-
ji geny vymizelého Aischgrundského lysce.
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Pohorelicky lysec (Pol)

Plemeno vzniklo z mistniho lysce chovaného na jizni Moravé. Vyznacuje se vybornymi rlistovymi
schopnostmi, vitalitou, odolnosti, velmi dobrym osvalenim (zmasilosti), vysokohrbetosti a malou hla-
vou. Jako geneticky zdroj se udrzuje cistokrevnou plemenitbou, pouziva se pro uzitkovy chov i k hyb-
ridizaci. Naproti tomu ,Pohofelicky kapr” neni plemeno, ale chrdnéné oznaceni ptivodu (CHOP) podle
evropské legislativy od roku 2004.

Trebornisky supindé (T5)

Od roku 1998 bylo snahou Rybafstvi Trebom, Rybarstvi Nové Hrady a VURH JU ve Vodhanech ve spo-
lupraci s Ustavem Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR v Libéchové restaurovat a stabilizovat populaci
Treboriského Supindce. Soucasna populace byla zalozena na vybéru generacnich ryb pied érou hybridi-
zace s Ropsinskym kaprem, analyze genetické struktury populace, vyfazeni hybrid{i a rozmnozeni ¢isto-
krevnych jedinct. Jako geneticky zdroj se udrzuje ¢Cistokrevnou plemenitbou, pouziva se i pro uzitkovy
chov. Oznaceni,Trebonsky kapr” rovnéz neni nazev plemene, ale chrdnéné zemépisné oznaceni (CHZO)
podle evropské legislativy od roku 2006.

Mezi S$lechtitelské rezervy kapra patfi tato importovana plemena:

Amursky sazan (AS)

Plemeno bylo zaloZeno z plvodni populace divokého fi¢niho kapra z amurské oblasti na Dalném
vychodé (ptvodné oznatovaného jako Cyprinus carpio haematopterus, nyni C. rubrofuscus). Amursky
sazan byl do CSSR importovan z Ukrajiny v roce 1983 pro vyzkumné Gcely a porovnani uzitkovych vlast-
nosti s jinymi populacemi kaprl. Jeho morfologickou a uzitkovou charakteristiku uvadi Pokorny a kol.
(1995): rlstova schopnost v pllidku a nasadé je podobnd c¢eskym plemendim, od 3. roku zaostava v rls-
tu. Vyznacuje se vysokou nespecifickou odolnosti. Dobré preziti plddku. Odolny vici jarni virémii kapra
(SVC) a vici koi herpesvirdze (KHV).

Amursky sazan je geneticky nejvzdalenéjsi od evropskych kaprd a pouziva se jako referen¢ni stan-
dard pro stanoveni genetické vzdalenosti plemen a populaci. Od jeho genetické vzdalenosti vici evrop-
skym kapram je odvozen heterozni efekt kfizenc.

Ve 30. letech 20. stoleti byl AS pouzit prof. Kirpi¢nikovem ke kfizeni s Hali¢skym kaprem jako podklad
vzniku plemene Ropsinského kapra (Kirpichnikov, 1981; Pokorny a kol., 1995).

V 90. letech 20. stoleti byly davky zamrazeného spermatu AS (a pozdéji téz pladek) z VURH JU
ve Vodianech pouzity v lzraeli s Uspéchem pro vyzkum odolnosti hybridd plemen Dor 70 x AS
a Nasice x AS vici KHV.

V letech 1999-2004 byla ve VURH JU ve Vodfianech s pouzitim AS vyslechténa nové linie Amurského
lysce (AL).V soucasné dobé se jedna o uznani AL jako samostatného plemene v uzndvacim fizeni.

Ropsinsky kapr supinaty (ROP)

Plemeno ROP bylo vyslechténo ve 30. letech 20. stoleti v tehdejsim SSSR prof. Kirpi¢nikovem. Zakla-
dem pro tvorbu kapra ROP byl amursky sazan a kapr hali¢sky. Ve své domoviné je ROP chovan v sever-
skych oblastech (napf. okoli Petrohradu) v liniovém chovu. K nam byl importovan predevsim k tcelim
hybridizace. Jeho morfologickou a uZitkovou charakteristiku uvadi Pokorny a kol. (1995): nejnapadné;si
uzitkovou vlastnosti je vysoka vitalita. PreZiti v |. roce Zivota prestavuje tfi az pétindsobek v porovnani
s domacimi Supinatymi liniemi. Ryby jsou odolné vici nepfiznivym podminkdm prezimovani. Rist je
podle testd uzitkovosti v 1. a 2. roce vyhovujici, od 3. roku vsak vyrazné zaostava (o 25-35 %). Dobie
snasi nepfiznivé podminky pfezimovani a je méné vnimavy stresm p¥i manipulaci. Byla u néj také po-
tvrzena vyssi nespecifickd odolnost v(ici bakteridInim a virovym onemocnénim.
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Plemeno ROP je jednim z nejdUlezitéjsich plemen kapra v sou¢asném hybridiza¢nim programu. Pou-
Ziva se k tvorbé F. uzitkovych hybridi napt. s plemeny Zd-5, ML, TAT a C73.

Odolnost Ropsinského kapra byla diivodem vzniku polyhybridniho Severského lysce M72, s cilem
zvysit odolnost a preziti plidku u lysce vnesenim gent ROP do genomu lysce.

Vyuziti ROP k hybridizaci jednoznacné pfispélo ke zvyseni produkce akvakultury kapra, na druhé stra-
né s sebou pfineslo i urcita negativa: kfizeni s ROP bylo ¢asto provadéno empiricky a F, uZitkovi kfizenci
byli misto vylu¢né trzni produkce ¢asto pouzivani k dalsimu chovu. Tim dochézelo ke kontaminaci ¢is-
tych plemennych chovl (napf. TS, ML) geny ROP. Od roku 1992 se provadi vyfazovani hybridd z chov(i
po genetickych analyzach, coz je ¢asové i financné narocné.

Madarsky lysec (M2)

Byl importovan do CSSR v roce 1972 z Madarska, z rybaiského vyzkumného tstavu HAKI v Szarvasi
do VURH Vodnany v rémci vymény genofondu kapra s cilem ovéfeni a vzajemného porovnani uzitkovos-
ti lysch v obou uUstavech. Jiz koncem 70. let 20. stoleti bylo plemeno M2 rozsifeno na nase rybnikafstvi.
Jeho morfologickou a uzitkovou charakteristiku uvadi Pokorny a kol. (1995): M2 poskytuje standardni
produkéni vysledky v nizsich polohach a ve viech typech obsadek (normalnich az silné zhusténych).
Rizena reprodukce je spolehliva. Dobfe vyuziva ptedkladana krmiva. V soucasné dobé se jedna o nej-
roziifen&;jsi plemeno lysce s plemenéafskou evidenci vice nez 5 000 genera¢nich a remontnich ryb v CR.
V uzitkovém chovu jsou pouzivani ¢istokrevni jedinci, M2 je tézZ pouzivéno k hybridizaci a produkci uzit-
kovych F, hybridl pfedevsim s plemeny Dor 70, M72. Hybrid M2 x M72 je pouzivéan jako kontrolni linie
v testech uzitkovosti Supinatych kaprd.

Tatajsky kapr supinaty (TAT)

Plemeno TAT na podkladé kapra z oblasti Tata v zdpadnim Madarsku je jednim z nejstarSich ma-
darskych $upinatych plemen kapra. Bylo importovano do CSSR z Madarska v roce 1982 a 1983 jako
K, k hybridizaci s jinymi domacimi a importovanymi plemeny. Pfi odchovu plddku vykazuje nizsi pro-
cento preziti, dale az 6% vyskyt télesnych abnormalit a nachylnost k zanétm plynového méchyre. Jeho
morfologickou a uzitkovou charakteristiku uvadi Pokorny a kol. (1995). Plemeno se v soucasné dobé
pouziva pfedevsim k hybridizaci, pfendsi na F, hybridy vyssi ramec téla. Hybrid ROP x TAT je pouzivan
jako kontrolni linie v testech uzitkovosti lyscd.

Izraelsky lysec Dor 70 (Dor 70)

Vznikl v Izraeli na vyzkumné stanici pro akvakulturu v Doru (Wohlfarth a kol., 1980) jako vysledek
dvoucestného selekéniho pokusu v letech 1965-1970. Vychozi populace vznikla z 5 rodinnych linii. In-
bredni depresi bylo zamezeno velkym poctem ryb a kfizenim mezi skupinami uvniti selektovanych linii.
Nejlepsi linie byla nazvana Dor 70. Inbreeding uvniti Dor 70 redukuje rlstovou schopnost, vznikaji kos-
terni malformace.

Linie Dor 70 prokazala vynikajici heterozni efekt pfi kfizeni s plemenem Nasice a jihovychodoasijskymi
kapry. Byla exportovana do Hongkongu, Brazilie, Panamy, Jihoafrické republiky. Do CR byla importovéna jako
rychleny plidek (K) v roce 1995. PouZiva se v hybridiza¢nim programu k produkci uzitkovych F. hybrid(.

Dalsi plemena kapra, ktera byla do CR dovezena a ktera zmifiuje Pokorny a kol. (1995), maji dnes jiz
jen okrajovy nebo mistni vyznam. Patii mezi né:

« Madarsky kapr supinaty (M4)
« Szarvassky supind¢ (P3), matefska linie k produkci Supinatého heterozygota P31
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« Madarsky lysec (15), otcovska linie k produkci Supinatého heterozygota P31 a lysého hybrida 215
« Madarsky lysec (2), mateiska linie k produkci hybrida 215

« Ukrajinsky kapr supinaty (Nivka)

« Ukrajinsky lysec

Mezi novoslechténa plemena kapra pattfi:

Seversky lysec (M 72)

Vznikl ve VURH Vodnany na $lechtitelské stanici v letech 1987-1992 (Pokorny a kol., 1995) k¥izenim
parentalni generace ML x ROP, kfizenim F, Supinatych hybridl s M2 za vzniku F2 Supinatych hete-
rozygotu, kiizenim F2 Supinatych heterozygotl mezi sebou a selekci vystépeného lysého potomstva.
Cilem bylo vnést geny ROP do genomu lysce a vyslechtit lysce s vysokou vitalitou pltdku a nespeci-
fickou odolnosti. V souc¢asné dobé je pro tyto své vlastnosti M 72 druhym nejrozsifenéjsim pleme-
nem lysce, plemenéfska evidence zaznamenava vice nez 4 500 generac¢nich a remontnich ryb v CR.
Seversky lysec M 72 je pouZivan k hybridizaci a produkci uzitkovych F, hybrid( pfedeviim s plemeny
Dor 70, M2, PoL.

Syntetickd linie madarskych lyscii (HSM)

Vznikla ve VURH JU Vodnany na $lechtitelské stanici v letech 1997-2001 kfizenim populaci madar-
skych lyscli s nizkou vzajemnou genetickou vzdéalenosti na zdkladé vysetieni polymorfnich proteino-
vych systém(i. Pouziva se k produkci uzitkovych F, hybridd s plemenem M 72,

Amursky lysec (AL)

Vznikl ve VURH JU VodRany na $lechtitelské stanici v letech 1996-2003 na zakladé kfizeni Amurské-
ho sazana s matkami syntetické linie madarskych lysc (HSM), kfizenim F, Supinatych heterozygotd
(HSM x AS) mezi sebou a vystépenim lyscd v F, (viz kapitola 9). Novoslechténé plemeno vykazuje aZ
73% preziti v testu odolnosti vici koi herpesviréze a v soucasné dobé je pro néj vedeno uznavaci fizeni
nového plemene a zavedeni plemenaiské evidence.

8.4. Dalsi evropska a svétova plemena kapra

Kromé jiz zminéné snahy o obnoveni Aischgrundského lysce jsou soucasné chovy kapra v Némecku
vétsinou zalozeny na mistnich, lokdlné vyuzivanych a reprodukovanych populacich (K. Kohlmann,
W. Steffens, ust. sdél.). Kohlmann a kol. (2003) uvadéji celkem 11 chovii kapra, rozliSovanych mistnimi nazvy.

V Madarsku je zndamo 17 plemen a hybridnich linii kapra, udrzovanych Zivou genovou bankou
Vyzkumného Ustavu pro rybafstvi a zavlazovani HAKI v Szarvasi, nejznaméjsi z nich jsou patrné lysa ple-
mena Bikal, Palkonya, Dinnyés (na zékladé kfizeni s chorvatskym plemenem Nasice), Sumony (odvozené
od Aischgrundského lysce), Szarvassky lysec a Supinaté plemeno Tata (Tatajsky kapr).

Chorvatské plemeno lysce Nasice (Nasi¢; obr. 8.5.) bylo vyslechténo na stejnojmenné farmé, expe-
rimentalnim zafizeni zahtebské univerzity. Plemeno Nasice bylo vyuzito v hybridiza¢nich programech
v Madarsku a v Izraeli.

Ze Srbska pochazeji Supinaté a lysé plemeno kapra Poljana (obr. 8.5.), kterd vznikla na stejnojmenné
rybi farmé.
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Obr. 8.5. Shora dolii: srbsky lysec Poljana, chorvatsky lysec Nasice a rumunsky supindé Fresinet. Upraveno, podle FAO,
www.fao.org

V Polsku je chovéan Polsky fadkovy lysec a Supinaty kapr Starzawski na pokusné rybarské stanici
v Zatoru patfici Ustavu vnitrozemského rybéfstvi v Olsztyné&, Polsky lysec a dalSich 17 plemen a linii
v Zivé genové bance Ustavu ichtyobiologie a akvakultury Polské akademie véd v Golyszi. Naproti tomu
kapr lysého fenotypu ,Zatorski” chovany na jihu Polska neni plemeno, ale chranéné oznaceni ptvodu
(CHOP) podle evropské legislativy.

Z Rumunska je zndmé Supinaté plemeno Fresinet (obr. 8.5.), vyslechténé na Vyzkumné stanici chovu
ryb v Nucetu.

V Rusku jsou chovana upinata plemena Ropsinského, Parského, Cuvasského, Angelinského, Stavropolského
a Cerepetského kapra a lysa plemena Altajského, Angelinského a Cerepetského kapra (Bogeruk, 2004).

Ve Francii jsou chovana plemena Brenne, Dombes a Forez (Vandeputte os. sdél., 2002).

V lzraeli jsou chovana plemena lysého fenotypu Nasice a Dor 70 k produkci F, trzniho hybrida
Nasice x Dor 70.
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V asijskych plemenech kapra je pomérné obtizné se vyznat. RUzni autofi je udavaji podle pivodu
nebo podle barevného fenotypu, pficemz neni jisté, zda spolu oba typy pojmenovéni souviseji nebo
se dokonce nepfiekryvaji jako je tomu napf. v pfipadé ¢inského kapra ¢erveného zbarveni a Supinatého
fenotypu, ktery byva oznacovan jako ,Sklenény &erveny kapr (Glass red common carp), ,Cerveny kapr
Hebao" (Hebao red carp) nebo také jako ,kapr obecny var. Wuyuanensis”.

Ve Vietnamu bylo popsano osm mistnich plemen lisicich se svou morfologii, barvou, rozsifenim
a biologickymi charakteristikami (Tran, 1983): pro akvakulturu nejvyznamnéjsi bily kapr, déle kapr Bac
Kan fenotypu divokého kapra, vysokohibety kapr, kapr Ho Tay, kapr jizni Hai Van, cerveny kapr, fialovy
kapr a kapr s redukovanym Supinovym pokryvem. Dale byla importovana nékterd indonéska plemena
a rovnéz nékterd madarska plemena k hybridizaci, ke zlepseni ristu mistnich plemen.

V Ciné je chovéana fada plemen zminovanych riiznymi autory podle mista ptivodu (Xingguonensis,
Wananensis, Wuyuanensis; Thai a kol., 2006) nebo podle barevného fenotypu [Cerveny kapr, bily kapr
(podle www.fao.org); barevny kapr (Thai a kol., 2006)]. Rovnéz je zde chovano plemeno Supinatého fe-
notypu oznacované jako ,Velké bricho” (,Big Belly” podle ndpadné zvétsené ventralni partie) nebo také
jako plemeno hongkongské (Wohlfarth a kol., 1983).

V Indonézii, na zdpadni Javé jsou chovéna plemena Supinatého fenotypu vyssiho a stfedniho téles-
ného ramce Majalaya, Sinyonya, Wildan, plemeno Rajadanu fenotypové blizké divokému kapru a dvé
plemena zlatého zbarveni, Cangkringan a Sutisna (Jhingran a Pullin, 1988; Thai a kol., 2004).

8.5.Lin obecny, Tinca tincaL.

Plivod a domestikace lina

Lin obecny je pivodnim eurosibifskym druhem. Od stfedovéku je lin vyuzivén jako doplrikovy druh
v rybnikarstvi. Byl introdukovéan do Australie, na Novy Zéland, do Afriky, Severni Ameriky a jihovychodni
Asie (Steffens, 1995). V roce 1995 byl dovezen z CR do Izraele a v letech 2000-2002 do Ciny. Zejména
v Ciné je vyzkumu a chovu lina v sou¢asné dobé vénovana velka pozornost.

Domestikace druhu je zcela recentni proces. Evropské zemé nebo jejich kraje a oblasti, kde byla cho-
vu a plemenitbé lina vénovéna zvysend pozornost, mliizeme oznacit jako domestikacni centra:

. Cechy a Morava TE N Cﬂ

Bocado de Emperadores

- Némecko (Bavorsko, Sasko)
- Polsko

- Spanélsko (Extremadura - oblast pfi hranici s Portugalskem)

Itélie (Piemont - oblast kolem Turina)

« Francie (Dombes - oblast u Lyonu, Alsasko)

-
[ oo | —

Ackoli jsou geograficky oddélené, tradiéni chovy ve Spanélsku
a Italii byly zalozeny v podobnych podminkéch a vykazuji fadu
spole¢nych rysti: chovany jsou pavodni populace lina (s dotaci EU  Obr. 8.6. Tradi¢ni oslava ukonceni
na podporu typickych regionalnich produkta), pliidek je odlovovan  vylovu lina v Cdceres (Spanélsko), 1994.
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z n&drzi po prirozeném nebo poloumélém vytéru, ryby jsou chovany do trzni hmotnosti 100-120g
v nadrzich na zemédélské pldé, které soucasné slouzi jako napajedla pro dobytek a pro zavlazovani
plodin. Koncem léta nebo zacatkem podzimu klesne vlivem spotieby hladina vody v nadrzich, ryby zde
nelze déle chovat, v regionu probéhnou v kratké dobé vylovy spojené s oslavou a pfipravou tradi¢nich
pokrm z lina (obr. 8.6.). Piemontsky vysokohibety lin zlatavého zbarveni z oblasti Poirino , Tinca gobba
dorata del Pianalto di Poirino" nese chranéné oznaceni plivodu (CHOP) podle evropské legislativy.

Postup plemenarské prace u lina v CR

Jednotlivé populace lina obecného (¢eské a moravské mistni populace a populace importované
z Madarska a Rumunska) byly shroméazdény ve VURH Vodiany, pocinaje rokem 1979 (Kvasnicka
a kol., 1993).

Vybérem byly zalozeny liniové chovy. Ke zvyseni homozygotnosti vychozich linii bylo pouzito blizké
piibuzenské plemenitby a meiotické gynogeneze. K testaci uzitkovosti bylo pouzito dialelniho kfizeni
a metody spole¢ného odchovu "multiple nursing". Recesivniho zalozeni zlaté a modré populace se vy-
uzivd jako markru i jako kontrolnich linii v testech uzitkovosti.

Ve vyrobnich rybéiskych podnicich se vsak dosud ¢asto chova lin z pfirozeného vytéru v rybnicich
nebo z umélého vytéru vlastnich, vétsinou blize geneticky nespecifikovanych obsadek.

V CRjsou chovéna tato plemena lina (Linhart a Flajshans, 1996; Gela a kol., 2006):

Genetické zdroje: Slechtitelské rezervy:

« Vodnansky -V . Zlaty - ZL

« Hlubocky - H « Madarsky - M

« Taborsky - T « Rumunsky - R

+ Marianskolazensky — ML + Koenigswartha - K (Némecko)
« Velkomezifi¢sky - VM

+ Koz.92

+ Modry - MO

Okrasné zbarveni modrého a zlatého lina je podminéno recesivnimi alelami genl B (Blue, modry)
a G (Golden, zlaty), které nejsou vazany na pohlavi (Kvasnicka a kol., 1998).

Geneticka struktura plemen a populaci lina byla provéfena analyzou polymorfnich proteinovych sys-
tém (alozym(; Slechtova a kol., 1995) a mikrosatelitnimi markery (Kohlmann a kol., 2007).

Prvni srovnavaci testy uzitkovosti plemen a hybrid( lina v rybnicich provadéné v Ceské republice
ukazuji, Ze i mezi hybridy a plemeny mohou existovat vyznamné rozdily v jejich rdstu, preziti i vytéz-
nosti. Testy uzitkovosti lina obecného s vyuzitim kontrolni skupiny zacaly teprve v roce 2000 a diky
problémUim v jednotlivych testech s odchovem kontrolni zlaté skupiny, skupinovym znacenim ryb (i
nepfiznivymi klimatickymi vlivy (povodné), je jesté predcasné hovofit o néjakych zavérech. Prvotni vy-
oproti plemeni némeckému (Kénigswartha) a mezi plemeny byly zjistény vétsi rozdily v uzitkovosti nez
mezi hybridy z vrcholového kfizeni.

Srovnavaci test uzitkovosti ¢eskych a némeckych populaci lina v podminkach intenzivniho halového od-
chovu ukdzal opacné vysledky — vyssi rychlost ristu a pfiznivéjsi konverzi krmiv ceskych plemen (Rennert
a kol., 2003), i vyssi kvalitu jejich masa (vyssi vytéznost a susinu filetu, vaznost masa; Wedekind a kol., 2003).

U lina obecného byly rovnéz testovany moznosti zvyseni uzitkovosti mezidruhovou hybridizaci se
samci tolstolobce pestrého, tolstolobika bilého a karase obecného. Vysledkem vsak byla vétsinou nizka
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oplozenost jiker, vysoka embryonalni mortalita a velké mnozstvi malformovaného plldku. Kfizeni sa-
mice lina se samcem kapra obecného vedlo k 100% mortalité embryi. Reciproké kiizeni (samice kapra
a samec lina) sice rovnéz vedlo k nizsi oplozenosti jiker a lihnivosti, ale bylo ziskano Zivotaschopné
potomstvo kaprolina (obr. 8.7.). Jeho rlistova schopnost vak nebyla vysoka.

Obr. 8.7. Kaprolin: mezidruhovy F, hybrid kapra obecného (9) a lina obecného (§). Z archivu P Kvasnicky.

8.6. Pstruh duhovy, Oncorhynchus mykiss Walbaum (1792)

Plvod a domestikace pstruha duhového

Pstruh duhovy je pdvodnim druhem vod pobiezi Tichého ocednu a povodi fek na zapadnim pobiezi
Severni Ameriky od Aljasky po Mexiko a v Asii v povodi fek Kamcatky a v Ochotském moti. Tvofi taznou
(steelhead), netaznou a jezerni formu.

V Severni Americe byl pod nazvem Salmo gairdnerii (irideus) Richardson 1836 fazen do rodu
Salmo spolu se skupinou blizce ptibuznych endemickych pstruhd (skupinou poddruht S. clarki, druhy
S. aguabonita, S. gilae, S. apache, S. sp.,redband” aj.). Na opa¢né strané Tichého oceanu byly pG-
vodné rozlisovany druhy Salmo mykiss a S. penshinensis, pozdéji zjisténé jako tazna a netazna forma
1 druhu, ktery byl podle nazvoslovné priority oznacen jako Salmo mykiss Walbaum (1792). Ameri¢ti auto-
fi Smith a Stearley v osmdesatych letech popsali pfibuznost mezi tichomoftskymi lososy r. Oncorhynchus
a pstruhem duhovym, proto doslo k ndzvoslovné reklasifikaci na Oncorhynchus mykiss Walbaum (1792).

Pstruh duhovy je od roku 1874 uméle reprodukovén (Behnke, 1990) a byl introdukovan na vsechny
kontinenty s vyjimkou Antarktidy.
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Introdukce na Gizemi dnesni CR

V roce 1880 byl pstruh duhovy dovezen do Némecka, roku 1888 do Cech. Ryby z prvniho dovozu byly pre-
kiizeny dalsimi dovozy z USA, pozdéji i z Danska. Stavy v chovech byly za 2. svétové vélky zna¢né redukovany
a novym zékladem chovu se staly dovozy z Danska v letech 1946-48 (Barus a kol., 1995). Pozdéjsi populace
byly dovazeny opét z USA, Danska, Polska, Francie, Bulharska. Byly k nam dovéazeny tazné i netazné formy.

Z celkem 15 populaci pstruha duhového byla lechtitelska prace v CR itenzivné provadéna u &tyf,
z nichz byly zalozeny liniové chovy. Oznaceni ,linie” bylo do roku 2000 uzivdno zdmérné, protoze le-
gislativa pfedchazejici plemenaiskému zakonu ¢. 154/2000 Sb. neumoznovala pouzivat u ryb pojmu
Lplemena”. Tyto chovy tvoii majoritu ¢eské produkce pstruha duhového:

Pstruh duhovy mistni forma (Pd M)

Populace pochazi z prvnich povale¢nych dovozl z let 1946-7 (Flajshans a kol., 1993), v dnesni dobé
se jedna o plemeno po 25 letech selekce na uzitkové a reprodukéni vlastnosti plné adaptované na mist-
ni podminky. Vyznacuje se jarnim vytérem a vyssi odolnosti proti stresovym faktortm.

Pstruh duhovy ddnsky z roku 1966 (PdD 66; Kamloops)

Plvodné jezerni forma z jezera Kamloops na rozhrani Britské Kolumbie (Kanada) a statu Washington
(USA). Podle oznaceni populace stéla (nemigrujici) forma pstruha duhového (Flajshans a Rab, 1990;
Flajshans a kol., 1993), ktera je v CR dlouhodobé adaptovana a vyslechténa na mistni podminky. Jedna
se o pstruha s podzimnim vytérem, s vysokymi uzitkovymi vlastnostmi, vysokym stupném proslechténi,
velmi dobrou konverzi krmiva, méné odolného proti stresu (obr. 8.8.).

Pstruh duhovy ddnsky z roku 1975 (PdD 75)

Jde orychle rostouci formu s ranym jarnim vytérem, kterd je chovana po celou dobu oddélené v ¢istokrev-
ném chovu. Viytird se jiz od 10. ledna, selekci generacnich ryb vsak byla posunuta doba vytéru na biezen, coz
je vhodnéjsi vzhledem k teplotnim a klimatickym podminkam ceského pstruhaistvi. Inkubujici se jikry vyka-
zuji zvysenou odolnost vici nizsi teploté vody. Provadi se pozitivni vybér jiz od stadia Pd1. Elektroforetickou
analyzou polymorfnich proteinl byla zjisténa Cistota této populace v zZichovickém chovu a také znacna ge-
netickd odlisnost proti populacim Pd M, PdD 66. Bylo proto doporuceno chovat tuto populaci v Cisté formé.

Vsechna tato plemena jsou pouzivana k produkci a u kazdého plemene je jeho chovny nukleus sou-
¢asné udrzovan téz jako geneticky zdroj pstruha duhového.

Obr. 8.8. Generacni PdD 66 z chovu v Libéchové. Z archivu M. Flajshanse, 1983.
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Pstruh duhovy Maroko (dovezeny z Bulharska v roce 1988, PdB 88)

Jde o formu s jarnim vytérem.

Celosvétové je chovana fada plemen, linii a populaci pstruha duhového v 64 zemich (www.fao.org).
Vétsinou jsou pojmenovany podle zakladatele (napt. Donaldsonova linie), lokality plvodu (nap¥. linie
Shasta), zemé dovozu (napf. Americka, Finska populace), specifik populace (napt.,Redband’,,Palomino’,
modry pstruh, zlaty pstruh aj.) nebo lokalnim kédem (linie A1, A3). Jejich Uplny vycet je mimo moznosti
této monografie.

8.7. Sumec velky, Silurus glanis L.

Pivod a domestikace sumce velkého

Sumec velky je pdvodnim evropskym druhem, ptivodné byl rozsifen v hornich ¢astech povodi Labe
a Ryna a ve vodach vychodni Evropy, patficich k imofi Baltského, Cerného a Kaspického mote.

Slechtitelska prace u sumce velkého byla zahajena ve VURH Vodhany v roce 1993 u dvou popu-
laci: Vodnany (V) a Hodonin (H). Jedna se o populace z umélych chov(, plivodné zalozenych z au-
tochtonnich ryb povodi Labe a povodi Moravy, resp. Dunaje. Obé populace jsou geneticky odlisné
a jsou zahrnuty mezi genetické zdroje ryb. V CR je rovnéz chovan albinoticky sumec (obr. 8.9.) a zlata
(xantoricka) forma.

Obr. 8.9. Albinoticky sumec Su, zlihné Mydlovary, Rybnikdrstvi Hlubokd a.s. Z archivu M. FlajShanse, 1996.
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8.8. Plemenitba ostatnich druhii ryb

Sih severni maréna (Coregonus lavaretus maraena)

Pochézi z jezer v Pomoransku a Meklenbursku, odtud byl vysazen do dalSich némeckych jezer, do
Polska, Pobalti, Josefem Sustou byl introdukovan v 80. letech 19. stoleti z jezera Miedwie (Madiisee)
na Trebonsko.

Sih peled’(Coregonus peled)

Pochazi z jezer a velkych fek Ruska mezi Fekami Kolymou a Mezen. Byl roziifen do Svédska, Finska,
Polska, Némecka; od r. 1970 je téz v Cechach.

Mezi obéma druhy byla na podnicich Statniho rybafstvi, o.p., od roku 1971 provadéna mezidruhova
hybridizace pro zvy3enou ristovou schopnost a kvalitu masa F, kfizenc(. Stav popsali napf. Hochman
a Pendaz (1986). Dochazelo k neevidovanému nadhodnému i zamérnému kfizeni dalsich filidlnich genera-
ci, tim ke ztraté heterozniho efektu, postupné ke ztraté uzitkovosti. U prevazné vétsiny dnes chovanych
populaci v CR se jedna o mezidruhového hybrida siha marény a siha peledé n-té filidlni generace. Tito
mnohondsobni hybridi vykazuji zna¢nou morfologickou plasticitu.

V 80. a 90. letech byl provadén geneticky monitoring druhové cistoty sih(i v ¢eskych a moravskych
chovech, populace ¢istého druhu siha marény a siha peledé byla nalezena pouze v jednom hospodar-
ském chovu. V soucasné dobé je Ceské rybafstvi v Marianskych Laznich jedingym chovatelem obou ¢is-
tych druhti v CR a udrzuje je v Zivé genové bance; oba ¢isté druhy sih(i jsou zahrnuty do genetickych
zdrojl ryb.

Jesté ve druhé poloviné 90. let 20. stoleti se oba ¢isté druhy sihd volné vyskytovaly v nékolika voda-
renskych nadrzich (Flajshans a kol., 1996). Vlivem povodni v roce 1997 a dlouhodobym vlivem biomeli-
orac¢nich zasaht (vysazovani dravct) viak doslo ke zna¢nému snizeni jejich stavd.

Jeseteri

Historicky jsou na uzemi CR pavodni celkem tfi druhy jeseterd: jeseter velky, Acipenser sturio, v po-
vodi Labe; jeseter maly, A. ruthenus, a vyza velka, Huso huso, v povodi Dunaje.

Jeseter velky se celosvétové blizi k vyhynuti. Malé populace tohoto druhu jsou v Evropé chovény
ve dvou institucich (v némeckém Leibniz-Institut fiir Gewédsserdkologie und Binnenfischerei v Berliné
a ve francouzském CEMAGREF v Toulouse). Soucasna reintrodukce do némeckych a polskych fek v imo-
fi Baltického mote (Gessner a kol., 2007) je tak zaloZena na jeseteru ostrorypém, A. oxyrinchus, na z-
kladé dukazt o jeho pfirozené introgresi do baltickych populaci jesetera velkého ve stredovéku, béhem
tzv. malé doby ledové (Tiedemann a kol., 2007).

Populace ¢istych druhi jesetera malého a vyzy velké jsou v CR chovény v akvakultufe, individualné
oznackované, chranéné jako genetické zdroje a v piipadé jesetera malého pravidelné rozmnozované
umélou reprodukci. Ceské populace vyzy velké v sou¢asné dobé jesté sestavaji z pohlavné nedospélych
a cerstvé dospivajicich jedinct. Umély chov v zajeti sice znamena domestikaci se vsemi pravodnimi
znaky, je to vsak v soucasné dobé nejlepsi zndmy zpUsob, jak tyto druhy zachovat.

Na zékladé molekuldrné genetickych analyz probihd i testovani na forenzni molekularni markry pou-
zivané pro potirani ilegalniho obchodu s kaviarem (viz napt. Wuertz a kol., 2007). Casto byl také lacingjsi
kaviar dostupnéjsich druhG uméle upravovan a vydavan za drazsi kaviar vyzy.
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9.1. Uvod do problematiky

Cilem Slechtitelskych program0 v rybafstvi je, stejné jako v chovu jinych hospodaiskych zvitat, zlep-
$ovat pozadované uzitkové vlastnosti chovanych organizmi s vyuzitim zakonitosti genetiky. Slechténi
muzeme oznadit za ,genetické zlepSovani’, protoze se zaméfuje na genetickou slozku fenotypu. Pfesto
je v8ak nutno chapat slechténi jako komplexni strategii sledujici ekonomicky zajem chovatel(, a pro-
to nem(izeme opomijet podminky prostredi, které jsou v akvakultufe mnohdy limitujicim faktorem
(ptiklad 9.1.). Aplikaci Slechtitelskych program( chceme posunout primérnou hodnotu pozadova-
nych vlastnosti s kontinualni proménlivosti (napf. rist, vytéznost) pozadovanym smérem. U vlastnos-
ti s definovanymi tfidami (napf. preziti, barva masa apod.) chceme zvysit ¢etnost pozadovanych ttid
v populaci.

Priklad 9.1. Rustovy potencidl béZzného kulturniho kapra obecného je tak velky, Ze pfi dobrych pod-
minkdch prostredi (optimdini teplota, dostatek potravy a prostoru) miuze béhem jediného roku do-
sdhnout hmotnosti 1-1,5kg. Pritom uplné stejny kapr v béznych podminkdch rybnicniho hospodareni
v Ceské republice dosdhne této hmotnosti az za 2-3 roky. Podobné je to se viemi akvakulturnimi organizmy,
¢imZ se akvakultura od ostatnich chovi hospoddrskych zvitat podstatné lisi. V akvakulturnich chovech
nejsme velmi casto schopni poskytnout ty nejvhodnéjsi podminky prostredi pro riist a musime se spokojit
s témi, které mdme. Znamend to tedy, Ze bychom se neméli genetickou sloZkou fenotypu viibec zaby-
vat a zameérit se pouze na optimalizaci podminek prostredi? To urcité ne. Optimalizace podminek chovii
ve venkovnim prostredi je totiz limitovdna teplotou a kvalitou vody. V intenzivnich a uzavienych chovech
vétsinou kvalitou vody, prostorem a ekonomicnosti provozu. V akvakulture je proto nezbytné v danych
podminkdch zajistit ekonomicky prijatelné nejoptimdinéjsi prostredi a v ném aplikovat slechtitelské pro-
gramy pro maximdlni vyuziti genetickeé slozky.

Uplatrovani slechtitelskych programi v akvakultuie zacalo prakticky az pocatkem 20. stoleti, tedy
spole¢né s rozvojem oboru genetiky a teprve v poslednich nékolika desetiletich ma Slechténi v akva-
kultufe velmi vyznamnou ulohu. | chovatelé v minulosti se vsak bez znalosti genetiky zaslouzili o zlep-
$ovani uzitkovosti populaci ve srovnani s divokymi populacemi. Slechténi v akvakultufe je ve srovnani
s ostatnimi oblastmi chovu hospodafiskych zvifat pozadu, o to vice se viak v sou¢asnosti rozviji. Divo-
dem zpozdéni je skutecnost, Ze vétsi podil morskych ryb, koryst a mékkysa pro konzumaci je ziskavan
odlovem z pfirodnich zdroji mofi a ocedn(. Ve sladkovodnim rybéistvi se chov na celkové produkci
podili vice nez odlovy z volnych vod, zplsob chovu byl vSak z velké ¢asti extenzivni. Situace se ale s uby-
vanim pfirodnich zdrojd ryb v mofich a zvysovanim poptavky po rybich produktech dramaticky zménila
a produkce akvakulturnich druh(i z chov( tvofi dnes polovinu z celkové ro¢ni potreby (obr. 9.1.).
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Obr. 9.1. Vyvoj produkce (nalevo) a odlovd (napravo) Zivocisnych druhi v morské a sladkovodni akvakulture
(podle FAO, www.fao.org)

Pouzivané Slechtitelské postupy se lisi podle druhu organizmu, zplsobu hospodareni, kvantita-
tivnich vlastnosti, které chceme ménit apod. DUleZité je rovnéz stanovit si jasny cil Slechtitelského
programu, pamatovat pfitom na viechny zakonitosti (napf. ze zlepseni uzitkovosti jednoho znaku
se mUze projevit snizenim uzitkovosti znaku jiného, nebot mezi nékterymi znaky existuje negativni
korelace) a hlavné kvalifikované a co nejobjektivnéji otestovat vysledny produkt Slechtitelské prace
(podrobnosti v kapitole o testovani uzitkovosti ryb). Nejcastéjsim cilem Slechtitelské prace je jed-
noznacné zlepseni rGstovych schopnosti, zvyseni procenta preziti (u nizsich vékovych kategorii je
preziti mnohdy limitujicim faktorem), zvyseni podild jedlych ¢asti téla, zlepSeni reprodukéni schop-
nosti, zvyseni konverze krmiva, dosazeni pozadované barvy a kvality masa, télesného rdmce atd.
U ornamentalnich ryb, napf. Koi kapr(, je snaha Slechtit ryby na kvalitu a vzhled pozadovanych ba-
revnych variant.

9.2, Specifika slechtitelské prace v akvakultuie

Pfed popisem jednotlivych Slechtitelskych metod je vhodné shrnout nejdilezitéjsi specifika chovu
ryb (popf. koryst a mékkysa) v akvakulturach, protoze tato specifika odlisuji slechtitelskou praci vtomto
oboru od slechténi u jinych hospodafskych zvifat.

1) Rozmnozovaci schopnost u ryb je ve srovnani se skotem, prasaty ¢i dribezi vyrazné vyssi a po-
hybuje se fadoveé v tisicich az milionech potomkd od jediného rodicovského paru z jediného vytéru.
Tato zdanlivé vyhoda ale v minulosti vedla k tomu, Ze chovna hejna byla zaklddéna jen z nékolika rodic
a procento inbreedingu ve vétsiné soucasnych chovl je pravdépodobné velmi vysoké. Situace je tim
horsi, ¢im delsi je historie chovu a domestikace daného druhu. Prikladem muze byt napf. kapr obecny
jako nejdéle chovany druh ryby. Nejnovéjsi populacni studie naznacuji, ze geneticka variabilita u kultur-
nich plemen ¢i linii kapra je mnohem nizsi nez u divokych populaci. Podobné je tomu i u jinych druht
ryb. V posledni dobé je také znat ubytek reprodukéni schopnosti, coz mlze byt zptsobeno inbredni
depresi. Situace u lososovitych ryb je pfiznivé;jsi diky jejich az 20krét nizsi plodnosti.

2) Preziti ryb ze stadia plidku do trzni ¢i reprodukeni velikosti je ve srovnani s jinymi hospodar-
skymi zvitaty velmi nizké. V rybni¢nich chovech nedosahuje kumulativni preziti ryb zpravidla vice nez

20%, v intenzivnich chovech lososovitych ryb ¢ini preziti 50-80%. Tato situace komplikuje testovani
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vyslechténych skupin, nebot je nezbytné zacinat s vétsim poctem ryb. Pfi selek¢nich programech ztra-
cime mnoho selektovanych ryb a tim i Zddoucich fenoptypl a je nezbytné selektovat vétsi mnozstvi
ryb, abychom v reprodukénim véku méli pozadovanou efektivni velikost populace. Rovnéz preziti ryb
pouzivanych k umélé reprodukci je velmi variabilni a nékteré druhy po reprodukci hynou pfirozené.
V rybni¢nich chovech neméme o generacnich rybach zadné informace az do doby jejich dalsiho prelo-
veni. Proto v rybni¢nich chovech nevyhledavédme vykonné jedince, ale zaméfujeme se na celé populace
(generac¢ni hejna).

3) Podminky prostiedi mohou vyrazné vylepsit i zhorsit uzitkové vlastnosti zejména rust, prezi-
ti, plodnost apod. Nékolik pfipadd bylo zminéno v pfedchozim textu. Vliv prostiedi u savcl a pta-
k& neni diky jejich teplokrevnosti tak vysoky, navic se tato zvifata chovaji za jasné definovanych
podminek (vyziva, teplota apod.). Situace ve venkovnich chovech a tam, kde ryby vyr(staji z ¢asti
na pfirozené potravé dané produktivitou vodnich ekosystému, je o to horsi. Rybniky, i kdyz lezi vedle
sebe, jsou kazdy sam o sobé specifickym ekosystémem s mnoha proménnymi, a proto se podminky
prostiedi v kazdém z nich mohou velmi lisit. Chovame-li geneticky odlisné skupiny ryb v oddéle-
nych rybnicich, nejsme schopni kvantifikovat, jak se konkrétni podminky prostredi v jednotlivych
rybnicich promitly do vysledné fenotypové variance. Jedinym vychodiskem je provadét korekci fe-
notypovych hodnot.

4) Velikost pocatecnich vyvojovych stadii ryb pfi zahdjeni testovani je tak mald (nékolik mm
az cm), ze neni mozno efektivné jedince individudlné ani skupinové oznacit. Pfi oddéleném chovu,
zvlasté v rybnicich, se potykdme s odlisnymi podminkami prostredi, jak bylo vysvétleno v bodé 3
a mnohdy nejsme schopni zajistit pro pozadovany pocet skupin (sourozencd, polosourozencd) ryb-
ni¢ni fond. Napf. pii plném faktoridlnim kfizeni 10 otcli s 10 matkami ziskdme 100 rodin, tzn. Ze by-
chom potiebovali 100 inkubacnich lahvi, kolibek a rybnikd do doby mozného individudlniho znaceni.
Navic individualni znacky jsou velmi drahé (vétsinou nelze pouzit obdobné typy znacek pouzivané
u skotu, prasat ¢i drlibeze) a vezmeme-li v Uvahu procento preziti ryb, je takovéto znaceni vétsinou
ekonomicky neudnosné. Proto se vétSinou porovnavaji jen skupiny, napf. hybrid A s hybridem B, ¢i
potomci selektovanych rodi¢t vici neselektovanym apod. To viak znamenda rozmnozovat velky pocet
rodi¢ovskych pard, aby potomstvo bylo odrazem celé vyslechténé populace a ne jen nékolika jedin-
cll. U testovanych jedincd nezndme ale jejich rodice, protoze z vyse popsanych ddvodl se vsichni
sourozenci jedné skupiny chovaji ve spole¢né skupiné. Pokud neprovadime dialelni kfizeni, nejsme
schopni pro kazdou skupinu vycislit jednotlivé slozky fenotypové variance. Vysledky se tedy po ko-
rekci fenotypl na podminky prostfedi omezuji na zjisténi, zda je skupina A prikazné lepsi v uzitko-
vosti nez skupina B.

5) Vedeni rodokmen je v chovech ryb zpravidla ekonomicky netinosné. Narazi to na nemoznost
oznaceni potomstva v pocatecnim vyvojovém stadiu a na nedostatek odchovnych ploch pro oddélené
drzeni potomstva po konkrétnim rodi¢ovském paru do doby mozného individudlniho oznaceni. P¥i od-
déleném chovu, mzeme-li si jej dovolit, se zase potykdme s odliSnymi podminkami prostiedi. Nejuzi-
tecnéjsi metodou je pouzivani molekuldrné genetickych metod, které umoznuji s vyuzitim rdznych ge-
netickych markert pfifadit jedince k pfislusnému rodi¢ovskému paru. Viechny jedince mizeme drzet
vjednotnych podminkach smésnych obsadeka ke stanoveniplvodunamstacizpotomkaa potencidlnich
rodi¢t odebrat 1 cm? ploutevni tkané. Usp&snost pFifazeni jedincl k jedinému rodi¢ovskému péru se
dle pouzité metody pohybuje na trovni 80-99 %. Bohuzel naklady na tato stanoveni jsou pro bézné
chovatele netinosné.
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6) Vhodny rybnicni fond pro testovani a chov plemennych ryb je omezeny. Jiz bylo zminéno, Ze pro
testovani velkého mnozstvi skupin neni dostatek mensich rybnicnich ploch, pfipoc¢teme-li nutnost opa-
kovani pro kazdou z testovanych skupin kvli odliSnosti podminek prostredi, dostdvdme se na potrebu
desitek rybnikd pro jeden test. Také pro obnovu stavli plemennych ryb (linie, plemene apod.) potiebu-
jeme zvlastni rybnicni plochu, protoze nejsme schopni oznacit vackovy plidek ryb. Identifikace s vyu-
zitim molekuldrnich metod je ekonomicky nedinosnd. Plemenné ryby potiebuji vétsi prostor a rodny
rybnik, ktery mnohdy chybi, a proto se plemenné ryby chovaji s trzni rybou. Mame-li velké mnozstvi
plemen ¢i linii, mdzeme chovat vice skupin pohromadé. Pfi omezeném rybni¢nim fondu jsou ale ¢asto
generacni ryby ve velmi zhusténych obsddkéach nebo drzime nizsi pocty ryb. Pomérné ¢asny projev
inbredni deprese u plemennych ryb je vysoce pravdépodobny.

7) Délka generacniho intervalu, tedy primérny vék rodicud pfi narozeni jejich prvniho potomstva, je
u nékterych ryb mnohonésobné delsi nez u ostatnich hospodafiskych zvitat. Tento faktor vysoce zavisi
na podminkach prostredi (zejména teploté) a vyzivé. V nasich klimatickych podminkach se napt. samci
kapra obecného pouzivaji poprvé zpravidla ve véku 4 let, ale je mozno vyuzit i ryby ve véku 2 let (ve treti
vegetacni sezdné). Samice dospivaji ve véku 4 az 5 let. U ostatnich rybni¢nich druht ryb je situace ob-
dobna. Pozdéji dospivaji amur a tolstolobici (7-8 let), jesetefi zpravidla az ve véku 8-15 let. Tyto skute¢-
nosti velmi omezuji $lechtitelskou préci.

Zavérem je nezbytné opét zdlraznit, Ze zdkladem pfi provadéni vsech selek¢nich programi a na-
sledném testovani novych (vykonnéjsich) populaci je zvolit vhodny experimentalni model, ktery
umozni korekci zjisténych fenotypovych hodnot vzhledem k neodhadnutelnym proménnym a ktery
bude zarukou objektivniho vysledku. Neznalost téchto skutec¢nosti ¢i nemoznost identifikace plvodu
potomstva pouzitim molekuldrnich metod vedly v minulosti ¢asto ke Spatnym interpretacim vysledk
(Vandeputte, 2003).

9.3. Cistokrevna plemenitba

Pokud provadime rozmnozovani jedincli pouze v rdamci daného plemene, linie, populace apod., ho-
vofime o Cistokrevné plemenitbé. Pfi Cistokrevné plemenitbé spoléhame na aditivni slozku genetické
variance, a proto je tato plemenitba zdkladem pfi provadéni dlouhodobych selekénich program, kdy
muzeme vybérem po mnoho generaci postupné vylepsovat geneticky potencial pozadovanych kvan-
titativnich znakd, a to jak u plemennych ryb, tak u ryb uréenych ke konzumaci. Cistokrevna plemenitba
je zakladni Slechtitelska metoda, a protoze v akvakultufe prevladaji Slechtitelské programy zamérené
na selekci, je i metodou nejpouzivanéjsi.

Cistokrevna plemenitba se pouziva pfi obnové viech generaénich hejn (plemennych ryb) v rdmci
daného plemene, linie, populace, i pro produkci uzitkovych obsadek bez ndvaznosti na jiné Slechtitelské
metody. Pfi obnové stavli plemennych ryb pouzivanych pro produkci uzitkovych populaci ¢i jako gene-
tické zdroje rozsitujici genetickou rozmanitost v ramci druhu je potieba zabranit pfibuzenské plemenit-
bé vedouci k inbreedingu. Z tohoto ddivodu je potieba v rdmci kazdého genera¢niho hejna zachovavat
pozadovanou minimalni velikost populace, a pokud v dané populaci neaplikujeme selekéni postupy,
je vhodné doplnovat v urcitych ¢asovych intervalech generacni hejna plemennych ryb novymi jedinci
stejného plemene ¢i linie z jinych chovd.
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9.4. K¥izeni (hybridizace)

Ktizeni je dobfe znama metoda genetického zlep3ovani. Kfizenim rozumime vzdjemné pareni mezi
druhy, plemeny, populacemi ¢i liniemi. Hlavnim dlvodem pouzivani kfizeni ve Slechtitelské praci
je vyuziti neaditivni slozky genetické variance, kterd pfi kfizeni vzdalenych genotypl muze zpUsobit
heterézni efekt - heterézu (viz kapitola 5.4.). Vysledna fenotypova hodnota kiizenct (hybridd) je viak
i vysledkem plsobeni aditivni genetické variance. Z chovatelského hlediska nas ale nejvice zajima, zda
je uzitkovost hybrida v porovnani s jeho rodici lepsi. Vliv podilu jednotlivych slozek na fenotypové vari-
anci je podruzny.

U vétsiny druht ryb neni kiizeni bézné pouzivanou metodou. Mezidruhové kiizeni az na vyjimky
nenaslo v akvakulture praktické uplatnéni. Zpravidla se provadi ktizeni v rdmci druh( na drovni
plemen, linii ¢i populaci. Vysledky kfizeni jsou tim uc¢innéjsi, ¢im rozdilnéjsi a geneticky vzdale-
néjsi jsou kiizené skupiny ryb. Miru genetické vzdalenosti mezi skupinami ryb mohou indikovat
morfologicko-biometrické ukazatele, nejefektivnéjsi je viak vyuzivani populacnich studii s vyu-
Zitim metod molekularni biologie. Na zakladé polymorfizmu alozym, mikrosatelitnich markerd,
mtDNA, ¢i jinych genli mGzeme konstruovat stromy genetickych vzdélenosti jednotlivych plemen
¢i populaci a prednostné vybirat ke kiizeni nejvzdalenéjsi skupiny. Nejvétsi uplatnéni naslo k¥izeni
u kapra obecného, kde je u hybridd heterézni efekt bézny, ale ne univerzalni fenomén (Wohlfarth,
1993). Heterdzni efekt byva bohuzel omezen zpravidla jen na F, generaci, coz omezuje pouzivani
této metody predevsim k produkci uzitkovych hybridd. Kfizeni mGze slouzit také jako néstroj pro
vznik novych linii.

9.4.1. Mezidruhovad hybridizace

Mezidruhova hybridizace se provadi u pfibuznych druht ryb, protoze ¢im jsou si druhy vzdélenéjsi,
tim mensi je pravdépodobnost, Ze potomstvo bude Zivotaschopné. Uspéch pfi mezidruhovém kizeni
zavisi hodné na homologicité chromozomovych pard (shodé ve velikosti a tvaru chromozom a kom-
plementarité pfislusnych alelickych part) po splynuti haploidnich jader sam¢i a samic¢i gamety. Na-
sledkem nelplné homologicity chromozomovych pard jsou mezidruhovi hybridi neplodni nebo maji
omezenou plodnost. Velmi ¢asto vznikaji také spontanni polyploidni jedinci, a proto se mezidruhova
hybridizace stala nastrojem k indukci a studiu polyploidie.
zaznamenani triploidni jedinci. Triploidie byla pravdépodobné indukovana spontdnnim zadrzenim
sekundarniho polového téliska. RovnéZ polovina ryb vzniklych kfizenim samic F, generace hybrida
mezi karasem stiibfitym a kaprem obecnym se samci kapra obecného byla triploidni. Jikry hybrida
karase stiibfitého a kapra obecného oplozené inaktivovanou spermii daly vznik normalni diploidni
druhy se objevovali allotriploidni potomci, protoze samice mezidruhového hybrida produkovaly jikry
s diploidni sadou chromozom (Emelyanova a Cherfas, 1980). Navic Gomelsky a kol. (1985, 1988)
demonstrovali u stejného mezidruhového hybrida, Ze maskulinizované jikernacky byly na rozdil
od normalnich samcl plodné a produkovaly diploidni pohlavni buriky (spermie). Kfizenim téchto
maskulinizovanych samic s normalnimi hybridnimi samicemi autofi ziskali allotetraploidni populaci
a tito tetraploidi produkovali diploidni pohlavni buriky. Liu a kol. (2001) vyprodukovali tetraploidni
populaci hybrida mezi zlatou formou karasa stfibfitého a kapra obecného. V tomto pfipadé vznikla
tetraploidni populace kfizenim jedincl F, populace zminénych hybridd, ktefi produkovali pohlavni
bunky s neredukovanym genomem.
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Testovani uzitkovosti mezidruhovych hybrid{ ukézalo, Ze uzitkovost hybridl ve vétsiné pripadl ne-
presahla uzitkovost lepsiho z rodicd. Snad jediné praktické uplatnéni ma v soucasné dobé hybridizace
mezi tlamouny (tilapiemi). V Izraeli k¥izenim druhi Oreochromis niloticus a O. aureus ziskali témé¥
celosamdi (all-male) populaci, kterd vykazuje lepsi rlistové vlastnosti. U tlamount rostou totiz samci
rychleji nez samice (Gjedrem, 2005).

9.4.2. Dialelni kf¥izeni

Pod timto ndzvem se rozumi zaloZeni viech moznych hybridnich kombinaci testovanych skupin (linii,
plemen) mezi rodi¢ovskymi a matefskymi jedinci. Tento zpUsob kfizeni je nejvyhodnéjsi, protoze zjisti-
me uzitkovost viech skupin pfi jediném testu a pfi statistickém vyhodnoceni jsme schopni zjistit podil
jednotlivych slozek fenotypové proménlivosti sledovanych znaka. Jelikoz pfi této metodé vznika velké
mnozstvi testovanych skupin, je omezena kapacitou testovaciho zafizeni. Dialelni kfiZzeni se ¢asto pou-
zivd i pfi zakladani vychozich (syntetickych) populaci pred zahajenim selekéniho programu.

Prikladem dialelniho kfizeni je projekt GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapia) u tlamouna nil-
ského (tilapie) zaméreny na genetické zlepseni chovanych tilapii Pro tyto ucely byly dialelné kfizeny
4 asijské a 4 africké linie (8 x 8 = 64 skupin) za Ucelem porovnani rlistu a preziti. Vysledky pozorovaného
heter6zniho efektu jsou zndzornény v tab. 9.1. (Bentsen a kol., 1998).

Tab. 9. 1. schéma dialelniho kiizeni 8 linii tlamouna nilského (Oreochromis niloticus) s vyjddrenim primémého
heterézniho efektu (v %) u hmotnosti v trzni velikosti. Podle Bentsen a kol. (1998).

Otcovské Mateiské linie

linie E2 Gh Ke Se Is Si Th Tw
E2 - 38 99 11,6 93 3,1 9,5 5,7
Gh 4,0 - -1,5 104 2,6 39 14,0 37
Ke 10,6 -1,5 - -0,8 438 1.9 5,6 1,6
Se 12,3 10,3 -0,8 - 63 03 2,8 0,0
Is 10,4 2,8 4,9 6,7 - 0,6 7,0 04
Si 2,8 3,5 17 0,2 04 - 58 2,5
Th 10,0 13,7 54 2,7 6,5 6,0 - -5,2
Tw 6,0 38 17 0,1 03 2,8 58 -
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V Ceské republice bylo provadéno dialelni kfizeni pfedevsim u plemen kapra obecného. U testu ma-
darské a vodnanské linie prokazovali hybridni populace statisticky vyznamné vyssi rlst a ve finalnim
produktu dosahli tito jedinci o 10-15 % vys3si hmotnost oproti ¢istym liniim. U filet(l byla zjisténa vyssi
vytéznost o 1-2,3 % a byl prokazan i rozdil v profilové tvorbé filetu (Smisek, 1979). Pfi tomto testovani
nebyly bohuzel v minulosti zohlednény odlisné podminky prostfedi.

Jiny test trvajici 4 roky byl zaméren na hodnoceni uzitkovosti nasledujicich skupin: 1) kapr ropsinsky
(Rop), 2) synteticka linie (C435), 3) jihocesky lysy kapr (BV) a 4) Koi kapr. Vysledky prokazaly vliv kfizenct
na zivou vys$si hmotnost (P = 0,0005) i na hmotnost opracovaného téla (P = 0,0033). Vliv hybrid{i na vy-
téZnost jedlych ¢asti téla nebyl prokazén (P =0,1219) (Gela a Linhart, 2000).

V Polsku byla testovana uzitkovost hybridd pfi dialelnim kfizeni dvou madarskych linii s oznacenim
W a T a polské vyslechténé linie s oznacenim (3). Chov ryb probihal v malych zemnich rybnicich o vy-
méfe 120 m? s nékolikerym opakovénim oddélené podle linie s kontrolni skupinou ryb v kazdém ryb-
nice pro korekci skute¢nych dosazenych hmotnosti. U kiizencl byl pozorovan heterézni efekt u preziti
a konverze predkladaného krmiva, u rlstu byla heteréza nizkd nebo zadna (tab. 9.2.). Vysledky ukazaly,
Ze heterodzni efekt se projevil zejména za stavu horsich Zivotnich podminek, kdy se zlepsila produkce ryb
z jednoho hektaru rybni¢ni plochy, a to diky vyssimu preziti a konverzi krmiva (Bialowas, 1991).

Tab. 9.2. Heter6zni efekt kiizenct vyjddreny v procentech celkové priimémé hmotnosti rodicovskych populaci (Bialowas, 1991).

Kfizenec  Ristovy pomér Preziti Konverze krmiva Produkce ryb z ha
rybni¢ni plochy
G B G B G B G B
3xT 95,5 120,7 162,7 210,9 143,7 193,4 134,7 174,2
3xW 100,1 100,8 150,9 1854 137,2 158,6 126,9 139,6
TxW 81,3 1324 1274 133,2 160,7 153,0 106,0 152,7
Wx3 107,7 137,9 117,5 233,5 122,9 252,5 114,9 222,2
WXxT 101,9 132,4 140,6 154,8 132,7 174,7 131,3 174,0

G - rybniky v komplexu Golysz; B - rybniky v komplexu Byczki

Vyraznéjsi projev heterézniho efektu za zhorsenych Zivotnich podminek byl pozorovan také v Izraeli
pfi 73 rGznych srovnanich hybrid( kapra obecného. Ve 47 piipadech byla uzitkovost kfizencd v rdstu
vyssi nez u lepsiho z obou rodicd, u 15 byl rozdil statisticky prikazny. Pfi srovnani uzitkovosti kiizenct
ve vztahu k priimérné uzitkovosti obou rodicovskych plemen byli kiizenci ve viech 28 pfipadech vykon-
néjsi a ve 22 pfipadech i statisticky (Wohlfarth, 1993).

9.4.3. Vrcholové krizeni

Pri tomto typu kfizeni pouzijeme jednu skupinu (linii, plemeno) jako vychozi a na ni kiizime jiné tes-
tované linie. RozliSujeme vrcholové kfizeni s matefskou dédicnosti (vychozi linie je na otcovské pozi-
ci) ¢i otcovskou dédicnosti (vychozi linie je na matefské pozici). Tento zpUsob kfizeni je hojné vyuzivan
pfi testovani kapra obecného a lina obecného v Ceské republice. Z praktickych diivodd se téméF vyhrad-
né vyuziva vrcholové kfizeni s otcovskou dédi¢nosti, kdy na samice jedné skupiny (plemena, linie) kfizi-
me nékolik rlznych skupin samct. Vyhodou tohoto kfiZeni je, Ze pfi mensim poctu odchovnych ploch
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mUzeme otestovat vice otcovskych skupin a tento typ kfizeni zapada lépe do strategie rybaiskych pod-
nik{. Rybarské podniky, které se spoléhaji na ziskavani vackového plidku z reprodukce vlastnich ryb,
vyuzivaji velmi ¢asto jen jednu skupinu (linii, plemeno) lysého kapra a jednu skupinu kapra Supinatého
jako zadkladni. Ke kazdé skupiné (linii, plemeni) pak hledaji dalsi pro produkci uzitkovych hybridud s lepsi
vykonnosti. Pouzitim vrcholového kiizeni jsou schopni v jednom testu otestovat vice potenciélnich sku-
pin, protoze dostupnych linii ¢i plemen kapra je velky pocet.

| pfi vrcholovém kfizeni je vhodné spoléhat se pfi vybéru hybrid( k testovani na vysledky populacnich
studii s vyuzitim metod molekuldrni biologie a prednostné vybirat ty populace, které jsou geneticky nej-
vzdalenéjsi. Z tohoto ohledu se pii tvorbé Supinatych kiizencl velmi osvédcilo plemeno Ropsinského
kapra (Rop) nebo Amurského sazana (AS). Pii kiizeni téchto plemen, kterd jsou zpravidla na materské
pozici s plemeny evropskymi, ziskdme hybrida se stabilnéjsim prezitim, dobrym rdstem a vyssi odol-
nosti vi¢i nemocem a nepfiznivym zimnim podminkam. Tento hybridni efekt je pricitan vétsi genetické
vzdalenosti, nebot plemeno AS je plvodni divoka forma z dédlného vychodu a dle vysledkl popula¢-
nich analyz patfi do skupiny Cyprinus carpio haematopterus, zatimco evropska plemena do skupiny
C. c. carpio. Kapr Ropsinsky je kulturni forma kapra vyslechténa v Rusku a patfi mezi evropska pleme-
na, ale nese v sobé geny Amurského sazana. AS a Rop se také od norméalnich evropskych plemen odlisuji
stavbou téla, protoze maji vyrazné protahly tvar s vysokym indexem Sirokohtbetosti (IS).

Vysledky vrcholového kizeni provadéné v CR pravidelné od devadesatych let 20. stoleti potvrzuji,
ze heterdzni efekt rdstu neni u hybrid( pravidlem. Ve vétsiné pfipadll nejsou ale hybridi vyrazné horsi
nez cistd linie (plemeno) a v fadé pfipadu je jejich rlst i prikazné lepsi. U preziti vykazuji hybridi skoro
vzdy vyrovnanéjsi hodnoty, tzn. ze preziti hybrid( nekolisa tak vyrazné v zavislosti na konkrétnich pod-
minkach prostiedi. Tento stabilizujici prvek prezZiti je zejména v prvnim roce Zivota (vegetacni sezéna
i pfezimovani) velmi cenény a je vyssi zarukou dostate¢ného poctu nasad pro dalsi obdobi. Stejné jako
obdobi. Vzhledem k velké zavislosti rybni¢niho hospodareni na podminkach prostiedi se vyuzivani
krizeni k produkci finalnich (trznich) obsadek doporucuje. Nemélo by se ale zapominat na pravidelné
a opakované testovani pouzivanych hybridd.

9.4.4. Reprodukéni (kombinacni) krizeni

Reprodukéni kiizeni je vicendsobné kiizeni, kdy postupné kiizime dvou az tii liniové hybridy s ostat-
nimi plemeny ¢i liniemi a vysledkem jsou tfi, ¢tyf i vice liniovi (plemenni) kfizenci. Mnohdy se vyuziva
i zpétného kfizeni, kdy je hybrid nakfizen zpét na jednu z rodi¢ovskych skupin (plemen, linii). Timto
krizenim ziskdvdme populace, které po aplikaci selekce, popt. inbredizace, mohou dat vzniknout novym
plemendim, syntetickym liniim ¢i ucelovym hybriddim. Déle je pak mlZzeme obnovovat ¢istokrevnou
plemenitbou nebo pouzit v dalsi plemenéaiské praci, napf. v selekénich programech (Bakos, 1979). Re-
produkéni kiizeni je ve Slechténi hospodarskych zvifat hojné vyuzivanou metodou, v chovu ryb se pou-
zivaji zpravidla maximalné ttiliniovi hybridi. U vétsiny druh( akvakulturnich organizm se reprodukéni
kfizeni nepouziva (Gjedrem, 2005), ale u kapra obecného nasla tato metoda své uplatnéni.

V Madarsku byly v letech 1977 a 1978 touto metodou vyslechténi dva novi tfiliniovi hybridi s ozna¢enim
215 a P31. Zékladem pro né byly plvodni madarské linie shromazdéné z rliznych ¢asti statu. Lysy hybrid
(linie) s oznacenim 215 vykazuje o 20 % vyssi produktivitu nez tradi¢ni madarské linie. Heterozygotni Supi-
podminky chovu. Jesté v nedavné dobé bylo 80% chovd v Madarsku zaméfeno na produkci téchto dvou
hybrid@ (Bakos, 1990). V Rusku takto vznikl ve 30. letech kapr Ropsinsky (Rop) a kapr ukrajinsky Supinaty
(UKR), v Ceské republice lysé linie C434 a C435 ¢i jihocesky lysec (BV) (Pokorny a kol., 1995).
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Velmi ucelné je pouzit kombinacni kfizeni pfi dovozu plemen (linii, populaci) z jinych zemi. Nové do-
vezené populace jsou zpravidla vice geneticky vzdéalené od mistnich plemen (linii), kterd jsou mnohdy
v dtsledku dlouhé izolace nachylna k inbredni depresi vedouci ke snizeni rlstu a odolnosti (Wohlfarth
a kol., 1986). Kfizenim dovezenych populaci na mistni inbredni populace je mozno ziskat hybrida s dob-
rymi uzitkovymi vlastnostmi. Takto vznikl napt. v roce 1989 dvou liniovy Supinaty hybrid madarské linie
a amurského divokého kapra zvany P34 (Bakos a Gorda, 1995).

Reprodukeni kiizeni je vyuzitelné k produkci lysych linii kapra obecného, které nesou geny divokych
$upinatych populaci kapr. U¢elem je dosazeni vy3si odolnosti vii¢i nemocem a stresu, popfipadé vyssiho
rQstu. Tyto linie dale rozmnozujeme cistokrevné nebo je kfizime s jinymi liniemi (plemeny, populacemi)
s o¢ekavanim vyznamného heterézniho efektu. Zuslechtovani lysych plemen geny divokych kapra pro-
biha tak, ze zkiizime vybrané divoké Supinaté plemeno s vybranym lysym plemenem. Znak pro pIné osu-
peni je dominantni, proto v F, generaci ziskame 3upinaté heterozygotni potomstvo. Vzajemnym kFizenim
jedincl F, generace ziskame generaci F, s 25% podilem lysych ryb s geny Supinatych divokych kaprd. Tyto
ryby selektujeme a déle udrzujeme cistokrevnou plemenitbou. Timto zplsobem vznikl v letech 1987 az
1992 v CR seversky lysec (M72), ktery nese geny Ropsinského kapra (Pokorny a kol., 1995). Linie M72 je
v soucasné dobé v CR jednou z nejpouzivanéjsich linii. Na 3lechtitelské stanici VURH JU byla podobnym
zpUsobem v letech 1999 az 2004 ziskéna linie oznac¢ovana jako amursky lysec (AL). Vznik linie AL je graficky
zndzornén na obr. 9.2. Obdobnym zplsobem ale s vyuZitim plemene Pohotelického lysce vznikla dalsi linie
s geny amurského sazana v letech 2003 az 2006 na podniku Rybnikafstvi Pohorelice a.s.

SSnn

AS

Ssnn Ssnn

HSM x AS HSM x AS

SSnn Ssnn

25% 50% 25%
HSM x AS

Obr. 9.2. schéma vzniku linie oznacované jako amursky lysec (AL). HSM — madarskd syntetickd linie; AS — Amursky sazan,
P, —materskd linie, P, otcovskd linie, ssnn — genotyp pro lysé osupeni, SSnn a Ssnn — genotyp pro Supinaté oSupent. llustrace
ryb Pavla Hanusovd (kapr obecny lysy, amursky sazan), Lucie Mrdzovd (kapr obecny supinaty).
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9.4.5. Souhrn a vysledky dosazené pfi ktizeni ve slechtitelskych programech

Pfedstavme si, Ze mame ctyfi plemena jakéhokoliv druhu ryby s oznacenim A, B, C a D. Jednotlivé
priklady k¥izeni popsané v predchozich kapitolach mlzeme graficky vyjadfit na obr. 9.3.

Jiz bylo feceno, Ze u kapra obecného ma vyuziti heterézniho efektu u rdstu, preziti, odolnosti vici
chorobdm ¢i chladné vodé velky vyznam. Vyskyt heter6zniho efektu byl u rdznych hybridd domestiko-
vaného i divokého kapra z Evropy, Ruska, Ciny a Japonska opakované popisovan (Hulata, 1995). Vysled-
ky z Izraele za vice nez dvé desetileti ukazuji, Ze pozitivni heterézni efekt na rlist u kapra je bézny, ale ne
univerzalni jev. To potvrzuji i zjisténi z Ceské republiky, kdy byl pfi testovani pfes 100 rdznych hybridnich
kombinaci zaznamenan vyznamny heterdzni efekt jen u 10% hybrid? (Pokorny, 1996). Bylo také zjisté-
no, Ze heterdzni efekt je vyraznéjsi u mladsich vékovych kategorii, s vékem a rdstem ryb se vyse hete-
rézniho efektu snizuje. Experimenty provadéné v 80. letech 20. stoleti na testovaci stanici v Milevsku
u mistnich a dovezenych linii kapra obecného a jejich hybrid{ ukazaly, ze v porovnani' s plvodnimi po-
pulacemi ze 70. let dosahuji Supinaté kombinace 3-6krat vyssiho preziti (u K -1 30-65%, u K, 95-99%),
zvySeného prirtstku hmotnosti o 7-15% a pfiznivéjsi vytéZznost masa o 4-8 %. V tomto pfipadé je vsak
potieba zdliraznit moznost Spatné interpretovanych vysledkl z divodu chybného modelu testovani
bez kontrolni skupiny ryb nebo dostate¢ného opakovani.

I. Dialelni kFrizeni I1l. Kombinacni kfizeni
P, P, P,
Als | c |bD B D
A | AxA | AxB | AXC | AXD P, A |AB F | [P ClOD F
o B |BxA|BxB|BXC |BxD \ /
"¢ |cxa | oxB|oxc |oxp -
D | DxA | DxB | DxC | DxD !
CxD
F AxB)x(CxD) F
I1. Vrcholové k¥izeni | 1 AxB (D) F, |
PZ
Als | c|obD
P, A |AxA | AxB|AxC|AxD F,

Obr. 9.3. schématické zndzoméni riznych typti kiizeni v rdmci druhu u plemen A, B, Ca D,

U lososovitych ryb bylo zjisténo, ze ve vétsiné piipadd hybridi vykazovali uzitkovost na trovni pru-
méru uzitkovosti rodicovskych populaci nebo srovnatelnou uzitkovost s lepsi rodi¢ovskou populaci
(Chevassus, 1979). Ani mezidruhovi kfizenci ¢tyf lososovitych druhd — lososa obecného, pstruha obec-
ného, sivena a moriské formy pstruha nevykazali lepsi uzitkovost nez nejvétsi z rodich (losos obecny).
Srovnavani uzitkovosti kiizencl u péti linii lososa obecného chovanych v Norsku také nevedlo k vy-
znamnému heter6znimu efektu u ristu a preziti (Gjerde a Refstie, 1984). Naproti tomu u hybridd pstruha
duhového byl v nékterych pripadech zaznamendan vyznamny heterézni efekt u dosazené télesné hmot-
nosti (Gall, 1975; Ayles a Baker, 1983).
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U jiz zminéného programu GIFT u tlamovce nilského vykazalo 22 kfizencd vyznamny heterézni efekt,
ale jen u 7 z nich byla primérna uzitkovost v dosazené télesné hmotnosti vyssi nez u vykonnéjsi rodi-
¢ovské populace, a to maximalné o 11%. Zéroven bylo zjisténo, Ze podil neaditivni slozky genetické
variance byl nizsi nez aditivni slozky (Bentsen a kol., 1998).

ny heterézni efekt (Benzie a kol., 1995). Pfi srovnavani vysledkl z kiizeni napfi¢ viemi zivocisnymi druhy
chovanymi v akvakulture bylo zjisténo, Ze hybridi vétsinou vykazovali uzitkovost rovnajici se priimérné
hodnoté uzitkovosti obou rodicli a jen méné nez 1% hybridd naslo komer¢ni vyuziti.

9.5. Selekce

Selekce (vybér) je jednou z hlavnich evolu¢nich sil ve viech biologickych systémech a zaroven i na-
stroj pro cileného zlep3ovéni pozadovanych vlastnosti. U¢inkem selekce dochazi ke zménam &etnosti
gend i genotyptl v populaci. Cetnosti geni & genotyp(i s pozitivnim vlivem na vlastnost, ktera je ovliv-
néna selekci, se zvysuji a naopak ¢etnosti genli a genotypu s nepfiznivym Gc¢inkem na znak ovlivnény
selekci se snizuji (Gjedrem, 2005). Pokud jsou selekci vystaveny kvalitativni znaky, mizeme v populaci
pozorovat pfimo zménu ve frekvencich alel a genotypt. U kvantitativnich znakl se na vysledném pro-
jevu podili velké mnozstvi genl nezndmého poctu, a jak bylo feceno v predchozim textu, maji kvanti-
tativni znaky v populaci kontinudlni proménlivost. Proto pfi selekci na kvantitativni znaky pozorujeme
v populaci posun priimérné hodnoty fenotypu daného znaku ve sméru selekce. V akvakulture provadi-
me selekci zpravidla jen u znakd kvantitativni povahy.

9.5.1. Prirodni selekce

Podil potomkll vyprodukovanych jednim genotypem ve srovnadni s genotypem jinym se nazyva
fitness (adaptivni hodnota nebo téz relativni reprodukéni zdatnost) a praveé fitness je ,znakem®,
na ktery je provadéna pfirodni selekce. Jedinci, ktefi maji za danych okolnosti nejvyssi fitness, budou
produkovat vétsi mnozstvi potomstva s vy$sim piezitim nez jedinci s nizsim fitness. Vysledkem pfirodni
selekce po mnoho generaci je vytvoreni populace adaptované na dané pfirodni podminky. Pokud se
zméni podminky prostiedi, mlZe se zménit i fitness pfislusného genotypu; pokud jsou véak zmény pro-
stredirychlejsi nez ucinek pfirodni selekce na adaptibilitu k novym podminkdm, maze pfislusna popula-
ce zaniknout (Falconer a Mackay, 1996). Nedostatec¢ny ucinek pfirodni selekce na populace lososovitych
ryb je popsén na pfikladu 9.2.

Priklad 9.2. V jiznim Norsku se za poslednich nékolik desetileti sniZilo Gicinkem kyselych destti pH vody
v fekdch a jezerech pod hladinu tolerance lososovitych ryb (pH < 5). Zjistilo se, Ze odolnost viici pH vyka-
zuje u ryb heritabilitu na drovni 0,09-0,33, a Ze adaptace na nizsi pH je mozZnd. BohuZel okyseleni vody
probéhlo prilis rychle na to, aby tlak pfirodni selekce stacil mistni populace na nové podminky adaptovat.
Vysledkem nepriznivého tcinku kyselych desti byl rozsdhly tbytek populaci lososovitych ryb ve stovkdch
norskych jezer (Gjedrem, 2005).
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9.5.2. Uméld selekce

Uméla selekce je provadéna lidskou silou pfi Slechténi ryb za i¢elem zmény vybraného znaku (vybranych
znakU) v pozadovaném sméru. Z populace vybirdme na zakladé zjisténych fenotypovych hodnot (zmérenim,
zvazenim, vypoctem) jen ty jedince, ktefi spadaji do pozadovaného intervalu. Vybrané jedince pouzijeme
jako rodicovskou populaci pro dalsi generaci. Nesmime ale zapominat, Ze pfi provadéni umélé selekce plso-
bi na populace i pfirodni selekce, kterd muze v nékterych pfipadech puisobit v Gplné opacném sméru.

Pfi umélé selekci rozliSujeme tii zakladni typy selekce (obr. 9.4.):

1) stabilizujici (stabiliza¢ni, dostrediva, centripetdlni) selekce;
2) disruptivni (diverzifika¢ni, dvousmérna) selekce;
3) direkcionalni (fizend, smérovana, jednosmérna) selekce.

Pri stabiliza¢ni selekci vybirame fenotypy s hodnotami blizkymi priméru znaku v populaci za uce-
lem snizeni vyskytu extrémnich hodnot. Nasi snahou je snizit rozptyl ¢i smérodatnou odchylku znaku.
Stabiliza¢ni selekci mizeme pouzit napfiklad pti snaze zvysit zastoupeni ryb s optimalnim obsahem
tuku ve svaloviné ryb a omezit vyskyt extrémnich hodnot (s nizkym i vysokym obsahem tuku).

Pri disruptivni selekci vybirdme v populaci fenotypy s obémi extrémnimi hodnotami selektovaného
znaku. Tato metoda se v akvakultufe vyuziva vyjimecné, zpravidla jen v experimentalnich selekénich
programech pro ovéreni ucinku selekce v obou smérech.

Nejbéznéji vyuzivanou metodou je direkcionalni selekce, kdy vybirdme jen ¢ast populace s nejlep-
notu ekonomicky dulezitého znaku v dalsich generacich. Vylepseni prdmérné hodnoty znaku v dalsi
populaci po selekci rodi¢li je zplisobeno zménou ¢cetnosti alel gent podilejicich se na projevu znaku
ve prospéch téch s vyssi slechtitelskou hodnotou.

Vsechny tii vyse uvedené typy selekce se vyskytuji i v pfirodé, jsou tedy rovnéz soucasti pfirodniho
(pfirozeného) vybéru (Flegr, 2005).

Vybér
Selekce Selekce Selekce
stabilizujici disruptivni direkcionalni

Obr. 9.4. Zdkladni zpisoby umélé selekce (upraveno podle Gjedrema, 2005).

9.5.3. Predpovéd'selekini odezvy - geneticky zisk

Zakladem pro Uspésné zvyseni primérné hodnoty selektovaného znaku v nasledujici generaci je, aby
se na vysledném projevu znaku dostate¢nou mérou podilela aditivni geneticka variance. Podil aditivni ge-
netické variance na celkové fenotypové varianci se nazyva heritabilita (viz kapitola 5.3.). Dalsim ddlezitym
hlediskem pro odhad Uspésnosti selekce je rozdil mezi priimérnou hodnotou selektovaného znaku u rodi-
¢l a priimérem populace, z které rodice pochazeji. Tento rozdil nazyvame selekéni diferencial (S). Rozdil
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mezi primeérnou hodnotou znaku v plvodni populaci a v populaci nasledné, vzniklé rozmnozenim selek-
tovanych rodict nazyvame geneticky zisk (AG). Vysi genetického zisku je mozno odhadnout z rovnice:

AG=S.h? (17)

kde AG je geneticky zisk, S je selekéni difernecial a h? je heritabilita pfislusného znaku.

Celou situaci mdzeme pro prehlednost vyjadfit i schematicky na obr. 9.5.

V praxi provadime selekci na zédkladé stanoveni hodnoty selekéniho prahu a priimérnou hodnotu
znaku vybranych rodict zpravidla nezname. Selekéni prah definujeme jako mezni fenotypovou hod-
notu, kterd rozhoduje o zafazeni ¢i vyfazeni jedince z budouci rodic¢ovské populace. Hodnota selekéniho
prahu v dané populaci je zavisla na procentu selektovanych jedinct a za predpokladu normélniho roz-

déleni hodnot v populaci ndm procento vybranych rodicd z pdvodni populace udavaé intenzitu selekce
(i). Selekeni diferencidl pak mizeme vyjadfit jako:

S=i.o, (18)

kde i je intenzita selekce (viz pfiloha 9.1.) a 0, je smérodatna odchylka znaku v populaci.
Ocekdvany geneticky zisk je pak mozno vyjadfrit jako:

5G=i.q,. (19)

Pokud chceme vyjadfit geneticky zisk za rok, vydélime ziskanou hodnotu délkou generacniho inter-
valu (L), ktery udava pramérny vék rodicl pfi narozeni jejich prvniho potomstva:

AG=i.0,.h/L (20)

Pokud chceme vyjadrit geneticky zisk v procentech, vydélime vypoctenou hodnotu AG primérnou
hodnotou znaku v ptvodni populaci.

AG(%)=i.c,.h?/X.100 @mn

Zakladni populace

% ryb

X Sp| Hmotnost
AG S X
2
2
X
X Hmotnost

F1
Potomstvo po vybranych rodicich

Obr. 9.5. schématické zndzornéni selekeniho diferencidlu (S), selekéniho prahu (S,) a genetického zisku (AG).

X — primérnd hodnota zdkladni populace; X — priimérnd hodnota vybranych rodicd, )(7Fl - primérnd hodnota potomstva,
i — intenzita selekce (%)
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Priloha 9. 1. vjjddreni procenta selektovanych jedincti (selekcniho tlaku) ze zakladni populace v poctu smérodatnych odchylek
(0) od priméru a odpovidajici hodnoty intenzity selekce (i) za predpokladu normdiniho rozdéleni. Prevzato od Gjedrem (2005).

% selektovanych  Poceto Intenzita selekce % selektovanych  Poceto Intenzita selekce
jedinca od priméru jedinca od priiméru

0,01 3,719 3,960 9 1,341 1,804
0,05 3,291 3,554 10 1,282 1,755
0,10 3,090 3,367 11 1,227 1,709
0,20 2,878 3,170 12 1,175 1,667
0,30 2,748 3,050 13 1,126 1,627
0,40 2,652 2,962 14 1,080 1,590
0,50 2,576 2,892 15 1,036 1,554
0,60 2,512 2,834 16 0,994 1,521
0,70 2,457 2,784 17 0,954 1,489
0,80 2,409 2,740 18 0,915 1,458
0,90 2,366 2,701 19 0,878 1,428
1,00 2,326 2,665 20 0,842 1,400
2,00 2,054 2,421 25 0,674 1,271
3,00 1,881 2,268 30 0,524 1,159
4,00 1,751 2,154 35 0,385 1,058
5,00 1,645 2,063 40 0,253 0,966
6,00 1,555 1,985 45 0,126 0,880
7,00 1,476 1,918 50 0,000 0,798
8,00 1,405 1,858 60 -0,25 0,644

9.5.4. Realizovand heritabilita

V kapitole 5.6. bylo naznaceno, ze heritabilitu mizeme odhadnout z hodnot zjisténych pfi odhadu
jednotlivych slozek fenotypové variance, a to na zakladé:

- analyzy variance fenotypové proménlivosti u pfibuznych jedinct (rodice — potomci, polosourozenci,
sourozenci);

- regresni a korela¢ni analyzy blizce pribuznych jedincli (rodice — potomci, polosourozenci, sourozenci).

Obé tyto metody maji svoje slabé stranky predevsim v tom ohledu, Ze heritabilita je odhadovana
za konkrétnich podminek prostfedi, které nastaly béhem provadéného experimentu. V akvakultufe
a zejména v rybni¢nim hospodafstvi ale nejme schopni vnéjsi podminky panujici v jednom roce presné
zopakovat v roce dalsim. Vzdy se najde odchylka, ktera zpGsobi zménu podminek prostfedi pfi chovu
nasledné generace. Oc¢ekéavany geneticky zisk pfi provadéni selekce se mze lisit od skutecné hodnoty,
nebot odhadnuty koeficient heritability z pfedchozi generace nemusi odpovidat hodnoté u potomstva
chovaného v jinych podminkéch. Proto mGzeme skutecnou heritabilitu odhadnout az z vysledku zjis-
téného v selekénim programu, tedy na zdkladé skute¢né dosazeného genetického zisku. Takto zjisténa
heritabilita je nazyvana realizovana heritabilita a vypocteme ji ze vzorce:

_AG (22)
i.o,

h2
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9.5.5. Selekcni metody

V kapitole o umélé selekci (9.5.2.) byly zminény tfi typy selekce rozdélené podle cilové (selektované)
skupiny ve fenotypovém rozdéleni hodnot v populaci, a to selekce stabiliza¢ni, diverzifikac¢ni a direkcio-
ndlni. Selekéni metody mlzeme rozdélovat podle mnoha dalsich hledisek.

1. Podle poctu selektovanych znaku rozlisujeme:
a) Selekci na jeden znak
b) Selekci na vice znak

Selekce na jeden znak je ¢asto vyuzivand metoda, protoze je velmi jednoducha. Jedince vybirdme
jen podle jednoho fenotypového ukazatele. Pfi pouziti této metody musime pamatovat na skutecnost,
Ze mezi nékterymi znaky je zaporna korelace. Selekci na jeden znak pak mizeme nepfimo zhorsovat
znak jiny. Z tohoto divodu se selekce na jeden znak pouziva u komeréné nejdulezitéjsich znakd, které
nam pripadné vyvazi zhorseni znaku jiného ale méné vyznamného. NejdUlezitéjsim kvantitativnimi zna-
ky jsou ve vétsiné pripadu ristové vlastnosti (dosazend hmotnost ¢i délka téla).

Selekce na vice znakii je komplexnéjsi, ale také pracnéjsi metoda, kdy se pfi selekci zabyvame nékolika
ekonomicky dulezitymi znaky. Provadime-li selekci nejprve na jeden znak az do doby dosazeni pozadované
genetické Urovné (tzn. po nékolik generaci) a poté zacneme selektovat na jiny znak atd., hovofime o tande-
mové selekci. Selektujeme-li podle viech znakl najednou ale nezavisle, hovofime o selekci dle nezavis-
lych vybérovych arovni. Pfi této metodé je ryba vybrédna jako rodi¢ pro budouci generaci za pfedpokladu,
Ze splIni selekeni kritérium (selekeni prah) alespon u jednoho z vybranych znakd. Treti moznosti je metoda
zvana selekéni index Ci celkové skore. Pri této metodé selektujeme jedince podle vsech vybranych znaka
najednou, a to podle hodnot zjisténych na jedinci samotném ¢i na jeho pribuznych (rodice, sourozenci,
potomstvo). Selekéni index se pocitd statistickymi metodami v programech zalozenymi na metodach BP
(Best Predictor), BLP (Best Linear Predictor), BLUP (Best Linear Unbiased Predictor) a vypocitanou hodnotu se-
lekéniho indexu oznacujeme jako plemennou hodnotu. Pfestoze je tato metoda nejpresnéjsi, ma v akva-
kultufe malé vyuziti z divodu problém spojenych s vedenim rodokmend u plemennych ryb ¢i individual-
nich Udaju o jejich uzitkovosti, uzitkovosti jejich potomstva atd. (viz kapitola 9.2.).

2. Podle zpusobu selektovanych jedincu rozlisujeme:
a) IndividudlIni selekci

b) Rodinnou selekci

¢) Selekci podle rodokmenu

d) Selekci uvnitf rodin

e) Selekci podle potomstva

f) Kombinovanou selekci

Pri individudlni nebo také hromadné selekci vybirdme jedince na zakladé jeho vlastni uzitkovosti. Tato
metoda je nejjednodussi, nejrychlejsi a u mnoha akvakulturnich zZivocich( jedina dodnes vyuzivana metoda.
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Pfi individudlni selekci musime provadét selekci v populacich jedincl stejného véku a ze stejnych podminek
prostredi (rybnika, nadrze), jinak se mizeme dopustit chyby. IndividuaIni selekci neni mozné, nebo je velmi
slozité, provadét u znakl spojenych s kvalitou masa, jate¢ni vytéznosti, odolnosti viici nemocem a nem(ize-
me pfi ni zabranit inbreedingu. Pfi rodinné selekci zjistujeme priimérnou uzitkovost rodin a k dalSimu lech-
téni vybirdme celou rodinu s nejlepsi uzitkovosti. Pri selekci podle rodokmenu vybirame jedince na zakladé
uzitkovosti jeho rodicli a prarodicd. Selekce uvnitk rodin je opakem rodinné selekce. Vybérovym kritéri-
em pro jedince je zde jejich odchylka v uZzitkovosti od priméru rodiny, ke které hodnoceny jedinec patfi.
Selekce podle potomstva je provadéna na zakladé uzitkovosti potomkd. V akvakulture se tato metoda pfilis
nepouziva kvuli dlouhému genera¢nimu intervalu ryb a také skute¢nosti, Ze u mnoha akvakulturnich druht
je vysoka povytérova mortalita. Kombinovana selekce v sobé zahrnuje vice z vyse zminovanych metod
a ztohoto ohledu je metodou nejefektivnéjsi. Nejcastéji se uziva kombinace rodinné a individuaini selekce.

3. Podle poctu provddénych selekci rozlisujeme:
a) jednostupriovou,
b) vicestupriovou.

Pri jednostupnové selekci vystavujeme jedince jen jedné selekéni viné (vyzvé) a pfi spinéni selekéniho
kritéria je jedinec vybran pro Ucely dalsi Slechtitelské prace. Pri vicestuprnové selekci jsou jedinci vysta-
veni nékolika selekénim vindm (vyzvam) a pouze jedinci, ktefi Uspésné prosli vdéemi selekcemi, jsou dale
pouzivani ve Slechténi. Tato metoda je vyhodna u ryb s delSim genera¢nim intervalem, kdy selekcemi po-
stupné snizujeme pocet jedinct chovanych az do dospélosti, ¢imz usetfime na chovatelskych nakladech.

4. Podle procenta vybranych rodic(i z pivodni populace rozlisujeme selekci:
a) negativni,
b) pozitivni.

Pfi negativni selekci vyfazujeme jen ryby, které se lisi od bézného standardu v populaci tzv. minus
varianty. Nejedna se pfitom zpravidla o hodnoceni kvantitativnich vlastnosti, ale o hodnoceni jejich
vzhledu, zdravotniho stavu apod. Za normélnich okolnosti je procento takto vyfazenych ryb velmi nizké
(0-5 %), protoze vyfazujeme jen ryby nemocné, s télesnymi vadami, atypickym oSupenim, atypickym
tvarem téla, u plemennych ryb jedince s nizkou plodnosti z predchozich let ¢i ryby, u kterych nejsme
schopni urcit pohlavi. Pii pozitivni selekci vybirame jen jedince, ktefi splnuji selekéni kritérium (plus
varianty) a vtomto pfipadé hovofime o selekci v pravém slova smyslu, protoze vyfazujeme i ryby zdravé,
v dobrém vyzivném stavu apod. Procento vybranych ryb z populace je nizké, protoze ¢im nizsi procento
nejlepsich ryb vybereme, tim vy3si mizeme ocekavat selekéni zisk u dalsi generace. Nesmime pfitom
ale zapominat na zachovani efektivni velikosti populace vybranych rodicl pro dalsi generaci, abychom
se vyvarovali inbreedingu. Zékladni populace by méla byt proto dostatecné pocetna.

5. Podle charakteru selektovaného znaku rozlisujeme selekci:
a) pfimou,
b) nepfimou.
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Pri pfimé selekci vybirdme jedince podle znaku, ktery je skutecné predmétem selekce. Takze pokud prova-
dime selekci za Ucelem zvyseni hmotnosti, vybirame jedince na zakladé fenotypovych hodnot jejich hmotnos-
ti. Pokud provadime selekci na Ucelem snizeni obsahu tuku ve svaloving, provadime selekci na zékladé udajd
pristroje méficiho v Zivych rybéch relativni hodnotu obsahu tuku ve svaloviné atd. Pokud provadime nepfi-
mou selekci, je selekénimu kritériu vystaven jiny znak nez ten, jehoz uzitkovost chceme slechténim pozménit.
Vyuzivdme pfitom poznatk(, Ze mezi obéma znaky (dle kterého selektujeme i ktery nas zajima) je velmi vyrazna
geneticka korelace (negativni ¢i pozitivni). Geneticky zisk pfi nepiimé selekci mézeme odhadnout ze vztahu:

AG=i.h,.h,.r .0,

2 (23)

kde i je intenzita selekce, h,, je odmocnina z heritability zjistené u znaku podle kterého selektujeme,
h,, je odmocnina z hodnoty heritability u znaku, ktery chceme zménit, r_ je hodnota genetického kore-
la¢niho koeficientu mezi obéma znaky a 0, je smérodatna odchylka fenotypové hodnoty znaku, jehoz
primér chceme selekci zménit.

Nepftima selekce je vhodnd v pfipadech, kdy neni mozné vlastni hodnotu znaku, ktery chceme selekci
zménit, Zjistit nebo je jeho zjisténi technicky narocné. Prikladem mize byt selekce podle délky téla ryb, ale
Ucelem je zvysit jejich hmotnost. Mezi obéma znaky je vysoka geneticka korelace a selektovat ryby podle
délky téla je zpravidla mnohem rychlejsi nez selekce vazenim. Dalsi pfiklady jsou uvedeny v tab. 9.3.

Tab. 9.3. priklady mozného vyuziti nepiimé selekce.

Znak, ktery chceme Znak, podle kterého Druh Vypoctenyr, Literatura

selekci vylepsit selektujeme

Odolnost viici nemocem imunologické a fyziologické ukazatele  losos obecny, +0,37 Reed a kol., 1990, 1992
(hemolyticka aktivita, IGM, titr pstruh duhovy Refstie, 1982
protilatek, hladina kortisolu atd.) Lund a kol., 1995

Konverze krmiva rlist pstruh duhovy 0,78 Gjoen a kol., 1993

Viytéznost jedlych ¢astitéla  relativni délka hlavy kapr obecny -0,7 az-0,9 Kocour a kol., 2007

9.5.6. Selek¢ni strop

I kdyZ bylo prokézano, ze v nékterych pfipadech reaguji organizmy po mnoho generaci na selekci bez
znamek jakékoliv selekéniho stropu, ve vétsiné pripad existuje hranice, po jejimz dosazeni neni selekce
jiz acinnym nastrojem. U velkého mnozstvi pfipadd bylo zjisténo, Ze Gcinek selekce zeslaboval ¢i zmizel
po 20-30 selektovanych generacich pfi jedné z téchto situaci:

« Ubytek i ztrata genetické variance znaku;

« genetickd variance zlistala zachovana, ale dalsi generace na selekci jiz nereagovaly.
Pricinami tohoto jevu mUze byt jedna nebo vice z nasledujici skute¢nosti:

- bylo dosazeno biologické nebo fyzikalni hranice, za kterou neni mozno jit;

« ztrata fitness nebo vyrovnani hodnot protismérné plsobicich znak ¢i jevd (napf. ztrata sexualni
aktivity ¢i plodnosti u jedinct s rychlym rdstem, inbreeding);

« Uc¢inek umélé selekce byl zastaven ucinkem pfirodni selekce.
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9.5.7. Vysledky selekcnich experimentii v akvakulture

Do roku 1970 nebylo o moznosti selekce u kvantitativnich znakd ryb skoro nic zndmo. V poslednich
trech desetiletich zaznamenala v3ak tato oblast velky rozkvét (Dunham, 1996). Selekéni odezva na rych-
lejsi rlist je u akvakulturnich druht Zivocicht obecné vyssi nez u suchozemskych z divodu jejich pomér-
né vysoké genetické variance u kvantitativnich znakd. Gjedrem (1983) zaznamenal genetickou varianci
u ristu ryb, korysd a mékkysi na urovni 20-35 %, zatimco u suchozemskych hospodafiskych zvifat pouze
na urovni 7-10%. Vysoka plodnost ryb umoznuje také aplikaci vyssiho selekéniho tlaku. V soucasnosti
je zndmo pres 200 odhadt heritability u nékterych kvantitativnich znak( vodnich organizm@ (Dunham
a kol., 2001) a v mnoha zemich s vyznamnym podilem produkce vodnich organizmi na svétovém trhu
probihaji narodni Slechtitelské programy zamérené predevsim na selekéni slechténi (Hulata, 2001).

Nékteré vysledky selekénich experimentd na rychlejsi rist u riznych vodnich organizmi jsou shr-
nuty v tab. 9.4. Geneticky zisk za jednu generaci u rdstu se pohybuje u ryb v priméru na urovni 5-7 %
(Gjedrem, 1979; Kincaid, 1983; Hershberger a kol., 1990). U tilapie nilské se ale podafilo vylepsit rist az
0 11% a u sumecka skvrnitého dokonce o 13-14 % (Gjerde, 1986; Padi, 1995) za jednu generaci.

Tab. 9.4. riehled tspéchu selekce na vyssi riist u nékterych druhd vodnich organizm. Prevzato od Dunhama a kol. (2001).

Druh (latinsky) Geneticky zisk (%) Pocet generaci Literatura
za jednu generaci
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 10,1 4 Kincaid a kol. (1977)
13,0 2 Gjerde (1986)
5 6 Kincaid (1983)
Losos obecny (Salmo salar) 14,4 1 Gjerde (1986)
14 6 Gjerde a Korsvoll (1999)
7 1 Gjedrem (1979)
Losos stiibrny - Coho (Oncorhynchus kisutch) 5 10 Hersberger a kol. (1990)
Sumecek skvrnity (Ictalurus punctatus) 14 4 Dunham (1987)
7-10 3 Rezk (1993)
20 1 Bondari (1983)
13,8 4 Padi (1995)
Tlamovec nilsky (Oreochromis niloticus) 15 5 Rye a Eknath (1999)
11 1 Dunham a kol. (2001)
Rohu (Labeo rohita) 17 2 Mahapatra a kol. (2000)
Kreveta (Paneus vannamei) 44 1 Fjalestad a kol. (1997)
Kreveta (Paneus japonicus) 10,7 1 Hetzel a kol. (2000)
Ustfice (Ostrea chilensis) 9-12 1 Toro a kol. (1996)

Vysledky selek¢nich programi na vyssi rdst u kapra obecného jsou sporné (Vandeputte, 2003). Tran
a Nguyen (1993) zaznamenali u kapra obecného po selekci na vyssi rlist u Sesti generaci prdmérny ge-
neticky zisk za jednu generaci na Urovni 5%. Prvni pokusy s individualni hromadnou selekci na rdst
byly provadény v lzraeli od roku 1965. Po péti po sobé jdoucich generacich nebyla zaznamenéna po-
zitivni odpovéd (Moav a Wohlfarth, 1976). Rst u F, generace, ktera vznikla z rodic(i s vyssim rdstem,
byl ve srovnani s kontrolni skupinou jen nepatrné lepsi a v dalSich generacich se jiz nezvétsoval nebo
se dokonce zmensoval. Selekce na pomalejsi rlst byla naopak Uspésna. Jako divody neuspéchu se-
lekce u kapra obecného byly uvedeny nasledujici skute¢nosti: 1) snizend geneticka variance u aditivni
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slozky (Hulata, 2001) v dlsledku zplisobu pfedchozi domestikace kapra obecného, 2) pouziti plemene
na hranici maximalniho selekéniho stropu (Moav a Wohlfarth, 1976) nebo 3) silna interakce mezi geno-
typem a prostfedim (Moav a kol., 1975; Wohlfarth a kol., 1983). Vandeputte (2003) vsak tvrdi na zakladé
dostupnych udaju (populacni studie, rozdily mezi plemeny a odhady heritability), Ze u kapra s nejvét-
$i pravdépodobnosti uspokojiva aditivni genetickd variance existuje. Nemusi to byt viak pfipad viech
populaci, nebot se u kapra obecného bézné k reprodukci pouziva nizky pocet jedinci a mohlo snadno
dojit k nezddouci inbredni depresi. Pokud navic dochézelo k nékolikerému vytéru a oplozeni v pribéhu
dne, méli dfive vykuleni jedinci velikostni vyhodu jiz pfi vysazeni do rybnikd, a tudiz vykazovali vyssi
rUst, ktery neodpovidal genetické kvalité ryb (Vandeputte, 2003).

Dosud nepublikované vysledky selekéniho programu u kapra obecného provadéné na VURH JU
od roku 2001 s vyuzitim metod molekuldrni genetiky pro uréeni plivodu potomstva u syntetické linie
HSM ukazuji opacné vysledky v porovnani s témi zjisténymi v Izraeli (Moav a Wohlfarth, 1976). Pfi selekci
zjistén zadny geneticky zisk. Diky témto protichidnym vysledkidm u selekce na nizsi a vyssi rdst je velmi
obtizné jednoznacné fici, zda mize byt selekce u kapra obecného U¢innym nastrojem pfi zlepsovani
jeho rGstovych vlastnosti.V prvé fadé je potieba Iépe porozumét interakcim mezi genotypem a prostie-
dim, které, jak se ukdzalo, mohou pozménit ucinek selekce.

V byvalém SSSR probihaly v minulosti selekéni programy zaloZené na kfizeni pivodnich plemen
kapra s vy3si genetickou vzdélenosti za Ucelem zvyseni genetické variability. Poté nésledovala selekce
na vyssi rlst, pozadovany tvar, Zivotaschopnost nebo adaptabilitu k nepfiznivym Zivotnim podminkam
(Vandeputte, 2003). Bohuzel u vétsiny z nich nejsou dostupné podrobnéjsi tidaje o vysledcich selek-
ce na vyssi rast. Kirpichnikov a kol. (1974) vyslechtili kiizenim Amurského divokého kapra s evropsky-
mi plemeny a néslednou selekci plemeno Ropsinského kapra, ktery je homozygotni pro plné oSupeni
(genotyp SSnn), ma vyssi ristové vlastnosti a je odolny k nizkym teplotdm. Preziti v nepfiznivém zimnim
obdobi se zvysilo ze 30-40% na 77 %. P¥i Slechténi se zdala nejvyhodnéjsi kombinovana selekce uplat-
nujici prvky individudlni i hromadné selekce.

| kdyZ je nejvétsi pozornost pfi selekci vénovéna pravé zlepseni rdstovych vlastnosti, sleduje se i kva-
lita (barva) jedlych casti téla (Dunham, 1996), vék pohlavniho dospivani (Longalong a kol., 1999) a efek-
tivita konverze krmiva (Thodesen a kol., 1999). Rovnéz selekce na odolnost vic¢i nemocem je v zdjmu
chovatel. Ehlinger (1977) zvysil rezistenci pstruha obecného a sivena amerického proti furunkuléze.
Okamoto a kol. (1993) nalezli linii pstruha duhového, kterd je velmi rezistentni proti pankreatické nekro-
ze (Umrtnost 4,3 % ve srovnani s 96,1 % u ostatnich populaci). U kapra obecného byl selekéni program
zaméfen na zvyseni rlstu a odolnosti vici jarni virémii, kterd mnohdy limitovala jeho produkci (Kirpich-
nikov a kol., 1993). Ryby byly selektovény s intenzitou 30-35 % po dobu deviti generaci z jedinc(, ktefi
prezili v obsadkach zdmérné infikovanych jarni virémii. Obsadky byly infikovany pfisazenim nemocnych
ryb. Vysledkem selekéniho programu byl Krasnodarsky kapr s prokazatelné vyssi odolnosti a rovnéz
vyssim rastem. Blizsi podrobnosti o vysledcich selekce na rlistu nejsou viak zndmy. Podobny program
na zvyseni odolnosti vici jarni virémii provadél Schaperclaus (1962). Intenzita selekce nebyla uvedena,
ale selektovana linie vykazala v 65 rybnicich prdmérnou Umrtnost jen 11,5 %, zatimco neselektované
ryby mély prdmérnou Umrtnost v 76 rybnicich 5krat vyssi.

Ankorion a kol. (1992) zaznamenali u kapra obecného dobrou odezvu pii selekci na pomér mezi
vyskou a délkou téla. Po jednogeneracni selekci odhadli heritabilitu tohoto znaku na 0,47 pfi zvySovani
poméru mezi vyskou a délkou téla (protahovani tvaru téla) a 0,33 pii jeho snizovani (¢tvercovy ramec).
Korelace mezi télesnou stavbou a rychlosti rlistu nebyla potvrzena, i kdyZ skupina selektovana na nizky
pomér vysky a délky téla vykazala lepsi rlist.

Selekce na snizovani poctu vnitrosvalovych kosti u kapra obecného nebyla Uspésna (Von Sengbusch
a Meske, 1967; Kossmann, 1972). Experimentélni prace byla v tomto pfipadé ztizena velkou naro¢nosti
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pfi ur¢ovani poctu kosti ve svaloviné ryb. Meske (1968) pfi rentgenovém vysetieni 704 ryb zaznamenal
pomérné velkou variabilitu v poctu vnitrosvalovych kuistek. Pocty kosti se pohybovaly od 70 do 134 ks
s pramérnou hodnotou 100 klistek. Na druhé strané M. Vandeputte (osobni komentar) zaznamenal pfi
analyze filetd z asi 60 ks ryb velmi malou variabilitu v celkovém poctu vnitrosvalovych kosti. Vyssi varia-
bilita byla zjisténa u tvaru kosti (jehlicové a vidlicové). Na zékladé udajd odhadl, Ze pouzitim selekce by
se pocet kosti snizil primérné o jednu kost za generaci.

9.6. Vyuziti metod molekularni genetiky pri Slechtitelské praci v akvakultuie

V predchozich kapitolach zabyvajicich se kvantitativnimi znaky a 3lechtitelskou praci bylo neusta-
le opakovano, ze kvantitativni znaky jsou zaloZeny polygeny, tedy mnoha geny malého ucinku. Pocet
gend je neznamy a ani neni jasné, jak se ktery gen na projevu znaku podili. Slechtitelska prace proto
byla zaloZena jen na odhadovani plemenné hodnoty jedincl (v akvakultufe spiSe populaci, plemen, linii
apod.) podle pozorovanych fenotypovych hodnot u ptibuznych jedinct s vyuzitim statistickych metod.
V predchozim textu, zvlasté v kapitole 9.2., byla vysvétlena specifika Slechtitelské prace v akvakulture
a s tim spojené problémy s objektivnim vyhodnoceni vysledkl v experimentalnich Slechtitelskych pro-
gramech. Rozvoj metod v molekularni biologii a genetice spole¢né s dostupnosti pfistrojového vybave-
ni umoznil uzké propojeni molekuldrni genetiky se Slechtitelskou praci a zpfesnéni odhadi jednotlivych
slozek fenotypové proménlivosti ¢i selek¢énich metod.

Postupnym mapovénim genom byly specifikovany nékteré konkrétni iseky DNA v chromozomech
s klasickou mendelistickou dédi¢nosti, které vykazovaly jisty stupen polymorfizmu (rliznorodosti) v dél-
ce nebo slozeni svych fragmentd. Tyto Useky se nazyvaji genetické markery a maji v genetice velmi
dobré praktické vyuziti. Genetické markery mohou byt kédujici useky gend, ale ¢astéji jsou to useky
DNA s neznamou funkci (nekédujici tseky). Pro kvantitativni genetiku jsou genetické markery vyuzi-
telné pri:

- urc¢ovani rodic¢ovstvi,

+ vyhledani QTL a selekci (MAS).

9.6.1. Urcovdni rodicovstvi

Pro urcovani rodi¢ovstvi se v akvakultufe hojné vyuzivaji mikrosatelitni markery. Mikrosatelity jsou
kratké opakujici se sekvence (zpravidla dinukleotid() v nekédujicich tsecich DNA. U hospodaisky vy-
znamnych druhd ryb (losos obecny, pstruh duhovy, kapr obecny, treska obecnd atd.) je zndmo nékolik
desitek markert lokalizovanych v rGznych mistech genomu. Porovnanim vzorkd DNA (respektive dél-
ky jednotlivych fragmentt mikrosatelitd) potomkd se vzorky rodicd je mozno s vyuzitim pocitacové
techniky urcit plvod potomka, nebot se tyto Useky dédi mendelisticky (p¥iklad 9.3.).
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Priklad 9.3. U kapra obecného byl hleddn pfimy potomek rodicovského pdru (matky A a otce B) ze
souboru 4 ryb (oznacenych 1 az 4). K detekci byly pouzity 4 mikrosatelitni markery s oznacenim MFW1,
MFW2, MFW3 a MFW4. Délky fragmentt (v poctu pdri bazi) jednotlivych mikrosateliti u vysetifovanych
ryb byly ndsledujici:

Matka A OtecB Ryba 1 Ryba 2 Ryba 3 Ryba 4
MFW1 120, 120 150, 150 120, 120 120, 150 120, 150 150, 150
MFW2 180, 154 180, 180 180, 180 154, 154 154, 180 154, 154
MFW3 211,180 211,180 211,180 180,211 211,211 180, 180
MFW4 150, 150 125,125 120, 125 150, 150 150, 125 150, 125

Ktery z jedincti muze byt potomkem rodict A a B? Jelikoz potomek dostane vZdy jednu alelu od otce
a druhou od matky, je na zdkladé porovndni alel v jednotlivych lokusech jisté, Ze pouze ryba 3 muZe byt
potomkem rodice A a B (md prislusné alely od obou rodicd).

Vyhodou pouzivani genetického ur¢ovani plvodu potomstva je moznost chovu vsech testovanych
jedincl (skupin) od zacatku ve spole¢nych obsadkach, ¢imz eliminujeme vliv prostiedi projevujici se
pfi oddéleném chovu. Nevyhodou je stéle relativné vysoka cena, proto je tento nastroj vyuzivan prede-
vsim v experimentalnich Slechtitelskych programech. Pfesnost urceni plivodu potomstva zavisi na po-
¢tu moznych rodic¢ovskych pard a poctu a polymorfizmu vybranych mikrosatelitnich markerd. Priklad
uspésnosti urceni rodicd u kapra obecného je znazornén v tab. 9.5., u ostatnich druht ryb je Uspésnost
ni pavodu potomka. V nékterych pfipadech se presnost prifazeni potomkd ke konkrétnimu rodicovské-
mu pdru s vyuzitim 5 az 8 mikrosatelitnich marker( pohybuje na hranici 99 %.

Tab. 9.5. rriklady uspésnosti pritazeni potomki k jedinému rodicovskému pdru u kapra obecného (linie HSM) s vyuZitim
8az 11 mikrosatelitnich markerd.

Poéet moznych rodi¢ovskych para 240 1176 768
Pocet analyzovanych potomki 147 812 797
Pocet ryb ptifazenych k jedinému rodi¢ovskému paru 126 615 647
Procento Uspésnosti 85,7 75,7 81,2

9.6.2. Vyhleddvdni QTL (Quantitative trait loci) a MAS (Marker assisted selection)

Pfi porovnavéni variance fenotypovych hodnot kvantitativnich znakd a genetického polymorfizmu nékte-
rych konkrétnich genetickych marker( v populacich bylo zjisténo, ze mezi nimi existuje vyznamna zavislost. Mis-
ta na chromozomu (lokusy) s genetickymi markery, u kterych se predpoklada, Ze jsou spojeny s fenotypovym
projevem kvantitativniho znaku, se oznacuiji jako QTL (Quantitative trait loci; lokusy kvantitativnich znak).

Znamena to tedy, Ze kvantitativni znaky jsou zalozeny také geny velkého tcinku? Odpovéd zni ni-
koliv. Zminény QTL mUze byt sam o sobé genem nebo je ve vazbé s genem (genovou rodinou), které
maji na projev kvantitativniho znaku velky podil. Stale viak existuje mnoho dalSich gent podilejicich
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se na projevu daného znaku. Vyplyva to z podstaty kvantitativnich znakd, které jsou vysledkem mnoha
fyziologickych a metabolickych procest ve vazbé s vnéjsimi podminkami. Na téchto procesech se podili
velké mnozstvi enzym a dalSich bilkovinnych struktur, které jsou geneticky kédovany. Predpokladame-li,
ze kazdy enzym ma svUj gen, je mnozstvi genl zodpovédnych za projev znaku veliké. Nékteré geny maiji
ale na projev znaku vétsi podil nez jiné.

Diky neustdlému snizovéni finan¢nich néklad molekularnich metod se zacalo uvazovat o vyuziti
QTL ve Slechtitelské praci jako moznosti zpfesnéni ¢i nahrazeni klasickych metod kvantitativni genetiky.
Podle povahy genetického markeru ve vztahu ke QTL rozlisujeme:

« pfimé markery,
+ nepfimé markery.

Piimé markery jsou soucasti genu zodpovédného za projev znaku a rozliSujeme funkcni markery,
které jsou vysledkem pficinné mutace, a nebo viastni pfimé markery, které jsou dany polymorfizmem
uvnitf vlastniho genu. Nepfimé markery jsou takové, které nemaji na projev znaku ptimy vliv, ale jsou
s QTL ve vazbé. Nepiimé markery mlzeme rozdélit na LD markery (Linkage Disequilibrium), které jsou
s QTL ve vazbové nerovnovaze a LE markery (Linkage Equilibrium), které jsou s QTL ve vazbové rovnovaze.
Tandem Repeats) nebo jednoduché nukleotidové polymorfizmy ve funkénich (exonech) i nefunk¢nich
(intronech) ¢astech genu vzniklé mutaci (Gjedrem, 2005). Tyto markery oznacujeme jako SNP (Single
Nucleotide Polymorphism). Ptiklad 9.4. zndzornuje princip vyhledavani QTL.

Lokusy kvantitativnich znakd (QTL) mudzeme vyuzit jako jedno ze selekénich kritérii. Tzn. ze budeme vybirat jen
jedince s takovymi QTL, u kterych byl prokézan vyznamny vliv na fenotypovou hodnotu pozadovaného kvanti-
tativniho znaku. Metoda vyuZivajici QTL pro selekci hospodafskych zvitat se nazyva, Marker assisted selection”
(MAS) - asistovana selekce podle markeri. VyuZiti MAS ve Slechtitelskych programech muze mit tyto vyhody:

« Jsou zjistitelné jiz u ranych stadii (jakmile mzeme odebrat vzorek DNA, aniz bychom ohrozili Zivot
jedince), ¢i dokonce jiz v gametach.

« Markery pro znaky vyskytujici se jen u jednoho pohlavi (ale obé pohlavi do genotypu téchto znaku
vnasi svoje geny) midzeme s vyuzitim MAS zjistit u obou pohlavi.

« Znaky, které se daji hodnotit az u mrtvych jedinct (vytéznostni ukazatele, kvalita masa) se daji zjistit
jiz za Zivota zvifete.

+ U znakd s dominantnimi vztahy mGzeme na zakladé zjisténych genotyp eliminovat heterozygoty,
ktefi se jinak ve fenotypu neprojevi.

Pres viechny vyhody je v soucasné dobé vyuziti QTL pro ucely MAS velmi omezené. Dlivody jsou nasledujici:

+ Nedostatek informaci o tom, které geny ovliviuji jaky znak, coz ndm nedovoluje spoléhat se jen
na QTL. Proto je nezbytné pii pouzivani QTL pracovat i s informacemi o fenotypovych hodnotach.

« Pfi vyuziti nepfimych markerd nesledujeme pfi¢inou mutaci, ale jen polymorfizmus, ktery je s ni
ve vazbé. Tato vazba nemusi byt stala. MGze dojit k rekombinacim (crossing-over) nebo se v jiné

populaci mlze vyskytovat jind vazbova faze.
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« Pfi mapovani vlivu QTL vychédzime z udajl o fenotypu. Zjisténi fenotypovych hodnot mize byt
zatizeno chybou (chybné statistické zpracovani, zméreni atd.).

« Stéle velmi vysokd cenova naro¢nost neodpovidajici zisku v pfipadé zlepseni trovné kvantitativni-
ho znaku.

« Kvlli velkému mnozstvi markerd je velkd pravdépodobnost chybného urceni vlivu markeru na
dany znak.

+ QTL muze mit skodlivy uUcinek na jiné znaky (napt. pleiotropie atd.). Pfi vyuziti MAS mUze snadno
dojit ke 100% fixaci jedné alely v populaci. Proto je nutné znat viechny tcinky dané alely nebo
neprovadét MAS az na uroven 100 %.

Priklad 9.4. Princip vyhleddvdni QTL u usni rodu Haliotis. Otec je heterozygotni'v délce genetického
markeru (172 a 184 bp) ve vazbé s QTL. Potomstvo po tomto otci je rozdéleno na dvé skupiny podle ale-
ly genetického markeru, kterou nesou (se 172 nebo 184 bp). Priikazny rozdil v primérné velikosti mezi
skupinami naznacuje, Ze tento geneticky marker je ve vazbé s QTL. V tomto pripadé je QTL pro lepsi

Gjedrema, 2005).

Alela gen. markeru

Alela gen. markeru I
Délka useku 184 bp

Délka tseku 172 bp

QTL + vektor QTL + vektor

Potomstvo dédici / Potomstvo dédici

alelu o délce 172 bp alelu o délce 184 bp
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V soucasné dobé je u akvakulturnich druht zndmo jen malé mnozstvi QTL a jejich vyuziti pfi asisto-
vané selekci je ve fazi experimentalnich program. QTL byly popisovany u tlamouna nilského, lososa
obecného, pstruha duhového ¢i u kapra obecného. Zjisténé QTL se u kapra obecného ¢i tlamouna
nilského vztahuji k odolnosti vi¢i nizkym teplotdm vody (Cnaani a kol., 2003; Sun a Liang, 2004), vyssi
salinité (Lee, 2003) ¢i cervené barvé téla u tlamouna (Howe a Kocher, 2003). U pstruha duhového byl
zaznamenan QTL pro odolnost vici infek¢ni pankreatické nekréze (IPN) (Ozaki a kol., 2000) a u lososa
k infekéni anémii (ISA) (Moen a kol., 2004). Objevenim lokalizace a struktury gent pro rdstové faktory
(rdstovy hormon — GH, prolaktin — PRL, somatolaktin — SL, inzulinovy rdstovy faktor 1 - IGF 1) ¢i spousté-
¢l téchto gend (GHRH - growth hormone releasing hormone) se nabizi moznost jejich vyuziti k asisto-
vané selekci (MAS) na zékladé polymorfizmu (v intronech i exonech). Prvni pozitivni vysledky byly zjisté-
ny u lososa obecného (Gross a Nilsson, 1999) nebo platyze Paralichthys olivaceus (Kang a kol., 2002).

9.7. Slechtitelské programy v CR a ve svété a jejich organizace

Slechtitelské programy v akvakultufe zavisi na mistnich podminkach, druhu chované ryby (koryse,
mékkyse) a zplsobu nebo intenzité hospodareni. Spise nez mezi jednotlivymi staty existuji rozdily
ve slechténi mezi rybni¢nim hospodafenim a intenzivnim zplsobem chovu, at jiz ve venkovnich pod-
minkach nebo uzavienych systémech. Rozdil v intenzité je dan zpravidla hustotou ryb na jednotku ob-
jemu vody v nadrzi a na slozeni potravy (pfirozena potrava + prikrmovani vs. intenzivni krmeni krmnymi
smésmi). Intenzita hospodareni je ¢aste¢né ovlivnéna druhem chovanych ryb. Nékteré druhy ryb se
vsak chovaji extenzivné, polointenzivné i intenzivné.

V Ceské republice je hlavnim chovanym druhem kapr obecny, ktery tvofi okolo 85 % celkové ro¢ni
produkce ryb. Dal3imi druhy, kde je mozno hovofit o Slechtitelské préci jako o cilené aktivité za uc¢elem
dosazeni genetického vylepseni pozadovanych uzitkovych vlastnosti, jsou lin obecny a pstruh duhovy.
U nékterych dalSich druhd (sumec velky, sih severni maréna a sih peled) se udrzuji systematickou praci
plemena, linie nebo cisté druhy z dlivodu ochrany plvodnich genovych zdroj (viz kapitola 2). V rdamci
CR existuje nékolik odlisnych zptsobi $lechténi, obnovy a vybéru plemennych ryb a jejich chovu, a to
zejména v ndvaznosti na mistni tradice, podminky a zabéhnuté principy (tab. 9.6.). Zakladni podminky
pfi Slechténi a plemenitbé ryb jsou upraveny novelou zékona ¢.154/2000 Sb. o Slechténi a plemenitbé
hospodéiskych zvitat a jeho vyhlaskou. Mezi zékladni principy patii zejména:

« generacni hejno plemennych ryb musi byt slozeno minimalné ze 120 jedinc(;
+ plemenné ryby zafazené do generac¢niho hejna musi byt individualné oznaceny;
« pfi obnoveé hejna plemennych ryb je nutno zaradit do umélého vytéru minimalné 15 matek a 25 otcd;

- jedince z neovérenych populaci nové zafazovanych do genera¢niho hejna plemennych ryb je nutné
geneticky otestovat kvili genetické variabilité a moznosti kontaminace jinymi plemeny;

- jednotlivd plemena u kapra obecného, lina obecného a pstruha duhového je nutno pravidelné
testovat na uzitkovost (viz kapitola 10).
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Pri Slechtitelské praci je potieba rozlisovat dvé zdkladni roviny:

Slechténi na drovni plemennych ryb;

Slechténi na Urovni kone¢nych uzitkovych populaci ryb (ryb urc¢enych ke konzumaci).

Tab. 9.6. Prehled slechtitelskych metod v CR u jednotlivych druhd ryb.

Druh Metoda Cile slechténi Frekvence
Kapr obecny Cistokrevnd plemenitba  udrzeni stavu plemennych ryb standardné
produkce uzitkovych populaci standardné
krizeni produkce uzitkovych hybrid( s vyssi vykonnosti standardné
tvorba novych linii a plemen prilezitostné
tvorba syntetickych populaci prilezitostné
systematickd selekce zlep3eni uzitkovych vlastnosti plemennych ryb i uzitkovych experimentalné
populaci
genomové manipulace  produkce celosamicich populaci experimentalné
Lin obecny Cistokrevnd plemenitba  udrzovani stavu plemennych ryb standardné
produkce uzitkovych populaci standardné
kiizeni produkce uzitkovych hybridd s vyssi vykonnosti piilezitostné
tvorba syntetickych populaci prilezitostné
genomové manipulace  produkce triploidnich a gynogenetickych populaci experimentalné
Pstruh duhovy cistokrevnd plemenitba  udrzovani stavu plemennych ryb standardné
produkce uzitkovych populaci standardné
selekce zlepsovani uzitkovych vlastnosti plemennych ryb i uzitkovych prilezitostné
populaci
Ostatnidruhy  cistokrevnd plemenitba udrzovéni stavu plemennych ryb standardné
produkce uzitkovych populaci standardné

V Ceské republice je lechténi na rybafskych podnicich za G¢elem cileného zvy$ovéni pozadovanych
uzitkovych vlastnosti zaméfeno predevsim na cilovy trzni produkt a ne na vlastni plemenné ryby. Ge-
neracni hejna plemennych ryb jednotlivych plemen (linii) jsou udrzovéna cistokrevnou plemenitbou
podle vyse uvedenych principud se snahou zamezit inbreedingu a inbredni depresi. Diky individuadlnimu
znaceni mohou byt u kazdé plemenné ryby v generac¢nim hejnu zaznamenavany udaje o ristu, biome-
trickych a reprodukénich ukazatelich, zdravotnim stavu atd. Pfi vybéru a zafazovani ryb do generacnich
hejn se zpravidla provadi jen negativni selekce nebo selekce subjektivni zaloZzend na zkusenostech oso-
by provadéjici vybér ryb. Protoze je Slechtitelskd ¢innost v Uzké ndvaznosti na ¢innost vyzkumnou, je
Slechténi na uUrovni plemennych ryb provddéno z pfevazné vétsiny na Fakulté rybarstvi a ochrany vod
ve Vodhanech, Jiho¢eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich (FROV JU). Dalsi chovatelské subjekty maji
z hlediska plemenarské prace povahu rozmnozovacich a uzitkovych chovt (reprodukuji plemenné ryby
nebo produkuji meziplemenné hybridy ¢aste¢né na prodej, ¢aste¢né pro vlastni trzni produkci) nebo
vyhradné povahu uzitkovych chovi. Slechtitelska ¢innost ryb v CR je koordinovéna Slechtitelskou ra-
dou Rybatského sdruzeni Ceské republiky za pomoci FROV JU (obr. 9.6.).
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Obr. 9.6. Organizace fizeni slechtitelské prdce u ryb v Ceské republice.

Ve svété je nejpouzivanéjsi metodou pro zvysovani uzitkovosti selekce vychazejici z ¢istokrevné ple-
menitby. Vnitrodruhova hybridizace (kfizeni) se pouziva jen okrajové nebo jako néstroj pro zakladani
syntetickych linii (populaci) pfed zahdjenim selekéniho programu. Syntetickd populace se zakldda
pouzitim vétsiho mnozstvi rodicovskych populaci stejného druhu (plemen, linii, oddélenych populaci)
zpravidla systémem dialelniho kFizeni. U¢elem je vytvoreni populace, ktera v sobé kombinuje vyhody
jednotlivych rodi¢ovskych populaci a je vice geneticky heterogenni. Vy3si heterogenita ma za nasle-
dek dosazeni vyssi smérodatné odchylky a variacniho koeficientu fenotypovych hodnot kvantitativnich
znakl a v prvnich generacich Ize tak oc¢ekavat vyssi geneticky zisk. Zalozenim syntetické populace také
oddalime neZadouci efekt inbreedingu.

Nejrozséahlejsi a intenzivni Slechtitelské programy probihaji zpravidla u hospodarsky nejdulezitéjsich
akvakulturnich organizm( (napf. losos obecny, Salmo salar, a dal3i druhy lososti rodu Oncorhynchus;
pstruh duhovy, Oncorhynchus mykiss; tlamouni rodu Oreochromis; sumecek skvrnity, Ictalurus
punctatus; mor¢ak evropsky, Dicentrarchus labrax; a dale rozliéné druhy tresek, platyzd, z kory$a
krevety a z mékkysua Ustrice, hfebenatky a usné). Existuji ale i vyjimky, zvlasté u druhd chovanych ve vy-
chodni Asii (napf. kapr obecny, amur bily, tolstolobici), kde i pfes obrovské celoro¢ni produkce neni
cilenad Slechtitelska prace provddéna nebo jen ve velmi omezené mife. Vysokych produkci je zde do-
sahovéno predevsim chovem ryb na mnoha malych farmach, které se systematickym vylepsovanim
genetického potencidlu ryb nezabyvaji.
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Obr. 9.7. Struktura siteni genetického zisku ve Slechtitelském programu lososa obecného, Salmo salar v Norsku.
Prevzato od Gjedrema (2005).

V soucasné dobé probiha nejvyssi intenzita Slechtitelskych programi u lososa obecného. Struktura
Slechtitelského programu u lososa obecného v Norsku, jako zemé s nejvyssi produkci tohoto druhu
na svété, je znazornéna na obr. 9.7.V mnoha piipadech se slechtitelé a chovatelé statd v ramci stejného
hospodaiského celku (napf. EU, Severni a Jizni Amerika, vychodni Asie, Afrika) sdruzuji a vytvéreji mezi-
narodni slechtitelské programy zamérené na genetické zlepsovani pozadovanych kvantitativnich zna-
kd. S diverzifikaci (rozsitovanim) produkce rliznych druhd organizm@ v akvakultute se rozsituji i slech-
titelské programy.
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TESTOVANI UZITKOVOSTI U RYB A ODHAD PLEMENNE HODNOTY
M. Kocour

Ovéreni genetického potencidlu vysledného produktu slechtitelské prace nebo nové dovezenych ple-
men, linii ¢i skupin ryb (popf. koryst a meékkysu) se provadi testovanim jejich uzitkovosti. V akvakulture je
pozornost ve vétsiné piipad zaméfena na porovnavani uzitkovych znakl mezi kiizenci, plemeny, liniemi,
chovnymi skupinami ¢i rodinami. Hodnoceni jednotlivcd neni diky specifiktim slechtitelské prace v akva-
kulture (viz kapitola 9.) efektivni. U¢elem testovani je ovéFeni uzitkovosti organizmii v podminkach, které
co nejvice odpovidaji béznému zpuisobu chovu konkrétniho druhu a hospodareni v dané zemi. Pfi pro-
vadéni testovani uzitkovosti a odhadu plemenné hodnoty by mély byt zajistény dvé zdkladni podminky:

- vhodny model testovani, ktery zajisti objektivni statistické vyhodnoceni testu;

- prijatelna technicka, ¢asova a finan¢ni narocnost provadéni testovani v provoznich nebo polo-
provoznich podminkach.

Bohuzel vyse zminéné podminky jsou ve vzajemném rozporu a vhodny model testovani se z dlivodu
mnoha faktorl lisi pfipad od piipadu. Z téchto dlvodu se v akvakultufe pouziva nékolik rdznych zpG-
sobU testovani. Cilem této kapitoly je podat podrobné informace o testovani ryb predevsim v podmin-
kach Ceské republiky.

10.1. Testovani uzitkovosti ryb v Ceské republice

Testovani uzitkovosti ryb v Ceské republice je pravidelné provadéno od 70. let 20. stoleti. Prvni testy
byly provadény sice s opakovanim, ale bez respektovani rozdilnych podminek mezi rybniky. Od 80. let
20. stoleti zacala byt pouzivana interni kontrolni skupina, ale pocty pouzivanych rodicu k zalozeni ex-
perimentalnich populaci byly velmi nizké. Navic bylo pouzivano heterospermické oplozeni jiker, které
rovnéz znacné snizovalo genetickou variabilitu testované populace s ohledem k populaci rodic¢ovské.
Od 90. let 20. stoleti byla metodika testovani doplnéna s ohledem k zachovani pfijatelné genetické
variability a v této podobé se dostala i do vyhlasky ¢. 471/2000 Sb. k zdkonu ¢. 154/2000 Sb. o Slechté-
ni a plemenitbé hospodafskych zvifat (plemenarsky zékon). Pfi novelizaci plemenafského zékona byla
vlastni metodika testovani z upravené provadéci vyhlasky ¢. 448/2006 Sb. vynata s tim, ze metodika
testovani bude jednotné urcovéna pfislusnym chovatelskym sdruzenim, kterym je pro oblast chovu
ryb Rybéfské sdruzeni CR. Metodika testovani zistala i po tomto zasahu prakticky nezménéna. Kontroly
uzitkovosti ryb jsou pravidelné provadény u kapra obecného, lina obecného a pstruha duhového. Pfi
kontrolach uzitkovosti rozliSujeme testovani uzitkovosti a odhad plemenné hodnoty.

10.1.1. Metodika pri provddéni kontrol uzitkovosti

A. Znaky a vlastnosti hodnocené pfi kontrole uzitkovosti
V chovech plemennych ryb a v testovacich stanicich se pfi provadéni kontroly uzitkovosti sleduiji:

1. Reprodukéni uZitkovost u vytiranych ryb (rodiéii), kde se hodnoti:
« Celkovy pocet jiker na 1 kg hmotnosti jikernacky.
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« Ulososovitych ryb velikost jiker v mm, u ostatnich druh( hmotnost jiker na 1kg hmotnosti jikernacky.
+ Objem spermatu v ml na 1kg hmotnosti mlicaka.

« Pocet spermii na 1 kg hmotnosti mlicaka.

+ Procento oplozenosti jiker v o¢nich bodech.

« Celkové mnozstvi rozplavaného vackového plidku.

Il. Procento preZiti testovanych ryb
- Pfi testovani ryb v rybnicich se procento preziti zjistuje optimalné v kazdém roce testovani:

a) za vegetacni obdobi - od jarniho nasazeni do podzimniho vylovu;
b) mino vegetacni obdobi pfi komorovani — od podzimniho nasazeni do jarniho vylovu.

Minimalné je nutné stanovit preziti jednotlivych skupin po nebo pfred kazdou novou vegetacni
sezénou a na konci testu.

- P¥i testovani ryb ve specialnich zafizenich pfi kazdém preloveni nebo fedéni obsadky testovanych
ryb, minimalné 4x za obdobi testovani.

1ll. Riist testovanych ryb
Rust ryb se sleduje v priibéhu testovani jako momentalni zivda hmotnost, ktera je zjistovana:

« pfi testovaniv rybnicich nejméné jednou ro¢né az do trzni velikosti, optimélné po kazdém vegetac-
nim obdobi a po komorovani;

« pfi testovani ve specialnich rybochovnych zafizenich v pravidelnych intervalech nejméné 4x za ob-
dobi testu (vazeni na pocatku a na konci testu se zapocitavaji).

IV. Plastické znaky z kazdé skupiny v trzni velikosti, kterymi jsou:
+ Celkova délka (CD) v mm mérena od predniho okraje rypce k nejzazsimu mistu ocasni ploutve.

- Délka téla (DT) v mm mérend od predniho okraje rypce ke konci ocasniho nasadce.
« Délka trupu (DTr) v mm je charakterizovana jako nejkratsi vzdalenost od konce hlavy ke konci fitni ploutve.
- Délka hlavy (DH) v mm méfend od predniho okraje rypce az po nejzazsi konec skielovych vicek.

- Vyska téla (VT) v mm méfena jako kolmice k podélné ose téla v misté nejvétsi vzdalenosti mezi
hibetem a bfichem.

. Sitka téla (ST) v mm méfend jako kolmice k podélné ose téla v misté nejvétsi vzdalenosti mezi
levou a pravou stranou téla.

Grafické znazornéni méreni délkovych plastickych znakd je zndzornéno na obr. 10.1.
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D)

A
Y

A
Y

Obr. 10.1. schéma méreni plastickych znakd ryb. llustrace ryby Lucie Mrdzovd.

+ Celkova hmotnost ryby v g.

- Hmotnost opracovaného trupu v g. Opracovanym trupem se rozumi:
a) u kaprovitych ryb, candata obecného, jeseterll, okouna fi¢niho, okounka pstruhového, sumce
velkého, stiky obecné a tilapii télo bez hlavy, Supin, vnitinich organu a ploutvi oddélenych tésné
pfi bazi téla;

b) u lina obecného, mnika jednovousého, pstruhd, sivend, sumeckud a uhote fi¢niho télo s hlavou,
bez zaber a vnitinich organd;

¢) u lipana podhorniho a siht télo s hlavou bez zaber, Supin a vnitfnich organ(.

- Hmotnost hlavy v g oddélené od téla obloukovitym fezem tak, aby pletenec prsnich ploutvi zlstal
u téla.

- Hmotnost obou filetd s kizi (popf. i bez kiize) v g oddélenych fezy od kostry trupu a pletencli
ploutvi.

- Hmotnost gonad v g s ur¢enim pohlavi.

V. Biometrické a vytéZnostni ukazatele
Biometrické a vytéznostni ukazatele se vypocitavaji na zakladé zjisténych plastickych znakd s pfi-
hlédnutim k druhu testovanych ryb a patfi sem zejména:
Hmotnost opracovaného trupu (g)

- podil trupu (POT) v % = x 100 (24)
P P ’ Hmotnost ryby (g)
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Hmotnost hl
- podil hlavy (PH) v % = motnost hlavy (g) x 100 (25)
Hmotnost ryby (g)

- podil filetd s kazi a popt. i bez kiize (PFSK, PFBK) v %

Hmotnost filetl s kdzi (g)

PFSK = X 100 26
Hmotnost ryby (g) (26)
Hmotnost filet bez kiize (g)
PFBK = X100 (27)
Hmotnost ryby (g)
} i o Hmotnost gonad (g)
+ podil gonad (Gonadosomaticky index — GSI) = X 100 (28)
Hmotnost ryby (g)

Délka téla (mm)
- index vysokohtbetosti (IV) = ————— (29)
Vyska téla (mm)

. . ; - Sitka téla (mm)
- index Sirokohibetosti (IS)= ———— x 100 (30)
Délka téla (mm)

index délky hl IDH Délka hlavy (mm) 100 31
. = X
index délky hlavy (IDH) =1 1 tela (mm) 31
3 . . Hmotnost ryby (g)
- Fultondv kondi¢ni koeficient (FK)= —— = x 100 000 (32)

Délka téla (mm)

B. Testovani uzitkovosti

Testovani uZzitkovosti se provadi za ucelem srovnani uzitkovosti findlnich hybridd, plemen, linii a po-
pulaci ryb ¢i ke zjisténi vykonnosti plemennych ryb na zékladé vlastni uzitkovosti ¢asti populace nebo
uzitkovosti jejich potomstva pfi vyuziti meziplemenného kfizeni nebo cistokrevné plemenitby. Testova-
ni probiha v rybnicich nebo specidlnich rybochovnych zafizenich. Pfi testovani se hodnoti znaky uve-
dené v ¢asti A.

1. Reprodukéni uzitkovost rodicii

Reprodukéni uzitkovost vytiranych ryb se stanovuje u individualné znacenych generacnich ryb s mi-
nimalnim poc¢tem 25 otct a 15 matek pro kazdy typ kfizeni vybranych z generac¢niho hejna plemennych
ryb o minimalnim poctu 120ks. Subjektivnim selekénim kritériem je pouze pfipravenost ryb k vytéru
a jejich zdravotni stav.

Postup reprodukce:

+ Reprodukce je provadéna umélym vytérem u viech jedincl synchronné v jednom ¢asovém obdobi.

« Gamety jsou odebirdny individualné.

- Osemenéni s aktivaci gamet je provadéno nejlépe faktoridinim schématem pareni. Z jiker ode-
branych od matek je vytvofen smésny vzorek s pfiblizné stejnym podilem jiker od viech 15 ma-

tek. Stejnomérnost mnozstvi jiker je zajisténa odvazenim stejné hmotnosti jiker od kazdé samice.
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Tento smésny vzorek jiker je rozdélen na 25 dill a kazdy dil je osemenén jinym otcem a aktivovan.
Po aktivaci mohou byt viechny jikry smichdny dohromady a inkubovany. Takto je postupovano pro
vsechny typy kfizeni.

« V prabéhu inkubace jiker a plddku se hodnoti:
o procento oplozenosti jiker v o¢nich bodech;
o mnozstvi rozplavaného plidku.

- Pri sestavovani obsadky v ptipadé pouziti vice inkubac¢nich aparatd (kolibek) pro jeden typ kfizeni
je pludek k testu odebran proporcionalné ze vsech aparatd.

Il. Testovdni kapra obecného a lina obecného

Testovani kapra a lina se provadi v rybnicich:

« Vlysazenim rozplavaného nerozkrmeného vackového plidku a jeho odchovem do trzni velikosti
(zpravidla 3 vegetacni sezény) se stanovenim vytéznosti jedlych ¢asti na zavér testu.

+ Ke kazdé testované skupiné je soucasné prisazovana kontrolni skupina odlisitelného fenotypu
ke korekci vlivli prostredi na dosazenou hodnotu hmotnosti.

« Kontrolni skupina musi byt pro viechny testované skupiny stejného ptvodu (ze stejného vytéru
od stejnych rodich). U kapra obecného se pfi testu lysych kaprl pouziva jako kontrolni skupina
Supinata linie, pii testu Supinatych skupin se jako kontrolni skupina pouziva lysa linie. Z dlivodu
centrdIni evidence vysledk( testll uzitkovosti a mozného srovnavani jednotlivych testll stanovila
Slechtitelska rada RybaFského sdruzeni pro viechny testy jednotné kontrolni skupiny. Kontrolni $u-
pinatou skupinou je hybrid Rop x TAT, kontrolni lysou skupinou je hybrid M2 x M72. U lina obecné-
ho se jako kontrolni skupina pouziva nejcastéji zlata forma lina.

Testovani probihd porovnavanim nejméné 3 odlisnych skupin meziplemennych kfizencl nebo ¢is-
tych plemen s kontrolni linii podle schématu na obr. 10.2. (vrcholové kfizeni), obr. 10.3. (dialelni
kfizeni) a obr. 10.4. (Cistokrevna plemenitba).

V prvnim roce nebo do skupinového oznaceni mUze testovani probihat bez opakovani s jednou
testovanou a jednou kontrolni skupinou v kazdém rybnice.

Ve druhém roce nebo po skupinovém oznaceni probiha testovani minimalné ve tfech rybnicich
s minimem tfi testovanych skupin a jejich pfislusnymi kontrolami v kazdém rybnice. U test( kapra
obecného se nejcastéji jako metoda skupinového znaceni pouziva stiihani jedné z parovych plout-
vi. Testovand i kontrolni skupina z jednoho rybnika se vzdy oznaci stejnym stfizenim. Takto je moz-
no testovat maximalné 4 odlisné skupiny ryb, nebot ryba ma jen 2 pary parovych ploutvi. U testl
lina obecného je z divodu drobné velikosti plidku po prvnim roce testovani vhodnéjsi kryogenni
metoda. Vyhodou této metody je moznost testovani vice skupin.

V prlibéhu testovani se sleduji nize uvedené znaky podle pokynd uvedenych v ¢asti A:
o procento preziti viech testovanych skupin véetné kontroly;

o prmérné hmotnosti jednotlivych skupin;

o individuaIni hmotnosti nejméné 33 kust ryb v kazdé skupiné.
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Pfed skupinovym oznacenim Po skupinovém oznaceni
Rybnik 1 Rybnik 1 Rybnik 2 Rybnik 3

AxA & . AxA AX A
Kontrola b A e
Rybnik 2 Kontrola Kontrola Kontrola

e % '
-4e AxB
wo AR gling |
e ™.  tra- i e g

Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola
Rybnik 3 ﬁ‘ “ a
T s -e X -e "
L . E .
AXC E ‘Q:' v > R f e 4 <4
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola
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Obr. 10.2. Schéma testovdni uzitkovosti ryb v rybnicich pfi pouziti vicholového kfizeni (3 skupiny). llustrace ryb
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Pavla Hanusovd (kapr obecny lysy), Lucie Mrdzovd (kapr obecny Supinaty).

Pfed skupinovym oznacenim Po skupinovém oznaceni
Rybnik 1 Rybnik 1 Rybnik 2 Rybnik 3

AxA ﬁ AxA AxA AXA
K;trola\- o & ‘ < g k ‘

Rybnik 2 Kontrola Kontrola Kontrola
-4 Lo BxB BxB BxB
BxB * T & N

Kontrola

Kontrola Kontrola
Rybnik 3 o‘ -A .
| > =S - -
ﬁ‘/ AxB AxB AxB
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola
Rybnik aM<|| M| M
> - e - e - e
ﬁ‘/ BxA BxA BxA
‘h g
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

Obr. 10.3. Schéma testovdni uzitkovosti ryb v rybnicich pii pouziti dialelniho kiizeni. lustrace ryb Pavia Hanusovd a Lucie Mrdzovd.
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Pfed skupinovym oznacenim

TESTOVANI UZITKOVOSTI U RYB A ODHAD PLEMENNE HODNOTY

Po skupinovém oznaceni

Rybnik 1 Rybnik 1 Rybnik 2 Rybnik 3
AxA M ’ o AXA AXA = AXA
e TN
onrola | MAIRG || 4hg | |4fSing
Rybnik 2 Kontrola Kontrola Kontrola
m/,,,m m D s
~ BxB ~ BxB .. BxB
ontrola Kontrola Kontrola Kontrola
Rybnik 3
//V - . - . - .
m/ _ CxC _CxC ~ CxC
cxcC s Jg\)'li\ -Jg 'Il..\ -Jg 'Il..\ --lg
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

A | vsEC @.‘( SUPINAC

Obr. 10.4. schéma testovdni uzitkovosti ryb v rybnicich pii Cistokrevné plemenitbé (3 skupiny). llustrace ryb Pavia Hanusovd
a Lucie Mrdzovd.

« Ziskané udaje se kazdorocné statisticky vyhodnocuji s ohledem na tcel testovani. Pfi podzimnim
loveni se hodnoti rlistova schopnost (dosazena hmotnost) testovanych skupin a jejich preziti. U do-
sazené hmotnosti, popf. i u preziti se vypocitava heterézni efekt. Na konci testu (v trzni velikosti)
se navic hodnoti biometrické ukazatele a ukazatele vytéZznosti (jate¢ni hodnota), a to individudlné
nejméné u 33 ks ryb z kazdé testované skupiny véetné kontroly. Pfi loveni po komorovaéni ryb (tedy
v ¢asovém obdobi od podzimniho nasazeni do jarniho loveni) se hodnoti hmotnost ryb a preziti.
Misto heterdzniho efektu rliistu se hodnoti zména hmotnosti (vylehceni) v prabéhu zimovani.

Kontrolni skupina slouzi ke korekci hmotnosti (popf. i preziti) u testovanych skupin v pfipadé, ze
doslo k vyraznému rozdilu mezi podminkami prostfedi v rybnicich zejména v prvnim roce testo-
vani pfi oddéleném chovu jednotlivych testovanych skupin. Korekce hmotnosti se u jednotlivych
testl provadi, pokud se vzéjemné lisi hmotnost kontrolnich skupin (vypocteno jednofaktorovou
analyzou variance — ANOVA). Korekce skute¢nych hmotnosti ryb u testovanych skupin se provadi
dle vzorce (Kirpichnikov, 1987):

h,=h,.k, /k, (33)
kde: h,,= korigovana hmotnost ryby i (pfipadné priimérna hmotnost skupiny i);
h,= skute¢na hmotnost ryby i (pfipadné primérna hmotnost skupiny i);
k,= celkova primérna hmotnost kontrolni skupiny (ze viech rybnikd pfed skupinovym
oznacenim ¢i v rdmci daného rybnika po skupinovém oznaceni);
k,= prdmérna hmotnost kontrolni skupiny (chované s testovanou skupinou ryby i ve stej-

ném rybnice pfed skupinovym oznacenim nebo stejného znaceni v ramci daného ryb-
nika po skupinovém oznaceni).
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Korekce preziti u testovanych skupin se provadi dle vzorce:

P,=P.k, /k, (34)
kde: P, = korigované preZiti testované skupiny i;
P,= skutecné preZiti testované skupiny i;
k,= primérné pfeZiti kontrolni skupiny ze viech rybnikd (ze viech rybnikd pfed skupino-
vym oznacenim ¢i v rdmci daného rybnika po skupinovém oznaceni);
k,= pfreZitikontrolni skupiny (chované s testovanou skupinou ve stejném rybnice pfed skupino-

vym oznacenim nebo stejného znaceni v rdmci daného rybnika po skupinovém oznaceni).

Ill. Testovdni pstruha duhového

Testovani pstruha duhového se provadi ve specialnich rybochovnych zafizenich:

« Vindividudlnich nadrzich s opakovanim 4x pro kazdou testovanou skupinu pfi stejnych paramet-
rech prostredi (hustota obsadky, vyZiva, teplota, obsluha, fotoperioda, kvalita vody apod.). Za na-
drze se povazuji chovatelské stavby a zafizeni s dostatecnou chovnou kapacitou a odpovidajicim
technickym vybavenim, které zabezpecuji opakovatelnost testu a identické podminky.

« Testované skupiny ryb se chovaji po celou dobu oddélené a v jednom probihajicim testu jsou posu-
zovany minimalné 2 skupiny ryb (obr. 10.5.).

+ V priibéhu testovani se v kazdé testované skupiné a opakovani hodnoti znaky uvedené v ¢asti A II-V.
Rust je hodnocen zjistovanim primérné hmotnosti testovanych skupin v kazdé nadrzi a rovnéz in-
dividudInim vazenim nejméné 33 kusu ryb ve skupiné minimalné 4x za obdobi testovani (na zacat-
ku a konci testu a déle dvakrat v pravidelnych periodach v pribéhu odchovu).

« Ziskané udaje se kazdorocné statisticky vyhodnocuji s ohledem na ucel testovani.

« Plastické znaky jsou zjistovany u trznich jedincl na zavér testu.

C. Odhad plemenné hodnoty

« Odhadem plemenné hodnoty se rozumi srovnavani uzitkovosti populaci, skupin ¢i rodin jedno-
ho plemene chovanych v rliznych chovech nebo oddélené. Testované skupiny pfitom mohou zit

ve stejném nebo i v jiném casovém horizontu.

+ Plemennd hodnota se odhaduje pro znaky popsané v &asti A, zejména pak pro reprodukéni ukaza-
tele, procento preziti, rlst a vytéznostni ukazatele na zakladé:

Nadrz 1 Nadrz 2 Nadrz 3 Nadrz 4
v - € : - € : : w € g : - € g
Skupina A Skupina A Skupina A Skupina A
Nadrz 5 Nadrz 6 Nadrz 7 Nadrz 8
- e : - e : - e : - € :
Skupina B Skupina B Skupina B Skupina B

Obr. 10.5. Schéma testovdni uzitkovosti ryb ve specidinich rybochovnych zafizenich (2 skupiny). llustrace ryb Lucie Mrdzovd.
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1. vlastniho testovani jasné definovanych skupin jednoho plemene dle metodiky popsané v ¢asti B.

2. testovani vsech skupin jednoho plemene od stadia vackového plidku az do trzni velikosti ve spo-
le¢nych podminkach (stejném rybnice, nadrzi apod.) bez opakovani nebo s opakovanim v pfipadé,
ze pUvod testovanych ryb muize byt urcen na zékladé vyuziti molekularnich metod;

3.zaznamu o vysledcich uzitkovosti vedenych v plemenaiské evidenci;
4. podminkou pro odhad plemenné hodnoty z vysledkd popsanych v bodech 1 a 2 je pfedpoklad, ze
se vysledky daji vérohodné statisticky zpracovat (napf. vyuzitim vysledk( z testl se stejnou kont-

rolni skupinou, stejnou technologii chovu, dostate¢né obsahly rodokmen a vzorek ur¢ovanych ryb
z populace apod.).

10.1.2. Zdkladni statistické modely pouZivané pro vyhodnocovdnivysledkii pFi kontroldch uZitkovosti

I. Testovdni uZitkovosti
Pfi testovani uzitkovosti ryb v rybnicich podle schémat na obr. 10.2.-10.4. nebo ve specialnich rybo-
chovnych zafizenich vyuzivame:

« Jedno-faktorovou analyzu variance (angl. one-way ANOVA) pti:

1. porovnavani vlivu prostredi na dosazenou hmotnost pii testovani ryb v rybnicich podle udajl zjis-
ténych u kontrolni skupiny s vyuzitim modelu:

Y,=u+Pte; (35)

kde Y,je hmotnost ryby jv rybnice i, u je celkovy primér kontrolni skupiny ze viech rybnikd, P, je fixni
efekt rybnika i (P od anglického slova ,pond” = rybnik) a e,je nahodné reziduum.

Pfi vypoctu vychazime z udajl individudlnich hmotnosti minimalné 33 ks ryb v kazdé kontrolni sku-
piné. Pokud je vliv rybnika (prostfedi) priikazny na hladiné vyznamnosti a < 0,05, provedeme korekci
hmotnosti testovanych ryb dle vzorce 33.

2. zpracovani vysledk( dosazenych hmotnosti (rlistu) pfi testovani v prvnim roce nebo pred skupino-
vym oznacenim (nemdame-li opakovani) nebo zpracovani vysledkd preziti po skupinovém oznace-
ni pfi opakovani v rybnicich a pfi vyhodnocovani testli provadénych ve specidlnich rybochovnych
zafizenich p¥i vyuziti primérnych hodnot podle modelu:

Y,=u+G +e, (36)

kde Y,je hmotnost ryby j ze skupiny i (nebo preZiti dané skupiny), u je celkovy primeér znaku, G, je
fixni efekt testované skupiny (G od anglického slova,group” = skupina) a e,je nahodné reziduum.

« Dvou-faktorovou analyzu variance (angl. two-way ANOVA) po skupinovém oznaceni ryb pfi testo-
vani ryb v rybnicich nebo pfi testovani ryb ve specialnich rybochovnych zafizenich pouzivame-li
individualni data podle modelu:

Y, =H+G+P +GP +e, 37)
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kde Y, e hmotnost ryby k ze skupiny i a rybnika j, p je celkovy prlimér znaku, G, je fixni efekt testo-
vané skupiny i, P.je fixni efekt rybnika j, GP, jsou interakce mezi skupinou a prostfedim rybnika a e, je
nahodné reziduum.

+ Analyzu kovariance (ANCOVA) pfi hodnoceni rozdilli rlistu (hmotnosti) za predpokladu, Ze méme
dostatecny pocet opakovani (5 a vice) ¢i pfi hodnoceni rozdill preziti. Pfi této metodé nepocitdme
s individuaInimi udaji, ale s prdmérnymi hodnotami znaku jednotlivych skupin z kazdého rybnika.
Kovarietou jsou hodnoty testovanych znakd u piislusné kontrolni skupiny. Princip vypoctu této me-
tody je podobny tomu pfi provadéni korekce dle vzorce 33.V tomto pfipadé je ale korekce provadé-
na vlastnim statistickym programem. ANCOVA je v tomto ohledu objektivnéjsi.

1. Zakladni statisticky model pfi analyze kovariance je:
Y,=u+G +ac, +e; (38)

kde Y,je hmotnost nebo pfeZiti skupiny i z rybnika j, p je celkovy primér znaku, G, je fixni efekt testo-
vané skupiny i, a je regresni koeficient znaku na ptislusnou kontrolni skupinu, c;je hmotnost kontrolni
skupiny patfici k testované skupinéizrybnikaja e,je nahodné reziduum.

2. Pokud probihalo stejné testovani na vice mistech (testovacich stanicich, podnicich), mGzeme mo-
del rozsifit o testovani na vliv lokality podle vzorce:

Y,=H+G,+P +GP, +ac, +e, (39)

ijk
kde Y e hmotnost skupiny i z rybnika j a lokality k, u je celkovy primeér znaku; G, je fixni efekt tes-
tované skupiny i, P, je fixni efekt lokality k, GP, jsou interakce mezi skupinou i a lokalitou k, a je regresni

koeficient znaku na pfislusnou kontrolni skupinu, (M hmotnost kontrolni skupiny patfici k testované
skupiné i z rybnika j na lokalité k a e, je nahodné reziduum.

3. Pfi zpracovani udaja o biometrickych ukazatelich a vytéZnostnich charakteristikdch porovnavame
testované skupiny na zakladé individualnich udajd a kovarietou je vlastni hmotnost nebo délka
téla ryby. Tyto parametry jsou totiz zavislé na velikosti ryb, a proto je ANCOVA objektivnéjsi néz
klasickda ANOVA. Zékladnim statistickym modelem je:

Y,=H+G,+5+GS +ac, +e, (40)

ijk

kde Y. je hodnota znaku u ryby k ze skupiny i s pohlavim j, u je celkovy priimér znaku, G, je fixni efekt
testované skupiny i, S, je fixni efekt pohlavi, GS, jsou interakce mezi skupinou a pohlavim, a je regresni
koeficient znaku na hmotnost nebo délku téla ryby, e hmotnost nebo délka téla ryby k ze skupiny
is pohlavim ja e, je nahodné reziduum.

Podle charakteru ziskanych dat miZzeme do modelu zafazovat i dalsi faktory jako jsou napf. rybnik a lokalita.

1. Odhad plemenné hodnoty

U odhadu plemenné hodnoty je situace ponékud slozitéjsi. V prvé fadé zalezi na tom, co chceme pfi
odhadu plemenné hodnoty zjistit. Podle toho volime také testovaci model a pfislusny model statistic-
ky. Zakladni statisticka zpracovani vychazi rovnéz z obecnych linedrnich modell (GLM - General linear
models), mezi néz patfi i ANOVA. Pokud zndme pfislusny rodicovsky par testovanych potomkd, testuje-
me vliv otci a matek na projev studovaného znaku. Podminkou pro takovéto testovani je individudlni
znaceni vsech ryb. Pfikladem takového testovani mlize byt model:

Yim=H+G +Pts  +d+e,, (41)
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kde Yiam 1€ uzitkovost ryby m od matky / a otce k, z genetické skupiny j a rybnika i; u je prdmér
znaku ve sledované populaci, P, je fixni efekt rybnika /, G je fixni efekt genetické skupiny j, S 1€
nahodny efekt otce k uvnitf genetické skupiny j, d, je nahodny efekt matky / a €im J€ nahodné
reziduum.

Kromé zjistovani vyznamnosti fixnich a ndhodnych efekt(l na projev znaku vypocitavame heritabilitu
¢i podil jednotlivych slozek fenotypové variance pouzitim metody ,animal model”. Tato metoda vychazi
z podobnych modeltd zminénych vyse, podminkou pro vypocet je opét znalost rodokmenu potomstva,
tedy pfislusnosti testovanych jedinct ke konkrétnimu rodic¢ovskému paru. Problematikou vypoctu heri-
tability a slozek fenotypové variance se zabyva podrobné kapitola 5.6.

10.2. Testovani uzitkovosti ryb v dalSich zemich

Testovani uzitkovosti ryb s interni kontrolou je metoda vyuzivandiv jinych zemich. Tato metoda muiize
byt pouzita ale jen u téch druht ryb, kde mame k dispozici rlizné a snadno odlisitelné fenotypy (rdiz-
né barevné varianty, rizné formy oSupeni). Bohuzel takovych druhd neni pfilis mnoho, navic se casto
diskutuje otdzka, zda pfi testovani ryb s interni kontrolou a ve smisenych obsadkach nedochazi vlivem
soupefeni (o potravu, prostor apod.) mezi odlisSnymi genetickymi skupinami ke zkresleni vysledkd testd.

Zakladni podminkou u viech testl zejména tam, kde neni mozno pouzit vhodnou kontrolni skupinu,
z(stava snaha o zajisténi stejnych podminek prostiedi pro viechny testované skupiny. Uniformni pod-
minky prostfedi se mnohem snéze zajistuji pfi testovani ryb ve specidlnich rybochovnych zafizenich,
kde je mozno snadno upravovat hustotu obsadky, zajistit stejnou kvalitu vody a regulovat a ovliviiovat
mnozstvi pfedkladané potravy. Vétsina rybich druh(, u nichz se provadi cilené Slechtitelské programy,
se chovaji a testuji pravé v rybochovnych zafizenich. Problémem je, Ze testovani uzitkovosti ryb casto
zacina az po prekondni pocatecniho rozkrmovaciho obdobi, kdy nejsou podminky odchovu pro jed-
notlivé testované skupiny ryb totozné (odlisné obsadky, krmeni apod., jiny termin vytéru) a pocatecni
hmotnost testovanych skupin ryb na zacatku testu se lisi. Podobné se od starsich vyvojovych stadii
(rychleny pltadek, plldek) provadi i testovani ryb v rybnicich. Z dlivodu objektivity testovani je nutné
provadét korekci pozorovanych pfirlstkd testovanych skupin ryb na jejich pocate¢ni hmotnost, nebot
ryby s vyssi pocatecni hmotnosti rostou rychleji nez ryby s nizsi pocate¢ni hmotnosti (Moav a Wohlfarth,
1974). Korekce hmotnosti se provadi podle vzorce:

Y=Y~b(X,-X) (42)

kde Y je korigovany pfirlistek, Y, je pozorovany pfirlistek genetické skupiny (jedince) i, X; je pocatecni
primérna hmotnost skupiny (jedince) i, X je celkova primérna pocatecni hmotnost viech testovanych
skupin (ryb) a b, je koeficient linearni regrese pfiristku na poc¢ate¢ni hmotnost u skupiny (jedince) /.

V ptipadé, ze provadime korekci hmotnosti u skupiny jednotlivcy, je nezbytné oznacit ryby v tes-
tu individualné. Podobné mizeme provadét standardizaci dat na vék ryb, pohlavi, rok testovani apod.
(Gjedrem, 2005).
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11.1. Plemenafisky zakon a provadéci vyhlasky

Plemendf¥sky zdkon

Dne 1. ledna 2001 vstoupil v Ceské republice v platnost zakon €. 154/2000 Sb. o $lechténi, pleme-
nitbé a evidenci hospodaiskych zvitat a 0 zméné nékterych souvisejicich zakonl (plemenaisky zakon).
Od té doby byl plemenéisky zakon i jeho provadéci vyhlasky predmétem nékolika dil¢ich uprav for-
mou novelizace. V soucasné dobé (tedy k 31. 12. 2011) je jeho Uplné znéni vydéno formou zakona
€.344/2006 Sb. Uplné znéni zakona €. 154/2000 Sb., o Slechténi, plemenitbé a evidenci hospodar-
skych zvifat a 0 zméné nékterych souvisejicich zakonii (plemenaisky zakon), jak vyplyva z poz-
déjsich zmén a posledni platnou Gpravou je zakon ¢. 32/2011 Sb. z 26. ledna 2011, kterym se
méni zakon ¢. 154/2000 Sb., o Slechténi, plemenitbé a evidenci hospoda¥skych zvifat a 0 zméné
nékterych souvisejicich zakon (plemenaisky zakon), ve znéni pozdéjsich predpisi.

Legislativa v oblasti 3lechténi a plemenitby ryb posiluje postaveni Rybafského sdruzeni CR jako uzna-
ného chovatelského sdruzeni k zabezpecovani spole¢nych zajm a postupt v oblasti Slechténi a pleme-
nitby ryb jak navenek (vici vefejnosti, statu a statnim institucim i mezinarodnim institucim a asociacim,
jako je EU, FAO, FEAP aj.), tak i uvnitf (vici ¢lenlim, napf. v otdzce uznavéni chovl, v otdzce statnich
dotaci a prispévkd, ve vedeni plemenaiské a Ustredni evidence a vydavani potvrzeni o plvodu).

Clenéni plemend¥ského zdkona ve vztahu k rybd¥stvi

Zakon ma 10 hlav, z nichz Hlava | definuje zakladni pojmy a vymezuje podminky udéleni souhlasu
k vykonu odbornych cinnosti tzv. ,opradvnénym osobam®” (§ 1-3). Stanovi se, kdo a za jakych podminek
(po dolozeni technickych podminek, kvalifikacnich predpokladt a stav(i plemen) viilbec mize testovani
a posuzovani plemennych ryb a findlnich hybrid{ provadét, vést chovy, obchodovat s plemennym ma-
teridlem, vyvazet jej a dovazet aj.

Hlava Il definuje Slechtitelské ¢innosti a opatifeni, uznana chovatelska sdruzeni a chovatelské podniky
(§ 4-6), kontrolu uzitkovosti, vykonnostni zkousky a testy a posuzovéni vyjmenovanych hospodafskych
zvitat véetné povinnosti opravnénych osob, odhad plemenné hodnoty, plemenné knihy, plemenaiské
evidence, potvrzeni o plvodu a ovérovani a osvédcovani pdvodu (§ 7-12). Stanovuji se zde pravidla
a podminky, za nichz se za podpory ze statnich prostfedkl Slechténi a plemenitba ryb provadi. Ple-
mendaiskd evidence u plemennych ryb je analogii plemennych knih (plemen koni, skotu, prasat aj.).
Plemenafska evidence je vedena prostfednictvim Rybéiského sdruzeni CR za kazdé chované plemeno.
Samostatny § 14 se tyka genetickych zdrojd zvifat, véetné ryb.

Hlava Il vymezuje podminky plemenitby hospodaisky vyznamnych druht savct (§ 15-19).

Hlava IV se tykd plemenitby dribeze, plemennych ryb a vcel (§ 20). Stanovi podminky vydavani
osvédceni o pavodu hejna a umélou, resp. poloumélou reprodukci jako schvaleny zplisob plemenitby.

Hlava V definuje podminky uvadéni plemennych zvitat, gamet, oplozenych vajec a dalsiho plemen-
ného materialu do obéhu, véetné potiebnych doprovazejicich dokumentt (§ 21).

Pomérné rozsahla Hlava VI se tykd oznacovani a evidence zvifat, a s tim souvisejicich povinnosti osob
na jednotlivych stupnich procesu chovu, zpracovani, asanace zvifat a obchodu s nimi, a systému ustfed-
ni evidence (§ 22-23). U ryb nemohlo byt oznacovani podminkou ze zakona (kolize s veterinarnim zako-
nem), nybrz z fddu plemenaiské evidence uznaného chovatelského sdruzeni.

Hlava VIl vymezuje dozoréi ¢innost Ceské plemenéafské inspekce (§ 24-25) a navazuijici Hlava VIIl spe-
cifikuje spravni delikty a vysi pokut za né (§ 26-28).
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Dalsi ¢asti (Hlava IX, X) pak shrnuji spolec¢nd a obecna ustanoveni, odbornou zpUsobilost, ohlasovaci
povinnost a pfechodna a zrusovaci ustanoveni (§ 29-39).

Chovatell zivocichG pochéazejicich z akvakultury (neplemennych ryb podle pfedchozi pravni
Upravy) se také dotykaji nékterd ustanoveni zakona ¢. 99/2004 Sb. o rybnikafstvi, vykonu rybarského
prava, rybaiské strazi, ochrané mofskych rybolovnych zdroji a o zméné nékterych zdkonu (zdkona
o rybafstvi).

Provddéci vyhldsky

K zékonu ¢. 154/2000 Sb. v soucasné legislativni Upravé plati nasledujici provadéci predpisy, které se

tykaji i ryb:

« Vyhlaska ¢.370/2006 Sb. o odbornych kurzech k vykonu nékterych odbornych ¢innosti v oblasti
Slechténi a plemenitby hospodéiskych zvitat, stanovici odbornou zpUsobilost pro jednotlivé stup-
né slechtitelské a plemenarské prace.

- Vyhlaska MZe CR €. 447/2006 Sb., o genetickych zdrojich zvifat.

- Vyhlaska MZe CR ¢. 448/2006 Sb., provadéci vyhlaska k plemenarskému zékonu, tyka se udéleni
opravnéni, Slechténi, testovani, posuzovani, vedeni dokumentace.

- Vyhlaska MZe CR ¢. 57/2011 Sb,, kterou se méni vyhlaska ¢.448/2006 Sb., o provedeni nékterych
ustanoveni plemenarského zakona

a série novelizaci provadéciho pravniho predpisu, tykajiciho se oznacovani a znackovani zvitat, vede-

ni evidence zvifat a hospodafstvi a hlaseni pro Ustfedni evidenci:

- Vyhlaska MZe CR ¢. 136/2004 Sb., ktera stanovi podrobnosti oznac¢ovani zvifat a jejich evidence
a evidence hospodafstvi a osob stanovenych plemenaiskym zakonem.

- Vyhlaska MZe CR é. 199/2007 Sb., kterou se méni vyhlaska 136/2004 Sb., ktera stanovi podrob-
nosti oznacovani zvifat a jejich evidence a evidence hospodafstvi a osob stanovenych plemenéi-
skym zakonem.

- Vyhlaska MZe CR €. 213/2009 Sb., kterou se méni vyhlaska €. 136/2004 Sb., ve znéni vyhlasky
€. 199/2007 Sb., kterou se stanovi podrobnosti oznacovéni zvifat a jejich evidence a evidence hos-
podafstvi a osob stanovenych plemenaiskym zakonem.

- Vyhlaska MZe CR ¢. 202/2010 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 136/2004 Sb., kterou se stanovi
podrobnosti oznacovani zvifat a jejich evidence a evidence hospodaistvi a osob stanovenych ple-
menaiskym zakonem, ve znéni pozdéjsich predpist.

Plemendfskad a ustredni evidence

Plemenaiska evidence je v kompetenci uznaného chovatelského sdruzeni. Pro ryby je jim Rybarské
sdruzeni CR, které vede evidenci za kazdé chované plemeno, eviduje pvod plemennych ryb a jejich
uzitkové vlastnosti. Plemendiska evidence je vedena elektronickou formou (v soucasnosti je pouzivan
software ,Evidence 2003"). Uznané chovatelské sdruzeni rovnéz komplexné zpracovava vysledky testo-
vani uzitkovosti plemen a hybrid.

Ustredni evidenci vede statem povéfend organizace. V sou¢asné dobé je to Ceskomoravska spo-
le¢nost chovatel(, a.s., v Hradistku pod Mednikem. Tato organizace rovnéz poskytuje Gdaje z ustfed-
ni evidence Ministerstvu zemédeélstvi CR ke zvefejnéni na webu formou Integrovaného registru zvifat
(IRZ). Ustiedni evidence plemennych ryb zahrnuje registr chovatel a jejich hospodéfstvi s pFidélenymi
registracnimi ¢isly, hlaseni o poctech plemennych ryb (HPPR) podle plemene a pohlavi k 30. 6. kazdé-
ho roku a hlaseni o poctech a hmotnosti neplemennych ryb (HPNPR; resp. podle novelizace predpisu
¢.32/2011 Sb. nyni,Zivocichl pochdzejicich z akvakultury”) k 30. 6. kazdého roku (obr. 11.1.).
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Obr. 11.1. schéma poskytovini povinnych tidajii chovateli pies Rybdiské sdruzeni CR do Ustredni evidence (vlevo)

a poskytovdni povinnych (daji chovateli Rybdrskému sdruzeni CR pro plemendiskou evidenci (vpravo).

Evidencni ¢islo

V plemendiské evidenci ma kazdd generacni ryba pfidéleno tzv. evidenéni ¢&islo (napf.
ROP-V0O-99/1- 7F7A10594B), coz je kombinace oznaceni chovné skupiny a individualniho identifikatoru.

Chovna skupina je skupina jedincd stejného plvodu (ze stejnych rodich) a stafi v rdmci plemena
(napf: ROP-VO-99/1, kde ROP- zkratka plemena, v tomto pfipadé Ropsinsky kapr Supinaty, VO - zkratka
chovatele, kde byla chovna skupina zalozena; zde FROV JU, VURH Vodiany; 99 - rok zalozeni, tj. vykuleni
plidku a /1- poradi vytéru daného plemene ve vytérové sezéné).

Individualni identifikator (ID) je znak nebo sada znak{, podle kterého mizeme nezaménitelné iden-

tifikovat jedince

- zrakem (kryogenicka znacka, jina vizualni znacka), napt. 15/55, kde se ID sklada ze skupinového
znaceni chovné skupiny/porfadového ¢isla jedince;

« pomoci techniky (mikrocipové znacky PIT tags), napi: 7F7A10594B nebo 276098101198403
(alfanumericky fetézec max. 15 znakd; Rodina a Flajshans, 2008).

Evidencni povinnosti chovatele:

« Registra¢nim listkem se chovatel do Ustfedni evidence pfihlasuje prostfednictvim uznaného cho-
vatelského sdruzeni do 7 dnli od zahajeni ¢innosti, ve stejné Ihté po ukonceni ¢innosti také toto
oznamuje odhlasovacim listkem. Na zékladé registracniho listku je chovateli pfidéleno registra¢ni
¢islo pro kazdé hospodafstvi. Registracnim cislem se hospodaistvi oznacuje v kazdoro¢nim hlaseni
o poctu plemennych/poctu a hmotnosti neplemennych ryb.

Prvotni evidence o chovu. Chovatel zaznamendva stavy, individualni identifikaci plemennych ryb
a udaje o vytéru. Vyuziva k tomu pomocnou technickou evidenci (vytérovy list, odlovni a komorovou
knizku). Na 1 listu odlovni a komorové knihy vede udaje o plemennych rybach v 1 nadrzi (= rybniku,
bazénu). Funkci stdjového registru u chovateli neplemennych ryb pini hospodarska evidence o chovu
ryb na rybniku s chovem ryb, popisny list rybarského reviru a evidence o dosazenych hospodaiskych
vysledcich na rybaiském reviru. Prvotni evidenci chovatel nikam neposil3, ale predklada ji pfi kontrole.
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« Hlaseni o poctu plemennych ryb posild chovatel uznanému chovatelskému sdruzeni (osobé po-
vérené vedenim ustfedni evidence u ryb) do 30. 6. kazdého roku.

Hlaseni o po¢tu a hmotnosti neplemennych ryb (Zivocicht pochazejicich z akvakultury) posila
chovatel uznanému chovatelskému sdruzeni (osobé povéfené vedenim Ustfedni evidence u ryb)
do 30. 6. kazdého roku.

Je-li chovatel zaroveii opravnénou osobou k provéadéni kontroly uzitkovosti, vykonnostnich zkousek,
vykonnostnich test(i a posuzovani plemennych ryb ve vlastnich testacnich zafizenich, vede dalSi zaznamy
o vlastnostech a znacich podle zptisobu testovani a posuzovani. \iysledky poskytuje chovatel s hlase-
nim o individuaIni identifikaci plemennych ryb do plemenaiské evidence vzdy k 30. 11. kalendainiho roku.

Identifikace a zplisob oznacovani plemennych ryb. K identifikaci plemennych ryb se pouziva
predevsim mikrocipovych znacek. U kaprd lyscll a linli Ize pouzit znaceni matricemi vymrazenymi
v kapalném dusiku. Plemenné (remontni a generacni) ryby se oznacuji individualné. Mikrocipové
znacky se implantuji podkozné, vnitrosvalové nebo intraperitonedlné. Pfi znaceni povrchu téla ma-
tricemi vymrazenymi v kapalném dusiku se pouziva individualnich alfanumerickych kédd. Plemen-
nym materidlem ryb se rozumi sperma, oocyty, jikry v o¢nich bodech, plidek a ndsada. Plemen-
nému materidlu se neptidéluji individualni identifika¢ni znacky, ale v dobé, kdy to umozni velikost
a stav ryb, provadi se u skupin testovaného pladku znaceni skupinové.

Pravodni list dovazeného plemenného materialu ryb musi obsahovat tdaje stanovené pro-
vadéci vyhlaskou (jméno/ndzev a adresy majitele a kupujiciho, druh ryby, plemeno/linii/populaci,
pocet kust, skupinové n. individualni oznaceni ryb, datum odbéru, datum a misto vystaveni pri-
vodniho listu, nacionale osoby, kterd privodni list vystavila). Kopii priivodniho listu posila chovatel
uznanému chovatelskému sdruzeni s hlasenim o stavech a individudlni identifikaci ryb.

Zaznam o prodeji plemennych ryb a plemenného materialu ryb musi obsahovat Udaje stanovené pro-
vadéci vyhlaskou (jméno/ndzev a adresy prodavajiciho a kupujiciho, druh ryby, plemeno/linii/populaci, vé-
kovou kategorii, pocet kusu, pohlavi, skupinové n. individudlni oznaceni ryb a datum odbéru). Kopii zézna-
mu posild chovatel uznanému chovatelskému sdruzeni s hlasenim o stavech a individuéini identifikaci ryb.

Oznaceni obalii plemenného materialu ryb. Obaly davek gamet, jiker v o¢nich bodech a roz-
plavaného pliddku musi obsahovat Udaje stanovené provadéci vyhlaskou (datum odbéru gamet,
druh ryby, plemeno/linii/populaci, identifikaci mlicdka/jikernacky, objem davky gamet, jméno/né-
zev a adresu chovatele; resp. datum vytéru, druh ryby, plemeno/linii/populaci, identifika¢ni ¢isla
rodicll, pocet jiker v o¢nich bodech nebo rozplavaného plidku, jméno/nazev a adresu chovatele).

Vzory vsech dokumentl jsou ke stazeni z webovych strdnek uznaného chovatelského sdruzeni

http://rybsdr.fish-net.cz/plemenarstvi.htm a http://www.cz-ryby.cz/content/default/19.

Potvrzeni o piivodu plemennych ryb a plemenného materialu. Tento dokument si chovatelé nemo-

hou sami vystavovat, jen poskytuji do plemenafiské evidence nutné podklady. Potvrzeni o ptivodu plemen-
nych ryb a plemenného materialu vydava Rybarské sdruzeni CR na zakladé zadosti chovatele a musi obsaho-
vat tyto Udaje: registra¢ni (evidencni) Cislo zvitete v plemenéiské evidenci, zpUsob identifikace, identifikacni
Cislo plemenného zvifete, datum vytéru, datum vykuleni, plemeno/linii/populaci, pohlavi, jméno/nédzev
a adresu chovatele, z jehoz chovu zvife pochdzi, jméno/nézev a adresu majitele, diagnostické markry, obou-
stranny plivod, datum vystaveni potvrzeni o ptvodu, podpis zastupce uznaného chovatelského sdruzeni.
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11.2. Dotacni programy

Finan¢ni podpora statu chovatelm v oblasti Slechténi a plemenitby ryb zdaleka neni samoziejmosti
ve vsech statech EU.V zdpadni Evropé jsou Slechtitelské programy nejcastéji realizovany narodnimi kor-
poracemi nebo chovatelskymi asociacemi ve spojeni s vyzkumnymi organizacemi (napf. u lososa obec-
ného v Norsku, Velké Britanii, Irsku a na Islandu; pstruha duhového ve Francii a Finsku) bud'za narodni
nebo regiondlni podpory nebo za podpory riznych typt mezinarodnich projektt EU bud' na vyzkum,
nebo na implementaci vysledk( vyzkumu do malych a strednich podnika.

Systém Slechtitelské prace u ryb v rdmci uznaného chovatelského sdruzeni je zatizen vétsim mnoz-
stvim zdkonnych evidenc¢nich povinnosti, musi byt vici statnim orgdndm prdhledny a tedy kontrolo-
vatelny, ale na druhé strané umoznuje finanéni podporu statu. Ceska republika prostfednictvim Minis-
terstva zemédélstvi CR v sou¢asné dobé muze poskytovat chovateldim ryb dotace na dva typy &innosti:

na ochranu a udrzovani genetickych zivocisnych zdrojd v ramci,Narodniho programu konzervace
a vyuzivani genetickych zdroju rostlin, zvifat a mikroorganizm vyznamnych pro vyzivu, zemédél-
stvi a lesni hospodaistvi” (dotace na genetické ZivociSné zdroje: Program 6, titul B. 1. 16 Ryby)

na vybrané aspekty slechtitelské prace v rdmci,dotacniho programu 2.A. Udrzovéni a zlepSovani ge-
netického potencidlu vyjmenovanych hospodaiskych zvifat” (dotace na Slechténi: titul 2. A.e.1.a)
na kontrolu uzitkovosti (KU), vykonnostni zkousky, vykonnostni testy a posuzovani a kontrolu dé-
di¢nosti uzitkovych vlastnosti a zdravi: KU u ryb.

Ministerstvo zemédélstvi CR kazdoro¢né vypisuje ,Zasady, kterymi se stanovuji podminky pro po-
skytovani dotaci” a v nich uvadi dotacni tituly, na néz mize chovatel zadat o podporu vybrané ¢innosti.
Na podporu neni pravni narok.

Aby se chovatel pro poskytnuti dotace kvalifikoval, musi splfiovat tyto podminky:

Pro dotaci na genetické zivocisné zdroje (GZ) musi chovatel:

mit kmenové hejno GZ 120 kusU ryb, které spliuji nalezitosti genetického zdroje, provéiené gene-
tickou analyzou druhové/plemenné cistoty (nepfitomnost hybrid{) a irovné genetické variability,

mit kmenové hejno GZ individudlné oznacené (s vyjimkou pstruha obecného a siht) a dolozit indi-
vidualni znaceni v elektronické podobé,

mit chovatelské podminky odpovidajici zdkonu ¢. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani,
ve znéni pozdéjsich predpisq,

byt uveden mezi vyjmenovanymi subjekty pfislusného titulu,Zasad” a mit pfridélené eviden¢ni ¢islo
Ucastnika Narodniho programu,

byt registrovan v Ustredni evidenci (UE) podle provadécich predpisti k plemenaiskému zakonu,
uchovavat kmenové hejno GZ podle schvéalené metodiky,
splnovat odborné a technické predpoklady pro chov a vedeni dokumentace o genetickém zdroji

podle schvalené metodiky ptislusného genetického zdroje (Flajshans a kol., 2009),
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- mit hospodareni s dotaci Ucetné oddélené od ostatnich ¢innosti,

« podat Uplné vyplnénou a dolozenou zadost véetné stavi a individudlni identifikace ryb, chovného
cile a technického zézemi podle ,Zasad” pres uznané chovatelské sdruzeni a mit ji schvélenou ga-
rantem pfislusného GZ a uznanym chovatelskym sdruzenim,

- podat o vynaloZeni dotace za uplynuly rok zpravu uznanému chovatelskému sdruzeni.

Je-li chovateli pfiznana dotace na genetické Zivocisné zdroje, dostane od uznaného chovatelského
sdruzeni smlouvu a na jejim zékladé obdrzi roc¢ni prispévek, ktery se na 120ks ryb 1 kmenového hejna
pohybuje ve vysi podle tab. 11.1.

Tab. 11.1. Pocet genetickych zdrojc uvniti kazdého druhu a vyse prispévku na udrzovdni kmenového hejna genetického
zdroje ryb, stav podle skutecnosti roku 2011.

Druh Podpora na kmenové Druh Podpora na kmenové
hejno (tis. K¢) hejno (tis. K¢)

Kapr obecny (11 GZ) do 120 Sih maréna (cisty druh) do 150

Lin obecny (7 GZ) do 100 Sih peled' (Cisty druh) do 150

Sumec velky (2 GZ) do 150 Jeseter maly (Cisty druh) do 150

Pstruh duhovy (3 GZ) do 250 Vyza velka (Cisty druh) do 150

Pstruh obecny f. potocni (2 GZ) do 200

Celkova ro¢ni podpora statu na genetické zdroje ryb se podle rozpoctovych moznosti pohybuje
ve vysi 2,75-4 mil. K¢.

Pro dotaci na Slechténi musi chovatel:

« byt,opravnénou osobou” podle provadécich predpist k plemenéiskému zdkonu,

- byt registrovan v Gstfedni evidenci (UE) podle provadécich piedpisd k plemenafskému zékonu,

- mit hospodareni s dotaci tic¢etné oddélené od ostatnich ¢innosti,

« mit chovatelské podminky odpovidajici zdkonu ¢. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani,
ve znéni pozdéjsich predpisq,

« podat UplIné vyplnénou a dolozenou zadost vcetné stavi ryb, chovného cile a technického zazemi
podle,Zasad” pres Uzemni odbor MZe CR a mit ji doporué¢enou uznanym chovatelskym sdruzenim,

- podat o vynalozeni dotace za uplynuly rok zpravu uznanému chovatelskému sdruzeni.
Je-li chovateli pfiznana dotace na lechténi, dostane od MZe CR rozhodnuti, na jehoz zakladé obdr-

Zi zpétné na dany rok podporu ve vysi do 60 % prokazanych pfimych naklad{i na danou ¢innost.
Celkova ro¢ni podpora statu v dotacich na Slechténi ryb se pohybuje ve vysi 4,1-5,7 mil. K¢.
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