JIHOVCESKA UNIVERZITA
v Ceskych Bud¢jovicich

Zemédélska fakulta

DIPLOMOVA PRACE

Uréeni kompetice mli¢aki kapra obecného (Cyprinus carpio) molekularné

genetickymi markery

Studijni program: 4101 T Zemédelské inzenyrstvi
Studijni obor: Rybarstvi

Autor: Vojtéch KaSpar

Vedouci prace: Doc. Ing. Otomar Linhart, DrSc.

Odborny konzultant: Dr. Klaus Kohlmann

Ceské Budgjovice

2006
Knihovna JU - ZF

AR

311470379

|

lli



Jiho&eska univerzita v Ceskych Budéjovicich Zemédélska fakulta

Katedra: rybafstvi Akademicky rok: 2003/2004

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Jméno a pfijment: Vojtéch KaSpar
Studijni program: M 4101 Zemédelské inZenyrstvi
Studijni obor: Rybéistvi

Uréeni kompetice mli¢aki kapra obecného (Cyprinus carpio)

Nazev tématu: e L
molekularné genetickymi markry

Zasady pro vypracovani:
(v zasadach pro vypracovani uvedte cil prace a metodicky postup)

Cilem prace je identifikovat otcovstvi u potomstva kapra obecného pomoci
mikrosatelitni DNA v experimentu zamé&feném na ureni kompetice mli¢aku.

Metodika prace bude spoéivat v odbéru tkané neinvazni metodou (mala Cast ploutve) u
rodi&t tzn. mlicakd, ale i jikernacky s fixaci v 80 % etanolu. Podle mikrosatelitovych mérkri
dojde k vybéru vhodnych otcdl, tak aby doslo k spolehlivému odliSeni budouciho potomstva
podle otcti. Nasledn& prob&hne experiment s vytvofenim dvou skupin potomstva. Pro prvni
skupinu bude pouZito heterospermatu bez kvantifikovani podilu jednotlivych otcll
v heterospermatu, pouze se uréi celkové mnozstvi spermii na jikru. U druhé skupiny
potomstva bude k oplozeni vyuZito rovnéz heteospermatu se stejnym kvantem spermii
oviem rovnéz s kalibrovanym spermatem, tzn. se stejnym mmnoZstvim spermii po kazdém
otci. Dale bude stanoven podil Zivych a mrtvych spermii (fluorescencni mikroskopii),
procento pohyblivych spermii a rychlost pohybu spermii. Tyto ukazatele budou vyuZity pro
statistické vypoéty pravdépodobnostniho vlivu na dosaZenou kompetici mli¢aki. Po vykuleni
potomstva dojde k individualni fixaci vackového plidku, pfedpoklédé se vzdy po 240-300 ks
z kazdé skupiny. Molekularné genetické analyzy DNA na arovni mikrosatelitni DNA pro
stanoveni otcovstvi budou provadény v ramci spoluprace s dr. Klausem Kolmanem v Ustavu
rybéistvi v Berling podle standardni metodiky (Crooijmans et al., 1997; Kohlman et al., 2003,
Vandeputte et al., 2004). DNA z odebranych vzorki (ploutev) a celych rybicek po vykuleni
bude extrahovédna a jednotlivé markry v zavislosti budou fluorescentné oznaceny.
Predpokladame, Ze postati 7-8 mikrosatelith (MFW16, MFW26, MFW7, MFW11, MFW18,
MFW9, MEW3, MFW20) z celé fady popsanych Crooijmansem et al. (1997). Metoda PCR
amplifikuje dostate¢né mnoZstvi kopii téchto markérii a ty pak budou elektroforeticky
oddéleny a detekovany fluorescencnim skenerem.




Rozsah grafickych praci: 10 - 20 tabulek a grafti
Rozsah pritvodni zpravy: 40 - 55 stran

Seznam odborné literatury:

Crooijmans R.P.M.A., Bierbooms V.A.F., Komen J., Vand Der Poel J.J ., Groenen
M.A.M., 1997. Microsatellite markers in common carp (Cyprinus carpio L
Anim. Genet. 28, 129-134.

Vandeputte M., Kocour M., Mauger S., Dupont-Nivet M., De Guerry D., Rodina M., Gela
D., Vallod D., Chevassus B., Linhart O., 2004. Heritability estimates for growth-
related traits using microsatellite parentage assignment in juvenile common carp
(Cyprinus carpio L.). Aquaculture (in press).

Kohlman K., Kersten P., 1999. Genetic varibility of German and foreign common carp
(Cyprinus carpio, L) populations. Aquaculture 173, 435-455.

Flajshans, M., Cosson, J., Rodina, M., Linhart, O., 2004. The application of image
cytometry for viability assessment of dual fluorescent - stained spermatozoa of
fish. Cell. Biol. Int. (in press)n (IF 1,0).

Linhart, O., Cosson J., Mims S.D., Shelton W.L., Rodina, M., 2002. Effects of ions on the
motility of fresh and demembranated paddlefish (Polyodon spathula) spermatozoa.
Reproduction, 124, 713-719 (IF 2.3)

Vedouci diplomové prace: doc. Ing. Otomar Linhart, DrSc.
Konzultant: Ing. Klaus Kolman, PhD.
Datum zadani diplomové prace: unor 2004

Termin odevzdani diplomové prace: 30. 4. 2006

JIHOCESKA UNIVERZITA
V CESKYCH BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

studijnd, oddéleni
S sk& 13 @
370 05 Ceské Budé&jovice

7,
‘/r‘ 14\ %f/é&\ A /[Z’f,é,&(t /,<

doc. Ing. Petr Hartvich, CSc. doc. Ing. Magdalena Hrabankov4, CSc.
Vedouci katedry Dékan

V Ceskych Budgjovicich dne 10. 3. 2004



Prohlaguji, Ze jsem diplomovou praci na téma ,,UrCeni kompetice mli¢aka kapra
obecného (Cyprinus carpio) molekulérné genetickymi markery™ vypracoval samostatné na

zakladé vlastnich méfeni a materiald, které uvadim v seznamu literatury.

V Ceskych Budgjovicich, 28. dubna 2006.

.........................................................




Dékuji vedoucimu diplomové prace panu Doc.Ing.Linhartovi a panu Ing. Rodinovi
za jejich vedeni, organizaci experimentu a pfipominky vedouci k sestaveni této diplomové
prace a dékuji i celému oddgleni genetiky a Slechténi ryb VURH JU Vodiany.

Dékuji Dr. Kohlmannovi a Petie Kersten za uvod do prace s metodami molekularni

biologie a jejich vyuzitim v rybafstvi.



OBSAH

R 0" 0 3 ) TOUURU oo O U OO P TR PR OPOOPRTRON 1
2. LITERARNI PREHLED. ..ot 2
2.1 MIKROSATELITNI MARKERY A RYBY ....cccootriiirieieierenennininisnnas 2
2.1.1 ZOOGEOGRAFIE A DOMESTIKACE KAPRA .....ccccooooeviisinnns 2
OBECNEHO (Cyprinus carpio L.) ..........c.covvierueeionnsenssecssssscsnionsens 2
2.12 METODY STUDIA JEDINCU A RYBICH POPULACI ............... 4
2.13 MOLEKULARNE-GENETICKE MARKERY .......cccocoeeveunimimeriunns 5
2.14 BIOCHEMICKE A MOLEKULARNE-BIOLOGICKE
MARKERY A RYBY ..ottt seretesesssssssse st sssesessssesssasaens 6
2.1.5  MIKROSATELITY ..ovvvveeeeieieiereeseseeessesesssessssssssssssssssesssacssescssnsees 8
2.1.6 IZOLACE MIKROSATELITNICH MARKERU.........ccccvvumrenen. 10

217 IZOLACE MIKROSATELITNICH MARKERU PRO KAPRA ...13
2.1.8 PREHLED PRACI VYUZIVAJiCICH MIKROSATELITNI

MARKERY PRO KAPRA ..ot eaessenessenenens 16
272 KOMPETICE SPERMIT coooioeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
2771 KOMPETICE A EVOLUCNE STABILNI STRATEGIE ........... 29
222  KOMPETICE A RYBY .oooooeooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssssseseseseassesesenes 29
223 KOMPETICE NA UROVNI ,IN VITRO“ FERTILIZACE.......... 31

224 ,,CRYPTIC FEMALE CHOICE® .......cccoriiiiiinniininiininieiinnnee 33




B NN T T R oo susmscscasussmas osose s sasmss  oems sG55 S0EL090ES ReSETNEESSASSY 5 34
3.1.1 VYBER GENERACNICH RYB......cccoriuruirninceneeeniisiessnnnsnsnans 34
3.12 VYTER, ZISKANI A UCHOVAVANI GAMET.......cccccvunumnruns 35
3.1.3 URCENI KONCENTRACE SPERMII ......covovueiercuciininnennnianns 35
3.1.4 OPLOZENI A INKUBAGCE .....coooiueieeieeeeeineeeereneecassnssnansasisasns 36
3.1.5 KONTROLA OPLOZENOSTI A LIHNIVOSTI ......cccccevurimnunnnns 37
3.1.6 ZAZNAM POHYBLIVOSTI SPERMIL........cooooviuirmrirerecciiinnann. 37
3.1.7 VYHODNOCEN{ ZAZNAMU POHYBLIVOSTI

SPERMIL. .....ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeseesessessesasaesassss s essessesenscasssssasansasans 38

32 ANALYZA MIKROSATELITNICH MARKERU .....c.ccocvcuucimimrnanns 39
$21 TZOLACE DINA . cssmmsssmsassmmans soms sases veresreases 5553 55 5554 pamsssss 39
322 TESTOVANI KVALITY IZOLATU. .....ccoviuniirireecrcininnnnnsansinns 40
323 PCR — SLOZENI SMESI PRO PCR.......cceuvmcrimeiririnnmransininenens 41
324 PCR — TEPLOTNI PRUBEH REAKCE .....cccceceuvimmmmmnnrnninienenns 42
325 TESTOVANI KVALITY PCR PRODUKTU ....c.ccoveuvcuecumnrnnnans 44
32.6 ANALYZA FRAGMENTU DNA.......coooeueeeemeercreeenriassscassnnsnsanes 44

33  STATISTICKE ZPRACOVANI DAT ....ccooiiiirrcrricircneinaeianinienn. 48
33.1 KONTROLA OPLOZENOSTI A LIHNIVOSTI ......ccccooorrrunnnns 48
332 MOTILITA SPERMIL.......ccoooiriireieirireireiseenesesscsscnssaessssssssenes 48
333 RYCHLOST POHYBU SPERMII .......cccoeueumiurucuiriinirenninannannns 49
33.4 ZASTOUPENI MLICAKU V POTOMSTVU .....ccccormmrmninnunnnns 49
33.5 TESTOVANI HYPOTETICKYCH MODELU.......cccccourerrrrmnnnns 49




Be VY SLEDIKY cooooooeooeoeeeeeeeeeeeereveeseaseeeseeeeessesessessssessesessasessasesssssseneases 51

41 OPLOZENOST A LIHNIVOST ...oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesessesesenes 51
41.1 OPLOZENOST — STATISTICKE ZPRACOVANI .......cceveveeeee. 51
412 LIHNIVOST — STATISTICKE ZPRACOVANI......c.cevveverrnnene, 52

49 MOTILITA SPERMII oot eeeeesesesessnsesesenssesesenes 52
421 MOTILITA — STATISTICKE ZPRACOVANI.....cocoeveveererrrenene, 53

43 RYCHLOST POHYBU SPERMIL......coooieeieeeeeeecieeeeeeeseseenasesesenes 53
43.1 RYCHLOST — STATISTICKE ZPRACOVANI.......cocoeverurrrrnene. 54

4.4 ZASTOUPENI MLICAKU V POTOMSTVU ....coereverrereeeeeeneenenne 55

45 TESTOVANI HYPOTETICKYCH MODELU......cooeiviirrrerereneeenns 56
D IS K U S E oo e es e e et et ee et es et esessesestssessesesserensesenassesens 59
Z A V B R oo et et et ettt ettt ettt e s e e st eee 62
P RIL O H A oo eve e e s s s eeete e ees e ssasasaseseseaesesessssnnasnssases 63




2 LITERARNI PREHLED
2.1 MIKROSATELITNi MARKERY A RYBY

2.1.1 ZOOGEOGRAFIE A DOMESTIKACE KAPRA
OBECNEHO (Cyprinus carpio L.)

Kapr (Cyprinus carpio L.) patii do Celedi Cyprinidae, nejvétsi celedi mezi
sladkovodnimi kostnatymi rybami (Nelson, 1994). Kapr (Cyprinus carpio L.) je
pravdépodobné nejznaméjsi kostnatou rybou svéta. Je to castecné diky dlouhé historii
domestikace a také Sirokym spektrem introdukci, které vyustily pocetnymi lokalné
adaptovanymi divokymi liniemi ¢i plemeny (Komen, 1990). Béhem dlouhého obdobi
vyvoje a domestikace se pusobenim riiznych vlivli vyvinulo z ptivodni divoké formy kapra
nékolik poddruhti a Siroka $kala linii a plemen, jez se od sebe odliSuji nejen
v morfologickych a morfometrickych ukazatelich, ale také genetickou strukturou téchto
linii a plemen. Variety (plemena a linie) kapra se vyvinuly diky kombinaci faktort jako
geografickd izolace, adaptace, akumulace mutaci a pfirozenou selekci a stejné tak
selekénim tlakem zptGsobenym ¢lovékem (Hulata, 1995). Tyto vlivy tedy maji za
nasledek dnesni variabilitu druhu C. carpio. Pavodni ptedek kapra C. carpio pochazi
pravdépodobné z oblasti Kaspického moife a vzniknul béhem pleiocénu. Béhem
pleistocénu se z tohoto predka vyvinul druh C. carpio a rozsitil se do Cerného mote a
Aralského jezera (Berg, 1964, cit. Kirpitchnikov, 1967). Dikazem maji byt fosilni zbytky
nalezené v oblasti Cerného mote. Berg se domniva, Ze kapr béhem pleiocénu obyval izemi

od Donu a Dunaje na zapadg aZ po oblast feky Amur a Cinu na vychodg.

Podle Kirpitchnikova (1967 a 1999) 1ze kapra rozdé€lit do &ty odliSnych poddruhi a to:
Cyprinus carpio carpio - Evropsko-zakavkazsky
Cyprinus carpio aralensis - Stiedovychodni

Cyprinus carpio haematopterus Amursko — ¢insky

Cyprinus carpio viridioviolaceus Jihoasijsky a vychodoasijsky

Balon (1974, 1995) rozliSuje druh C. carpio pouze na 2 poddruhy a to C.c.carpio a
C.c. haematopterus.. Podle Balona (1969) jde o rozdé€leni druhu ,,velmi mladé* diky

¢emuz maji oba poddruhy zna¢nou morfologickou adaptabilitu. Jako pivodni areal kapra



oznacuje oblast Kaspického mote a Malé Asie, odkud se kapr $ifil dale na zapad do oblasti

Dunaje a déle na vychod - do Ciny a jihovychodni Asie.

Obé tato rozdé€leni byla zaloZena na studii morfometrickych a biometrickych znaki
ryb zriznych geografickych oblasti. V dne$ni dobé se tyto metody jiz nepouzivaji
k pfesnéjSimu ur€ovani ¢lenéni druhil a byly nahrazeny metodami biochemické analyzy a
metodami molekularni biologie a proto i rozdéleni druhu C.carpio pomoci téchto novych
metod doznalo ur€itych zmén. Kohlmann (1999) na zédkladé analyzy 8 enzymatickych
systémi pomoci Skrobové elektroforézy potvrdil status C. c¢. carpio pro kapra
pochazejiciho z Evropy a stfedni Asie a C.c. haematopterus pro jiho- a vychodoasijského
kapra. Pomoci studia mitochondrialni DNA byla rovnéZ potvrzena opravnénost rozdéleni
do dvou odlisnych skupin kapra C.c. carpio a C.c. haematopterus (Gross a kol., 2002 ,
Kohlmann a kol, 2003).

Domestikace kapra obecného

Kapr je jednou z nejdtive domestikovanych ryb (Balon, 1995). Domestikace kapra
probihala hned ve dvou domestika&nich centrech a to nejprve v Ciné a pozd&ji v Evropé.
Piedpoklada se Ze domestikace kapra v Cin& (tedy u poddruhu Cyprinus carpio
haematopterus) zacala jiz ptiblizn€ 2000 let pted n.l. — z této doby pochazeji prvni zminky
o umélém chovu ryb. JelikoZ oviem ¢&inské jméno pro kapra dodnes zahrnuje i n€kolik

ptibuznych nebo podobnych druhii, mohou byt tyto idaje pon€kud matouci (Balon, 2004).

Podle Balona (1969) zacala domestikace kapra v Evropé na pocatku naSeho
letopo¢tu a to domestikaci divoké formy vyskytujicich se v Dunaji, Dyji a Moravé€. Pfes
Dunaj tehdy vedla znama Jantarova stezka Rimant a ti pravdépodobné zavlekli kapra i do
dal3ich oblasti Evropy. Kosti kapra se objevily mezi vykopavkami fimskych pevnosti na
slovensko-mad’arském pomezi (Balon, 1995). Podle Balona (1974, 1995) tak Rimané
znali chov ryb v umélych nadrzich a znali kapra jako rybi surovinu a dovazeli jej do Rima.

Rimané tak zavlekli kapra do Itélie, Keltové zase zavlekli kapra do Némecka a Francie.

O tom jakou mérou si Rimané kapra cenili nebo jak intenzivné kapra chovali se
vedou spory, néktefi autofi namitaji Ze jej sice znali, ovSem pochybuji o tom Ze by jej

chovali a zadali tak s jeho domestikaci (Komen, 1990).

.




V domestikaci kapra hral bezesporu dilezitou roli i klasterni chov ryb od pocatku
sttedoveku, jelikoZ rybi maso bylo povazovanu za surovinu ptipustnou k pfipraveé postnich
jidel. Zminky o zakladani rybnikid na izemi Cech jsou tak napiiklad v Kladrubské listing
(1115) a nebo Kosmove kronice (konec 11.stol a po¢atek 12.stol.). Ze stoleti dvanactého
tedy pochazeji prvni zminky o chovu kapra na naSem tzemi, rozsahlejsi jsou az ze stoleti
Sestnactého — napiiklad dilo Dubravia. Kapr byl postupné zavleéen do celé Evropy,
v devatenactém stoleti byl zavleen do severni Ameriky (McCrimmon, 1968), Australie

(Butcher, 1962) , Afriky (Jubb, 1967).

2.1.2 METODY STUDIA JEDINCU A RYBICH POPULACI

A) Metody morfometrické — zalozeny na studiu exteriéru —sledovany plastické znaky,

ale souCasn¢ sledovany uzitkové vlastnosti a znaky reproduk¢ni, u plemennych ryb a

generacnich hejn.

B) Metody cytogenetické - studium chromozomalni DNA, uréeni mnozstvi DNA a

uréeni karyotypu a ploidni urovné v pfipad€ Ze dany druh se vyskytuje i ve vice ploidnich
urovnich nebo k ur€ovani mezidruhovych hybridi mezi dvéma soucasné se vyskytujicimi

druhy.

O) Metody biochemické — stanoveni polymorfismu n€které¢ho proteinového systému,

pomoci Skrobové nebo agarosové elektroforézy. K ur€eni Cistoty plemene nebo linie,

hledani hybridd, ovétovani pivodu apod.

D) Metody molekulirni biologie — v dne$ni dobé€ nejvice pouZivané metody, jejich

nevyhodou je finanéni naro¢nost, v praxi se pouzivd analyza mikrosatelitnich markera
minisatelitd a také analyza mitochondrialni DNA pomoci metody RFLP, metoda RAPD a
metoda AFLP.




2.1.3 MOLEKULARNE-GENETICKE MARKERY

Molekularng-geneticky marker je vysoce polymorfni znak, ktery vykazuje
mendelistickou kodominantni dédi¢nost a je snadno a jednozna¢né detekovatelny. Oproti
klasickym markertim maji molekularn&-genetické markery fadu vyhod. Jednou z nich je
jejich poetnost a relativné snadna identifikace. Jsou také vysoce informativni, mohou byt
ziskany i z velmi malého mnoZstvi materidlu a také v libovolné fazi ontogenetického
vyvoje jedince véetné embryi a mohou byt také ziskany z télesnych pozistatki.
V potiebnych piipadech také mohou byt izolovany z muzejnich exponétii a nebo riznych
sbirek. Ziskana DNA miZe byt dlouhodobé archivovana a lze ji pouZit opakované

k analyze, vétSina analyz pracuje s velmi malym mnozZstvim izolatu DNA.

ROZDELENI MARKERU :

1) Ko6dujici exprimované geny, maji nizkou hladinu polymorfismu, jsou malo

pouzitelné pro studie diverzity rodin a populaci a nebo uréovani identity . VyuZivaji se

v komparativnim mapovani.

2) Vysoce variabilni sekvence DNA tj. pfedeviim mikrosatelity (STR, SSR — Short

Tandem Repeats, Simple Sequence Repeats) a minisatelity (VNTR — Variable Number
Tandem Repeats). Tyto sekvence se vyznaluji vysokym polymorfismem — velkym poctem
riiznych allel. Diky tomu jsou zejména mikrosatelity vysoce informativni v populacnich
studiich a pii uréovani rodiGovstvi, urovani identity nebo paternity, ale jsou také

zdkladem pro vazbové mapovani gent — napf. QTL (Quantitative Trait Loci).

3) Jednonukleotidové polymorfismy (SNP — Single Nucleotide Polymorphism),

mohou byt soucasti kodujicich usekd, &astéji jsou ale v nekodujicich oblastech - intronech.
Jsou vyuzitelné pro populaéni a rodinné studie. Vyskytuji se v genomu pfiblizné kazdych

500-100 bp.




2.1.4 BIOCHEMICKE A MOLEKULARNE-BIOLOGICKE
MARKERY A RYBY

UdrzZeni genetické variability je zékladni sou¢dsti mnoha chovnych programi
riznych rybich druht, jelikoZ pravé geneticka variabilita umoziiuje konkrétnim druhiim
prizpisobovat se ménicim se podminkdm a to jak ve volné pfirod¢ tak v podminkéch
selekce v kontrolovanych chovech.

Genetickd variabilita populaci byla zprvu studovéna pomoci polymorfismu
krevnich skupin, touto metodou byly zprvu studovany rozdily napf. mezi dvéma
vzdalenymi populacemi ryb (Sick, 1961; citoval Ward a Grewe, 1994).

Studium polymorfismu krevnich skupin vysttidala jin4 technika, vyzkum se zaméil
na studium allozymové variability pomoci horizontalni $krobové elektroforézy (Harris a
Hopkinson, 1976). Perspektivy biochemickych markerii u ryb popsal Utter (1991). Tato
metoda se stala GCinnym nastrojem studia struktury a variability vzdalenych populaci
ur¢itého druhu, dovolovala uréovéni variability populaci ur¢itého druhu, uréovani rozdil
mezi divokymi jedinci a chovanymi plemeny uréitého druhu, odligeni riznych pfirodnich
populaci (u kapra nap¥. Davis a kol., 1999, Kohlmann a kol., 1999; Slechtovi a kol.,
2002, Murakaeva a kol., 2003). Dovoluje charakterizaci kulturnich plemen, pomoci této
metody byla také studovana &istota chovanych linii a nebo plemene a nebo detekovana
pfitomnost hybridnich jedincd. Tato metoda se pouziva dodnes, n€kdy jako jedind metoda
a jindy v porovnani s metodami molekularni biologie, napiiklad ve spojeni s analyzou

mtDNA pomoci RFLP, RAPD nebo analyzou mikrosatelitnich markert.

PCR-RFLP (Restriction Fragmenth Length Polymorphism, Botstein a kol.,
1980) je metoda zaloZena na prvotni amplifikaci ur¢itého tiseku DNA a poté je tento tsek
St€pen rizné specifickymi restrikénimi endonukledzami. DNA nebo jeji fragmenty ziskané
amplifikaci jsou vystaveny u€inkim specifickych endorestriktaz (podminky inkubace
zavisi na enzymu) a poté jsou nové vzniklé fragmenty déleny na agarosovém nebo
vétSinou akrylamidovém gelu. Na zakladé RFLP se identifikuji allely na zakladé
pritomnosti nebo absence specifického restrikéniho mista. Pravé analyza mtDNA pomoci
RFLP  zcasti nahradila poCatkem osmdesatych let do té doby pouZivané allozymy
(Lansman a kol., 1981). Analyza materi4ln& dédi¢né mtDNA pomoci RFLP je zakladem

mnoha fylogenetickych studii a ovéfovani mikrotaxonomického &lenéni druhu (Gross a




kol., 2002, Kohlmann a Kkol.,, 2003), slouZi také k urovani pfitomnosti hybridnich

jedinct.

Pouziva se i technika RAPD / Random Amplified Polymorpic DNA, Williams a
kol., 1990 / RAPD je metoda vyuZivajici kratkého specifického nukleotidu jako sondy
k hybridizaci piti PCR s genomovou DNA. Tato metoda je velmi vhodnad k uréovani
genetické variability druhd a nebo i ur€ovani konkrétnich jedinct u druhd, které nebyly
dosud diikladné&ji mapovany pomoci dal$ich technik molekularni biologie. Pouziti nékolika
riznych oligonukleotidi k RAPD tak dovoluje ziskat data vedouci k ur€eni variability
(nebo i konkrétni identifikaci) u druhti které nebyly dosud geneticky mapovany a pro néz
nebyly dosud vyvinuty specifické markery. Piehled vyuziti RAPD v rybétstvi uvadi Bahy
a kol. (2005).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms, Vos a kol., 1995) je detekci
restrikénich fragmentd pomoci amplifikace PCR. Metoda je zalozena na uspé$né ligaci
adaptorovych sekvenci na konce restrikénich mist fragmentd DNA, tim vznikne misto
univerzalni pro primery pro PCR. Pomoci PCR je pak tento produkt amplifikovan tak aby
byl detekovatelny pomoci elektroforézy. Srovnani AFLP markerd a analyzy

mikrosatelitnich markert za Géelem uréeni rodi¢ovstvi uvadi Gerber a kol., 2000.

V soudasnosti se pouzivaji zejména VNTRs / Variable Number Tandem Repeat
loci, Tautz a Renz, 1984; Jeffreys a Kol., 1985a, 1985b; Tauz, 1989/. VNTRs jsou
repetitivni sekvence v geonomové DNA, tyto sekvence vykazuji znacny délkovy
polymorfismus. Analyza markerd tohoto typu pracuje na zékladé¢ PCR s primerovymi péry
pro danou sekvenci a nasledné detekci délky amplifikovaného useku. VNTRs piedstavuji
,minisatelity a mikrosatelity. PfevaZné ,mikrosatelity oznacované jako SSRs nebo
STRs jsou v poslednich letech nejéast&ji pouZivany jako markery ke studiu variability
populaci, genetické diverzity, slouzi také k identifikaci jedinct, ur€eni pfisluSnosti jedinci
k populacim (Hansen a kol., 2001), uréeni rodiovstvi nebo otcovstvi (Gerber a kol.,
2000). Ve srovnani s allozymovymi markery, které u mnoha druhii a populaci nejsou
reprezentovany vice neZ jednou nebo dvéma allelami, mikrosatelity jsou daleko

proménlivéj$imi, Casto s deseti a vice allelami pro jediny lokus. (Goldstein a Pollock,

1997).




Praktickou vyhodou v8ech metod molekularni biologie je Ze prace s pro analyzu je
potfeba pouze malé mnozstvi DNA jejiz odbér je mozny neinvazivni metodou (napf.
Gstfizky ploutve) za tGcelem ziskani vzorku a tim $ir3i je i jejich uplatnéni v akvakulture,
k ziskani DNA je moZno pouzit i muzejnich preparatd, Supin a otholitli (Hutchinson a

kol., 1999; Nielsen a kol., 1999).

2.1.5 MIKROSATELITY

Mikrosatelity jsou vysoce polymorfnimi DNA markery. Mikrosatelity jsou
tandemové opakovani kratkych nukleotidovych motivii rozmisténé v jaderném genomu
eukaryot (Weber a May 1989). Mikrosatelity jsou pfitomny jak v koédujicich tak
v nekddujich oblastech geonomu a jsou charakteristické vysokym stupném polymorfismu.
Jsou soucasti heterochromatinu eukaryot i prokaryot a ptfedstavuji znac¢nou ¢ast jejich
genomu. Pfedpoklada se, Zze v genomu obratlovci se nachazi pres 10* a pravd&podobné az
10° mikrosatelitd. (Litt a Luty, 1989, Tautz a Renz 1984, Love a kol., 1990).

Mikrosatelitni markery jsou kodominantné dédénymi markery.

Mikrosatelity se osvédEily jako vysoce u€inny nastroj genového mapovani mnoha
organismi (Schuler a kol., 1996). Vyuziti mikrosatelitnich markerd je opravdu velmi
Siroké, vysoka variabilita mikrosateliti ¢ini z téchto sekvenci velmi uZzite¢né genetické
markery a to pro mnoho rozliénych aplikaci. U ryb se ptedpoklada vyskyt mikrosatelitnich
motivi v gemomu pfiblizné kazdych 10 kb (Wright, 1993). Polymorfismus
mikrosatelitnich markeri je zaloZen na rtizném pocétu opakovani mikrosatelitniho motivu
v genomové DNA. Mikrosatelitni markery podléhaji ov§em také mutacim, pfedpoklada se
%e frekvence mutaci mikrosatelitnich markeri dosahuje 107 za jednu generaci (Weber a
Wong, 1993), pficemz mutace je pak pouhym odlisenim délky allely o jediny bp nebo
motiv mikrosatelitu. Diky vysoké tirovni variability roste vyznam mikrosatelitnich markert
(SSRs) jak pfi genovém mapovani tak pti pouziti v populacnich studiich (Hammond a
kol., 1998). ,.Sila* nebo spiSe zobrazovaci schopnost téchto markerd u konkrétniho druhu
se odviji od poétu izolovanych a pouZitelnych markerti pro dany druh a také miry jejich
polymorfismu v ramei druhu. Od tohoto polymorfismu se odviji také nutnost uZiti riizné€ho

poctu lokust v ramci popula¢nich studii.




Identifikace mikrosatelitnich lokust (vétSinou dvounukleotidovych motivll) je jiz
dobfe zdokumentovana a propracovana (Hammond a kol.,, 1998), viz. nasledujici

kapitola.

Prehled wvyuziti technologii zaloZzenych na DNA fingerprintingu v ramci
akvakultury popsal Liu a Cordes, (2004). Vyuziti mikrosatelitnich markert je velmi
pestré. Diky jejich vysokému polymorfismu jsou vhodné k populaénim studiim — uréeni
standardni genetické vzdalenosti Ds (Takezaki a Nei, 1996), uréeni parovych distanci Dp
(Nei a kol, 1983) a ke konstrukci fylogenetickych ,,stromt“ — diagrami znazortujicich
ptibliznou genetickou vzdalenost druhti, poddruhii, plemen nebo linii. Mikrosatelitni
markery se vyuzivaji i k ureni pfislu$nosti jedince k populaci nebo plemeni (Hansen a
kol., 2001).

Uréeni paternity pomoci mikrosatelitnich markerti je diky vysoké variabilité
mikrosatelitnich markert relativné snadno prokazatelné, zejména pfi existenci a moZnosti
pouziti vice lokust. K ureni rodi€ovstvi nebo eventuelné otcovstvi se tak mikrosatelity
pouzivaji pomérné Casto i u ryb (nap¥. Estoup a kol., 1998), a to i vramci chovnych
programi. Analyza mikrosatelitnich markera resp. segregace allel mikrosatelitnich lokusi
se pouziva i k urfeni uspéSnosti androgeneze nebo gynogeneze (Erzaz a kol., 2004;
Tanck a kol., 2001).

Mikrosatelity 1ze vyuzivat ke konstrukci ,linkage maps® event. jen k ur€ovani
nékterych ,linkage groups®™, vyuzivaji se i k mapovani QTL / Quantitative Trait Loci,
Cheverud a Routman, 1993 /. Ve spojeni stémito QTL lokusy maji mikrosatelity i
potencial v MAS / Marker Assisted Selection /. Pro ryby bylo zatim zmapovano jen velmi
malo QTL lokusti. MAS u ryb, jeji mozZnosti a perspektivy byly z€asti popsany (Liu,
2001).

Mikrosatelitni markery izolované pro jeden druh jsou asto pouZitelné v ramci
blizce ptibuznych druhd, postup kdy mikrosatelitni markery s primery popsanymi pro
jeden druh jsou pouzity pro druh piibuzny se nazyva ,,crosspriming™.

V ramci akvakultury je vyuZitim mikrosatelitnich markeri napiiklad mozZnost
posouzeni miry inbreedingu podle segregace allel nékolika mikrosatelitnich lokusi, nebo
posouzeni piislusnosti jedince k linii ¢i plemeni pomoci privatnich allel, pokud ovSem
takové allely byly detekovany a popsany. Vlastnosti a zejména vyuziti mikrosatelitnich
markert v ramci akvakultury a rybaistvi popsali Wright a Benzen, (1994)




2.1.6 IZOLACE MIKROSATELITNICH MARKERU

Standardnim zplisobem je screening genomové knihovny za tucelem nalezeni
novych mikrosateliti. Nové se kizolaci mikrosatelitnich marker pouZivd metoda
zaloZena na principu hybridizace geonomové knihovny se znacenou sondou, tato metoda je
zalozena na kombinaci nékolika zakladnich metod molekularni biologie. VyuZzivana je jak
metoda PCR, hybridizace s biotinem znacenou sondou a ligace takto znacenych fragmentti

do vektoru. Postup izolace mikrosatelitnich markerti velmi dobfe popsal Hammond a kol.,
1998.

AMPLIFICATION CAPTURE OF TARGET DNA

OF SELECTED GENOMIC FRAGMENTS
I
SN UE i

_ PCR | e e
oo Selected DNA fragments / ~
' s { “\

-8. £ ’ Denaturation N
?-ﬁ:::::a- 1- and CACACACACACACA —{)
- —— i wﬁhm\‘ldpfob“/ S o Biotin
- i polymer DNA (probe)
saa 1 P
t (f”llllll““?llllll\ ég ﬁ/ﬂ
Uigation of Hrkers  ~ N_——— i
10 ONA fragments %\ Uinker molecules i Microsatellte
> =] 4 —
\ ye e el
- i Capture of target ya
H Moleculs DNA hybride et pe
Blotin binding matrix
|
isclation of ‘
Microsmelins target DNA fragments s

Removal S |
of the linker sequence microsateliites il
‘ Digested DNA it
Marker "\ PCR -;:Oza_‘ ij‘
o — Qs |

i Cloning and scresning for racombinant colonias 2 *

Fig. 15.1.1 Schematic of the steps required to create microcsatellite enriched libraries.

Schéma vyvoje mikrosatelitnich markerti (Hammond a kol., 1998)

Pro izolaci mikrosatelitd je nutno aby standardni genomové knihovny doséhly
minimalné 5000 rekombinantt, jelikoZ mnozstvi rekombinanti obsahujicich mikrosatelity
obyéejné dosahuje od 0,5 po 2%. Tradi¢ni metody izolace mikrosateliti spoléhaji na
screening obrovského poétu rekombinantd k tomu aby u né€kterych znich prokazaly

ptitomnost mikrosatelitu.
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Metoda odhaleni mikrosatelitu je kombinaci PCR, hybridizace s biotinem znac¢enou
sondou, a nasledného ,,zachyceni* fragmentti bohatych na mikrosatelitnich markery. Stejné¢
jako v konvenénich metodach izolace mikrosatelitli, celd genomovd DNA je nejprve
vystavena pusobeni enzymu - naptiklad Mbol. Tento restrikéni enzym dosahuje nejvyssi
pocet fragmentt délky 300-750bp. Druhym krokem je ligace fragmentt k linkerim. Tyto
linkery jsou vlastné pfipravou fragmentu pro amplifikaci pomoci PCR, vytvari mista
vhodna pro ligaci primerti, dovolujicich amplifikaci genomové DNA. Vysledné produkty
amplifikace jsou pak hybridizovany s biotinem znacenou sondou (napt. CA, CAG, nebo
AGAT opakovani) a zachyceny pomoci biotin vazajici matrice. Nehybridizujici genomova
DNA je odmyvana pry¢ sledem vysoce specifickych myti. Zbyvajici fragmenty, které jsou
obohaceny mikrosatelitnimi markery jsou poté izolovany a amplifikovany v druhé PCR
reakci. Nasleduje odstranéni linkerovych sekvenci, pozd¢j$i klonovéni, tranformace,

screening rekombinanti.

Prvni krok prace zahrnuje pfipravu geonomové DNA k dalsi praci, genomova DNA
od nékolika jedinci — cca.10-20 jedinci podle Hammonda (1998), u ryb se pouZivaji
zejména gynogeneti¢ti jedinci a to z divodt snazsi identifikace allel. Nékolik jednotek
enzymu a nasledna inkubace (podminky zavisi na pouzZitém enzymu) vede k ziskani
fragmenti o délce 300-750 bp. Praveé tato délka se uvadi jako dostate¢né dlouhd k tomu

\ aby tato sekvence mohla obsahovat opakujici se
, \‘\ motiv mikrosatelitu v¢etné¢ jeho lemujicich

oblasti, které jsou poté dilezité pro konstrukci

Elution of selected DNA
from agarose gel

komplementarnich primerd.

Po této inkubaci senzymem je vzorek DNA
M . "
™" hanesen na agarosovy gel a elektroforeticky délen

a tim se vizualizuje mnozstvi fragment Zadané

délky 300-750bp. Fragmenty této délky jsou

R
SIZE SELECTION , N X .
nasledné vyfiznuty z gelu, uvolnény a pomoci

specialniho kitu vy¢istény od poztstatkti gelu a slouZzi k dalsi praci.
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Ligaci jsou k témto fragmentlim ptidany linkerové

= sekvence, specifické k restrikénim mistim enzymu

b Primer (SAULA)
1 S gy : :
i — pouzitého v predeslém kroku  Tyto linkerové
- I .. sekvence jsou komplementarni k PCR primerim,

jelikoZ po této ligaci linkerovych sekvenci nasleduji

L
Ligation ot linkers N

DNAH v rogx o
1o DNA fagmens PCR ke zmnoZeni téchto fragmenti.

Mnozstvi fragmentl, ziskané po piedchozi

— s .

PCR je poté denaturovano, po dostateCné — i~ P S e

KV e il 4 e ! ::{i
X Mot l4 o 2 o e
dlouhou dobu aby doSlo o oddéleni vlaken sesctedonafagments | 3 /’f
, . , , p | /
dsDNA. Denaturovana jednovlaknova DNA je  penatuaton L ) /
and hybridization - CACACACACACACA —()
pouzita k hybridizaci se sondou, znafenou *"VCecreser / Simple soquence B0t
L. ) polymer DNA {probe)
biotinem. -
ﬁ-—téég
Tato sonda obsahuje uréity specificky motiv — /

Microsateliite

komplementarni k motivu mikrosatelitu.
Pouziva se bud’ jednoho druhu sondy, nebo i vice

riznych motivi zna¢ené sondy.

\

L. . Capturs of target
Po uspésné hybridizaci se sondou S DO bt
znaleny se fragment navaZze Kk matrici a
isolation of
tasrget DNA fragments

nékolikandsobnym promytim se odstrani

fragmenty u nichz hybridizace se sondou
neprobéhla. ZnaGené fragmenty se pouZiji
k dalsi PCR reakci.

Jako nejvhodnéjsi délka fragmenti pro
daldi klonovani se wuvadi 200-1000 bp,
fragmenty této délky by mély byt taktéZz dostateéné dlouhé k tomu aby obsahovaly
mikrosatelitni motiv v&etné lemujicich sekvenci, které jsou dileZité pro navrZeni a
konstrukci odpovidajicich primert. Identifikace mikrosatelitnich motivii véetné

charakterizace usekll pro navrZeni primeru je zajiSténa sekvenovanim.
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V poslednich letech se mikrosatelity staly jednémi z nejpopuldrnéjSich
molekularnich marker s mnoha riznymi praktickymi aplikacemi . Vysoka troven jejich
polymorfismu je diivodem pro¢ jsou pouzivany v tolika riznych studiich. Zane (2002)
zduraznuje, Ze mikrosatelitni lokusy izolované v minulosti pro rtizné druhy organismi by
v mély neustdle prochéazet revizi a lokusy by mély byt izolovany ,,de novo* a primerové
amplifikdtu. Ve svém prehledu uvadi fadu technik izolace mikrosatelitnich lokusi

zalozenych na hybridizaci se zna¢enou sondou.

2.1.7 1IZOLACE MIKROSATELITNICH MARKERU PRO
KAPRA

Mikrosatelitni markery pro kapra poprvé popsal Crooijmans a kol. (1997), ktery
na Wagenigen Agricultural University izoloval tyto markery (CA typu) pomoci diive
popsané metody hybridizace se znacenou sondou. Z Cerstvé krve izoloval pomoci kitu
geonomovou DNA ze které ziskal genovou knihovnu. Analyzoval pfiblizné 80 000 kloni
znac¢enych pomoci oligonukleotidu (TG);3 znac¢eného [y 32p] ATP.

Sekvenovani bylo provadéno pomoci Auto Read kitu (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden) se standardnimi sekvenovacimi primery na laserovém fluorescenénim
sekvenatoru. Nasledné byly navrZeny primerové pary k lokusim jez obsahovaly motiv
(CA) nejméné v sedmi opakovénich. Z kazdého primerového paru pro urcity lokus byl
jeden znacen fluorescenénim barvivem fluorprime (Pharmacia Biotech).

Takto navrzené primery pro lokusy obsahujici opakovani motivu (CA) byly
testovany na ,.test panelu®. Podstatou testovani lokust a pro né¢ navrzenych primert bylo
zjistit ktery zizolovanych lokusi je polymorfni. Sady primert byly navrzeny pro 41
sekvenci a poté testovany na osmi ruznych rybach, z téchto 41 se 32 markerd jevilo jako
polymorfnich podle ,test panelu® slozeného z né€kolika jedinct kapra rizného pivodu.
Pocet allel pro jednotlivy marker byl rizny v rozmezi 2 — 7 s primérem 4,7.

Pro testovani polymorfismu bylo uréeno slozeni a také podminky programu
polymerazové tetézové reakce (PCR) k amplifikaci mikrosatelitnich lokusi. PCR byla
realizovana v celkovém objemu 12pl tak jak jiz diive popsal Crooijmans (1996). Program

cycleru pro amplifikaci mikrosatelitnich lokusii byl navrZen takto: denaturace pii 95°C po
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5 min. a nasledovalo celkem 35 cykli sloZenych z denaturace pfi 95°C po dobu 30s,
piipojovani primert pfi 55°C nebo 50°C po 45s a prodluzovani sekvence pii 72°C po dobu
90s. Reakci zakondovala findlni elongace pti 72°C po dobu 10 min. Z takto ziskaného
produktu PCR bylo 0,1ul odebrano a smiseno s 0,3 pl standardu Tamra-350 (Perkin Elmer,
Foster City, CA, USA) a 3,0 ul 80% formamidu. Ziskand smés byla dé€lena na 6%
denaturujicim akrylamidovém gelu v automatickém sekvenatoru ABI 373 (Perkin Elmer).
Pomoci standardu Tamra-350 byla uréovana délka amplifikovanych fragmentu.
Crooijmans vroce 1997 publikoval celkem 32 polymorfnich mikrosatelitnich
lokusti oznadenych jako MFW (,,Microsatelite-Fish-Wagenigen™) 1 — 32. Dalsi lokusy
publikovany nebyly, celkovy pocet lokust izolovanych Crooijmansem byl ovSem vyS$Si

—az 100 lokust (Kohlmann, astni sdéleni).

Aliah a kol. (1999) izoloval dalsi mikrosatelitni markery u kapra, k izolaci
mikrosatelitnich markeri pouzili n&kolik jedinci Koi kapra. DNA byla izolovana
standardni fenol-chloroformovou metodou zkrve. Stejné jako v pfedchozim piipadg,
k nalezeni mikrosatelitnich opakovani v geonomové DNA bylo vyuzito hybridizace
fragmenti genomové knihovny se znadenou sondou, v tomto ptipadé (GT);s. Nejprve vSak
byla ziskdna odpovidajici genova knihovna, poté byly fragmenty pouzity k hybridizaci
stouto sondou. Pozitivni klony byly osekvenovany tak aby k sekvencim lemujicim
mikrosatelitni motiv bylo moZno navrhnout odpovidajici primery. Takto popsané lokusu
byly nadale pouzity ke sledovéani dédi¢nosti mikrosatelitnich motivii u n€kolika skupin
potomstva riznych jedinci Koi a byl ovéfovan poymorfismus izolovanych
mikrosatelitnich opakovani. Z celkem 30 izolovanych motivii se pouhé 3 jevily jako

polymorfni.

Dal§i mikrosatelitni motivy z genomové DNA Koi kapra izoloval David a kol,
(2001). Genomovou DNA ziskal z krve koi kapra (Showa) také pouZitim Puregene kitu
(Gentra Systems, Minn, USA). Genomova knihovna byla zkonstruovdna pomoci
pBluescript plazmidd, z genomové DNA byla ziskana genomova knihovna fragmentaci.
K dalsi praci byly pouzity fragmenty o délce 0,5-0,7 kb. Fragmenty byly pouZity
k hybridizaci se znatenymi sondami — tentokrat motivy (GT)i2 a (GA);» znalené 32p,
Pozitivné reagujici plazmidy byly pouzity k izolaci DNA a poté prosly sekvenovanim na
ABI Prism 377 DNA sekvenatoru (Perkin Elmer, USA). Primery byly navrZeny

k sekvencim lemujicim mikrosatelitni motiv, nejmén¢ v délce 16 bp. Screeningu bylo
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podrobeno i 40 znamych sekvenci z GenBank, mezi nimi bylo nalezeno 12
mikrosatelitnich motivi. Izolovany byly lokusy s motivem dokonalym i smiSenym,
celkem bylo izolovano 47 novych lokust. Mikrosatelitni lokusy tvofi podle Davida

(2001) asi 0,6% celkové genomové DNA kapra.

Dalsich 36 mirosateliti v genomu kapra identifikoval Yue a kol., (2004).
K nalezeni novych mikrosatelitnich lokust byly softwarovym screeningem prohledavany
sekvence genomové DNA kapra uloZené v GenBank. Hledany byly dvou a tfinukleotidové
tandemové repetice vyskytujici se v EST sekvencich ulozenych v GenBank. Zarovei byla
zkonstruovdna genomova DNA knihovna obsahujici CA repetice zmnozena pomoci
reversnich primerti a poté byly sekvence v délkach od 250bp po 1000bp osekvenovany
(ABI 3700, Applied Biosystems) a k repetitivnim sekvencim byly navrZzeny primerové
pary. Z c¢DNA knihovny ziskané izolaci ztestes byly po sekvenovani podrobeny
softwarovym sceeningem EST sekvence obsahujici repetitivni motiv.

Z nové izolovanych mikrosatelitnich loukust se za zakladé testovaciho panelu (18
jedinct, 3 odlisné skupiny) jevilo 34 lokust jako polymorfnich, &tyfi z primerovych pard
viak pfi PCR amplifikovaly produkt dvou riznych lokust.  Publikovana byla
charakteristika vSech nové izolovanych mikrosatelitnich markert, v¢etné souboru 21

mikrosatelitnich markeri doporuéenych pro druh C.carpio.
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Prvni ze studii s pouZitim dfive izolovanych mikrosatelitnich markerti publikoval
Tanck a kol., (1999). Mikrosatelitni markery spole¢né s markery allozymovymi pouzil ke
studiu mistni populace kapra vyskytujici se v regionu nazyvaném Anna Paulowna Polder
v Nizozemi (dale AP). Vtéto oblasti se vyskytuji ryby sodlisnym fenotypem, ryby
s torpedovitym tvarem téla, podobné rybam pochazejicim z Ryna. Utelem prace Tancka bylo
zjistit jestli ryby ztohoto regionu jsou puvodni ,divokou“ a samostatné se rozmnoZujici
populaci nebo jestli se jedna o hybridy mezi ,divokymi“ a domestikovanymi rybami.
Frekvence allel zjist€na u této populace byla porovnavana s frekvenci allel — Sesti
domestikovanych plemen kapra ziskanych z chovii. Odchycené ryby, zastupci populace AP,
nepouzil Tanck k daldim analyzam ptimo ale bylo vytvoieno F1 potomstvo s vyuzitim
jikerna¢ky inbredni linie (homozygotni) a Sesti odchycenych mli¢akd 4P. Genotypy Sesti
mli¢akd pouzitych k vytvoreni potomstva tak byly urovany zpétné podle genotypi jejich
potomstva a tyto hodnoty byly pouzity ke kalkulaci allelickych frekvenci a také urCeni
genetické vzdalenosti Fst.

Genomova DNA byla ziskana z plné krve, pouzitim Puregene DNA kitu (Gentra
systems Inc, NC, USA). Z potomstva kazdého z 4P mli¢aki bylo odebrano deset jedinci, aby
bylo mozno ur¢it genotypy mli¢akd pouzitych k reprodukci. Z domestikovanych populaci
linii Dor-70, R3, R8, W, E4 a E5 bylo pouzito po jednom zastupci.

Fragmenty DNA jednotlivych lokust byly ziskany pomoci PCR za podminek které
popsal a které také pouzil pro testovani izolace mikrosatelitnich lokusi pro kapra
Crooijmans a kol., (1997). Urovani délek amlifikovanych fragmentl byla zjiStovana
pomoci automatického sekvenatoru ABI 373 (Perkin Elmer) na 6% denaturujicim
akrylamidovém gelu. JelikoZz bylo vZdy analyzovano nékolik lokusi zarovent v multiplexech,
bylo ptedtim pro amplifikaci pomoci PCR zvoleno odlisného znaceni primerti. V né&kterych
multiplexech tak byly analyzovany az 4 lokusy zarover, celkem bylo sledovéno 28 lokusi.
Na zékladé analyzy mikrosateliti bylo zjistovano procentudlni zastoupeni polymorfnich
lokusi u véech domestikovanych linii a u odchycenych jedinci 4P. Procentudlni zastoupeni
polymorfnich lokusi domestikovanych plemen a skupiny odchycenych ryb AP nebylo
signifikantné odlisné, stejné tak praimérny pocet allel na lokus nebyl vyrazn€ odliSny, ovSem

jedinci AP ve svych genotypech vykazovali ,privétni allely nezjisténé u domestikovanych
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linii. Geneticka vzdalenost Fsr (Nei, 1978) mezi odchycenymi jedinci a domestikovanymi

liniemi ¢inila 0,25.

Desvignes a kol. (2001) pouzil ve své praci zaroven mikrosatelitnich marker( a
allozymovych markerii. Cilem jeho prace bylo uréeni genetické variability francouzskych
plemen Dombez (DO1, DO2, DO3 a DO4) a Forez (FO1, FO2, FO3) a srovnani s péti liniemi
ziskanymi z VURH Vodiany a zarovefi vzajemné porovnani téchto dvou typd markerd.
Vzorky z VURH Vodhany se skladaly ze zastupcti z hybridnich linii CZI1-ML/R*M4, CZ2-
M72*M/A, CZ3-M72*15, CZ4-M72 a zastupct plemene Ropsha..

Jedinci uvedenych plemen byli usmrceni, pro potieby analyzy allozymi byly
odebrany vzorky jater a svaloviny, zatimco pro analyzu mikrosatelitnich markert se jednalo
pouze o Supiny a ploutevni Gstfizky. Analyza allozymii se provadéla u vSech linii a v 31
lokusech, zatimco analyza mikrosateliti se provadéla jen u DO3, DO4, FO3 a vSech linii
Geskych“ a to v celkem péti lokusech. Genomova DNA pro analyzu mikrosatelitd byla
ziskéna z fin clipi“ za pouziti DNAeasy Tissue Kitu (QIAGEN). Sledovany byly Ctyti
lokusy popsané pro kapra MFW7, MFW13, MFW16 a MFW26 (Crooijmans, 1997) a jeden
z lokusti popsanych pro karasa GF29 (Zheng a kol., 1995). PCR mikrosatelitni DNA byla
realizovana v cykleru Pekin-Elmer Cetus 9600. Reakce v celkovém objemu 25p a podminky
amplifikace se vyrazné nelisily od t&ch které popsal Crooijmans (1997). PCR produkt byl
elektroforeticky d&len pomoci Pharmacia ALFexpress (Pharmacia Biotech) DNA sekvenatoru
na denaturujicim polyakrylamidovém gelu.

Heterozygotnost uréena na zakladé analyzy 31 allozymovych markeri byla znatelné
niz§i pro francouzské linie kapra a stejné tak procentuelni zastoupeni polymorfnich lokust
bylo niz&i pro linie francouzské ve srovnani s Eeskymi. Allelické frekvence z analyzy
mikrosatelitnich markerd a zji§téna heterozygotnost nevykazovala zadné signifikantni rozdily

mezi francouzskymi a ¢eskymi liniemi.

Dalsi aplikaci mikrosatelitnich markeri byla detekce Gsp&Snosti androgeneze. Tanck a
kol. (2001) pouzili mikrosatelitnich marker ktomu aby celkem u 33 rlznych
androgenetickych populaci zjistovali pomoci segregace allel v 11 mikrosatelitnich lokusech

Usp&snost androgeneze. Cilem prace bylo jednak ur€it UspéSnost androgeneze pomoci
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homozygotnosti potomstva ve sledovanych mikrosatelitnich lokusech, zjistit segregaci allel a
také naleznout né&jaké souvislosti mikrosatelitnich allel s fenotypovymi znaky. Jelikoz diky
androgenetickému vzniku potomstva byla pfedpokladana homozygotnost téméf vsech
sledovanych jedincli, PCR v3ech sledovanych lokusti probihala v jednom ,multiplexu® tj.
reakce obsahovala primery pro vSech jedenact lokust. Predpokladana homozygotnost
androgenetického potomstva by totiz méla byt vyraznym ulehéenim v identifikaci allel pomoci
sekvenatoru. DNA byla izolovana pomoci Puregene DNA isolation kitu (Gentra Systems,
USA). PCR probihala tedy v jednom , multiplexu®, za podminek které popsal Crooijmans a
kol, (1997). Sledovany byly byly lokusy MFW 1, 2, 9, 28 (Crooijmans a kol., 1997) a lokusy
MFW 35, 40, 46, 48, 50, 59 a 71 (Crooijmans, nepublikovano).

Ur¢ovani délky zajiStovalo sekvenovani na ABI 373 sekvenatoru (Perkin Elmer,
USA). Celkem u 566 jedinci z 33 androgenetickych populaci bylo prokazdno 92% jedinci
homozygotnich ve vSech sledovanych lokusech, zbylych 8% - tj. 47 jedinct bylo v nékterém

z lokust heterozygotnich.

David a kol. (2001) izoloval dal$i mikrosatelitni markery pro kapra a to celkem 47
novych lokust. K izolaci pouzil krve Koi kapra (C.c.haematopterus). Cilem studie bylo
zjisténi segregace allel u nékolika linii Koi kapra a srovnani s dal$imi liniemi kapra a
albinotickou linii amura (Ctenopharyngodon idella). Kohlman a Kersten, (1999) pomoci
allozymovych markert prokazali ze Koi kapfi jsou geneticky vzdalenéjsi od béZznych linii nez
jednotlivé linie samy mezi sebou. Cilem prace bylo toto tvrzeni potvrdit nebo vyvrétit a to na
zéklad¢ analyzy pomoci AFLP a nebo mikrosatelitnich markert.

DNA byla ziskana izolaci z krve jednoho jedince Koi kapra (Showa) pomoci Puregene
kitu (Gentra Systems, Minneapolis, USA). Genomové knihovna byla zkonstruovana pomoci
pBluescript plazmidi, z genomové DNA byla ziskdana genomova knihovna fragmentaci
pomoci restriktaz. K dal$i praci byly pouzity fragmenty o délce 0,5-0,7 kb. Fragmenty byly
pouzity k hybridizaci se znaenymi sondami — (GT);2 a (GA);2 znafenymi 32p. Pozitivné
reagujici plazmidy byly pouzity k izolaci DNA a poté prosly sekvenaci na ABI Prism 377
DNA sekvenatoru (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA). Primery byly navrZeny

k sekvencim lemujicim mikrosatelitni motiv a to nejméné v délce 16 bp. Segregace allel byla
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sledovana u 43 lokusii, analyze bylo podrobeno 9 riiznych jedincti — White Koi, Black Koi,

Kohaku, Sanke, Showa, albinoticky amur, Dor-70, jugoslavsky kapr a komer¢ni hybrid

Tong a kol. (2002) vyuzili markert pro kapra k tzv. crossprimingu. Primery navrzené
k mikrosatelitnim motivim kapra (C.carpio) pouZili pro tolstolobika (H. molitrix) a
tolstolobce (4. nobilis). Crosspriming je mozny u blizce pfibuznych druhii a jelikoz izolace
vlastnich mikrosatelitnich motivii z genomu tolstolobika nebo tolstolobce nebyla dosud
provedena, byla zkouSena moznost pouZiti nékolika markert izolovanych piivodné pro kapra
(Crooijmans, 1997). Vsechny tfi druhy nalezi do stejné Celedi Cyprinidae, oviem zatimco
kapr spada do podéeledi Cyprininae, tolstolobik a tolstolobec jsou zastupci z podceledi
Hypophthalmichthyinae.

DNA byla izolovéna standartni fenol-chloroformovou metodou (Taggart a kol, 1992)
z ploutevnich Gsttizkd deseti jedincd kazdého druhu odchycenych na dvou riznych lokalitach
feky Yangtze. Pokus o amplifikaci byl provadén s 18 lokusy, PCR probihala v celkovém
objemu 25 pl. SloZeni bylo nésledujici — 20-100ng geonomové DNA, 1xPCR buffer (10mM
Tris-HCI pH 8,3, 1,5mM MgCl,, 50mM KCL), 120uM dNTPs, 0,15 pM kazdého z primerﬁ, 1
U Taq polymerazy (BioStar). Amplifikace byla provddéna v MJ termocykleru a skladala se
z 35-38 cyklii denaturace po 40s p fi 94 C, 45s pfi doporucené teplot€ annealingu a 50s pfi 72
C. Témto cyklim oviem piedchazela pocate¢ni denaturace — 5 minut pti 94 C a naopak jej
uzavirala finalni extenze pii 72 C po 10 minut. 5 pl PCR produktu bylo déleno na 6%
nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu pfi 200 V po dobu 2,5 hodiny za pouziti 1XTBE
bufferu v gelu i zasobniku, gel byl nasledné barven 0,5pg/l ethidium bromidem a poté
vizualizovan UV svétlem. Velikost mikrosatelitnich allel byla zjistovana porovnavanim s 20bp
DNA ladderem, exponovanim gelu pod UV svétlem na fotograficky film.

Z 18 pard SSR primerd pro lokusy MFW 1,2,4,5,7,8,11,13,17,19, 20,24,25,26,
27,28,30 &tyFi primerové pary — MFW 4,11,26,30 pti amplifikaci produkovaly velmi slabé a
tim padem v akrylamidovém gelu neanalyzovatelné pruhy. 7 primerovych parti pro
mikrosatelitni lokusy kapra pti amplifikaci neprodukovalo Zadny produkt — MFW
2,7,8,12,13,25,27. Nicméné&, 7 part (38,9%), respektive 6 pard (33,3%) poskytovalo kvalitni
produkty u tolstolobika a tolstolobce.

51 -




Bartfai a kol. (2003) publikovali studii dvou mad’arskych linii kapra pomoci
mikrosatelitnich markerd. Linie Attala a Dinnyes byly porovnavany s ostatnimi liniemi -
Boszormeny, Tata, Bikal, Szajol a né&kolika jedinci ziskanymi odchytem z volnych vod.
K ziskani DNA byla pouZita standardni fenol-chloroformova metoda (Sambrook a kol, 1989)
a DNA byla izolovana z .fin clipti“. Analyza probihala u lokusi MFW 4, 7,9, 13,17, 20,26 a
31. Vjedné reakci byl amplifikovan jeden z duplexi MFW 7/9, MFW 4/31. PCR byla
realizovana v celkovém objemu 10 pl s 1xPCR bufferem, 200uM dNTP mixu, 200nM
kazdého z primerd, 2mM MgCl, , 40 ng templatu a 0,25 U Taq polymerazy (Promega).
Cyklus PCR byl odlisny od podminek popsanych Crooijmansem, skladal se z pocate¢ni
denaturace po 5 minut pfi 95°C, poté deseti cykli denaturace pti 94°C po 20s, 30s pii 63°C a
20s pti 72°C. Po probéhnuti t&chto deseti cykli nasledovalo dalSich 25 cykld slozenych z 20s
pti 94°C, 30s pii 53°C a 20s pti 72°C. Zavérecna elongace probihala 7 minut pfi 72°C.

Déleni fragmenti probihalo na denaturujicim polyakrylamidovém gelu, produkt
amplifikace byl nejprve denaturovan pfi 96°C a poté bylo 8ul vloZeno do akrylamidu
obsahujiciho 6M mo&oviny. Elektroforetické déleni probihalo jako ,,delayed double duplex* tj.
do jedné drahy v gelu byl nejprve nanesen jeden z duplexti a poté co dostate¢n€ vymigroval
byl nanesen druhy duplex, tim padem jedna draha dovolovala déleni Ctyfech lokusii
prekryvajicich se v délce allel. Pokud i pfesto doslo k tomu Ze se jednotlivé lokusy nebylo
mozno délit spoleéné, byly mikrosatelitni lokusy znovu amplifikovany a znovu déleny,
tentokrat uZ samostatné. Barveni akrylamidovych geldi probihalo pomoci stfibra tzv. ,silver
staining®. Gely byly vyhodnocovany tak Ze byly uréeny allely stejné délky a poté bylo z kazdé
skupiny allel stejné délky n&kolik PCR produktii analyzovédno pomoci sekvenatoru ABI 377
(Perkin Elmer) s pouzitim standardu Tamra - GS-500. Z analyzy mikrosatelitnich markert
byla vyhodnocovéna heterozygotnost, pocet allel, pfitomnost privatnich allel, frekvence allel
a shoda s Hardy-Weinbergovym zdkonem. Spoletné a analyzou mikrosateliti probihala i
RAPD s n&kolika typy primerti, k porovnani vysledki s analyzou mikrosateitnich markerd

Analyzovano bylo celkem 80 jedinci linie Attala, 196 linie Dinnyes, 96 jedinci
n&kolika dalsich linii a 8 jedinct ziskanych odchytem. Frekvence vyskytu privatnich allel byla
velmi nizka, ale v kazdé ze skupin byla prokdzéna existence ti{ privatnich allel, pouze linie
Attala vykazovala v ramci &tyfech lokust jen jedinou privatni allelu. Mezi heterozygotnosti

sledovanych linii Attala a Dinnyes nebyl prokazan signifikantni rozdil. Dendrogramy
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genetickych vzdalenosti byly velmi podobné pro obé dvé techniky — analyzu mikrosatelitnich
markerti a RAPD.

Segregace allel mikrosatelitnich lokusii byla sledovana ve Ctyfech skupinach
potomstva, F2 generace vzniklé reprodukci umélou reprodukeii Etyfech jedinct (David a kol.,
2003). Cilem bylo ovéfit ploidni Groveni kapra, event. moZnost ze genomova DNA prosla
béhem evoluce druhu C.carpio duplikaci. Sledovano bylo 53 mikrosatelitnich markerd
(MFW, CCA, Koi) u dvou vzniklych skupin F2 potomstva, pro zbylé dv€ skupiny bylo navic
pouzito dalsich Sest markerii. Nejprve byly genotypovany generacni ryby a poté byla
ovéfovana segregace allel u potomstva. PCR produkty pro genotypizaci potomstva byly
znaceny **P a poté déleny na 6% akrylamidu.

7 59 part primerd pro mikrosatelitni lokusy, 6 parii primerd amplifikovalo jediny
produkt (10%). Dalsich 21 primerovych pari amplifikovalo produkty 2 (36%) a 31 part
amplifikovalo 2 a vice produktd (54%). Celkem v 86% sledovanych piipadt segregace allel

v F2 generaci by pak nasvéd¢ovalo duplikaci ptivodnich lokusu.

Kohlmann a kol. (2003) analyze mikrosatelitnich markerii podrobil do té doby nevétsi
potet riznych populaci kapra. K dispozici byly vzorky celkem 31 populaci, znichz 23
populaci bylo podrobeno analyze allozymovych markerd, 11 populaci analyze
mikrosatelitnich marker a 21 populaci bylo podrobeno analyze mitochondrialni DNA.
Kolekce vzorkt z Evropy, Stredni Asie a Jizni a Jihovychodni Asie byly zastoupeny v kazdém
z typu analyzy.

Mitochondrialni DNA byla porovnévéana hlavn& ztoho diivodu aby potvrdila nebo
vyvratila doménky a uvahy o samostatném statutu C.c. aralensis pro kapra z oblasti Stredni
Asie. Allozymové markery a mikrosatelitni markery byly sledovany k urceni rozdili mezi
domestikovanymi populacemi a jedinci ziskanymi odchytem z volnych vod a také k ur€eni
rozdili mezi jednotlivymi populacemi pomoci téchto dvou typli markeri a urleni které z nich
zobrazuje 1épe variabilitu jednotlivych linii. Pomoci allozymovych markert bylo sledovano
osm enzymatickych systémi (22 lokusi), z mikrosatelitnich markeri byly sledovany MFW1,
MFW6, MFW7 a MFW28. Amplifikace t&chto lokusi byla provadéna tak jak ji popsal

Crooijmans a kol., 1997. Jeden zprimerovych pari danného lokusu byl fluorescentné
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znaden, analyza délek amplifikovanych usekii DNA probihala pomoci sekvenatoru ABI 310.
Mitochondri4lni DNA byla podrobovéna analyze useki ND-3/4 a ND-5/6 pomoci PCR-RFLP,
podle metodiky kterou uz predtim pouZil Gross a kol., 2002.

Vysledkem analyzy 22 allozymovych lokusi bylo zjisténo primérmé 1,06-1,81 allel na
kazdy z lokusi, 6,2-43,8% polymorfnich lokust. Variabilita hodnocena podle poctu allel a
heterozygotnosti byla nejvyssi u populaci z vychodni a jihovychodni Asie.

Mikrosatelitni lokusy zobrazovaly daleko vy33i variabilitu nez allozymové markery,
pramérny pocet allel na lokus byl od 2,5 aZ po 14. Variabilita hodnocena podle poctu allel a
hetrozygotnosti (allelic richness) byla vys3i u populaci z Evropy a sttedni Asie. Na zakladé
dat analyzy allozymovych markerii a mikrosatelitd byly urCeny genetické vzdalenosti
jednotlivych populaci. PCR-RFLP s pomoci 10 restrikénich enzymii zobrazila deset haplotypl
, nejvétsi variabilitu (podle poétu haplotypi) bylo zjisténo u populaci ze stfedni Asie, Ciny a
Vietnamu. V kone&ném souttu viech pouZitych metod byly nalezeny dvé znatelné odlisné
skupiny, jedna z nich zahrnuje populace z Evropy a sttedni Asie, druha populace zjiZni a

jihovychodni Asie.

Mikrosatelity izolované pro kapra byly také pouzity ke studiu karasa stiibritého
(Carassius auratus gibelio), Yue a kol., 2004. Celkem 36 novych mikrosatelitnich lokusi
bylo nalezeno screeningem sekvenci genomové DNA kapra uloZenych v GenBank, cDNA
izolované z testes kapra a genomové DNA kapra. Na testovacim panelu slozeném z 18ti
jedinct kapra byl nasledn& testovdn pomymorfismus jednotlivych lokust, vSechny lokusy
vyjma dvou se jely jako polymorfni s prim&mym poctem 7,3 allel na lokus (od 2 po 15 allel).
Amplifikace stejnych lokusi u karasa (Carassius auratus gibelio) byla Gsp&$na v 41,7%
piipadi pouziti jednotlivych primerovych pard.  Vy3si usp&nost amplifikace byla u
mikrosatelitnich lokust izolovanych a charakterizovanych z genomové DNA kapra (62,8%)
oproti mikrosatelitnim motivim ziskanym z EST sekvenci cDNA. Usp&iné amplifikované
lokusy se tak jevi jako vhodné napfiklad pro studium reprodukénich strategii karasa. Yue
(2004) popsal sadu 34 novych polymorfnich lokusi a odpovidajicich primerovych pard pro
studium genetické diverzity kapra, 15 z nich se poté pfi crossprimingu Gsp&$né amplifikovalo

u karasa.
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Jako nastroje k ureni paternity v praci zaméfené na ureni koeficientu heritability
ristovych vlastnosti (délky, hmotnosti, Fultonova koeficientu) pouzil analyzu mikrosatelitnich
markerti Vandeputte a kol., (2004). Ur&eni rodiCovstvi bylo provadéno u ryb pochézejicich
z kiizeni 10 jikernadek a 24 mlicaki, celkem u 550 jedinch a to pomoci 8 mikrosatelitnich
markerdt MFW 16, MFW26, MFW7, MFW11, MFW18, MFW9, MFW3 a MFW20. PCR
podminky byly obdobné t&m které popsany Crooimansem, uréovani délek amplifikovanych

fragmentt probihalo na denaturujicim akrylamidovém gelu.

Pomoci 272 molekularnich markert, z nichz 110 byly mikrosatelitnich markery, byla
sestrojena ,,linkage map* kapra (Sun a Liang, 2004). Tato sada molekularnich markerii byla
sledovana u 46 haploidnich gynogenetickych jedinci a poté bylo zpétné porovnavanim
s genotypy ryb zminulé generace urCovany ,linkage groups® jednotlivych markeri. Jako
markery byly pouZity jednak genové markery ( celkem 105), mikrosatelitni markery (110) a
RAPD markery (57). Sada mikrosatelitnich markeri se skladala z 26 lokust izolovanych pro
kapra (Crooijmans a kol., 1997), 19 lokusi izolovanych pro karasa (Ohara a kol., 1999) a
65 lokusi pro zebificku Danio reiro (Knapik a kol., 1998). Porovnavanim genotyptl
haploidniho potomstva s genotypy ryb o generaci zpét bylo softwarové zjisténo 50 ,,linkage
groups® odpovidajicich 50ti chromozomiim druhu Cyprinus carpio.

Zaroveii byl také sledovan gen pro rezistenci vici chladu, jehoZ piitomnost byla
predpokladana u kapra C.c. haematopterus a ktery by mél chybét u kapra ,,Boshi carp® C.
pellegrini pellegrini. Hybridi téchto dvou druhd byli vystaveni podminkdm vyhovujicim
pouze jedinciim odolnym viigi chladu, u ryb prezivajicich byl ptedpokladan gen pro odolnost
vii&i chladu, u ryb které tyto podminky nepfezily Sun a Liang piedpokladali absenci tohoto
genu. Naslednou RAPD genomové DNA byl zjistén odlisny genotyp obou skupin potomstva,

gen pro odolnost vii¢i chladu byl zafazen do jedné z , linkage groups® LGS.

K ureni genetické variability Sesti riiznych linii kapra pouzil mikrosatelitni markery
Zhou a kol., (2004). P&t linii &inskych a jedna introdukovana z Ruska byly podrobeny analyze
mikrosatelitnich lokust MFW1, MFW2, MFW5, MFW18 a MFW30. Izolace genomové
DNA z usttizki ploutvi standardni fenol-chloroformovou metodou (Sambrook a kol., 1989).

PCR byla realizovana v celkovém objemu 25ul (100pmol/l' dNTPs, 0,2 umol/l kazdého
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cykli — denaturace 94 °C po 30s, 30s pfi teploté annealingu specifické pro kazdy z lokusii,
elongace pfi 72 °C po 60s, finalni extenze pfi 72°C po 10 minut. Genotypy byly uréeny po
déleni PCR produktu na 8% akrylamidu.

Zjistén byl vysoky polymorfismus vsech sledovanych lokusi, zjisténo u péti lokusi od
4 a7 pol3 allel. Zhou piedpoklada existenci dvou amplifikovanych lokusii u markeru MFWI,

pfi¢emz se odvolava na teorii evoluce genomu z tetraploidni Grovné.

Pomoci mikrosatelitnich markeri byla studovana genetickd variabilita Sesti
madarskych plemen kapra (LehoczKky a kol., 2005a). Geneticka variabilita byla posuzovana
pomoci dvanacti mikrosatelitnich lokusi — MFW3, MFW6, MFW7, MFW9, MFW10,
MFW12, MFW13, MFW14, MFW16, MFW23, MFW29 a CCA21 (Crooijmans a kol.,
1997, Aliah a kol., 1999). Variabilita byla studovana u $esti linii kapra, 3 domestikovanych
(Tata, Biharugrai, Szarvasi), dvou divokych (Tiszai a Dunai) a jedné ziskané odchytem
z volné vody (Kis-Balatoni). Genomova DNA byla extrahovana z fin clipti, PCR probihala za
standardnich podminek v celkovém objemu 10pl. Délky amplifikovanych fragmenti byly
uréovany délenim na 7% denaturujicim polyakrylamidu a posouzenim vii¢i 2-bp standardu.

V ramci zkoumanych 12 lokust bylo u téchto linii nalezeno 26 privatnich allel, v rimci
linii bylo zjisténo od 3,9 po 8,2 allel na lokus. Z celkem 168 zkoumanych jedinci napfic
viemi skupinami, 152 jedinci se podafilo zpétné pfifadit k populaci na zakladé segregace allel
mikrosatelitnich lokusi. Takto vysoka Gisp&snost byla velkym poctem detekovanych privétnich

allel, vyssi uspé$nost zatazeni jedinci byla u divokych ryb.

Charakteristiku 31 linii kapra chovanych v Zivé genové bance HAKI Szarvas a také
dvou divokych linii popsal Lehoczky a Kkol.,, (2005b). K tomu bylo pouzito jednak
mikrosatelitnich markert — MFW1, MFW6, MFW?7 a MFW28 a pak také mitochondridlni
DNA — lokusy NADH-3,4 a NADH-5,6. Pomoci mtDNA byla vylou¢ena ptitomnost hybridii
s C.c.haematopterus, viechny ryby analyzované ryby byly evropského haplotypu. 31 linii
kapra bylo podrobeno analyze mikrosatelitnich markerd MFW1, MFW6, MFW7 a MFW28,
z toho 18 madarskych linii a 13 linii pochézejicich ze stfedni nebo vychodni Evropy a Asie

(chovanych v HAKI Szarvas). Genotypizace mikrosatelitnich lokusii probihala pomoci PCR
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se znadenym primerovym parem, podminky PCR byly nésledujici: 2min. denaturaci pfi 94°C,
a 35 cykli slozenych z 40s pii 94°C, 50s pii 55°C a 90s pti 72°C, findlni extenze pfi 72°C.
Analyza amplifikovanych fragmentd probihala na sekvenatoru ABI 310 (Applied Biosystems).
Z dat ziskanych analyzou byly urfovany hodnoty zjisténé heterozygotnosti, genetické
vzdalenosti jednotlivych linii Fsr. Nejvy$§i variabilitu mikrosateliti vykazovaly ryby

odchycené z volnych vod, oznagené jako linie Tiszai a Dunai.

Genetickd variabilita riznych populaci kapra byla studovdna s vyuZitim
mikrosatelitnich markerd MFW1, MFW6, MFW7 a MFW28 , sledovany byly populace
z Evropy (celkem 14), sttedni Asie (4) a jihovychodni Asie (4) s cilem zjistit diferenciaci
takovych populaci (Kohlman a kol., 2005). Cilem bylo také ovéfit mikrotaxonomické Clenéni
druhu C.carpio, zalozené na morfologickych rozdilech (Kirpitchnikov, 1967). Celkem tedy
22 populaci a z kazdé z nich kolem 30 jedincii (kulturnich plemen, v zajeti chovanych nebo
odchycenych populaci) bylo podrobeno studiu variability &tyfech mikrosatelitnich lokusi.
PCR amplifikace byla provddéna se znatenymi primerovymi pary za standardnich podminek a
uréovani délek fragmentt probihalo na sekvenatoru ABI 310 (Applied Biosystems). U celkem
577 analyzovanych jedincti t&chto 22ti populaci bylo nalezeno od priimérné 2,5 allely na lokus
u Amurského sazana az po 14,25 allel pro jednu ze stfedoasijskych populaci. Ur€ovéana byla
variabilita uvnitf jednotlivych populaci a stejné tak geneticka vzdalenost jednotlivych populaci
Fsr. Co se ty&e privatnich allel, nejvy3si poCet privatnich allel vykazovaly populace z jizni a
jihovychodni Asie a stejné tak nejvyssi genetickou variabiltu jednotlivych populaci
vykazovaly populace z jizni a jihovychodni Asie. Genetické vzdalenosti byly ur€ovany jednak
mezi skupinami populaci s odlisnych geografickych regionii, stejné tak mezi jednotlivymi
populacemi. Nejnizsi diferenciace jednotlivych populaci byla zjisténa u ryb ze stiedni Asie.
Na zaklad& porovnani jednotlivych geografickych oblasti byla zjisténa nizsi vzdalenost mezi

evropskymi a stfedoasijskymi populacemi, oproti tém jiho- a vychodoasijskym.

Prehled praci vyuzivajici mikrosatelitni markery pro kapra zahrnuje aplikace kde
mikrosatelitni markery slouZily k ovéfeni uspé&snosti gynogeneze, urCeni paternity a nebo kdy

byly primery pro druh C.carpio vyuzity k ,.crossprimingu®. V piipad€ ostatnich publikaci
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(kdy mikrosatelitni markery slouZily kurfovani genetické variability nebo vzdalenosti
jednotlivych populaci) nejsou vtomto piehledu publikovany konkrétni udaje urcujici
variabilitu jednotlivych plemen nebo populaci. To pfedevsim z toho divodu, Ze kazdy z autori
nebo resp. kazdy tym autord vyuziva odlisné markery a i rozsah jednotlivych praci co se tyce
poitu analyzovanych jedinci je velmi rizny. Urceni struktury populaci z analyzy
mikrosatelitnich markerd zavisi jednak na samotném poétu vzorkii, poftu analyzovanych
lokusti, pottu detekovanych allel a rozsahu délek allel (Ruzzante, 1998). Vzajemna

porovnatelnost a reprodukovatelnost takovych praci je tak velmi nizka.
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22 KOMPETICE SPERMII

2.2.1 KOMPETICE A EVOLUCNE STABILN{ STRATEGIE

Kompetice spermif je jev kdy spermie n&kolika samci se uchézi o oplozeni (Parker,
1970, Parker a kol., 1998, Gage a kol., 2004). Ke kompetici spermii dochazi kdyz uginek
spermii dvou nebo vice samcli se prekryva prostorové a asové (Wigby, Chapman, 2004).
Vliv této post-kopulacni selekce je urovén jako vyznamny vliv v evoluci biologie reprodukce
sam¢iho pohlavi a kli€ovy determinant riizného reprodukéniho uspéchu samci (Birkhead, M
oller, 1998).

Vztahy mezi vlastnostmi gamet a relativnim vlivem gamet pii oplozeni se Fidi
zékonitostmi ,.evoluéné stabilni strategie* (ESS — sEvolutionairly Stable Strategy“, Smith,
1982). Teorie ESS v podstaté navazuje na Darwinovu teorii pfirozeného vybé&ru. Evolu¢né
stabilni strategie pfedstavuji popis chovani, které rizné organismy pouzivaji k tomu, aby své
geny prenesly do dalsi generace. U populaci tak Gsp&snost v jednom ,,kole volby“ uréuje po&et
Jedinct vstupujicich do ,,kola volby* dalsiho.

Podle konceptu ESS tak optimalni reprodukéni strategie jedince z uréité populace
zavisi na reproduk¢ni strategii ostatnich jedinci v této populaci (Parker, 1996, 1998,

Petersen a Warner, 1998).

2.2.2 KOMPETICE A RYBY

Riznorodost zplisobii rozmnoZovani u ryb je az prekvapiva. Relativng snadné
pozorovani ryb, spole¢né s vysokou diverzitou zpisobl rozmnozovani déla zryb velmi
vhodné objekty ke studiu kompetice spermif a provedeni intraspecifickych a interspecifickych
studii k ovéfeni teorie kompetice spermii (Petersen a Warner, 1998).

Jev kompetice spermii dvou nebo i vice samcii o oplozeni samice nebo uritého
mnozstvi jiker vyustil Siroké spektrum behavioralnich, morfologickych a fyziologickych
adaptaci aby tyto zajistily relativné vy3si realizaci samcil na potomstvu oproti dal$im rivalim
(Parker, 1970, Smith, 1982 a 1984).

Mira kompetice mli¢dkti jednotlivych rybich druhti mize byt posuzovéana na zakladé

rozmnozovaciho chovéni druhu a nebo pozorovani rozmnozovani konkrétnich jedinct, uréeni
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kompetice mli¢dkd je pak samoziejmé snazsi u druhi s vnéj$im oplozenim. Kompetici
mli¢akd, sledované podle chovani pfi rozmnoZovani se vénovala cela fada studii. U nékterych
druht se objevuji dvé odlisné formy samci s odlisnou reprodukéni strategii — popisovany jsou
alternativni ,,parazitické* formy rozmnozovani a riizné ,,role* samcii (Taborsky, 1994, 1998).

Ze sladkovodnich ryb jsou sledovany rozmnozovaci taktiky nej¢astéji u druhli Rhodeus
sericeus (Candolin a Reynolds, 2002, Smith a kol., 2003, Reichard a kol, 2004a, 2004b) ,
Lepomis macrochirus (Leach a Montgomerie, 2001, Neff a kol., 2003, Burnes et al. 2004),
Salmo salar (Gage, 1995 a 1998) ale sexuélni parazitismus byl pozorovén i u druhu Rutilus

rutilus (Kortet a kol., 2004).

Kompetice mli¢aki byla sledovana vramci mezidruhovych i vnitrodruhovych
srovnani. Jako obecn& platny princip pro rozdilné druhy se ptedpokladd Ze zvySujici se
intenzita kompetice pozitivng koreluje s vynaloZzenym mnozstvim ejakulétu (Parker, 1982).
Teorie kompetice predpokladd Ze rostouci efekt kompetice spermii by mohl vést k vyssi
investici do produkce spermii (Parker, 1990). Dal3i moznosti posouzeni miry kompetice
mli¢aka riiznych rybich druhd je pak posouzeni podle jejich ,,investice do vytvafeni gamet,
uréené podle jejich gonadosomatického indexu — GSI. Srovnavaci studie n€kolika druhi
sriznymi reprodukénimi taktikami a jak vn&j$im tak vnitinim oplozenim prokézala, Ze
gonadosomaticky index GSI a podet spermii roste s intenzitou kompetice spermii u riznych
rybich druht, zéroven oviem klesa délka spermii (Stockley, 1997). Druhy charakteristické
dvéma morfologicky odlidnymi typy samct ktefi se lisi také strategii rozmnoZovani mohou

Casteéné byt nachylné ke zkreslené
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Vodorovna osa znazorfiuje intenzitu kompetice t&chto druhii, zatazenych do nésledujicich
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skupin: 0-druhy s vnitfnim oplozenim (v¢etné oplozeni v tlamé samice), 1-vnitini oplozenti,
nizka Groven polygamie a nebo vné&jsi oplozeni u druhii s vyraznym parovanim, 2-vnitini
oplozeni u druhd se spole¢nym vytérem nebo vnéjsi oplozeni u druhi s parovym vytérem, 3-
vnéjsi oplozeni u ryb s parovym vytérem a nebo ojedinéle spolecny vytér n€kolika jedincti, 4-

vnéjsi oplozeni, spole¢ny vytér, 5-vnéjsi oplozeni a spolecny vytér velkého poctu jedinci.

Alternativni rozmnoZovaci taktiky a samotné rozmnozovaci chovani bylo sledovano
nejen na zakladé sledovani rozmnoZzovaciho chovani nebo podle spermiace a kvality spermatu,
ale také na zakladé& ur&eni paternity vzniklého potomstva pomoci metod molekularni biologie

(Reichard a kol., 2004a, 2004b, Burnes a kol., 2004, Gage, 2004).

2.2.3 KOMPETICE NA UROVNI .IN VITRO“ FERTILIZACE

Na Urovni ,,in vitro* fertilizace byla kompetice spermii né€kolika samcli zkoumana u
ryb jen velmi malo, vétSina studii se vénuje kompetici spermii na Grovni druhu nebo konkrétni
populace a popisuje urdity model kompetice predpokladany pro tento druh. V podminkach
umélé reprodukce byla kompetice spermii studovana u atlantského lososa (Gage a kol., 2004)

a také kapra (Linhart a kol., 2005).

Experiment ktery realizoval Gage a kol. (2004), vyuziva urCeni paternity potomstva
vzniklého ,,in vitro“ oplozenim pomoci mikrosatelitnich marker izolovanych pro lososa
(Slettan, Olsaker, Lie, 1995, O'Reilly, Hamilton, McConnell, Wright, 1996). Sperma 18ti
mli¢akt sefazenych do 9ti pard bylo pouzZito k oplozeni jiker 9ti jikernacek. MnoZzstvi asi 500
jiker bylo oplozeno 1 ml spermatu obou mli¢aki, poprvé v objemovém poméru 1:1 a podruhé
v objemovém poméru 1:2 ve prospéch jednoho ze samcii. Jikry byly inkubovény a po vykuleni
byla uréovana paternita analyzou n&kolika mikrosatelitnich lokusti. U spermatu pouzitého
k oplozeni byla sledovéana koncentrace spermii a jejich pohyblivost a Zivotnost a nasledné byl
sledovan jejich vliv na Gspéch oplozeni. Gage jako hlavni vliv ispéSnosti oplozeni prokézal
rychlost pohybu krétce po aktivaci (vyhodnocovana rychlost pohybu 10s po aktivaci). Naopak

Zivotnost spermii negativné korelovala s uspéSnosti oplozeni.
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Obdobné& kompetici spermii v podminkach ,,in vitro“ fertilizace studoval Linhart a
kol., (2005). Kompetice spermii mli¢akii kapra C.carpio byla sledovana na zdkladé urCeni
paternity potomstva ziskaného oplozenim spermatem dvou samci. Otcovstvi bylo urovano
pomoci barvy potomstva dédéné podle mendelistické dédi¢nosti. P&t normélnich mlicaka
(dominantné homozygotnich) kapra a Sest mli¢aki Koi (recesivné homozygotnich) bylo
pouzito k oplozeni jiker heterozygotni jikernacky. Testovano byloviech 30 vzdjemnych
kombinaci mli¢akt obou skupin. a vyhodnocovalo se uplatnéni spermii jednotlivych mlicaki
v potomstvu. Nebyla prokdzana pfima spojitost mezi rychlosti pohybu spermii a uplatnénim
jednotlivych mli¢akii v potomstvu v ramci kompetice a stejné tak mezi rychlosti pohybu
spermii a vysledky kontroly oplozeni (N=11, ’=0,03, P>0,6), oviem patrny byl vliv motility
na kontrolu lihnivosti (N=11, *=0,38, P<0,05). Podle statistického zpracovani dat
popisujicich parametry spermatu pouZitého k oplozeni lze 17,1% variability v zastoupeni
jednotlivych mli¢dki v potomstvu vysvétlit rozdily v motilité spermii a 33% lze vysvétlit
rozdilnym vysledkem kontroly lihnivosti, ale pro celkem 42% variability v zastoupeni mli¢aku

v potomstvu se nepodafilo najit vysvétleni.
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224 _CRYPTIC FEMALE CHOICE"

Interakce mezi gametami nejsou pouze na urovni kompetice mezi spermiemi
jednotlivych mli¢akd. Terminem ,.cryptic female choice“ (dale jako ,,CFC*) jsou oznacovany
vztahy mezi gametami opaéného pohlavi, nebo také riizné fyziologické adaptace samiciho
pohlavniho ustroji k postkopulaénim vybéru. Vztahy mezi gametamy byly zprvu studovany
pouze na urovni kompetice spermii, .cryptic female choice predstavuje postkopulacni

pohlavni vybér prostfednictvim samiciho pohlavi.

Je popséna fada mechanismd, prostrednictvim nichz je takovyto pohlavni vybér
realizovan (Eberhard, 1996). Tyto modely vétSinou zahrnuji druhy s vnitfnim oplozenim, pro
ryby popsal Wedekind (2004) tfi potencionalni moZznosti jak je scryptic female choice
realizovana u ryb s oplozenim vnéjsim. VSechny piedpokladané alternativy jsou zaloZeny na
MHC genech (MHC-major histocompatibility complex), jejichZ prvotnim tkolem je kontrola
interakci mezi hostiteli a patogeny. Stdle vice je dokumentovana role MHC genl pfi
pohlavnim vybéru -,,,mate choice“ (Penn a Potts, 1999, Wedekind, 2002, review Piertney a
Oliver, 2006). Vybér zalozeny na MHC byl zdokumentovan naptiklad u mysi a nebo take u
&loveka, u ryb-konkrétng u koljusky tuto selekci popsal Reusch a kol., 2001. MHC lokusy
jsou vysoce polymorfnimi geny u vétsiny obratlovcii a tato diverzita pak umoziiuje naslednou

selekci (Apanius a kol., 1997, Penn a Potts, 1999).

Wedekind (2004) jako alternativy pro ,,CFC* uryb s vné&j$im oplozenim popsal:

1) Spermie signalizuji jejich haploidni specifitu v ur&itém z lokusi a jikry je na

z4kladg takovych signald rozeznaji a akceptuji.

2) Selekce je uginna pozdgji, tj. po fuzi gamet a vytvoreni sekundarniho poléarniho
téliska.
3) Selektivni efekt ovarialni plazmy, na zéklad¢ zjisténého efektu ovarialni plazmy na

pohyblivost spermii (Turner a Montgomerie, 2002).
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3. MATERIAL A METODIKA
31 VYTER

31.1 VYBER GENERACNICHRYB

Z potencionaln& vhodnych ryb byly vybirany ryby na ziklad& urgeni jejich genotypi
v mikrosatelitnich lokusech predpokladanych pro ndsledné ur&eni paternity vzniklého
potomstva. U ryb znaCenych mikro&ipovymi znatkami byla izolovana DNA z Gstiizkd ploutvi
a analyzovany mikrosatelitni lokusy predpokladané pro urceni paternity potomstva (metodika
dale). Ur&eni vhodnych generaénich ryb bylo stéZejni pro nasledné uréeni paternity potomstva
pomoci pouhych Ctyfech mikrosatelitnich lokusi. Vybrana byla takova kombinace mlicaka,
aby rozmanitost allel v jednotlivych lokusech byla co nejvy$§im a tim také nejvyssi
pravdépodobnost uréeni paternity pomoci &tyfech mikrosateliti. Konegny vybér ryb byl jesté
ovlivnén kvalitou pohlavnich produktd.

Pouzita byla jikernatka amurského sazana a pét mli¢aka. Mli¢aci pochazeli z linie
C434 nebo C435. Oznaeni mli¢akd a jejich genotypy v mikrosatelitnich lokusech pro

nasledné urdeni paternity potomstva jsou v nésledujici tabulce.

Tabulka 1: Genotypy generacnich ryb
MLICACI GENOTYPY

OZNACENI| P.IT. |LINIE|] MFW1 | MFW6 | MFW7 | MFW28
M1 1877748 | C434 | 211-211 | 150-158 | 199-199 | 306 — 306
M2 1881034 | C434 | 169-219 | 128-158 | 197-203 | 294 —298
M3 1869956 | €435 | 211-225 | 150-154 | 195-271 | 292 —296
M4 1875703 | €435 | 169-219 | 158-158 | 197-203 | 306 —306
M5 1875472 | €435 [ 217-217 | 150-154 | 195-261 | 294 —294

JIKERNACKA
F [7F7A164977[AMUR 217 -223 | 136 - 162 [ 191-253 | - |
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312 VYTER. ZISKANi A UCHOVAVANI GAMET

3.1.2.1 GENERACNI RYBY

Ryby uréené k umélému vytéru byly do doby samotného vytéru drzeny oddéleng,
nejprve v rybnicich a poté na lihni v nadrzich o objemu 4 m’, s ptitokem vody asi 0,2 ls™.
Teplota vody v tancich byla udrzovana v rozmezi 18-22°C, obsah kysliku ve vod¢ Cinil 6-7
mg.1".

Vytér ryb byl indukovan injekeni aplikaci roztoku kapii hypofyzy. Do hitbetni
svaloviny byl mli¢dkiim podan roztok kapfi hypofyzy v dévce 1 mg.kg'1 a to 24 hodin pred
piedpokladanou dobou vytéru. Jikernacce byla nejprve injek¢né aplikovana davka 0,4 mg.kg’1
a to 24 hodin pred vytérem, druha davka 2,1 mg.kg’1 byla aplikovana 12 hodin pfed samotnym
vytérem. V dob& olekdvaného vytéru byly ryby neustale kontrolovany. Ryby pfipravené
k umé&lému vytéru byly anestezovany 2-phenoxyethanolem (fedéni 1: 1000) a bylo

pfistoupeno k samotnému umélému vytéru.

3.1.2.2 ODBER A SKLADOVANI GAMET

Osusen4 jikernatka byla vytirana do suché plastové nadoby, veskeré necCistoty véetné
jiker se zbytky krve byly odstranény. Miska s jikrami byla pfikryta zvi¢enou utérkou a uloZena
na chladné misto v lihni.

Sperma mli¢aki bylo jiméno do suchych plastovych nadob, pivodné uréenych pro
péstovani bunéénych kultur. Pomémé velky objem nadob vici relativné malému objemu
jimaného spermatu umozfioval skladovéani spermatu v tenké vrstvé a s piistupem vzduchu.
Nadoby byly po dobu skladovani nutnou k uréeni koncentrace a zdznamu motility spermii

ulozeny v termoboxu na vrstvé Supinkového ledu.

313 URCENI KONCENTRACE SPERMII

Schéma experimentu vyZzadovalo ur€it koncentraci spermii ve spermatu jednotlivych
mli¢akia. Koncentrace spermii byla urCovana z Cerstvého, nijak  nefixovaného
spermatu pomoci Burkerova haemocytometru (Burkerova potitaci komirka) a mikroskopu
Olympus BX 41 se zvétSenim 400x. Sperma bylo pro stanoveni koncentrace dvoustupiiové

tfedéno, finalni nafedéni 10 000x.
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Davka spermii k oplozeni skupiny potomstva oznadené jako ,,N-progenies® byla
vypodtena ze zjisténé koncentrace spermii a to tak aby byl dosaZen pocet 200 000 spermii na
jikru, ktery je doporucovén pro umélou reprodukci kapra (Billard a kol., 1995, Linhart a
kol., 2003). Tato davka byla uréovéna pro 200g jiker za predpokladu 800 ks/g .

Tabulka 2: Uréeni koncentrace spermii a davky spermatu k oplozeni

KONCENTRACE SPERMII DAVKA SPERMATU [yl ]
meicact| P e | sx 0% mi il N
progenies Progenies
M1 ...1877748 | 34,53125 34,53 280 185
M2 ...1881034 | 22,1875 22,19 280 288
M3 ...1869956 | 24,0625 24,06 280 266
M4 ...1875703 | 23,75 23,75 280 270
MS ...1875472 | 17,96875 17,97 280 980

3.1.4 OPLOZENI A INKUBACE
Davkou spermatu byly oplozeny dvé davky po 200g jiker (pfedpoklad 800ks/g jiker).

Davky spermatu (resp. objem) byly uréeny na zdkladé ureni koncentrace spermatu v ptipadé
vytvateni skupiny potomstva oznaené jako ,N-progenies“ (Tabulka 2, 3.1.3 Urdeni
koncentrace spermii). Pro ziskani potomstva oznaceného jako ,V-progenies® byla

k oplozeni byl pouZit jednotny objem spermatu kazdého z mli¢aki a to 280ul.

Diagram 1: Schéma oplozeni

F x M1,M2,M3,
M4,M5
]
| 1

V-progenies k i N-progenies

( 280ul spz/M1-M5 ) | 6,4x10°ks spz/M1-M5 )

250 vzorkl 250 vzorkU

V1 — V250 L N1 — N250 )

=
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Davky spermatu pouZitého k ziskani N-progenies jsou ureny v tabulce. Po pfidani
spermatu byla provedena aktivace vodou z lihné v poméru jiker k aktivujici vod€ 1:1 (Linhart
a kol., 2003) a smés jiker a spermatu byla smisena. Odlepkovani jiker bylo provadéno mlékem
po dobu 60 minut. Poté byly jikry nasazeny k lihnuti do Zugskych lahvi. Po cca 4,5 dnech
inkubace pfi teplot& vody 22° C doslo k vylihnuti.

7 kazdé skupiny potomstva bylo po vylihnuti odebrano 250 jedincd a individualné
ulozeno do eppendorfek o objemu 1,5 ml obsahujicich 96% ethanol. Z t&chto jedinct pak byla

nasledné izolovana DNA a provedeno uréeni paternity pomoci mikrosatelitnich markert.

3.1.5 KONTROLA OPLOZENOSTI A LIHNIVOSTI

Kontrola oplozenosti byla provadéna pro kazdého z mli¢akt. Jikry oplozené
spermatem jednotlivych mli¢aki byly umistény do experimentalnich boxu kde byly
inkubovany, voda v tomto boxu byla sterilizovana UV lampou. 5 g jiker bylo oplozeno
mnozstvim spermatu odpovidajicim 8 x 10% spermii. Z oplozenych jiker bylo odebrano malé
mnozstvi jiker, ty byly naneseny na Petriho misku s vodou a poté byla cela miska umisténa do
boxu. Béhem lihnuti byly odstratiovany a zaznamenavany neoplozené jikry a jikry zasazené
plisni. Po vykuleni (cca 4,5 dne pfi 22°C) byl uréen pocet vykulenych jedinct a lihnivost vici

celkovému poctu jiker takto inkubovanych.

3.1.6 ZAZNAM POHYBLIVOSTI SPERMII

Pro vyhodnoceni pohyblivosti a rychlosti pohybu spermii byl zaznamenéavan pohyb
spermii mikroskopii v &erném poli pod stroboskopickym osvétlenim (Linhart a kol., 2002).
Zdrojem stroboskopického osvétleni byla lampa Strobex 9630 (Chadvick-Helmut, USA),
frekvence stroboskopické lampy byla synchronizovana s frekvenci snimkd zaznamového
zatizeni (50Hz). Pouzit byl mikroskop Olympus BX 50, zaznam byl sniman CCD kamerou
Sony SSC-DC50AP a pienasen na videomonitor a zaznamenavam pomoci S-VHS rekordéru

Sony SVO-9500 MDP.
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Pro uréeni pohyblivosti byl napipetovan 1ul pfedfedéného vzorku spermatu (tedéni
v imobilizaénim roztoku, v poméru 1:200), toto mnozstvi bylo napipetovano na podlozni
skli¢ko (ptimo na desce mikroskopu) do 49 pl destilované vody obsahujici 0,1% BSA (finalni
nafedéni spermatu 1:10 000). Pfidavek BSA ve vodé¢ k aktivaci gamet zabranuje adhezi
hlavicek spermii k samotnému podloznimu sklicku. S aktivaci gamet vodou na podloZnim
skli¢ku byl spustén zaznam, ktery trval pfiblizné¢ po dobu pohyblivosti spermii, cca. 2 minuty.

Pro kazdého jedince byly pofizeny nejméné tii zdznamy pohybu spermii.

317 VYHODNOCENI ZAZNAMU POHYBLIVOSTI
SPERMI{

Potizeny videozdznam pohybu spermii byl vyhodnocovan s pomoci programu
Olympus MicroImage v 4.0.1. SloZenim péti po sob& nasledujicich snimki byly znazornény
trajektorie spermii. Rizné barvy snimki (resp. hlavi¢ek spermii zachycenych na snimku)
navic znazortiovaly smér pohybu spermii. Hlavi¢ky spermii na prvnim ze sloZenych snimki
byly znézornény &erveng, hlavicky spermii na poslednim patém snimku modfe ¢imZz byl
zvyraznén smér pohybu spermii. Spermie které v dobé zdznamu nebyly pohyblivé se
nachdzely ve vsech snimcich ve stejné pozici. Z pozic hlavi¢ek spermii na takto slozenych

snimcich byla uréovéna délka jejich trajektorii a podle casového odstupu snimkili byla

uréovana rychlost pohybu spermii v pm.s™.

Zéznam pohyblivosti spermii byl pofizen nejméné ve ttech opakovanich pro kazdého
z mli¢aka pouzitych k experimentu. Zaznam byl vyhodnocovan v gase 15, 30, 45 a 59s od
aktivace spermii. Pokud to zaznam dovoloval, byly uréovany délky trajektorii 15ti spermii pro

uréeni rychlosti jejich pohybu. Zarovefi byl urovan podet pohyblivych spermii a pocet

spermii nepohyblivych.
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32 ANALYZA MIKROSATELITNICH MARKERU

3.2.1 IZOLACE DNA

Prvnim krokem pfi praci s nukleovymi kyselinami je jejich izolace v nativnim stavu
z pFirozeného materidlu a to v dostatetném mnoZstvi a Cistoté. Nejlevn&jsi metodou izolace
DNA z biologického materiélu je klasicka fenol-chloroformova nebo fenol-ethanolova metoda
(Sambrook a kol., 1989, Taggart, 1992). Dalsi moZnosti je vyuZiti nékterého z kitd. Tyto
kity pracuji na principu adsorbce nukleovych kyselin na kfemicCité sklo v ptitomnosti
chaotropnich soli, vyhodou téchto kitd je zejména niz$i pracnost patrna zejména pri
zpracovavani vétstho poétu vzorki, niz$i riziko kontaminace vzorki pfi laboratornim
zpracovani. Jak jiz bylo v pfedchozich fadcich feceno, Kity vyuzivaji adsorbce nukleovych
kyselin na kiemicité sklo (silikatovou membranu) v pfitomnosti chaotropnich soli (jodid
sodny, guanidin thiokyanat, guanidin hydrochlorid). Pfi tomto zpisobu izolace je dulezité
promyvéni vzorku k ostranéni proteinii a dalsich kontaminat. Nésledn¢ je eluci z membrany

uvolnéna izolovana DNA, déje se tak pomoci pufru s nizkou koncentraci soli.

Piedeviim z diivodii izolace DNA z velkého poétu vzorkil byla izolace provadéna
pomoci E.Z.N.A. Tissue DNA Kitu z produkce fy Peqlab GmBh. Kit obsahuje kromé
ethanolu viechny reagencie potfebné pro izolaci DNA, dva typy pufrd (TL a BL, promyvaci
pufr, eluéni pufr) a proteazu. Tento kit dovoluje praci s ptiblizné¢ 30mg materialu, z néjZ
dokaze ziskat az 30ng genomové DNA, kit zajistuje vysokou Cistotu vzorku a minimalni
riziko kontaminace vzorku. Principem kitu je homogenizace vzorku, lyza bunék a denaturace
vzorku, poté je DNA navazéna na silikdtovou membranu promyvanim jsou odplaveny zbytky

proteinti a ostatnich kontaminujicich latek. Naslednou eluci je ziskana DNA o vysoké Cistot€.

Prace s timto kitem predstavovala uloZeni vzorku do 200ul BL pufru, poté byla
pfiddana OB protedza a nasledné byl vzorek inkubovan pti 55°C za soucasného tfepani na
termomixeru (Eppendorf Thermomixer comfort). Délka inkubace by méla byt aZ 3 hodiny ale

zavisi predevsim na povaze materidlu k izolaci. Nami pouzitym materidlem byl vylihnuty
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plidek, tudiz nebylo potieba tak dlouhé inkubace s proteazou. Poté bylo ptidano 220ul TL
pufru, ditkladné promichéno a uloZeno k inkubaci pti 70°C po 10 minut. Po této inkubaci jsme
pfidali 220 pl ethanolu (96%) a vzorkem jsme pfelili fritu se silikatovou membranou.
Nasledovala centrifugace po 1 minutu pti 8000 rpm, poté bylo na fritu naneseno 700pl
promyvaciho pufru a znovu byla frita centrifugovana. Promyvani bylo jesté jednou
opakovano a poté byla frita vysuSovéana centrifugaci po 2 minuty pii maximalni mozné
rychlosti. Na osusenou fritu bylo naneseno 200 pl elu¢niho pufru, ptedehiatého na 70°C a po

3 minutach inkubace byl izolat zcentrifugovan do nové zkumavky.

Kit je uzptisoben pracovat i s velmi malym mnoZstvim materidlu k izolaci genomové
DNA, izolace DNA z &erstvé vykuleného jedince byla bez nejmensich problémii, pro vyssi
koncentraci byla zavéretna eluce upravena na pouziti 150 pl eluéniho pufru. Pfi praci
s ploutevnimi Gst¥izky pro izolaci DNA genera¢nich ryb bylo dilezité k izolaci pouzit jen
velmi malé mnoZstvi materialu. Pokud bylo pouZito neimérné velkého mnoZstvi materialu,
proteiny a daldi kontaminanty obsaZené v lyzatu ucpévaly silikatovou membranu a tim

znesnadiiovaly centrifugaci vzorku.

322 TESTOVANI KVALITY IZOLATU

Testovani kvality izolati DNA probihalo na 1,5% agarosovém gelu (ROTH GmBh) o
velikosti 12 x 12 cm, tloustka gelu pfiblizng 1 cm. Pro vizualizaci pomoci UV svétla byla
ptidana kapka 1% roztoku ethidiumbromidu. Ethidiumbromid vyuziva vlastnosti molekuly
ethidiumbromidu interkalovet do vlaken nukleovych kyselin, detekuje tak jednofet€zcové i
dvoutetézcové molekuly, jedna se o nespecifické barveni molekul DNA. Ethidiumbromid je
silny mutagen a toxicka latka, prace snim vyZzaduje opatrnost a pouziti odpovidajicich
ochrannych pomiicek a odpovidajici zpiisob likvidace odpadil.

K rozvafeni gelu slouzil 0,5x TBE pufr, timto pufrem byla i naplnéna i vana
elektroforetické kolony. Vzorky byly nanaSeny do jamek o Sifce 4 mm, nanaseno bylo 5 pl
vzorku smiseného s nanaecim barvivem — smési roztoku xylencyanolu a glycerolu, chranici

vzorek proti vyplaveni z jamky v gelu.
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Testovani izolace DNA probihalo n&kdy soub&zng s testovanim produktii PCR, tehdy
elektroforetické déleni probihalo pti S0mA, 50V po 90 minut. V piipadé Ze byly testovany
pouze izolaty DNA, parametry elektrického pole ziistaly nezménény ale doba byla vyrazné
krat$i, kolem 30 minut. Tato doba byla dostate¢na k tomu aby izolovana DNA vmigrovala do
gelu a mohla byt vizualizovana UV svétlem (312 nm, iluminator Vilber Lourmat). Vice

kapitola .3.2.5 Testovani kvality PCR produktt.

3.2.3 PCR — SLOZENI SMESI PRO PCR

PCR (Polymerase chain reaction, polymerdzova fetézova reakce) je ,in vitro®
amplifikace &4sti DNA. Pro chod této reakce je dilezité sloZeni reakéni smési a cyklické
stiidani specifickych teplot.

Reakéni smés obvykle obsahuje templatovou DNA, PCR pufr (udrzuje stabilni pH a
obsahuje ionty - MgCl,), MgCl, nebo amonny pufr, smés deoxyribonukleotidii - dNTP’s
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), primerové pary (navrzené pro dany dsek amplifikované
DNA), enzym polymerazu (vétSinou Taq) a také nékdy dalsi aditiva (BSA, DMSO, glycerol).

Aditiva pracuji na rizném principu, BSA (bovinni serovy albumin, az 10%) by m¢l
v PCR mixu zvySovat teplotni stabilitu polymerazy a obdobné by mél fungovat i ptidavek
glycerolu (5-20%) do ,master mixu“ pro PCR. Stejnym zpisobem funguje preparat
s oznadenim Tween 20, ktery byva obvyklou soucasti komer¢ne distribuovanych PCR master
mixd. Ptidavek DMSO (dimethylsulfoxid, 1-10%) nebo formamidu (1-10%) miize zvySovat
specifitu reakce tim Ze sniZuje teplotu tani a separace a tim zlepSuje nasedani primerd.

Pro amplifikaci byly pouzity reagencie z prodkukce fy Fermentas (10X Tagq Buffer
with KCI and 15mM MgCl,, MgCl, dNTP’s set, Taq polymerase), primerové pary byly na
zéklad® popsanych primerovych sekvenci pro lokusy MFW1, MFW6, MFW7 a MFW28
vyrobeny firmou Proligo. K zajisténi stability polymerazy pfi vysokych teplotach byl pfidavan
1% roztok BSA. Taq mix obsahoval 0,5 U Taq polymerazy na jeden amplifikovany produkt.

Amplifikace mikrosatelitnich marker probihala jako ,hot start PCR, kdy byla
polymeréza pridavana do reakéni smési az po déletrvajici po&ateéni denaturaci templatové

DNA v samotné reakéni smési. Tudiz reakéni smés byla rozdélena na ,,PCR mix“ a ,,Taq
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ix“, program termocykleru byl nastaven tak aby po Gvodni denaturaci bylo mozno ke
7dému vzorku ptidat polymerdzu rozpu$ténou v ,,Tag mixu“. Po tvodni denaturaci bylo
PCR mixu v objemu 9 pl pfidano 6 pl Taq mixu, do PCR mixu bylo ovSem jesté pred
&ateéni denaturaci pridano 20 pl mineralniho oleje (Sigma) z diivodd zabranéni evaporace
orku a to i pres skute¢nost Ze pouzivany termocykler Eppendorf Mastercycler gradient ma

/hiivané viko termobloku.

Tabulka 3: Slozeni PCR mixu

MFW1, MFW6, MFW7 MFW28
dH;0 03 pl 1.5 ul
Buffer (Fermentas, 10 x) 1.5 ul (bez MgCl, !) 1.5 pul ((NH4)2S0,)
PCR |BSA (1%) 1.2 pl -
dNTP’s (1.25mM) 1.2 pl 1.2 pl
mix | MgCl, (25 mM) 1.2 pl 1.2 ul
Primer A (10 pmol/pl) 0.3 pl 0.3 pl
Primer B (10 pmol/pl) 0.3 ul 0.3 ul
Templatova DNA 3.0 ul 3.0 ul
) Taq 0,09 ul (0,5U) 0,09 ul (0,5U)
Taq mix
dH,0 591 ul 5.91 pl

3.2.4 PCR - TEPLOTNI PRUBEH REAKCE

Pro priib&h polymerazové fetézové reakce je nutné kromé spravného slozeni reakéni
mési dodrzet optimalni teplotni pribéh reakce. Cyklické stfidani teplot je realizovano v
rmocykleru, ndmi byl pouzivéat termocykler Eppendorf Mastercycler gradient. Z popisu
lozeni reakéni smési je patrné Ze jsme PCR realizovali jako ,hot start”, zejména z divodu
el$i pocatedni denaturace, predchazejici samotnému cyklu PCR. Tato denaturace probihala
fi 95°C po dobu 5 minut a poté jiz nasledoval samotny cyklus.

Polymerazové fetézové reakce byla realizovana v celkem 35 cyklech, kazdy z cyklu

o¢inala denaturace pii 90°C po dobu 30s, poté nasledoval annealing primerovych pari pti
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55°C po 45s (teplota zvolena podle primerovych sekvenci popsanych pro danné lokusy,
popsanych Croojmansem, 1997), vlasni cyklus ukongila elongace nové vznikajiciho fetézce
DNA pii 72°C po 60s. Po 35 cyklech reakci ukong¢ila finalni 7 minutova elongace pii 72°C.
Timto programem PCR oznaéenym jako ,,CARP PROGRAM* byly amplifikovany lokusy
MFW1, MFW6, MFW7, pro lokus MFW28 byl nasledujicim zpsobem program PCR
upraven. Po¢éte¢ni denaturace i finlni elongace ziistala nezménéna, prvnich 5 cykli vlastni
PCR bylo upraveno na vyssi teplotu denaturace tj. 95°C a také deldi Casovy interval
jednotlivych krokd vistniho cyklu 60s. SloZni tohoto programu je v tabulce pod textem pod
ozna¢enim ,,TENCH PROGRAM".

Béhem celého cyklu bylo vyuZivano predehiati vika cykleru na 100°C k zabranéni

evaporace vzorku, snizeni mnozstvi a kvality amplifikatu PCR.

Tabulka 4: Teplotni pribéh PCR

"CARP PROGRAM" "TENCH PROGRAM"
pocatecni & . o .
denaturace: 95°C, 5 minut 95°C, 5 minut
denaturace 90°C, 30 s 95°C, 60 s
annealing 55°C, 45 s 35x 55°C, 60 s 5x
elongace 72°C, 60 s 72°C, 60 s
denaturace: 90°C, 30's
annealing: 55°C,45 s 30x
elongace: 72°C, 60 s
finalni elongace: 72°C, 7 minut 72°C, 7 minut
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3.2.5 TESTOVANI KVALITY PCR PRODUKTU

Testovani kvality produkti PCR probihalo na 1,5% agarosovém gelu (ROTH GmBh) o
velikosti 12 x 12 cm, tloustka gelu ptiblizné 1 cm. Pro vizualizaci pomoci UV svétla byla
ptidana kapka 1% roztoku ethidiumbromidu. K rozvafeni gelu slouzil 0,5x TBE pufr, stejnym
pufrem byla i naplnéna i vana elektroforetické kolony. Vzorky byly nanéseny do jamek o Sifce
4 mm, nanaseno bylo 5 ul vzorku s 1,5 pl nanaSeciho barviva — smési roztoku xylencyanolu a
glycerolu, chranici vzorek proti vyplaveni z jamky v gelu. Soubézné se vzorky byl nanéSen i
7ebtik (100bp Ladder, Fermentas), tj. sm&s fragmentl znamé délky, podle n&jz je na gelu
moZno posuzovat kvalitativné ale i kvantitativné produkty PCR. Elektroforetické déleni
probihalo pfi 50mA, 50V po 90 minut. Gely byly vizualizovany UV svétlem (312 nm,
iluminator Vilber Lourmat) a snimany dokumenta¢nim zafizenim DOC-PRINT (Vilber
Lourmat). Ze snimki byla vyhodnocovana kvalita izolatl a zejména kvalita amplifikata PCR -
pfitomnost nezadoucich produktd rizné délky - ,.artificial bandi“ a vhodnost pro naslednou

fragmentovou analyzu pomoci sekvenatoru.

32.6 ANALYZA FRAGMENTU DNA

Produkty polymerazové tetézové reakce prochazely analyzou délek amplifikovanych
fragmenti na zakladé posouzeni jejich kvality zagarosového gelu. Produkty o dostatecné
Cistoté, absenci artificial bandii, tj. svévoln& vznikajicich fragmentl riznych délek, byly

analyzovany automatickym sekvenatorem.

Déleni fragmentti a nasledné urleni jejich délek umoziiuje elektroforetické déleni na
akrylamidovém gelu (PAGE) o vysoké hustoté akrylamidu ( az 20%) a vysoké koncentraci
mocoviny. Produkty jsou porovnavany vici standardim — smési fragmentd riiznych délek na
snimku vizualizovaného gelu, délky fragmentd jsou pak urCovany softwarové digitalniho
obrazu. Analyza fragmentii vzniklych amplifikaci mikrosatelitnich lokusii za pouZiti takto
koncentrovanych geli je moznd i v ,duplexech lokusi o vzdilengjsich délkach

amplifikovanych fragment(, pouzit lze i dvoji nanaSeni produkti PCR do stejné drahy
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v akrylamidovém gelu (poté co nanesené vzorky vmigruji dostate¢né daleko jsou do stejné
drahy naneseny dal$i) a porovnavani délek vici dvéma standardim (ladderim nanaSenym
spole¢né se vzorky).

Dalsi moznosti je vyuziti automatického sekventarovu a zjednoduseného programu pro
analyzu délek amplifikovanych fragmenti. Automaticky sekvendtor vyuziva kapilarni
elektroforézy vzorku spole¢né se standardem a nasledné screening laserovym paprskem
aktivujicim fluorescenéni znageni fragmenti DNA (z primerovych péri) a identifikaci vinové
délky emitovaného svétla. Kapilara je plnéna specialnim polymerem na bazi akrylamidu,
fluorescenéni znadeni fragmentd je laserovym paprskem aktivovéano kdyz fragmenty opousti
kapilaru. Emitované svétlo je detekovano a podle optické aktivity fluorescenéniho barviva je
uréeno o jaky fragment DNA se jedna, jestli o fragment standardu nebo samotny vzorek.
Software sekvenatoru pak na zakladé porovnani s délkami framentii obsazenych ve standardu

uréi délku alel amplifikovanych mikrosatelitnich lokusi.

Uréeni délek allel amplifikovanych mikrosatelitnich lokust bylo provadéno pomoci
fragmentové analyzy na automatickém sekvenatoru Beckmann Coulter CEQ 8000. Analyza
produkti amplifikace mikrosatelitnich lokusii probihala v duplexech, tj. dva lokusy byly
analyzovéany spole¢ng, diky odlisnym olekavanym délkam allel a diky odliSnému barveni
jejich primerd. Jeden z primerovych périi pro PCR byl znaCen fluorescenénim barvivem
Beckman Coulter Dye D3 (zelené znageni, reversni primery pro lokusy MFW 1 a MFW 6)
nebo fluorescenénim barvivem Beckman Coulter Dye D4 (modré znaceni, reversni primery
pro lokusy MFW 7 a MFW 28). Produkty PCR byly nanaSeny tedy spolend v duplexech
MFW 1 a MFW 28, MFW 6 a MFW 7. Do jediné jamky v platu sekvenatoru byly tak
nanadeny produkty v mnoZstvi zavislém na pouZitém barevném znaceni — produkty znaCené
barvivem D3 byly nanaseny po 1 pl a produkty znacené barvivem D4 po 2 pl produktu.
Produkty byly nanadeny do 28 pl SLS (Sample Loading Solution, Beckman Coulter) a
k produktim byl pfidavan 1 pl standardu CEQ DNA Size Standard Kit — 400 znaceného
barvivem Ceq WellRed. Tento standard obsahuje smés fragmentd o délkach 70, 80, 90, 100,
120, 140, 160, 180, 190, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400 a 420 bp.
Sekvenator pracoval s kapilarami CEQ DNA Sequencing Capillary Array (Beckman
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Coulter) o délce 50 cm a priméru 100 pm, kapilary byly plnény sekvenaénim gelem
s oznatenim CEQ Separation Gel LPA-1 (Beckman Coulter).

Program sekvendtoru k déleni fragmenti nesl oznaceni FRAG 3, tento program
dovoluje d&leni fragmentt az do délky 500 bp. Kapilary jsou plnény sekvena¢nim polymerem
na bazi akrylamidu CEQ Separation Gel LPA-1 a poté se kapilary predehiivaji na teplotu 50
°C. Nasledn jsou vzorky z platu denaturovany pfi 90 °C a probiha injekce vzorkl do gelu pod
napétim 2,0 kV po dobu 30 s, tuto dobu lze ménit podle kvality PCR produkti a tim
ovliviiovat mnoZstvi nanesené smési produkti do gelu. Déleni probihalo pod napétim 6,0 kV
po dobu 35 minut.

Automaticky sekvenator zaznamenava fragmenty prochézejici kapilarou, podle jejich
fluorescenéniho znadeni identifikuje fragmenty standardu CEQ DNA Size Standard Kit —
400. Pro tento standard a pro zptsob znadeni reversnich primerii byla také zvolena
odpovidajici kalibrace Cubic 400. Pomoci software jsou témto fragmentim pfifazeny
ptisluiné délky a nasledn& jsou pak podle nich stanovovany délky allel mikrosatelitnich
lokusii. Vysledkem je graf speaky standardu a amplifikatu kazdého zlokusi v daném

duplexu. Odecet délek allel byl provadén vizualné ze zaznamu sekvenatoru.

Fisgment Dta | aw Data| Fragnent Lit| Curen| Iinct Cusrent | Vtage| AnapisLog| Ru Log | Analsis Parametess | Quenit
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Obrazek 1: Zaznam sekvenatoru
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3.2.7 URCENIi PATERNITY

Segregace allel &tyfech analyzovanych mikrosatelitnich lokust ur¢ila paternitu vSech
500 jedinch ovzorkovanych ze dvou skupin potomstva. Jednozna¢né urleni paternity vSech
jedincti pomoci tak malého poltu markerd umoznil predevsim vybér generacnich ryb se
specifickymi allelami v n&kterych ze sledovanych lokusi. Diky tomuto vybéru bylo nakonec
mozno urdit otcovstvi u viech vzorkovanych jedinc pomoci dvou nebo tfi mikrosatelitnich

lokusi.
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3.3 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

3.3.1 KONTROLA OPLOZENOSTI A LIHNIVOSTI

Metodika kontroly oplozenosti a lihnivosti je uvedena v kapitole 3.1.5 Pro kazdého
z mli¢akd byla provadéna kontrola oplozenosti a lihnivosti ve Etyfech opakovanich a z dat
popisujicich procentuélni zastoupeni oplozenych resp. vykulenych jiker byl(a) ur€ovan(a):

a) aritmeticky pramér

b) smérodatna odchylka

c¢) Leveneho test (uréeni homogenity rozptyld) pro zjisténi moznosti nasledné provést
analyzu rozptytu stfednich hodnot - ANOVA

d) ANOVA - analyza rozptyli stiednich hodnot, ur€eni statisticky vyznamnych
rozdil na hladiné€ vyznamnosti a

e) LSD test, vpfipadé Ze analyza rozptyli stfednich hodnot ANOVA prokaze
statisticky vyznamné rozdily. K urleni statisticky vyznamnych rozdili mezi konkrétnimi
dvéma skupinami dat (fazenych podle jednotlivych mli¢akt), kdyz pro nékolik takovych

skupin byly analyzou rozptylii sttednich hodnot prokazéany statisticky vyznamné rozdily.

Data byla zpracovana pomoci programu STAT SOFT Statistica® 6.0

3.3.2 MOTILITA SPERMII

Popis metodiky zdznamu pohybu spermii a jeho vyhodnoceni je uveden v kapitolach
3.1.6 a 3.1.7, pro kazdého zmli¢akii byl zdznam pohybu spermii pofizen ve tiech
opakovanich, vyhodnocovano bylo procentuelni zastoupeni pohyblivych spermii. Z dat
popisujicich pohyblivost spermii pak byl(a) uréovan(a):

a) aritmeticky prumér

b) smérodatna odchylka

¢) Leveneho test

d) ANOVA

e) LSD test, pokud nebude prokazana shoda rozptyli stf.hodnot (ANOVA)
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3.3.3 RYCHLOST POHYBU SPERMII

V kazdém ze tii opakovani zaznamu pohybu spermii (pro kazdého z péti mlicakt) byly
ur¢ovany délky trajektorii 15 spermii v éase 15,30,45 a 59s od aktivace. Poté byla ur€ovana
rychlost pohybu spermii. V ramci statistického zpracovani pak byl(a) ur€ovan(a):

a) pocet n platnych méfeni — pocet spermii jejichZ trajektorie byly méteny pro

nasledné urceni rychlosti pohybu spermii

b) aritmeticky prumér rychlosti pohybu spermii uréenych z takovych méfeni

¢) smérodatna odchylka

¢) Leveneho test

d) ANOVA

¢) LSD test, pokud nebude prokazana shoda rozptyll stf.hodnot (ANOVA)

3.3.4 ZASTOUPENI MLICAKU V POTOMSTVU

Na zakladé uréeni otcovstvi 250 jedincl z kazdé skupiny potomstva bylo vypocteno

procentuélni zastoupeni jednotlivych mli¢akt v potomstvu.

Jelikoz né&ktefi mli¢aci byli zastoupeni velmi nizkym poctem jedinci v analyzovaném
potomstvu, bylo provedeno statistické prerozdéleni — Monte-Carlo (diskrétni rozdéleni pro
100 000 piipadii). Poté byla zpracovana chi-kvadrat statistika porovnavajici podily
jednotlivych mli¢akd vi¢i rovnomérné distribuci, kdy by kazdy z mli¢akd mél v potomstvu
20% podil. Pferozdéleni Monte-Carlo a chi-kvadrat statistika byly zpracovavany v programu

SAS-Freq ®.

3.3.5 TESTOVANI HYPOTETICKYCH MODELU

Pro vysvétleni odlidného zastoupeni mli¢akd v potomstvu bylo testovano nékolik
hypotéz. Pro ob& skupiny potomstva byly tak testovany nasledujici modely, zohledfijici
odli$né faktory (koncentraci spermatu, jejich motilitu a rychlost) pro vysvétleni pomérného

zastoupeni mli¢aka v potomstvu ( p).
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Pro skupinu potomstva oznacenou jako “V-progenies” byly testovany nasledujici
modely:

Model 1, predpokladajici pomémé zastoupeni mli¢dkd v potomstvu (p;= 0.2 pro
kazdého z mli¢aka).

Model 2, ktery zohlediiuje koncentraci spermatu ( p,, =C,/ ZC, ), kde C; je zjisténou

koncentraci spermatu.

Model 3, ktery kromé koncentrace  zohlediiuje  motilitu  spermatu

(py =CM, /ZC,.M,. ), kde M; vyjadiuje motilitu spermii v ¢ase 15s od jejich aktivace.

Model 4, které kromé& predchozi faktorti zohledriuje také rychlost pohybu spermii
(p, =CiM,I/',/ZC,M,I/', ), kde V; je zjisténou rychlosti spermii v Case 15s od jejich

aktivace.

U skupiny potomstva oznacené jako “N progenies” diky kvantifikaci davky spermatu
k oplozeni je model pro rovhomérné zastoupeni mli¢akt (Model 1) a model zohlediujici
koncentraci spermatu (Model 2) ekvivalentni. Pro dalsi statistické zpracovani jsou oznaceny

jako Model 2. Dalsi dva modely zlistavaji nezménény.

Tyto hypotézy jsou testovany podle logaritmicko-pravdépodobnostni rovnice k

testovani hypotéz, podle vzorce:

i

P(X|Mod .
og —(-|-O——:i) = ZN , log Pa , kde X nahrazuje zjistény soubor dat a N; vyjadiuje
P(X|Mod _b) By,

zjisténé zastoupeni mlic¢dka i v analyzovaném potomstvu. Testovani hypotéz bylo provadéno

pomoci programu SAS-Freq ®.
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4. VYSLEDKY

4.1 OPLOZENOST A LIHNIVOST

Zpracovavana data ze Gtyfech opakovani, urCen aritmeticky primér hodnot
oplozenosti a lihnivosti (%) vEetné smérodatné odchylky (SD). Stejné alfabetické indexy
u hodnot aritmetického priméru oznacuji hodnoty pro néZ nebyla prokadzana statisticky
vyznamna odli$nost na hlading vyznamnosti a=0,05 (viz. dalsi kapitoly). Data z tabulky

jsou navic znazornéna v grafu v ptiloze (Graf 1).

Tabulka 5: Oplozenost a lihnivost

o OPLOZENOST LiHNIVOST

MLICACI % SD % SD
M1 93,33° 1,67 85,892 5,66
M2 97,56 ° 1,77 90,79 ° 1,91
M3 93,73° 1,32 80,932 4,14
M4 94,56 ° 2,79 87,55° 5,24
M5 93,37 1,94 87,952 5,04

4.1.1 OPLOZENOST — STATISTICKE ZPRACOVANI

Pomoci Levenova testu byla prokazovana homoskedasticita (homogenita rozptyli)

jednotlivych souborti dat (tyfech opakovani pro kazdého z mli¢ak) na hlading
vyznamnosti a=0,05. Poté co byla prokazana homogenita rozptyli jednotlivych soubor
dat, byla zpracovana analyza rozptylu stfednich hodnot ANOVA.

V porovnani oplozenosti pro jednotlivé mli¢dky byly prokdzamy statisticky
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi mli¢aky na hladiné vyznamnosti a=0,05, jelikoz
hodnota pravdépodobnosti shody rozptylu stiednich hodnot p=0,04069.

Z toho diivodu byl zpracovan LSD test k urdeni statisticky vyznamnych rozdild pfi
vz4jemném porovnani libovolnych dvou mli¢aku pfi a = 0,05. Vysledky jsou znazornény v

tabulce na dal3i strang, statisticky vyznamné rozdily jsou zvyraznény tu¢n¢.
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Tabulka 6: LSD test — oplozenost (a=0,05)

LSD test; proménni: OPLOZENOST (ANOVA) Tu¢né oznacené rozdily
jsou vyznamné na hlad. p <,05000
MLICACI | M=93,735 | M=97,555 | M=93,334 | M=93,374 | M=94,555
oplozenost {1} {2} {3} {4} {5}
1 {1} 0,014621| 0,776466| 0,798129| 0,562112
2 {2} 0,014621 0,008136| 0,008627| 0,046824
3 {3} 0,776466| 0,008136 0,977452| 0,391719
4 {4} 0,798129| 0,008627| 0,977452 0,406962
5 {5} 0,562112| 0,046824| 0,391719| 0,406962

Z porovnani libovolnych dvou mli¢akl, znazornénych v tabulce LSD testu na
piedchozi strance je patrné, Ze statisticky vyznamné (na hladin€ vyznamnosti a=0,05) se
v oplozenosti odlifoval mli¢ak oznadeny jako M2. Tato ryba se odliSovala od vSech
ostatnich a naopak nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi ostatnimi
rybami M1,M3,M4 a MS5.

4.1.2 LIHNIVOST — STATISTICKE ZPRACOVANI

Poté co byla prokdzana homogenita rozptylti jednotlivych soubord dat (Ctyfech
opakovani kontroly lihnivosti pro kazdého z mli¢aki) na hladiné vyznamnosti a=0,05 byla
provedena analyza rozptylu stfednich hodnot ANOVA.

V porovnani lihnivost uréené pro jednotlivé mli¢aky nebyly prokadzany statisticky
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi mli¢aky na hladin€ vyznamnosti a=0,05, jelikoz
hodnota pravdépodobnosti shody rozptylti stfednich hodnot p=0,0865. Byla prokazana
vyrovnana lihnivost jiker oplozenych jednotlivymi mli¢iky v kontrole oplozenosti a

lihnivosti, lihnivost jiker pak kompenzovala rozdily zji§téné v oplozenosti (mli¢ak M2).

42 MOTILITA SPERMII

Motilita spermii (v %) byla urlovéna ze tfech opakovani zdznamu pohybu
spermii a poté byl uréen aritmeticky primér z téchto tfech opakovani, véetné smérodatné

odchylky (SD). Stejné alfabetické indexy u hodnot aritmetického priiméru oznaluji
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hodnoty pro néz nebyla prokdzéna statisticky vyznamnd odlinost na hlading
vyznamnosti =0,05 (viz. dalsi kapitola). Data jsou uvedena v nasledujici tabulce,
motilita spermii 15s od aktivace je pro jednotlivé mli¢aky znazornéna v grafu v ptiloze
(Graf 2).

Tabulka 7: Motilita spermii v &ase 15, 30, 45 a 59s od aktivace

15s 30s 45s 59s
% SD % SD % SD % SD
M1 94,97° | 455 | 64,36 | 1253 | 1572 | 602 | 3,36 | 3,59
M2 98,34 | 184 | 70,60 | 1075 | 1742 | 743 | 085 | 148
M3 9844° | 221 [ 7391 | 806 | 1520 [ 090 | 095 | pss
M4 71,29° | 26,46 | 6551 | 1012 | 9,93 | 183 [ 319 | 313
M5 88,37 | 552 | 6578 | 792 | 1559 | 704 | 325 | 383

MLICACI

4.2.1 MOTILITA — STATISTICKE ZPRACOVANI

Motilita v €ase 15s od aktivace spermii bude dile pouZita pro testovani

hypotetickych modelii pro vysvétleni zastoupeni jednotlivych mlig¢4ki v potomstvu.
Leveneho test prokdzal homogenitu rozptyli jednotlivych soubori dat a tudiz byla
testovana shoda rozptyli stfednich hodnot ANOVA, kter4 na hladiné vyznamnosti
0=0,05 neprokazala statisticky vyznamné rozdily (p=0,10458) v motilité spermii
jednotlivych mli¢ékt v ¢ase 15 s od jejich aktivace.

Jako statisticky vyznamné odlisny nebyl shledan ani mli¢ék s oznagenim M4, pro
kterého byl aritmeticky primér motility uréen pouze ze 2 méfeni (90% a 52.58%) a s

vysokou smérodatnou odchylkou (SD 26,46).

43 RYCHLOST POHYBU SPERMII

Rychlost pohybu spermii byla uréovéana podle trajektorii spermii za uréity &asovy interval.
Nasledujici tabulka obsahuje pocet takto mé&fenych trajektorii n , podle nichZ pak byla
urdena priméra rychlost v [um.s™] a jeji smérodatna odchylka (SD). Stejné alfabetické
indexy u hodnot aritmetického priiméru rychlosti pohybu oznaduji hodnoty pro n&z nebyla
prokdzana statisticky vyznamna odli$nost na hlading vyznamnosti a=0,05 (viz. dalsi

kapitola). Data popisujici rychlost pohybu spermii v jednotlivych &asovych intervalech
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Case 15s od aktivace je pak znazornéna v grafu v ptiloze (Graf 3).

Tabulka 8: Rychlost pohybu spermii v ¢asech 15s a 30s od aktivace

jsou sefazena v nasledujicich tabulkach, rychlost pohybu spermii jednotlivych mlic¢akt v

MLICACI 15s 30s
n v [pm.s™] SD 30s v [pm.s”] SD
M1 43 135,58 2 24,49 40 51,95 15,75
M2 45 154,95 ° 21,77 45 65,47 11,74
M3 30 152,60 ° 24,16 45 62,86 14,67
M4 30 96,79 25,88 33 54,38 16,07
M5 43 140,44 ° 27,91 44 61,66 21,80
Tabulka 9: Rychlost pohybu spermii v ¢asech 45s a 59s od aktivace
MLICACI ol s
n v [um.s™] SD n v [um.s™] SD
M1 21 30,78 6,90 5 29,71 5,22
M2 29 36,02 9,16 2 24,20 3,56
M3 36 36,36 9,03 3 36,36 2,60
M4 18 34,37 7,33 7 26,06 2,82
M5 23 31,06 6,56 4 31,51 10,58

43.1 RYCHLOST — STATISTICKE ZPRACOVANI

Rychlost pohybu spermii v &ase 15s od aktivace je dal$im z faktord zohlednénych v
testovani hypotetickych modelti pro vysvétleni zastoupeni jednotlivych mli¢dkt v
potomstvu. Leveneho test prokdzal homogenitu rozptyld jednotlivych souborti dat
popisujicich rychlost spermii v ase 15s od aktivace a tudiZ byla testovana shoda rozptyla
sttednich hodnot ANOVA. Na hladiné vyznamnosti a=0,05 byly prokaziny statisticky
vyznamné rozdily (p=0,0000). Poté byl tedy proveden LSD test k urceni signifikantnich
rozdilii v rychlosti pohybu spermii mezi libovolnymi dvéma mli¢aky. Vysledky LSD testu

jsou znazornény v nasledujici tabulce, statisticky vyznamné rozdily jsou zvyraznény tuéné.
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Tabulka 10: LSD test — rychlost (a=0,05)

LSD test; proménna: Rychlostl5 (ANOVA) Tuéné oznacené rozdily
jsou vyznamné na hlad. p <,05000

MLICACI | M=135,58 | M=154,95 | M=152,60 | M=96,795 | M=140,44
rychlost1S {1} {2} {3} {4} {5}
1 {1} 0,000339| 0,004503| 0,000000 0,366652
2 {2} 0,000339 0,688705| 0,000000| 0,006822
3 {3} 0,004503| 0,688705 0,000000| 0,041260
4 {4} 0,000000| 0,000000| 0,000000 0,000000
5 {5} 0,366652| 0,006822| 0,041260 0,000000

Vyrazné nizsi rychlost spermii byla zaznamendna u mli¢dka s oznaCenim M4.
Statisticky vyznamné rozdily v rychlosti pohybu spermii nebyly nalezeny mezi mli¢iky
oznadenymi jako M1 a M5 a stejné tak mezi mlicdky M2 a M3. Tyto ryby se pak

statisticky neodlifovaly (¢=0,05) v lihnivosti, motilité¢ a ani rychlosti pohybu spermii.

4.4 ZASTOUPENI MLICAKU V POTOMSTVU

Zastoupeni jednotlivych mli¢akti v obou skupinach potomstva bylo urovano na
zakladé uréeni paternity pomoci mikrosatelitnich markeri. Diky vybéru genera¢nich ryb
pouzitych pro experiment bylo mozno urgit paternitu u viech 250 jedinct z kazdé skupiny.
Procentudlni zastoupeni jednotlivych mli¢akd v potomstvu je znazornéno v nasledujici

tabulce a grafech v pfiloze (Graf 4, Graf 5).

Tabulka 11: Zastoupeni mli¢akti v potomstvu

MLICACI » V-progenies* »N-progenies*
pocet % pocet %

M1 56 22.4 81 324
M2 55 22.0 45 18.0
M3 125 50.0 103 41.2
M4 1 0.4 6 2.4
M5 13 5.2 15 6.0

CELKEM 250 100 250 100
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Motilita a rychlost pohybu spermii je mnoha autory povaZovéna za kli¢ovy faktor
ovliviiujici GspéSnost oplozeni. Mli¢ak M4, ktery ve vyrazné lisil od viech ostatnich ryb v
hodnotach motility i rychlosti pohybu spermii skuten& vykazoval vyrazn€ nejnizsi
zastoupeni v obou skupindch potomstva (0,4 a 2,4%").. Jestlize v piedchozi &asti nebyly
prokazany statisticky vyznamné rozdily v lihnivosti, motilit a rychlosti pohybu spermii
mezi n€kterymi mli¢aky, jejich zastoupeni v potomstvu oznateném jako ,»IN-progenies*“ by
mélo byt porovnatelné. Takové rozdily nebyly nalezeny konkrétng mezi rybami
oznaCenymi jako M1 a MS, jejich zastoupeni v ,,N-progenies* oviem &ini 32,4 a 6%.
Dale pak nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi mli¢aky M2 a M3, jejich
zastoupeni v ,,N-progenies“ pak &ini 18 a 41,2%.

Zastoupeni jednotlivych mli¢aki v potomstvu bylo srovnédvano s rovnomérnym
zastoupenim, kdy byl pfedpokladan 20% podil kazdého z mli¢aku. JelikoZ néktefi mli¢aci
byli v analyzovanych skupinich potomstva zastoupeni niz$im po&tem nez pét jedinci, pro
statistické zpracovani bylo vyuZito pferozdéleni Monte-Carlo (diskretni rozd&leni pro
100 000 ptipadi).

V obou skupinich potomstva byla dok4z4no odli¥né zastoupeni jednotlivych
mli¢aki, vyjadfené chi-kvadrat statistikou (chi-kvadrat uréovan oproti 20% zastoupeni
jednotlivych mli¢aki). Pro skupinu oznagenou jako ,, V-progenies® byl uréen x*=189 (pii 4
d.f., p<0.0001), pfi€emz pro skupinu oznagenou jako ,,N-progenies* byl ur&en x*=139 (pti
4 d.f., p<0.0001). Zastoupeni jednotlivych mli¢akid v potomstvu bylo znateln& odli§né pro
ob¢& skupiny potomstva (p<0.05), &imZ byl prokazén efekt kvantifikace davky spermatu pro

»IN-progenies*.

4.5 TESTOVANI HYPOTETICKYCH MODELU

Pro vysvétleni odli$ného zastoupeni mli¢4kii v potomstvu vzniklém pf#i oplozeni
smési jejich spermatu bylo testovano nékolik hypotéz. Pro obé skupiny potomstva byly tak
testovany nasledujici modely, zohlediiujici odli$né parametry (koncentraci spermatu, jejich
motilitu a rychlost) pro vysvétleni pomérného zastoupeni mli¢aka v potomstvu ( p).

Pro skupinu potomstva oznacenou jako “V-progenies” byly testovany nasledujici

modely:
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Model 1, predpokladajici pomérné zastoupeni mli¢aki v potomstvu (pii= 0.2 pro
kazdého z mli¢aki).
Model 2, ktery zohlediiuje koncentraci spermatu (p,, =C,/ ZC,. ), kde C;i je

zjisténou koncentraci spermatu, viz. 3.1.3 Uréeni koncentrace spermii.

Model 3, ktery krom& koncentrace zohlediiuje motilitu  spermatu

(py; =CM,/ ZC M), kde M; vyjadfuje motilitu spermii v €ase 15s od jejich aktivace.

Model 4, které kromé predchozi faktordi zohledfiuje také rychlost pohybu spermii
(p, =CMYV, /ZC,M,.V, ), kde V; je zjisténou rychosti spermii v ¢ase 15s od jejich

aktivace.

U skupiny potomstva oznatené jako “N progenies” diky kvantifikaci davky
spermatu k oplozeni je model pro rovnomérné zastoupeni mli¢aki (Model 1) a model
zohledriujici koncentraci spermatu (Model 2) ekvivalentni. Pro dalsi statistické zpracovani

jsou ozna&eny jako Model 2. Dalsi dva modely zistavaji nezménény.

Tyto hypotézy jsou testovany podle logaritmicko-pravdépodobnostni rovnice k
testovani hypotéz, podle vzorce:

[P(XlMod B a)]
log

—_—|= Z N, log Pa , kde X nahrazuje zjistény soubor dat a N; vyjadfuje
P(X|Mod _b)

i bi

zjisténé zastoupeni mli¢dka i v analyzovaném potomstvu. Testovani hypotéz bylo

provadéno pomoci programu SAS-Freq ®.

Vysledkem testovani hypotéz jsou odkhady pravdépodobnosti  uvedené

v nasledujicich dvou tabulkéch.

Tabulka 12: Testovani hypotetickych modelt —“N progenies”

w odhad pravdépodobnosti
Model 1 | Model 2 | Model 3 | Model 4
Model 1 15,5 216 26,9
Model 2 5,9 11,3
Model 3 5,4

L




Tabulka 13: Testovani hypotetickych modelt — “V-progenies™

» N odhad pravdépodobnosti
Model 1 Model 3 Model 4
Model 1 6,6 11,7
Model 3 5,2

Jestlize je pak vzajemné porovnani pravdépodobnosti t&chto modeli vyjadfeno
log (P( \ |M od4;| )

vztahem: R , prostym odlogaritmovanim tohoto vztahu pak ur¢ime
kolikrat je jeden ze vztaht pravdépodobnéjsi. Podle nejniz$ich hodnot v tabulkéach je pak
ziejmé, e nejpradépodobn&j$im modelem pro vysvétleni variability ~zastoupeni
jednotlivych mli¢aka je Model 4, zohlediujici koncentraci, motilitu i rychlost pohybu
spermii pouzitych k oplozeni. Odlogaritmovanim tohoto vztahu pak le mozno urcit, Ze
pravdépodobnost Modelu 4 je oproti Modelu 3 rovna v piipad¢ ,,V-progenies* hodnoté
10°* a v ptipadé ,N-progenies™ hodnoté 10>, tj. tyto modely jsou fadové statisickrat

pravdépodobné&jsi nez Model 3.

Model zohlediujici faktory jako koncentraci spermatu, motilitu spermii a
jejich rychlost se jevi jako nejpravdépodobnéjsi z testovanych modeli. Z tabulky
popisujici zastoupeni mli¢iki v potomstvu (kap. 4.4, Tabulka 11: Zastoupeni mli¢aku
v potomstvu) a ze statistického zpracovani sledovanych faktori (lihnivost, oplozenost,
motilita a rychlost pohybu) je patrné, Ze i pro jedince u kterych nebyly prokizany
statisticky vyznamné rozdily sledovanych faktora (M1 a M5, M2 a M3) se analyzou
paternity prokazuje relativné vysoka variabilita v zastoupeni téchto mli¢ika v

potomstvu.
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5. DISKUSE

V ramci experimentu byly vytvofeny 2 skupiny potomstva, prvni ze skupin vznika

oplozenim jiker jednotnym objemem spermatu 5ti mli¢akl (“V-progenies”), druhd ze
skupin vznikla oplozenim jiker davkou kvantifikovanou pocetné podle zjiSté€né
koncentrace spermatu (“N-progenies™).

Ur&eni paternity 250 jedincii z kazdé ze skupin potomstva pomoci mikrosatelitnich
markerti prokédzalo statisticky vyznamny vliv kvantifikace mnoZstvi spermii k oplozeni
skupiny ozn. “N-progenies” odlisnym zastoupenim vSech péti mli¢dkti v obou skupindch
potomstva.

K oplozeni jiker bylo pouZito sperma s vysokou trovni motility. K oplozeni jiker
bylo v obou pfipadech pouzito mnoZstvi spermatu odpovidajici poméru 200 000 ks spermii
na jikru, odpovidajici mnozstvi doporu¢ovanému pro umélou reprodukei kapra (Linhart a
kol., 2003). Takto vysoké mnoZstvi spermii by mélo eliminovat rozdily v motilit¢ a
rychlosti pohybu spermii jednotlivych mlicaka (96-152 um.s™). Stejny pomé&f spermii na
jikru byl pouzit i v ptipadé kontroly oplozenosti a lihnivosti, jejiZ vyhodnocenim byly
nejprve prokazany rozdily v urlované oplozenosti (a=0,05),.lihnivost jiker oplozenych
spermatem mli¢ak v ramci této kontroly vSak byla vyrovnand. Motilita spermii rovnéZz
nevykazovala statisticky vyznamné rozdily (a=0,05). Rychlost pohybu spermii v Case 15s
od aktivace vykazovala statisticky vyznamné rozdily. Fishertv LSD k urCeni
signifikantnich rozdild mezi jednotlivymi kombinacemi mli¢akd (kap. 4.3.1, Tabulka
10:LSD test - rychlost) ur¢il za statisticky vyznamné& nizsi rychlost pohybu spermii mli¢aka
oznateného jako M4, jehoz podil je v obou skupindch nejniz§i. V piipadé mlicdka s
oznadenim M4 lze usoudit Ze vyrazné niZ8i rychlost pohybu spermii negativné ovlivnila
tispé$nost oplozeni Podle LSD testu nebyly statisticky signifikantni rozdily v rychlosti
pohybu spermii mezi dvéma pary mli¢aki — M1 a M5 , M2 a M3. Zastoupeni téchto
mli¢akd v ramci potomstva N-progenies bylo vak velmi rozdilné (kap. 4.4, Tabulka
11:Zastoupeni mli¢aki v potomstvu). Pro mli¢aky M1 a MS byl tento rozdil pfedstavovan
procentudlnimu zastoupeni mli¢aka v potomstvu N-progenies v hodnotach 32,4 a 6%, u
mli¢akd M2 a M3 ¢inilo jejich zastoupeni v potomstvu 18 a 41,2%.

Nevyrovnané zastoupeni t&chto mli¢aki by podporovalo pfedpoklad, Ze na oplozeni

pisobi dal3i faktory a je pfedstavovéano zejména interakcemi na bazi mlicak-jikernacka,
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resp. vaji¢ko-spermie. Vliv motility a rychlosti pohybu se v3ak vyrazn€¢ podepsal na

uplatnéni jedné z ryb.

Kompetici spermii kapra obecného studoval Linhart (2005). Kompetice spermii
byla sledovana podle paternity potomstva ziskaného oplozenim 5g jiker spermatem dvou
samcil, k oplozeni bylo pouZito sperma s vyrovnanou urovni motility (93-100%). Oplozeni
bylo realizovanu v pomé&ru 200 000 spermii na jikru a od kazdého z mli¢dki byla pouzita
davka predstavujici poloviéni podil celkového poétu spermii. Otcovstvi bylo uréovano
pomoci barvy potomstva - 5 normalnich mli¢aki (dominantné homozygotnich) a 6 mli¢aka
Koi (recesivné homozygotnich) bylo pouzito k oplozeni jiker heterozygotni jikernacky.
Testovano bylo viech 30 vzajemnych kombinaci mli¢dki obou skupin, vyhodnocovano
bylo uplatnéni spermii jednotlivych mli¢dkd v potomstvu. Uplatnéni jednotlivych mlicaka
v potomstvu vykazovalo velmi vysokou variabilitu, pro kterou se nepodafilo najit

vysvétleni jen v rozdilnych hodnotach rychlosti pohybu spermii (112-163 pm.s™).

Vysledky této diplomové préce ,stejn& jako vysledky Linharta (2005), kontrastuji s
vysledky které ziskal sledovanim kompetice spermii na urovni “in vitro” fertilizace u
lososa Gage a kol., 2004. Gage pouzil 18 mli¢aka v 9 parech k oplozeni jiker 9 riznych
jikernaek. V ramci experimentu bylo oplozeno kolem 500 ks jiker spermatem dvou
mlicakdt a to ve dvou opakovanich. Poprvé bylo pouzito sperma obou mli¢aka v
objemovém poméru 1:1 a podruhé v poméru 1:2. Relativni tispéch oplozeni byl ur€ovan na
zéklad® analyzy mikrosatelitG u pfiblizn& 30 jedincti z kazdé skupiny. Relativni uspéSnost
samctl pi oplozeni byla porovnavana s charakteristikami spermatu pouzitého k oplozeni -
koncentrace, motilita, rychlost pohybu (10s od aktivace), délka pohyblivosti spermii a
samotna délka spermii. Vicendsobna regresni statistika prokazala Ze motilita spermii a také
jejich délka nikterak neovlivnily vysledky experimentu. Naproti tomu rychlost pohybu
spermii ovliviiovala tspé$nost oplozeni pozitivng a délka jejich pohyblivosti ovliviiovala
oplozeni negativng. Zjisténi Ze rychlost spermii ovlivnila GspéSnost oplozeni vice neZ
jejich po&et nebo zjisténa motilita koliduje s teorii kompetice, podle které mli¢aci dosahuji

vétsiho vlivu vyssi produkei gamet (Parker, 1982).

Podle rtizného zastoupeni mligakd jejichZ sperma vykazuje podobné parametry

(oplozenost, lihnivost, motilita a rychlost pohybu spermii) by Slo usoudit Ze na usp&snost

- 60 -



oplozeni mohou piisobit i dalsi faktory, predstavované interakcemi mezi vajickem a
spermii. Moznost Ze oplozeni je ovliviiovano interakcemi mezi vajickem a spermii uvadi i
Birkhead a Moeller (1998). Takové interakce, zalozené na bazi kompatibility lokusi
primarné kontrolujich imunokompatibilitu, byly zdokumentovany naptiklad u mysi domaci
(Wedekind, 1995, 1996, Acaro a Eklund, 1999). MHC lokusy (Major Histocompatibility
Complex) jsou zdkladem imunitniho systému obratlovcd, stéle vice je vSak dokumentovana
i jejich role pii pohlavnim vyb&ru - “mate choice”(Penn a Potts, 1999, Wedekind, 2002,
review Piertney a Oliver, 2006) a jako faktor ovlivijici ,,non-random gamete fusion*
(Wedekind, 1995). Tyto lokusy jsou vysoce polymorfnimi u vétSiny obratlovci a jejich
polymorfismus pak umoZiuje naslednou selekci (Apanius a kol., 1997, Penn a Potts,

1999

Role MHC lokusti pfi pohlavnim vybéru byla sledovéna i u ryb. Landry a kol.
(2001) prokazali, Ze jedinci lososa Salmo salar preferovali pfi pohlavim vybéru jedince
opatného pohlavi, ktefi byli vyrazn& odlisni v genotypu MHC lokusi, aby zvysili
hetorozygotnost a tim pravdépodobné i kondici a pieziti potomstva. U koljusky
Gasterosteus aculeatus bylo popsano doslova “po¢itani allel”. Reusch a kol. (2001)
sledovali diverzitu MHC lokust IIB reprezentovanych celkem Sesti lokusy. Bylo
prokazano, Ze samice preferovaly samce s vyS$im poctem allel oproti samcim s poctem
allel nizkym.

Wedekind a kol.(2004) sledovali “Cryptic Female Choice” respektive vliv. MHC
lokust na fizi gamet u sihti Coregonus sp.v podminkach umélé reprodukee. Zadny vliv
MHC lokust na fizi gamet pfi oplozeni vSak nebyl nalezen. Autor tuto skute¢nost
vysvétluje podstatou MHC lokusti signalizovat piibuznost ¢i podobnost jedinci a zabranit
inbreedingu, pti¢emZ riziko inbreedingu je pii rozmnozovani velkych popuaci sithi
minimalni. Zaroveth Wedekind (2004) popisuje 3 alternativy pro “Cryptic Female Choice”
u rybich druhii s vn&j§im oplozenim, jedna z alternativ je zaloZena na selektivnim vlivu
ovarialni plazmy, daldi dvé z t&chto alternativ jsou zaloZeny na selektivnim vlivu

U ryb byla role MHC zatim zdokumentovana pfi pohlavnim vybéru, potencionalné
by vsak mohla byt i faktorem ovliviiujicim fiizi gamet ve vodnim prostfedi tak, aby

nedochazelo ¢isté k ndhodnému splynuti gamet.
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6. ZAVER

V ramci experimetu byly ziskany dvé skupiny potomstva, jedna z nich byla
ziskana oplozenim jiker jednotnym objemem spermatu péti riznych mli¢dki. Druha
byla naopak ziskdna oplozenim jiker vyrovnanym poc¢tem spermii od kazdého z

téchto péti mlicaka.

Paternita byla uréovina u 250 jedincd z kaZzdé skupiny pomoci
mikrosatelitnich markeri MFW1, MFW6, MFW7 a MFW28. Diky vybéru vhodnych
generaénich ryb bylo moZno identifikovat otcovstvi u viech analyzovanych jedinci.
Sledovano bylo zastoupeni jednotlivych mli¢akid v obou skupinich potomstva ve
vztahu k parametrim jejich spermatu (koncentrace, motilita, rychlost pohybu) a ve

vztahu Kk vysledkim kontroly oplozenosti a lihnivosti.

V zastoupeni mli¢dki v obou skupinich potomstva byly na zikladé chi-
kvadrat statistiky nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou potomstva
vzniklou oplozenim jiker stejnym objemem spermatu od kazdého z mli¢aka (x*=189,
4 d.f., p<0.0001) a skupinou vzniklou oplozenim jiker pocetné kvantifikovanou

davkou spermatu (¥*=139, 4 d.f., p<0.0001).

Z testovani hypotetickych modeli pro vysvétleni zastoupeni mli¢iki v obou
skupinich potomstva (zohlediiujicich faktory jako koncentraci spermatu, motilitu
spermii a rychlost jejich pohybu) se jevi jako nejpravdépodobnéjsi z testovanych

modeli pravé ten, ktery zohlediiujici veSkeré tyto sledované faktory.

Ze statistického zpracovani vysledki kontroly oplozenosti a lihnivosti, uréeni
motility a rychlosti pohybu spermii je patrné, Ze i mezi mli¢iky pro které nebyly
prokazany statisticky vyznamné rozdily (a=0,05; v lihnivosti, motilité¢ a rychlosti
pohybu spermii) se objevuji relativné vysoké rozdily v zastoupeni téchto ryb v

potomstvu.
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7. PRILOHA

Graf 1: Kontrola oplozenosti a lihnivosti
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Graf 2: Motilita spermii mlicakii M1-M5 v ¢ase 15s od aktivace
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Graf 3: Rychlost pohybu spermii mlicakiu M1az M5 v ¢ase 15s od

aktivace
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Graf14: Zastoupeni mlicaka v potomstvu "V-progenies"
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Graf15: Zastoupeni mlicakt v potomstvu "N-progenies™
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