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1. Cil metodiky

Cilem metodiky je poskytnout relevantni informace a spolehlivé néstroje k determinaci nejcastéji cho-
vanych ryb rodu Salvelinus V CR a v evropskych statech. Metodika obsahuje optimalizovany postup
identifikace Ctyt druht (Salvelinus fontinalis, Salvelinus alpinus, Salvelinus umbla, Salvelinus namay-
cush) v homozygotnim i heterozygotnim stavu a v jejich hybridnich kombinacich. Metodika popisuje
aktualni stav identifikace uvedenych druhid ryb v CR véetné jejich nedostatkii a sou¢asné navrhuje nové
a spolehlivé feseni s vyuzitim polymerazové fetézovée reakce, restrikéni techniky PCR-RFLP a sekvena-
ce. Vizualizace a separace fragmentt je provadéna bud’ na agar6zovém gelu anebo na pfistroji Fragment
Analyzer™.

2. Popis metodiky

Vintenzivnich chovechlososovitychryb, jmenovitésivend, se setkdvame pfedev§im s chovem sivena ame-
rického (Salvelinus fontinalis), sivena arktického (Salvelinus alpinus) ajejich hybrida sivena alsaského (S.
fontinalis % S. alpinus; Sparctic charr, Elsdfler Saibling; Reiter 2006). V evropskych chovech se miizeme
rovnéz setkat i s vyskytem sivena alpského (Salvelinus umbla) a jeho kiizence (S. fontinalis x S. umbla)
a sivena obrovského (Salvelinus namaycush), véetné jeho ktizenct (S. namaycush x S. fontinalis, S.
namaycush X S. alpinus a S. namaycush x S. umbla). SouCasna determinace je zaloZena piedevsim na
morfologickych charakteristikach, které nejsou vzdy priikkazné, a v piipadé€ kiizenct riznych filidlnich
generaci zcela selhdva (Gross et al., 2004). Identifikace je Casto subjektivni a zalozena ptedevsim na di-
véte ke zdroji, od kterého je chovny materidl potizovan. Tento klasicky postup mtize byt zatizen chybou,
kterou nemusi chovna zafizeni viibec odhalit. V 90. letech minulého stoleti byly v CR u¢inény pokusy
identifikovat variabilitu siventl pomoci alozymové analyzy, ale nebylo v ni dale pokradovano (V. Slechta
osobni sdéleni).

Znacéné zptesnéni a zvyseni spolehlivosti v identifikaénim procesu poskytuje nova kombinovana tech-
nika slozena z polymerdzové fetézové reakce (PCR), restrikéni techniky PCR-RFLP a sekvenovani.
Prvni z téchto metod vychazi z primerového designu autorit Chow & Hazama (1998), ovSem neam-
plifikuje cely 1. intron S7 r-proteinu (cca 900 bp), ale jen jeho mensi diagnostickou ¢ast nazvanou
hypervariabilni oblast Johanna Gregora Mendela (JGM oblast, 524-589 bp). Nové navrzeny design
unikatnich primera a vyskyt diagnostickych indeli vymezuje druhové specifickou délku tohoto regi-
onu, ktery je nasledn¢ vizualizovan bud’ na agar6zovém gelu nebo na kapilarni elektroforeze. Druha
metoda skenuje pomoci aplikace dvou restrikénich systémut unikatni druhové-specifické motivy v JGM
regionu a vzniklé restrikéni vzory (RE vzory) tak jesté vice zptesiiuji druhovou a hybridni identifikaci.
obou metod nezbytna. V piipad¢ rozliSeni druhu S. umbla od S. alpinus, je nezbytné vyuzit i Sange-
rovu sekvenacni techniku, pokud neni vyuzivano automatické separace na piistroji Fragment Analy-
zer™. Tuto tfeti metodu 1ze soucasné vyuzit i pro potvrzeni vS§ech homozygotnich, heterozygotnich
a hybridnich variant. Celé determinac¢ni schéma je podstatné zjednoduseno zarazenim ptistroje Fragment
Analyzer™ pro automatickou separaci fragmentt na kapilarni elektroforéze. Je zde zohlednovan zajem
chovatele, kde vedle nizkych determinacnich nakladi je kladen dtiraz i na rychlost laboratorniho potvrzeni
a jeho spolehlivost. Spolehliva a rychla identifikace napomaha zabranit ekonomickym ztratdm v inten-
zivnich chovech ryb a soucasné jesté na iplném pocatku chovného fetézce odhalit druhové falSovani ¢i
neumyslné zdmény nebo jen nespravnou manipulaci pii jednotlivych krocich chovného procesu.

2.1 Princip polymerazové retézové reakce (PCR)

Metoda umoznujici namnozit in vitro pozadovany cilovy usek DNA pomoci specifickych oligonukleo-
tidovych primert, termostabilni polymerdzy a dalSich reagencii. Soucasné je vyuzivano zautomatizova-



nych a zoptimalizovanych tiech teplotnich fazi opakujicich se v kazdém cyklu. V kombinaci s elektro-
forézou je velmi jednoduchou a levnou identifika¢ni technikou.

2. 2 Princip PCR-RFLP techniky

Metoda vyuzivd kombinace pfitomnosti/neptitomnosti restrikéniho mista v namnozeném tseku zpiso-
bené mutacemi a jeho rozpoznavani/nerozpoznavani ptislusnou restrikéni endonukledzou (RE). Vznik/
ztrata restrik¢niho mista zptsobuje proménlivost délek restrikénich fragmenti podléhajici v populaci
mendelovské segregaci. Tento polymorfismus délek restrik¢nich fragmentii (RFLP) je nésledné roz-
poznavan na elektroforéze. Jedna se o relativné levnou metodu pro velké vzorkovaci sety a pro snadné
uréeni hybridu.

2. 3 Princip sekvenacni analyzy

Sangerova(enzymatickd)metodajezalozenanaterminacireplikacenovéhofetézcepodlematricezkoumané
sekvence dideoxynukleozidtrifosfatem (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Pfislusné nukleotidy na sebe jiz
nemohouvazatdal§inukleotid, protoZemisto OH skupinynasvém3 "uhlikudeoxyribézymajinavazdnpouze
samotny vodik a tim je reakce ukoncena. V sekvenacni PCR jsou pouzity jak degenerované nukleotidy, tak
1 bézné deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) v poméru 1 : 99. Tim vznikaji v reakci
ruzn¢ dlouhé oligonukleotidy, protoze degenerované nukleotidy se do fetézcl zarazuji s mensi pravde-
podobnosti. Kazdy degenerovany nukleotid je oznacen jinou fluorescencni barvou. Vse probihé v jediné
reakci, kdy jednotlivé fragmenty liSici se o jeden fluorescenné znaceny nukleotid postupuji kapilarni
elektroforézou pred CCD kameru, kterd snimd laserovym paprskem vyvolanou fluorescenci. Pridatny
software nésledn¢ prevadi emisni maxima do Citelnych elektroferogramii. Jedna se o potvrzovaci meto-
du s determina¢nim prahem na trovni jednotlivych nukleotidt.

2.4 Analyza na kapilarovém fragmenta¢nim analyzatoru — Fragment Analyzer™

Fragmentacni analyzator poskytuje automatizovany kapilarovy systém s CE znackou a vyuziva rizné
gelové soupravy a sady kapildr po 12, 48 a 96 (Obr. 1). Systém vyuzivad multikanalovou paralelni fluo-
rescen¢ni detekci pro zpracovani dsDNA fragmentl. Systém s detekénim limitem od 5 pg/ml poskytuje
vysoké rozliseni (23 bp) za nizké spotieby vzorkl a vysoké reprodukovatelnosti. Umoznuje rychlou
separaci kratSich fragmentti do 15-30 minut. Analyticky software PROSize 2.0™ je vyuzivan pro analy-
zu dat i scoring a nabizi riizné formaty zobrazeni vysledka (elektroforetogram, excel, pdf).

Obr. 1. Kapilarovy fragmentacni analyzator Fragment Analyzer™ (pfevzato z brozury vyrobce Advan-
ced Analytical)
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2. 5 Pouzita zarizeni

a) UV crosslinker BLX-254 (Vilber Lourmat, Francie) pro sterilizaci nastroja a pipet

b) parni sterilizator Vaposteri/P (BMT, CR) pro sterilizaci laboratorniho plastu

¢) Helios y (Thermo Spectronic, VB) pro kontrolu koncentrace a ¢istoty DNA templatu

d) FlowBox (Steril Gemini, Italie) pro zajisténi sterilniho prostiedi

e) vyrobnik ledu (Brema GB902, Italie)

f) zafizeni na upravu vody (Aqual 25, CR)

g) MS2 Minishaker (IKA, USA) pro homogenizaci smési

h) Centrifuge 5804R + rotory (Eppendorf, Némecko) pro odstfed’ovani a separaci

ch) termocykler Mastercycler Pro (Eppendorf, Némecko) pro PCR amplifikaci

1) mikrovInna trouba (Sharp, Némecko) pro ptripravu gelu

j) vahy (Kern 440-33N, Némecko)

k) sady pipet (Eppendorf Research plus, Némecko)

1) horizontalni elektroforéza se zdrojem (midi, VB; Consort E143, Belgie)

m) gelovy dokumentaéni a analyticky systém GeneGenius Match (Trigon-plus, Ceska republika) pro
vizualizaci fragmentii

n) ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Life Technologies, USA) pro sekvenacni analyzu

0) Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies, USA) pro vizualizaci fragment(

2.6 Pouzité reagencie

20x SB pufr (slozeni: 8g NaOH, 45 g kyseliny borité na 1L H,O), lyofilizované primery (rozpusténé v dd-
H,Ona koncentraci zasobniho roztoku 100 uM a nafedéné v pracovnim roztoku na 10pmol/ml), PPP Mas-
ter Mix (Top-Bio, Ceska republika; obsahuje: 75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM (NH,),SO,, 0,01% Tween
20, 2,5 mM MgClL,, 200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 uM dGTP, 200 uM dTTP, 2,5 U Tag-Purple DNA
polymerdzy, stabilizatory a aditiva), PEG/Mg/NaAc (26 % PEG (polyethylen glykol, Wt 8000),
6,5mMMgCl,.6 H,0,0,6 M NaAc (octan sodny 3H,0O) s celkovympH=6-7),0,5 M EDTA(186,1 gEDTA
rozpuSténe v 800 mlddH,O, pomoci 5SM NaOH upravené pHna 8,0 adoplnéné ddH,O do objemu 1000 ml),
dsDNA 935 Reagent Kit nebo citlivéjsi kity DNF-477 nebo DNF-474, reagencie a komponenty pro
provoz pristroje Fragment Analyzer™ dle vyrobce.

2.7 Pouzity sbérovy material

Bylo analyzovano vice nez 450 jedinct, kteti byli sesbirani ze 14 komer¢nich chovi a jezer a rovnéz i
z mezinarodnich obchodnich fetézct (Cesko, Slovensko, Rakousko, Némecko, Dansko, Anglie)



2. 8 Pouzité metody

2. 8.1 Odbér vzorku

Determinace se provadi z malého kousku ploutevni tkan¢ (0,4%0,4 cm), ktery byl uchovavan v 96%
ETOH.

2. 8. 2 Dekontaminac¢ni procedury

Metoda PCR se vyznacuje vysokou citlivosti, proto je nezbytné dodrZovat striktni pravidla dobré la-
boratorni praxe. Procesy extrakce DNA a pfipravy mastermixii je vhodné prostoroveé oddélit. VSechny
nastroje pied pouzitim vysterilizovat napt. v piistroji UV crosslinker BLX-254 (Vilber Lourmat, Fran-
cie) a veskery plast napt. v parnim sterilizatoru Vaposteri/P (BMT, Ceska republika). P¥i manipulaci je
doporucovano vyuzit $picky s filtry. Pfi amplifikaci je vhodné€ zatazovat negativni kontrolu (ddH,0) pro
vylouceni kontaminace pouzitych reagencii a plastu.

2. 8. 3 Izolace DNA, kontrola Cistoty a koncentrace

Izolaci 1ze realizovat pomoci komeréné dodavanych kitti, napt. ZR Genomic DNA-Tissue MiniPrep
nebo MicroPrep (Zymo Research, USA) podle navodu vyrobce. K izolaci DNA Ize pouzit mnozstvi az
25 mg tkang. Koncentraci a ¢istotu DNA templatu lze kontrolovat napi. spektrofotometrem Helios y
(Thermo Spectronic, VB).

2. 8. 4 Priprava PCR mastermixu

Reagencie promonoplexni PCR byly optimalizovany doreak¢énismésiaje doporuc¢ovano 12,5 ml PPPMas-
ter Mixu, 10 pmol/ml unikatné navrzenych primert SalS7F (5‘-TGGATGGCCGTTGTGTAATGA-3¢)
aSalS7R (5°-CCGAGTGGTCCATGCCGACT-3¢),3 mlvyizolované DNAdoplnéné ddH,O do celkoveho
objemu 25 ml.

2. 8. 5 Teplotni profil PCR reakce

Amplifikacediagnostickéhoregionuprobihdprovsechnypopisovanétaxonyajejichhybridydlejednotného
PCR protokolu v termocykleru za nasledujicich podminek: ivodni denaturace 2 min 95 °C, poté néasleduje
30 cyklt po 30 s pti 95 °C, 45 s pti 60 °C, 1 min pii 72 °C a na zavér finalni elongace 10 min pfi 72 °C.

2. 8. 6 Priprava PCR-RFLP mastermixu

Amplifikovany PCR produkt mize byt $t€pen (podle protokolu vyrobce) druhove specifickou restrikta-
zou Tasl a/nebo Pael.

a) Tasl mastermix
32 ml smés:

ddH,O — 18 ml

10x Buffer B — 2 ml



PCR produkt — 10 ml
Tasl enzym — 2 ml (10U)

Inkubovat v termocycleru pies noc (alternativné 1-16 hodin) pfi teploté 65 °C.

b) Pael mastermix

32 ml smés:

ddH,O - 18 ml

10x Buffer B — 2 ml
PCR produkt — 10 ml
Pael enzym — 2 ml (10U)

Inkubovat v termocycleru pies noc (alternativné 1-16 hodin) pfti teploté 37 °C.

2. 8. 7 Separace a vizualizace amplikont a nastépenych PCR-RFLP fragmentii na agarézovém
gelu

Produkty PCR amplifikace i restrikéniho §tépeni spolu s negativni a pozitivni kontrolou se oddélujiv 1,7%
agardzovém gelu na horizontalni elektroforéze za pouziti SB pufru a Midori Green Advance barveni
piinapéti 10V/cm po dobu 50 minut. Jako velikostni standardy l1ze pouzit DNA marker 155-970 (Top-Bio,
Ceska republika) a FastGene 50bp DNA Ladder (Nippon Genetics Europe GmbH, Némecko). Jednotlivé
fragmenty vizualizujeme pomoci gelového dokumentacniho a analytického systému GeneGenius Match
(Trigon-plus, Ceska republika).

Ptiprava agar6zového gelu a elektroforézy

a) Piipravime ddH,O nafedény 1x SB pufr ze zdsobniho 20% koncentrovaného roztoku pufru pro piipra-
vu agar6zového gelu i pro vyuziti jako elektroforetického pufru.

b) Navazime do kadinky 1,7 g agar6zy a zamichame do 100 ml 1x SB pufru. Vlozime do mikrovinné
trouby a povatime pti 180 °C na 3 min.

¢) Po kompletnim rozvateni agar6zy (€iry roztok) zchladime ve vodni 14zni na cca 65 °C a pfidame 5 ml
Midori Green Advance barveni, rozmichame.

d) Umistime vanicku (10 cmx 10 cm) do horizontélni elektroforézy, viozime hiebinek (pro vytvotreni jamek)
a opatrné nalévame rozvarenou agarozu bez bublin ve vrstvé cca 1cm. Sklenénou tyCinkou odstranime
vytvotené bubliny, aby roztok byl pokud mozno co nejvice homogenni.

e) Gel nechame vychladnout a ztuhnout cca 25 min. Vanicku zorientujeme ¢elem k negativni elektrodé
a poté odstranime hiebinek.

f) Elektroforézu naplnime 1x koncentrovanym SB pufrem, tak aby gel byl ponofen cca 1 mm.

g) Postupné nanasime 10 ml PCR produktu nebo nastépenych PCR-RFLP fragmenti podle provadéné
metody. Nanasime na gel ptimo, protoze barvicka pro nandseni do gelu je jiz obsazena v PPP Master
Mixu.

h) Na zacatek a na zavér nanaSime DNA standard, pozitivni kontrolu do pozic dle potfeby a na uplny
konec negativni kontrolu.



2. 8. 8 Vizualizace a separace amplikonu a nastépenych PCR-RFLP fragmentii pomoci pfistroje
Fragment Analyzer™

Smichame Cerstvy gel s interkala¢ni barvickou v poméru 1 ml Dye : 10 ml dle po¢tu analyzovanych vzor-
kt. Umistime novy Inlet Buffer zasobnik do pfistroje. Napipetujeme do A fady 1x Inlet Buffer (1 ml/well)
a do H tady Capillary Storage Solution (1 ml/well). Umistime Marker zasobnik do pfistroje a napipetu-
jemesmeés LM/UM v objemu30ml/well. Poté zakdpneme mineralnimolejem, aby nedochézelokjehovypa-
fovani. PCR produktynebosmészrestrikénihost€peninafedimenapotiebnoukoncentracidleuzivatelského
manualu zvoleného kitu. Smés vzorkt s fedicim roztokem (1x TE) v poméru 2 ml : 22 ml rozpipetujeme do
pozic 1-11 viadku ado pozice 12 vlozime 24 ml zebtiku. Takto pfipravenou desticku vlozime do pfistroje.
Vlozime potiebné tidaje do ovladaciho softwaru stroje, automaticky naplnime kapilary gelem a pfipravime
veskeré komponenty pro spravny chod stroje. Spustime automatickou separaci fragmentti v podminkach
kvalitativni analyzy.

2. 8.9 PreciSt’ovani a priprava sekvena¢niho mastermixu

V ptipad¢ potvrzovaci faze u vSech testovanych druhti a jejich hybrid nebo jen pro spolehlivé rozliseni
druht S. alpinus a S. umbla je pokraCovano precisténim PCR produktu od nezreagovanych komponent
pomoci kitu DNA Clean & Concentration-5 (Zymo Research, USA) nebo smési ExoSAP-IT™ dle na-
vodu vyrobce anebo pomoci levnéjsi precipitace smeési PEG/Mg/NaAc:

Postup
1) 25 ml IPEG/Mg/NaAc pipetujeme do ependorfky s 25 ml amplifikatu (1:1), vortex a 10—15 minut

nechame stat

2) centrifugace (14 000 ot/20 min/4 °C)

3) supernatant Spickou odsajeme a k peletu ptidame 2x 200 ml 96 % EtOH. Opatrné pti
promyvani DNA. Chvili nechat stat, vortex

4) centrifugace (14 000 ot/5 min/4 °C)

5) odsajeme a promyjeme 200 ml 70% EtOH

6) centrifugace (14 000 ot/5 min/4 °C)

7) odsajeme, pelet ziistava na dné a vysuSime

8) pelet rozpustime ve 25 ml ddH20.

Kontrolu ptitomnosti PCR produktu provadime na agar6zové elektroforéze s DNA standardem posky-
tujicim informaci o délce a koncentraci namnozZeného produktu.

Poté bud’ precisténé vzorky zasleme na sekvenovani do komercniho servisu (napi. Macrogen Europe,
Holandsko) nebo vyuzijeme vlastnich genetickych analyzatort (napt. ABI PRISM) a pokracujeme pfti-
pravou sekvenac¢niho mastermixu a sekvena¢ni PCR s teplotnim profilem dle navodu vyrobce BigDye
Terminator v1.1 Cycle Sequencing kitu.



Sekvenacni mastermix:

Precistény PCR produkt 30-70 ng
Reaction Mix 2 ml + 2 ml reakéniho pufru
Primer 10 pmol/ml

ddH, O doplnit do 10 ml

Obsah protiepeme, centrifugujeme a vlozime do PCR cykleru.

Sekvenacni PCR podminky
96 °C /30 sec.

50 °C /20 sec.

60 °C /4 min

25 cykla

Nasleduje druhé ptecistovani od nezreagovanych komponent bud’ komerénim kitem (napt. ZR DNA
Sequencing Clean-up) dle ndvodu vyrobce anebo pomoci levnéjsi precipitace smési EtOH/EDTA (pro
10 ml PCR sekvenacni smés):

1) po sekvenacni PCR vzorek kratce stocit a prenést Spickou do zkumavky pro sekvencovani
2) pfidame 2,5 ml 125 mM EDTA ke kazdé (fedéni: 5 ml zasobni 0,5 M EDTA: 15 ml ddH,0O)
3) pfidame 25 ml 100% EtOH

4) uzavieme a 4x prevratime (mix), kratce sto¢ime

5) inkubujeme v Troom 15 min.

6) spin 2000-3000/30min/4 °C (nebo 1400-2000/45 min/4 °C)

7) ptidame 30 ml 70% EtOH

8) spin 1650/15 min/4 °C

9) odpipetujeme a vysuSime pii 60 °C/15 min. ve tmé (nepfesusit).

10) Ize prerusit a dat do lednicky zavickované pro ptihodny ¢as analyzy nebo pokracovat resuspendovanim
v TSR pufru (formamidu nebo H,0) 15 ml (20 ml) - dle koncentrace DNA.

Poté jiz provadime finalni pfipravu vzorku pro geneticky analyzator

Vzorek pro sekvendtor pfipravime néasledovngé:

1) pelet ve zkumavce rozpustime ve 20 ml formamidu (i méné dle koncentrace)
2) diikladné protiepeme na vortexu a kratce centrifugujeme

3) denaturujeme 2 min pii 95 °C v termocycleru



4) rychle zchladime na ledu 2 min
5) znovu protifepeme a centrifugujeme. Stale drzime vzorky na ledu, nez vlozime do sekvenatoru.

Poté provadime sekvenacni analyzu na genetickém analyzatoru dle ndvodu a softwaru vyrobce.

2. 8. 10 Kontrola kvality

Pfi determinacnich testech sivenil pouzivame pro eliminaci vlivu jakychkoli kontaminaci jako negativni
kontrolu ddH, O, tzn. vzorek bez DNA. Jako pozitivni kontroly jsou pouzivany vzorky druhovych homozy
gotl: Salvelinusalpinus(zdrojDAN;Dansko),Salvelinusumbla(zdrojWOLaMON; Rakousko), Salvelinus
namaycush (zdroj NEM; Némecko), Salvelinus fontinalis (zdroj Pra a Lit; Ceska republika)

2. 8. 11 Vyhodnoceni vysledkii

Jedna se o kombinovany design determinace Ctyt nejcastéji chovanych druhti siventi v Evropé. V nékte-
rém piipadé postaci prosta vizualizace PCR produktu na kapilarni nebo agar6zové elektroforéze, né¢kdy
pfidani jednoho nebo dvou PCR-RFLP testl. V ptipad¢ jednozna¢ného priikazu genomu S. umbla ve
vzorku muize byt pouzito Sangerova sekvenovani nebo metodiky vyuzivajici citlivosti pfistroje Frag-
ment Analyzer™.

2.8.11. 1 Determinac¢ni PCR test JGM oblasti

Novy design primerd vymezujici pouze hypervariabilni ¢ast 1. intronu S7 r-proteinu (JGM oblast) a
pfitomnost indelt (indel 1-5) v diagnostickém regionu poskytuji druhové specifické délky amplifikova-
nych PCR produktii (Tab. 1, Obr. 2 a 3). Tento velmi rychly a levny test dokazZe diky existenci unikétnich
indelt 1 a 3 odliSit dvé homozygotni varianty S. fontinalis (SfA a SfB) od ostatnich tfi druhd — S. alpinus,
S. namaycush a S. umbla. Rovnéz dokaze odhalit sivena amerického v jeho hybridnim stavu. CoZz 1ze napf.
vyuzit pro determinaci sivena alsaského (mezidruhového hybrida — S. alpinus % S. fontinalis nebo ve
formé& S. umbla x S. fontinalis) nebo pro identifikaci hybrida sivena amerického se sivenem obrovskym
zvanym ,,splake® (S. namaycush x S. fontinalis).

2. 8. 11. 2 Determina¢ni PCR-RFLP testy

Citlivéjsi rozliSeni homozygotl, heterozygotli a mezidruhovych hybridii umoziiuje druhd technika, ktera
vyuziva pfitomnosti/neptitomnosti restrikénich motivli v primery zzené oblasti JGM, typickych pro
dvé restrikéni endonukledzy Pael (restrikéni motiv: ,,GCATG|C*) a TaslI (restrikéni motiv: ,,| AATT*).
Ziskané restrik¢ni vzory jsou pak druhové specifické (Obr. 3).

a) Tasl zkouska

RozliSovacischopnostrestriktazy Tasl je vyuzivanajednak pro jednoznacnouidentifikaci druhtiS. alpinus,
S. fontinalis ataké k rozliSeni hybrida sivena alsaského. Diky ptitomnosti specifickych substituci a ¢tyft in-
deld 1-4 (Obr. 3) je pro S. alpinus diagnosticky restrikéni fragment 243 bp, pro S. fontinalis typu,,A*“ 305 bp
atypu,,B“ 394 bp. Restrikéni vzor pro vnitrodruhového heterozygota sivena amerického obou typt (SfA
a SfB) je tvofen diagnostickymi fragmenty 305/394 bp anavic jedinci typu,,B* postradaji fragment o délce
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B 1ze pozorovat restrikéni vzor 305/243 bp, resp. 394/243 bp. V piipad¢ sivena alsaského v hybridni
kombinaci S. umbla x S. fontinalis je detekovan restrikéni vzor 247/305 bp, resp. 247/394 (Tab. 1, Obr.
4a,bal).

b) Pael zkouska

RozliSovaci schopnost restriktazy Pael je vyuzivana pfedevsim pro jednoznac¢nou determinaci druhu
S. namaycush v homozygotnim stavu a pro pritkaz jeho participace v hybridnich udalostech nebo fizeném
ktizeni.Jedine¢nyhomozygotni Paelvzorsespecifickymifragmenty,,488bp*“a,,36bp*“spolehlivérozlisuje
sivena obrovského od ostatnich testovanych druhd, u kterych tento enzym postrada sviij typicky restrikéni
motiv, a tedy nedochazi k nastépeni PCR produktu. Rovnéz hybridi S. namaycush x S. fontinalis,
S. namaycush X S. alpinus a S. namaycush x S. umbla jsou snadno rozpoznatelni (Tab. 1 a Obr. 2 a 5).

2. 8. 11. 3 Sekvenacni analyza JGM oblasti 1. intronu S7 r-proteinu

Pro spolehlivé rozliseni druha S. umbla a S. alpinus a jejich hybridii je potieba vizualizovat ,,umbla“
specifickou 4nt inzerci vyskytujici se v pozici 449—452 bp spolecného alignmentu (indel 5; Obr. 3).
K tomu jsme pouzili rakouského sbéru z jezer Wolfgangsee a Mondsee, kde se druh S. umbla hojné vy-
skytuje a dale sekvenacni analyzy JGM regionu za pouziti stejnych PCR i sekvenac¢nich primert SalS7F
a SalS7R.

Techniky sekvencovani lze vyuzit obecné pro vSechny Ctyfi taxony, protoze laboratorni design je vyla-
dén do jednotného protokolu. Navic sekvenaci zviditelnime kompletné diagnostické pozice (substituce a
indely), typické pro konkrétni druh. Determinace sivenl byla pouzita i jako ptikladova studie do narodni
a evropské piihlasky vynalezu ¢. PV 2015-957 (Mendel et al., 2015), resp. EP 16207282.1 (Mendel et
al., 2016).

2. 8. 11. 4 Analyza fragmentu na pristroji Fragment Analyzer™

Jakoalternativakezptisobudeterminaceklasickympostupem(naagar6zovémgelu)jevelmielegantnizptisob
rutinni identifikace diagnostickych fragmentii JGM oblasti a RE vzora za vyuziti ptistroje Fragment Analy-
zer™ a analytického softwaru PROSize™. Nizké provozni naklady (bez fluorescen¢niho znaéeni primert
nebo piecistovani PCR aRE fragmenttl), separace s vysokymrozliSenim (2—3 bp) aautomaticky scoring dat
dovoluji nabidnout bezkonkurencné nejrychlejsi a nejjednodussi zpisob identifikace sivent v chovnych
zafizenich. Jepostupovanopodlenavoduvyrobce,kdyje vyuzivanofluorescencniexcitace svételnym zdro-
jem 1000 mW LED s excita¢ni vinovou délkou470nma vysoce citlivého CCD detektoru (Obr. 1). Porychlé
automatické separaci fragmentii prob&hne kvalitativni analyza a zpracovani dat pomoci uzivatelsky jedno-
duchéhosoftwaruPROSize™?2.0. Velkouvyhodoutohotostanovenijemoznostpiekrytielektroforetogramii
jednotlivych vzorkli a snadna vizualizace odlisnych a stejnych fragmenta. Piiklady zpracovani vysledka
homozygota a hybrida na pfistroji Fragment Analyzer™ zobrazuji Obr. 6 a 7.



2.9 Zavér

Metodika popisuje zpiisob jaderné determinace a vizualizace homozygott, vnitrodruhovych heterozygott
a mezidruhovych hybrida rodu Salvelinus v chovnych zatizenich:

I. Klasicky zptsob determinace a vizualizace

Obecné prvnim krokem je prosta agar6zova elektroforéza amplifikovanych unikatnich JGM oblasti jed-
notlivych druhti. Pokud je poZzadovana jesté presnéjsi determinace, pak jako druhy krok navazujijednotlivé
PCR-RFLP testy dle konkrétniho typu druhové identifikace, popt. sekvenacni analyza. Konkrétnéji:

e Pro prukaz S. fontinalis v homozygotnim 1 heterozygotnim stavu Ize vyuzit jednoduchého PCR
testu diagnostické oblasti JGM s porovnanim jeho délek na agar6zovém gelu. Pro jednoznacnou
identifikaci vnitrodruhovych heterozygotii sivena amerického (SfA a SfB) lze vyuzit determi-
nacniho PCR-RFLP testu s restriktdzou Tasl

e Pro prikaz druhu S. namaycush v homozygotnim i heterozygotnim stavu, tedy i ,,splake* kiizen-
ce lze vyuzit kombinace PCR testu JGM oblasti a determina¢niho PCR-RFLP testu s restrikta-
zou Pael

e Pro prikaz druhu S. alpinus a S. umbla v homozygotnim i heterozygotnim stavu a kiizence sive-
na alsaského Ize vyuzit PCR testu diagnostické oblasti JGM a/nebo determina¢niho PCR-RFLP
testu s restriktazou Tasl

e Pro zptfesnéni diagnostiky, zda se jedna o druh S. umbla v homozygotnim i1 heterozygotnim stavu
a pro spolehlivé vylouceni druhu S. alpinus, je nezbytné vyuzit Sangerovy sekvenacni metody
jako jednoznacného pritkazu typické umbla-diagnostické 4nt inzerce (indel 5). Zjisténa podob-
nost obou druhti je vysvétlovana obecné uznavanych faktem, ze S. umbla je glacialnim reliktem
druhu S. alpinus.

e Pro potvrzeni spravnosti vyse uvedenych testi a pro ziskani dal§ich diagnostickych druhové speci-
fickychpoziclzeuvsech étyt druhtisnadno vyuzitsekvena¢nianalyzy diagnostického regionu JGM
i diky jednotné vyladénému designu unikatnich primert, reagencii a profilu teplot v PCR reakeci.

I1. Zpuisob determinace a vizualizace pomoci pfistroje Fragment Analyzer™

Diky citlivosti metody a moznosti digitalniho prekryvu elektroforetogrami pii scoringovych analyzach
je determinacni schéma uzivatelsky prijemnégjsi. A to ve smyslu jak zna¢né redukce manualnich krokt
a zjednodusSeni identifikace fragmentd nebo determinacnich vzort, tak i zautomatizovani rutinniho vy-
hodnocovani a reportingu. Rovnéz nezanedbatelna je i Gispora ¢asu a lidskych zdroja.

III. Srovnéni novosti postupt

Metodika pfinasi novy determinacni ptistup v souladu s § 2, ods. 1, pism. a) bod 2 zakona ¢. 130/2002
Sb. Popsanych metodickych postupti bylo dosazeno systematickou tviir¢i praci v aplikovaném vyzku-
mu, kterym byly experimentalni a teoretické prace provadéné s cilem ziskani novych poznatkti zaméie-
nych na budouci vyuziti v praxi.

V predlozené metodice jsou shrnuty poznatky ziskané pii monitorovani vyskytu jednotlivych druhti a
jejich hybridi v chovnych zatizenich. Doposud v chovnych zatizenich s produkci sivenii nebyl moleku-



larné-geneticky pristup provozovan. Unikatni determinaéni design poskytuje chovatelskym subjektim
rychly a levny identifika¢ni nastroj kontroly. Je spolehlivou ndhradou nebo dopliikem mnohdy nedosta-
tecné soucasné rozliSovaci techniky.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je uréena pro rybochovna zatizeni a recirkula¢ni farmy s chovem lososovitych ryb, veterinarni
diagnostické laboratote, univerzitni a védecka pracoviste, komeréni genetické laboratote, laboratote ze-
meédélské apotravinové inspekce atd., jez fesirychlou a spolehlivou determinaci jednotlivych druht siventi
ajejich hybridi. Je vyuZitelnd v ramci i mimo CR. Metodika bude uplatnéna ,,.Smlouvou o uplatnéni certi-
fikované metodiky* uzavienou mezi Ustavem biologie obratlovcii v. v. i. a firmou BioFishss. . 0. se sidlem
Horni Paseky 40, Lede¢ nad Sézavou.

V. Ekonomické aspekty

Ekonomicky ptinos metodiky vychazi z predpokladu v€asné¢ druhové diagnostiky. Pouzivani pted-
lozeného metodického postupu pfinasi zrychleni a zpiesnéni druhové identifikace, coz vede k za-
mezeni ztrat plynoucich z druhové zdmény. Napiiklad u siveni americkych je typické cCasté za-
plisnéni v obdobi vytéru, coz v piipad¢ fizenych kiizencl se sivenem arktickym téméf vymizi, a
navic hybridni jedinci jsou i odolng&j$i vici bakteridlnim infekcim. Siven arkticky zase potiebu-
je nizsi teplotu vody nez siven americky, ktery snadnéji sndsi vykyvy teplot. Jejich vzdjemni hyb-
ridi (Sparctic charr, Elsdsser Saibling) snaSeji snadné&ji vyssi teploty a rostou rychleji nez jejich
rodi¢ovské druhy. Jsou vice robustni, a tudiz zddangj$i v chovech a popularnéjsi pro sportovni ry-
bolov. Siven alsasky byva ovSem fertilni a musi se obnovovat a zpétné kiizit s rodi¢ovskymi dru-
hy. Coz muze vést k nekontrolovanym a obtizné¢ odhalovanym hybridizacim kmenovych hejn.
Geneticky kontrolovany chov vede tedy k zefektivnéni chovu a ke snizeni ztrdt o fado-
vé nekolik jednotek az desitek procent. Coz pifi realizacni cené¢ kalkulované na trov-
ni 115 K¢ za 1 kg a hodnoté zefektivnéni chovu na Grovni 5 % pii produkei napt. 100 tun v ram-
ci produkéni kapacity jedné firmy ekonomicky dopad pievySujici 500 tis. K& ro¢né. Na druhou
stranu v pripad¢ chovnych hejn je preferovan vyskyt jen ,.Cistych® druhovych homozygoti a konta-
minace kiizenci, diky Spatné chovné praxi nebo Spatnému zdroji nasad, mize byt zcela fatalni. Pro-
to monitoring Cistoty a integrity chovu je zcela zdsadni v obdobi uzké celoevropské propojenosti
a vSudypritomné globalizace. A v neposledni fadé jednoznacny prikaz druhové prisluSnosti rovnéz
nabyva na vyznamu v éfe riznych chovnych programti vytvarejici produkty na bazi marker asistované
selekce (MAS) s vazbou na QTL (lokusy kvantitativnich znakt zasluhujici specidlni pozornost).

Diky nalezeni levného kombinovaného designu v podobé¢ prostého porovnani druhové specifickych
délek unikatni JGM oblasti a/nebo jejich Stépeni pomoci levného restrikéniho enzymu jsou néklady na
vyuzivani metodiky v fadu desitek az stovek korun (podle poctu analyz a zvolené metody).



6. Podékovani

Metodika vznikla za finanéni podpory projektu NAZV QJ1210013 — Technologie chovu sladkovodnich
ryb s vyuzitim recirkula¢nich systémi danského typu se zamétenim na metody efektivniho fizeni prostiedi
a veterinarni péce a projektu NAZV QJ1510077 — Zvyseni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb
v CR s vyuzitim jejich genetické identifikace.
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Obr. 2. Vizualizace nestépenych unikatnich JGM oblasti a nastépenych diagnostickych fragmentt po-
moci restriktazy Pael na agar6zovém gelu u jednotlivych druhti siveni a jejich hybridi

L = FastGene 50bp DNA Ladder

1 = 8. namaycush (nestépend JGM oblast; 524 bp)

2 = 8. namaycush (Pael §tépeni; 488, 36 bp)

3 =S. alpinus (nestépena JGM oblast; 524 bp)

4 = S. umbla (nestépend JGM oblast; 528 bp)

5 = 8. fontinalis varianta A (nestépena JGM oblast; 583 bp)

6 = S. fontinalis varianta B (nestépena JGM oblast; 589 bp)

7 = heterozygot S. fontinalis A/B (nestépena JGM oblasti; 583/589 bp)

8 = s. alsasky s variantou A (nestépené JGM oblasti; 524/583 bp)

9 =s. alsasky s variantou B (nestépené JGM oblasti; 524/589 bp)

10 = hybrid S. umbla x S. fontinalis A (nestépené JGM oblasti; 528/583 bp)
11 = hybrid S. umbla x S. fontinalis B (nestépené JGM oblasti; 528/589 bp)
12 = hybrid S. alpinusx S. umbla (nestépené JGM oblasti; 524/528 bp)

13 = hybrid S. namaycush x S. fontinalis A (Pael $tépeni; 488,36/583 bp)
14 = hybrid S. namaycush x S. fontinalis B (Pael $tépeni; 488,36/589 bp)
15 =hybrid S. namaycush x S. alpinus (Pael §tépeni; 488,36/524 bp)

16 = hybrid S. namaycush x S. umbla (Pael $tépeni; 488,36/528 bp)

17 = hybrid S. namaycush x S. umbla (nestépené JGM oblasti; 524/528 bp)
18 = negativni kontrola

L = FastGene 50bp DNA Ladder
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Obr. 3. Diagnostické pozice JGM oblasti pro rozliSovani vybranych druhti sivend, jejich mezidruho-
vych hybridi a vnitrodruhovych heterozygott (100 diagnostickych pozic; stejny nukleotid = ,,.;
indel = ,,-; vySedlé pozice = restrikéni motiv a Sipka = misto Stépeni restriktazou)

indel-5====
indel-4===
indel-3=——======
indel-2===
indel-l===================ssosssssssssSsssss s s s s s s s s s s s s s s s s e ==

111313131331331333331313333122222222222222222222222222222222222222222222222344444444444455555555
22222580001788888888885995555955300000000001111111111222222222233333333334555555411112224555600555555
1234504789090123456789012345678%012345678901234567890123456785012345678539012345756781239012178345678
S.fontinali=z A AATTRACAATTCGTCGACTAGTGGCTITITTARCCGTTTTAATATTTTCATTITAAGTGTICCTGACAGTT ——-GTATGGTAAATT - —————- TCCGCATGT

S5.fontinalisz B ....G...T..CGICGRACTAGTGGCTITITTARCCGTTTTAATATTTTCATTITAAGTGICCTGACAGTTGTIGTATGGT . ARATTITG—---G.T. .. ..
5.umbla e B B e e e e B B e B e ] GRATTTTGGCTAGT . v v v u-
S.alpinus i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e Sy ] GAATTTITG———-GT..nu.n.
5.namaycush e BCT. . immmmmm e h e mm————— GAATTITG—=--=-GT .- e .- =

t ot t t

Tasl Tasl Tasl Pael



Obr. 4a. Unikatni délky JGM oblasti dvou nejcastéji chovanych druhti sivent S. fontinalis a S. alpinus
(invertovana verze vizualizace gelu)

M = Marker (155-970 bp)

1 = S. alpinus (unikatni délka JGM oblasti 524 bp)

2 =§. fontinalis varianta A (unikatni délka JGM oblasti 583 bp)

3 = S. fontinalisvarianta B (unikatni délka JGM oblasti 589 bp)

4 = heterozygot S. fontinalisA/B (diagnosticky vzor 583/589 bp)

5 = hybrid S. alpinus x S. fontinalis varianta A (diagnosticky vzor 524/583 bp)
6 = hybrid S. alpinus % S. fontinalis varianta B (diagnosticky vzor 524/589 bp)
N = negativni kontrola

M = Marker (155-970 bp)

Obr. 4b. Tasl stanoveni s restrikénimi vzory u homozygott S. alpinus a S. fontinalis (varianta A a B),
jejich vnitrodruhovych heterozygotti a mezidruhovych hybridii (invertovana verze vizualizace gelu)

M = Marker (155-970 bp)

7 = S. alpinus (diagnosticky fragment 243 bp)

8 = S. fontinalis varianta A (diagnosticky fragment 305 bp)

9 = S. fontinalis varianta B (diagnosticky fragment 394 bp)

10 = heterozygot S. fontinalis A/B (diagnosticky vzor 305/394 bp)

11 = hybrid S. alpinus x S. fontinalis varianta A (diagnosticky vzor 243/305 bp)
12 = hybrid S. alpinus % S. fontinalis varianta B (diagnosticky vzor 243/394 bp)
M = DNA Marker (155-970 bp)

500 bp

M 1 2 3 4 5 6 N M M 7 8 9 10 11 12 M




Obr. 5. Testy PCR-RFLP: Tasl a Pael stanoveni s restrikénimi vzory u jednotlivych druht sivent (inver-
tovana verze vizualizace gelu)

Test PCR-RFLP 1 - TasI

L = FastGene 50bp DNA Ladder

1 = S. namaycush (diagnostické fragmenty 243, 175 bp)

2 =S. alpinus (diagnostické fragmenty 243, 175 bp)

3 = S. umbla (diagnostické fragmenty 243, 179 bp)

4 = S. fontinalis varianta A (diagnosticky fragment 305 bp)
5 = S. fontinalis varianta B (diagnosticky fragment 394 bp)

Test PCR-RFLP 2 - Pael

L = FastGene 50bp DNA Ladder

6 = S. namaycush (diagnostické fragmenty 488, 36 bp)

7 = S. alpinus (unikatni délka JGM oblasti 524bp)

8 = S. umbla (unikatni délka JGM oblasti 528 bp)

9 = §S. fontinalis varianta A (unikatni délka JGM oblasti 583 bp)
10 = S. fontinalis varianta B (unikatni délka JGM oblasti 589 bp)

Test PCR-RFLP 1 a PCR-RFLP 2 spole¢né

L = FastGene 50bp DNA Ladder

11 = S. namaycush (diagnosticky kombinovany vzor 243, 175/488 bp)

12 = S. alpinus (diagnosticky kombinovany vzor 243, 175/524 bp)

13 = S. umbla (diagnosticky kombinovany vzor 243, 179/528 bp)

14 = S. fontinalis varianta A (diagnosticky kombinovany vzor 305/583 bp)
15 = S. fontinalis varianta B (diagnosticky kombinovany vzor 394/589 bp)
L = FastGene 50bp DNA Ladder

N = negativni kontrola

Tasl+Pael

L12345L6789 10L1112131415L N




Obr. 6. Ukazka zpracovani dat u homozygota pomoci DNF-474 kitu a pfistroje Fragment Analyzer™ s
analytickym softwarem PROSize™ 2.0
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Obr. 7. Ukéazka zpracovani dat u mezidruhového hybrida na ptistroji Fragment Analyzer™ pomoci
DNF-474 kitu a analytického softwaru PROSize™ 2.0
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