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1. CiL METODIKY

Cilem této metodiky je popsat postup naklddani se zarodecnymi burikami, postup
transplantace zarodeénych bunék, postup odchovu a reprodukce jedinch karasa po
transplantaci zarodecnych bunék a efektivitu reprodukce téchto jedincl (chimér) jako
alternativni pfistup doposud pouzivanych metod uchovavani genovych zdroju kapra, zejména
spole¢né s kryokonzervaci zarodecnych bunék, kterd byla uz v minulosti u tohoto druhu
popsana.

2.VLASTNI POPIS METODIKY

Metodika popisuje zakladni postup transplantace zarodecnych bunék kapra obecného
(Cyprinus carpio) a postup odchovu a reprodukce jedincl karasa (Carassius auratus) ziskanych
touto transplantaci pro potieby uchovani genovych zdroja ¢i dalsi aplikace - zejména dalsi
experimentdlni ¢innost v oblasti zdkladniho ¢i aplikovaného vyzkumu. Detailné je popsdna
metoda, jak pomoci techniky tzv. “ndhradniho rodi¢ovstvi“ ziskat gamety, resp. populaci kapra
na zakladé transplantace zarodecnych kmenovych bunék do sterilizovanych jedincl karasa a
reprodukce téchto jedincl. V rdmci metodiky je kladen dliraz na detailni popis vSech dil¢ich
krok( transplantace a preddni zkuSenosti ziskanych v ramci realizace celé rfady experimenta.
Metodika popisuje detailnim zplsobem samotny postup transplantace a také zkuSenosti
ziskané v ramci reprodukce vzniklych chimér nebo tzv. “nahradnich rodi¢d” — jedinct, kterym
byly do téla vloZeny zarodecné buriky jiného jedince.

Zvladnutim vsech dil¢ich krok( je mozné efektivnim zplsobem produkovat jedince nesouci
geneticky material darce, minimalizovat ztraty v prdbéhu odchovu ranych stadii i dalSiho
odchovu a nésledné reprodukci ndhradnich rodi¢a ziskat jedince plvodniho druhu.

Metodika dlkladné popisuje veskeré dil¢i kroky tak, aby bylo mozné nami optimalizovany
postup efektivné aplikovat. Zaroven jsou popsany dosavadni zkuSenosti a dosahované
vysledky pfi aplikaci popisovanych technik. Ty jsou dokumentovany pomoci celé fady metod
(sledovani pomoci fluorescenéni mikroskopie, disekce a histologického vysetieni, skenovaci
elektronové mikroskopie a PCR metod). Vedle vyznamu pro zakladni a aplikovany vyzkum ma
uvedeny postup transplantace zarodecnych bunék potencidl rozsifit metody uchovavani
genovych zdrojl in vitro.

Postupy uvadéné v této metodice mlzeme v kratkosti sumarizovat takto:

Po usmrceni jedince kapra a dezinfekci téla je s maximalnim zfetelem na neporuseni zazivaci
traktu otevrena télni dutina a celd gonada je odebrana asepticky. Tkan gonad obsahujici
zarodecné kmenové bunky je rozdélena na mensi fragmenty, které jsou poté podrobeny
enzymatické disociaci na suspenzi bunék. Suspenze zdrodeénych kmenovych bunék
(spermatogonii) je pak mikroinjekci vpravovana do sedmidennich larev karasa, které vznikly
z embryi sterilizovanych pomoci techniky genového knock-downu. Juvenilni karasi jsou
nasledné odchovavani az do dosaZeni pohlavni dospélosti, sledovan je vyvoj gonad. Karasi ve
véku 28 nebo 36 meésicl jsou pak reprodukovani a vzdjemnym ktizenim téchto jedincu je
ziskavana populace kapra odpovidajici plvodu donora zarodeénych bunék.



3.UvoD

Kapr obecny patfi mezi nejstarsi domestikované druhy ryb na svété (Balon, 1995) a soucasnd
celosvétova roc¢ni produkce tohoto druhu v akvakultufe dosahuje Urovné vice nez 4 miliony
tun (FAO, 2019). Tato skutecnost fadi kapra mezi nejvyznamné;jsi akvakulturné produkované
druhy ryb. Podle dostupnych statistik Rybaiského sdruzeni CR produkce kapra v Ceské
republice v posledni dekadé vykazovala urovné 16 809 — 18 460 t (Graf 1).
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Graf 1. Produkce kapra obecného v CR v obdobi 2012 — 2020 (data Rybéiského sdruzeni CR).

Vedle produkéniho vyznamu ma tento druh i vyznam pro vyzkum. Vysoka popularita kapra
dostupnosti, vysokou plodnosti, externim oplozenim, relativné rychlym vyvojem, snadnym
odchovem v kontrolovanych podminkach i prostfedi rybni¢ni akvakultury. Genom kapra byl
publikovan v roce 2014 (Xu a kol., 2014) a i dostupnost genomu kapra umoznila dalsi rozsireni
kapra jako modelového druhu.
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Obr. 1.: Vyznam a popularita kapra obecného v zdkladnim i aplikovanym vyzkumu. A) Graf znazorriuje
roc¢ni pocty publikaci — klicové slovo “common carp” v databazi Web of Science mezi léty 2020 a 1997.
B) Deset védnich oborl s nejvétsim poétem publikaci na kapra obecného.

Dlouhy proces domestikace napftic¢ Evropou a Asii, vysoka uroven produkce, popularita tohoto
druhu a Slechtitelska prace vyustily v existenci celé fady plemen a linii vyuzivanych v rybni¢ni
akvakultufe. Piehled plemen a linii chovanych v CR uvadi Pokorny a kol. (1996). Mimotadny
vyznam jednotlivych plemen tohoto druhu vedl k vytvoreni metod pro uchovani genovych
zdroju zahrnujici odchov generacniho hejna (FlajsShans a kol., 1999), metod ke studiu jejich
genetické variability (Crooijmans a kol., 2005; Kohlmann a kol., 2005; Hulak a kol., 2010; Xu a
kol., 2014) a vedl i k vytvoreni postupl pro uchovani genovych zdrojl ex situ prostfednictvim
zmrazeného spermatu v kryobankdch (Linhart a kol., 2000; Lubzens a kol., 1997; Horvath a
kol., 2007). Nicméné, doposud vyvinuté a vyuzivané strategie konzervace genovych zdrojt in
vitro nelze povazovat za zcela plnohodnotné, jelikoz neni mozné uchovat samici zdroje ex situ.
Z tohoto dlavodu je do budoucna nutné u ryb uvaZovat i nad zaclenénim alternativnich
strategii, které vyuzivaji recentni biotechnologické poznatky. Jako alternativa se nabizi vyuziti
technik transplantace zarodecnych bunék a idedlné pak kombinace téchto technik
s kryokonzervaci zarodeénych kmenovych bunék (Franék a kol., 2019a, Franék a kol., 2019b).
Pohlavné se rozmnozujici organismy obsahuji dvé bunécné linie — somatické buriky a bunky
zarodecné. Linie zdrodecnych bunék je zalozena primordialnimi gonocyty, které tvoti tzv.
zarodecnou listu, do které migruji z mista svého vzniku v pribéhu ontogenetického vyvoje.
Primordidlni gonocyty nasledné proliferuji a zakladaji gonadu — pohlavné diferencuji
v spermatogonie i oogonie (Braat a kol., 1999, Yoshizaki a kol., 2002). Terminem zarodecna
bunka je oznaCovdno jakékoliv stadium od primordidlniho gonocytu, pres
spermatogonii/oogonii az po oplozeni schopnou spermii ¢i oocyt. Pro Ucely prenosu
zarodecnych bunék a vytvareni tzv. “nahradnich rodi¢d” nebo také “chimér zarodecénych linii“
(pfipadné i v kombinaci s kryokonzervaci) jsou cilem burky zachovavajici kmenovost - tj.



embryonalni primordialni gonocyty nebo spermatogonialni ¢i oogonidlni kmenové burky.
Spermatogonialni zarodecné bunky jsou schopny na zdkladé mitotického déleni produkovat
dcefiné buriky — spermatogonie typu A, diferenciovat se ve spermatogonie typu B a nasledné
produkovat spermatocyty, spermatidy a spermie (Schulz a kol., 2010). Oogonie jsou pak
schopny proliferovat v premeiotické oocyty a projit vitelogenezi a vytvofrit funkéni oocyt. Jako
transdiferenciace se pak oznacuje skutecnost, kdy zdrodec¢né burky diferencuji v gonadu
opacného pohlavi.

Transplantace spermatogonii byla poprvé provadéna u pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss) a transplantované spermatogonie kolonizovaly zarodecnou ryhu prijemcd, byly
schopny diferenciace ve funkéni spermie ale i transdiferenciovat v oocyty (Okutsu a kol., 2006,
a 2007). Schopnost transdiferenciace u stejného druhu byla sledovédna i pozdéji, kdy
transplantované oogonie uUspésné proliferovaly po transplantaci do recipientd samciho
pohlavi v spermatocyty a produkovaly spermie, které ale nesly DNA (véetné pohlavni
chromozom) samice (Yoshizaki a kol., 2010). Produkce Zivotaschopnych gamet byla dosazena
v pfipadé mezidruhové transplantace zdrodeénych bunék karasa obecného (Carassius
carassius) a karasa zlatého (Carassius auratus) (Yamaha a kol., 2001), transplantace mezi
pstruhem duhovym (Oncorhynchus mykiss) a lososem masu (Oncorhynchus masou) (Okutsu a
kol., 2007) nebo dvéma druhy ¢tverzubcl (Etverzubec rudoploutvy Takifugu rubripes a
Takifugu niphobles) (Hamasaki a kol., 2017).

PIné vyuziti technik transplantace zarodeénych kmenovych bunék pro uchovani genovych
zdroju je mozné aZz po Uspésném zvladnuti a optimalizaci postupl kryokonzervace, ovéreni
efektivity vSech dil¢ich metod a dokonalém zvladnuti odchovu nahradnich rodict
v kontrolovaném prostredi.

U kapra obecného byly nedavno vyvinuty a popsany techniky kryokonzervace samdich (Franék
a kol., 2019a) i samicich (Franék a kol., 2019b) zdrodecnych bunék — resp. tkané gonad
obsahujici zarode¢né bunky. Byla sledovdna i proliferace bunék izolovanych
z kryokonzervované tkané gondad po transplantaci do sterilnich jedincd karasa. Tato metodika
navazuje na realizované experimenty a popisuje transplantaci zarodeénych bunék do
juvenilnich jedinct karasa a zkuSenosti s odchovem a reprodukci takto ziskanych jedinc(.
Optimalizace vsech postupi transplantace zarodecnych bunék umoznuje nahradni rodicovstvi
u ryb spojit s jejich zmrazovanim, kdy nasledné vznika velice komplexni pfistup s potencialem
pro akvakulturu, management genetickych rezerv, ale i uchovdnim cennych experimentalnich
linii. Vyvoj a nasledné zahrnuti technologii transferu zarodeénych kmenovych bunék ryb do
program( uchovani genetickych zdroji miZe znatelné snizit riziko ztraty vzacnych linii ¢i druh(
v dUsledku samotného vyskytu ¢i nasledné eradikace virovych ndkaz, prirodnich katastrof, ale
i nepredvidatelného selhani chovatelskych technologii. Vytvareni chimér a téchto nahradnich
rodi¢t druhu mensiho télesného ramce Ize navic chapat jako uc¢innou metodu pro redukci
prostoru nutného pro drzeni Zivych genetickych rezerv nebo experimentalnich linii.

Kapr obecny je do Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdrojl rostlin,
zvitat a mikroorganism( vyznamnych pro vyzivu a zemédélstvi zafazen od roku 1996. Podle
zak. ¢. 154/2000 Sb., ve znéni dalSich predpist (plemenarského zdkona) zarodecné kmenové
buniky spliuji definici genetického Zivocisného zdroje, kterym mohou byt jedinci, gamety,
embrya a dals$i materidl. Genové zdroje ryb v akvakulturdch jsou stabilizovany, udriovany
formou kmenovych hejn in situ, zvladnuta je i kryokonzervace a uchovavani zamrazeného
spermatu in vitro. Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky vyhlasilo Narodni program



konzervace a vyuZivani genetickych zdrojl rostlin, zvifat a mikroorganismd vyznamnych pro
vyZivu a zemédélstvi na obdobi 2018—-2022 a aktudlné bézici Narodni program pfimo navazuje
na dvacet let Uspésné trvajici programy ochrany genetickych zdroji pro vyZivu a zemédélstvi.
V minulosti mezi priority Narodniho programu patfily aktivity zamérené predevsim na evidenci
a bezpecnou konzervaci genetickych zdroja, identifikaci a eliminaci duplicit a racionalizaci
prace s genetickymi zdroji. Soucasny Narodni program se zaméruje na vzrastajici potiebu
hodnoceni a charakterizace genetickych zdrojl, poznani genetické diverzity a identifikaci
zvlasté cennych genotypu, zejména jako donor rliznych znak resistence.

Genové zdroje ryb jsou chovavany in situ formou permanentné obnovovanych kmenovych
hejn o velikosti 120 jedincd, kazdy druh ve dvou, maximdlné tfech kmenovych hejnech.
Obnova kmenovych hejn se provadi vyhradné umélym vytérem pfi specifickych technicko-
chovatelskych opatfenich, napf. inkubaci jiker ve fyzicky oddéleném systému nebo v jiném
Casovém obdobi, nezZ jsou inkubovany jikry uréené k produkci trznich ryb (FlajShans a kol.,
2009). Vedle uchovavani genovych zdrojl in situ pocitd narodni program uchovavani genovych
zdrojli s in vitro uchovavanim zamrazenych davek spermatu (Graf 2).
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Graf 2:. PocCty samcll a ddvek zamrazeného spermatu v genové bance (BV —Jihocesky kapr Supinaty, PL
— Pohotelicky lysec, C434 a C435 — syntetické linie, Te — Tel&sky lysec, TS — Tfebofisky $upina¢, C73 —
Jihogesky kapr 3upinaty, Zd-L — Zdarsky lysec, Zd-S-Zdarsky 3upinag, MV — Milevsky lysec, ML —
Marianskolazensky kapr Supinaty).

Genové zdroje ryb patfi mezi kulturni dédictvi, plemena za¢lenéna mezi genové zdroje jsou
vsak neustale vyuZivana k produkci ryb k trznim acellim a vyznamnym zplsobem se podili na
celkové produkei akvaktultury v Ceské republice a predstavuji vyznamny zdroj pro dalsi
Slechtitelskou praci. Plvodni plemena kapra zaclenéna mezi genové zdroje byla vsak v
minulosti vyuZzita i pro vznik novoslechténcl — napriklad Amurského lysce.



Nakladani s genovymi zdroji se fidi nasledujici legislativou:

Zakon ¢. 154/2000 Sb., o slechténi, plemenitbé a evidenci hospodafskych zvifat a o zméné
nékterych souvisejicich zakonl (plemenarsky zakon), ve znéni pozdéjsich predpisu

Zakon ¢. 148/2003 Sb., o konzervaci a vyuzivani genetickych zdrojl rostlin a mikroorganismu
vyznamnych pro vyZivu a zemédélstvi a o zméné zdkona ¢. 368/1992 Sb., o spravnich
poplatcich, ve znéni pozdéjSich predpisd (zakon o genetickych zdrojich rostlin a
mikroorganismu).

Vyhlaska ¢. 72/2017 Sb., o genetickych zdrojich zvitat.

v

Vyhlaska ¢. 458/2003 Sb., kterou se provadi zakon o genetickych zdrojich rostlin a
mikroorganisma, ve znéni vyhlasky ¢. 2013/2017 Sh.



4. VLASTNI METODIKA

4.1 Reprodukce karasa — pfiprava nahradnich rodicu

Pro ziskani vhodné populace ndhradnich rodic je nutné ziskat sterilni jedince karasa
(Carassius auratus). Nejvhodnéjsim zplsobem ziskani sterilnich jedinc( je sterilizace pomoci
genového knock-downu pomoci tzv. morpholino oligonukleotidu mikroinjekci vpravovaného
do oplozenych jiker. V takovém pfipadé je do jiker po oplozeni vpravovan 100 uM roztok
antisense morpholino oligonukleotidu (MO) Gene Tools LLC (Philomath, OR, USA) (GenBank,
JN578697, cilova sekvence : 5'CATCA-CAGGTGGACAGCGGCATGGA 3') v 0,2 M KCl, jak bylo
popsdano drive (Franék a kol., 2019a). MO je chemikalie, kterd docasné inhibuje translaci RNA
do protein(. Pro ucely sterilizace je inhibovana translace dnd genu, ktery je zasadni pro migraci
primordidlnich gonocytd.

PFi optimalizaci této metodiky bylo generacni hejno karasa (Carassius auratus) drzeno na lihni
Genetického rybarského centra v kontrolovanych podminkdach a reprodukce byla indukovana
hormonalni stimulaci suspenzi kapfi hypofyzy podle standardnich metod - stejné tak jako v
pripadé predchozich experimentli zamérenych na kryokonzervaci zarodecnych bunék (Franék
et al.,, 20193, Franék et al.,, 2019b). Reprodukce generacnich ryb probihala v kvétnu, coz
odpovidd normalnim podminkam rozmnozovani vétsiny kaprovitych ryb. Generacni ryby byly
ziskdany ndkupem od mistniho chovatele a byly drzeny ve Zlabu a kapacité 1000 | s recirkulaci,
filtraci a kontrolou teploty. Generacni ryby je vhodné reprodukovat v sezoné pfirozené
reprodukce, v pfipadé mimosezonniho vytéru je nutné fotoperiodu a teplotu upravit
odpovidajicim zplsobem. V nasem ptipadé byla reprodukce pldnovdna na zacatek sezony
pfirozené reprodukce a priblizné tyden pred pldnovanym vytérem byla teplota vody denné
zvySovana priblizné o 1 °C. Uméla reprodukce byla indukovana pfi dosazeni teploty vody 22 °C
intraperitonedini injekci suspenze kapfi hypofyzy (0,5 a 2,5 mg na kg télesné hmotnosti) s
rozestupem 12 h mezi aplikacemi. Obé pohlavi obdrZela stejnou davku.

Ovulaci a spermiaci je nutné ovérovat 12 h po podani druhé davky hypofyzy. Jemnym tlakem
na abdobminalni partie jsou pak ziskavany jikry od samic a sperma od vSech samcul. V ramci
optimalizace této metodiky bylo sperma vSech samcl (n=10) odebirdno pomoci pipety a
pfeneseno do 1,5 ml zkumavek a skladovano do oplozeni na ledu. Jikry od vSech samic (n=5)
byly odebirany do 50 ml zkumavek a skladovany pfi 10 °C v laboratornim inkubatoru do doby
oplozeni (ne vice nez 1 hodinu).

Pro vytvoreni populace pro transplantaci zarode¢nych bunék je vhodné smisit tésné pred
oplozenim jikry vSech samic v suché misce (pfiblizné 1g gram jiker od kazdé samice), sperma
kazdého ze samcl pak nanést do smési jiker, jemné zamichat a gamety aktivovat pfidanim
odstaté vodovodni vody vytemperované na 22 °C. Jikry je vhodné pro lepsi praci pfilepit
k povrchu Petriho misek. Oplozované mnoistvi jiker je tfeba rozdélit na porce o velikosti 300-
400 ks jiker na jednotlivé misky o primeéru 9 cm a ponechat stat cca. 1 minutu, aby doslo
k dostate¢né adhezi k povrchu. Diky pftilepeni embryi k povrchu neni nutné provadét
enzymatické odstranéni chorinu pro mikroinjikaci. Samotna mikroinjikace je provadéna s
pomoci binolupy, mikroinjektoru a mikromanipuldtoru na kterém je pfipevnéna sklenénd
kapilara s injikovanym roztokem MO v 0,2 M KCI (Obr. 2). Po proniknuti chorionem je vpich
provadén do Zloutku (vegetativnii ¢asti embrya). Objem vpraveného MO je pfiblizné 10%
z celkového objemu embrya. Mikroinjikace do animalniho pdlu je az na vyjimeéné ucely
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nedoporucena, jelikoz muze dojit k naruseni procesu bunééného déleni, pripadné k poskozeni
embrya. V pfipadé meroblasticky se ryhujicich embryi kostnatych ryb dochazi ke znacnému
transportu obsahu Zloutku do animalniho pdlu, tudiz i mikroinjikované MO je dopraveno do
potfebné Casti embrya, kde zajisti odstranéni endogennich primordidlnich gonocytu.

Po mikroinjikaci je tfeba embrya ponechat pfiblizné do stadia pokrocilé blastuly (1000 bunék)
vinkubatoru a ndsledné prenést do inkubaéniho apardtu srecirkulaci vody. V pfipadé
adherovanych embryi je tento krok naprosto zdsadni pro zddrnou produkci sterilnich
recipientU. Pri mikroinjikaci prirozené dochazi k urcitému stresu a poskozeni embryi coz ma za
nasledek snizeni preziti. Skute¢nost, Ze jsou embrya pomérné pevné spojena s podkladem
znacné limituje mozZnost odstrafiovani uhynulych kus(. Nasledné rozkladné procesy snizuji
obsah kysliku, a naopak zvySuji koncentraci Skodlivych latek vznikajicich pfi rozkladu
biologického materialu. Z téchto divod je nutné k embryim stale pfivadét okyslicenou vodu,
ktera omyva jejich povrch. Embrya by méla byt ponechana do vykuleni a rozplavani v
experimentalnim inkubatoru (Obrazek 3) s UV sterilizaci recirkulované vody o teploté 22 °C.
Dalsim specifickym bodem v péci o mikroinjikovand embrya je skutecnost, Ze maji mirné
zpomaleny vyvoj a ke kuleni a rozplavani dochazi pfiblizné o 12-24 hodin pozdéji nez u
kontrolnich neosSetienych jedincl. Rozplavany vackovy pltidek je po vykulené mozné opatrné
pfevést do plastovych nadob a drzet vlaboratornim inkubatoru kde je rozkrmovan
zabronozkami (Artemia spp.).

/
e —————————

F
 —

2mm

Obr. 2.: Doporuceny tvar mikrokapildr pro injikaci embryi. Pfi vytahovani sklenénych kapilar je dllezité
optimalizovat nastaveni (teplota a vaha zavazi) na zafizeni pro vytahovani kapilar tak, aby bylo
dosaZeno co nejmensiho praméru Spicky (Foto: R. Franék).
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Obr. 3.: Experimentalni inkubator s recirkulovanou vodou oSetfenou UV zafenim pro inkubaci jiker
karasa po mikroinjekci nebo inkubace jiker z experimentdlnich oplozeni (Foto: V. Kaspar).

4.2 Odbér tkdné gonad kapra

Samotny odbér gonad a ptiprava bunécné suspenze pro transplantaci je obvykle provadéna
ve stejny den jako transplantace samotnd. Pro Ucely ziskdni zarodec¢nych bunék je vhodné
selektované jedince drzet nékolik dnd pfed samotnym odbérem v kontrolovanych
podminkach a bez krmeni, ¢imz dojde k vylacnéni, snizi se naplnénost stfev a tim padem i riziko
jejich protrzeni v pribéhu disekce gonad, coz by jinak zapficinilo silnou kontaminace télni
dutiny bakteriemi ze zazivaciho traktu. V pfipadé transplantace kontaminované suspenze
dochazi ke znaénému sniZeni preZiti po transplantaci, ¢asto i k totdlni mortalité. V ptipadé
zjisténé kontaminace je tedy jedinym moZnym postupem opakovat odebrani tkané gonad
z jiného jedince. PouZiti Sirokospektralnich antibiotik pouze doc¢asné utlumi aktivu bakterii.
Pfed samotnym odbérem gondd je duleZité zvazit vhodnou velikost a vék daného jedince a
ovérit stupen vyvoje gonad disekci nékolika jedincl ze skupiny. Obecné jsou vhodnéjsi
juvenilni ryby, v pripadé kapra jedinci o véku 1-2 roky s vdahou do 100 g. | u takto starych
jedinct vsak je moZné narazit na gonady v pozdéjsim stadiu vyvoje a u samcl Ize pozorovat
jedince pfirozené produkujici sperma a to i v pfipadé ryb odchovavanych v bézném rybni¢nim
prostfedi. Vhodnost ranéjsich stadii vyvoje gonad pro transplantaci je dana skuteénosti, zZe
pouze zarodecné kmenové bunky jsou schopny kolonizovat gonadu pfijemce. Tudiz ostatni
meiotické zdrodecné bunky v disledku zpUsobuji nafedéni bunécné suspenze a tim snizuji
relativni podil bunék skmenovym potencidlem. AvSak ucinnym FeSenim je obohaceni
suspenze kmenovych bunék prostfednictvim denzitniho gradientu, které je popsano nize. Pro
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samotnou transplantaci je moZné pouzit samce i samice, je vSak nutné mit na paméti, ze
v pfipadé heterogametického darce (XY) a ndsledném kfizeni dochdazi k produkci tzv.
supersamcl (YY). Naopak v pfipadé pouziti homogametického darce (XX) a nasledném krizeni
vznika celosamici populace.

Jako donor zdrodecnych bunék byl pro nasi experimentdlni praci pouzit 2 roky stary samec
kapra obecného (Cyprinus carpio), ktery byl odchovavan v experimentalnich podminkach v
akvarijnim systému Genetického rybarského centra Fakulty rybafstvi a ochrany vod. Donor o
vaze 425g (Obr. 4) byl usmrcen — nejprve vystaven nadmérné ddvce anestetika (400 mg.l-1)
(MS222, Sigma-Aldrich) a nasledné dukladné vykrven.

Télo ryby je prfed samotnou disekci nutné radné dezinfikovat 70% roztokem etanolu. V pfipadé
vétsich jedincl je moZné dezinfekci provést politim/postrikem téla ryby, v pfipadé mensich
jedincl je idealni kratkodobé ponoreni do etanolu (cca. 1 min). V zdvislosti na anatomickych
specifikach jednotlivych druh( ryb je nutné zvazit cesty pristupu do télni dutiny, které budou
pfedstavovat minimalni riziko protrzeni zaZivaciho traktu. V pripadé kaprovitych ryb
provadime prvnivstupni fez v oblasti srdce, ktery nasledné slouZi jako vstup pro vloZeni tupych
nlzek, kterymi vedeme stfih kauddlnim smérem. Dllezitym bodem je ukondit stfih 2-3 cm (v
zavislosti na velikosti ryby) od mocopohlavni papily. Nasledné je veden fez za hlavou dorzalnim
smérem po obou strandch. Poté je uvolnéna svalovina na obou bocich ryby, kdy je nutné
postupné odstranovat fascie pojici organy dutiny bfisni se sténou bfisni. V dalSim kroku je
vhodné pednem fixovat bocni svalovinu a otevfit télo ryby do tvaru V (Obr. 5). Poté je nutné
s maximalni moznou opatrnosti odstranit zazivaci trakt. Pfi tomto kroku je nutné pouzivat
nespi¢até nastroje. V pfipadé vice pohlavné vyvinutych ryb je moziné télni organy pouze
odsunout a ziskat gonadu bez jejich kompletniho vybaveni. Vyjmutd gonada je nasledné
umisténa do pufrovaného fyziologického roztoku. V pfipadé zpracovani pouze jednoho
jedince neni nutné gonadu umistovat do vychlazeného média. V pripadé zpracovavani
nékolika jedincl je vhodné pouzivat médium o teploté 4 °C. Je nutné mit na paméti, ze
asepticky provedeny odbér gonad je pomérné narocny €as (min. 10 minut na jedince). Tato
doba nadale nar(sta pfi odbéru z vice jedincq, jelikoZ je nutna dtkladna dezinfekce pracovniho
mista a nastroji. Vyjmutd gonada by méla byt pod binolupou nasledné ocisténa od tukové
tkané a krevnich kapilar.

Pro odbér gondad kapra pro dalsi vyuZiti v podobnych experimentech se jako alternativni
metoda osvédcilo i otevreni télni dutiny fezem vedenym od hrbetu, kdy se minimalizuje riziko
kontaminace odebiraného materidlu obsahem zazivaciho traktu jedince (Obr.6). Vtomto
pripadé je nejprve veden fez Sikmo za hlavou od hibetu do pfiblizné poloviny vysky téla, dalsi
fez je pak nutné vést linearné hrbetem a Spickou skalpelu nebo pomoci Spicatych nlzek
prerusovat Zebra tak, aby v idealnim pripadé nedoslo k perforaci plynového méchyte a bylo
mozné télni dutinu otevrit.
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Obr. 4.: Donor zarodec¢nych bunék — jedinec kapra obecného pfriblizné ve véku 12 mésicl (Foto: R.
Franék).

Obr. 5.: Otevreni télni dutiny u juvenilniho samce kapra obecného pred vyjmutim testes pro vyjmuti
gonad (Foto: R. Franék).
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Obr. 6: Alternativni zplsob otevieni télni dutiny u juvenilniho samce kapra obecného pro vyjmuti
gonad (Foto: V. Kaspar).
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4.3 Disociace gonad kapra

Vyjmuté gonady nebo jejich ¢asti je po ocisténi od tukové tkané a krevnich kapilar nutné
rozdélit pro disociaci na mensi fragmenty — na hodinovém skle nebo Petriho misce jsou tak
gonady ostrymi nGzkami nebo skalpelem déleny na mensi ¢asti. Prvotné je vhodné gonadu
nakrdjet na tenké (2-3 mm) silné platky, které jsou nasledné prevedeny do zkumavky, ve které
jsou rozstfihany na jemné kousky pomoci nGzek.

Disociaci kousku tkané provadime pomoci enzym(, kdy je nutné respektovat biologii bunék a
vlastnosti enzymu. Pfedevsim se jedna o pH a teplotu, kdy tyto veliCiny zasadné ovliviuji
aktivitu vétsiny enzymu. V pripadé kaprovitych ryb Zijicich vtemperovaném prostredi je
nejvhodnéjsi kombinace trypsinu a kolagendzy. Trypsin lze oproti kolagendze povazovat za
agresivnéjsi enzym, ktery je tzv. neselektivni a trdvi veSkery materidl tkdané. Naopak
kolagendza je selektivni a travi pouze spojeni mezi jednotlivymi burikami. Vhodnou kombinaci
koncentrace trypsinu a kolagendazy Ize docilit velice precizni disociace tkané do formy bunécné
suspenze avsak s minimdalnim poskozenim bunééné membrany. Nami doporucené médium
pro disociaci se sklada z pufrovaného fyziologického roztoku, ktery obsahuje 0,15% trypsin a
0,1% kolagenazu.

Fragmenty gonady po rozmélnéni jsou pfeneseny do 50 ml zkumavek pro disociaci pomoci
media obsahujiciho 0,15% trypsin (T8003, Sigma Aldrich) a 0,1% kolagendzy (17100017,
Thermo Fisher) rozpusténé v PBS. Dllezitym faktorem je pomér objemu fragment( gonddy a
disociaéniho média ktery by mél byt maximalné 1:4. Disociace je provddéna za pokojové
teploty na laboratorni tfepacce (pouze mirné michani). V pribéhu disociace je vhodné
suspenzi kontrolovat a pozorovat jak v ¢ase dochazi ke zmensovani jednotlivych tkarovych
fragment(. Predevsim v pripadé disociace testikularni tkané mlzZe dochdazet k uvolnéni a
rozpusténi spermii jejichz DNA zpUlsobuje agregaci fragmentl gonady. Tento stav je resen
pridavanim DNazy | (maximalné 500 pl 0.05% roztoku na 25 ml média) Optimalné by méla
disociace trvat 1,5 aZz 2 hodiny a méla by byt ukonéena pfed kompletnim rozpusténim vsech
fragmentd tkané.

Disociace je ukoncéena pfiddnim 25 ml média L15 (Sigma-Aldrich) s 20% obsahem fetdlniho
bovinniho séra (FBS, Sigma-Aldrich, USA). Pfitomnost L15 média a FBS neutralizuje zbytky
enzymU a nedochazi k dalsimu poskozeni bunék a jejich membran. Pfed odstfedénim je nutné
suspenzi prefiltrovat, kdy je vhodné pouizit sterilni filtry o velikosti 30-40 um. V pfipadé
vysokého obsahu spermii v testes je nutné selektivné obohatit bunéénou suspenzi pomoci
denzitniho gradientu. Pro tyto Ucely je pouzit 30% Percoll gradient (Sigma-Aldrich, USA) (Obr.
7). Principem separace je rozdéleni bunécné suspenze dle velikosti jednotlivych bunék. Ty
nejvétsi bunky v suspenzi (zarodec¢né kmenové buriky) nejsou schopny projit denzni vrstvou
koloidnich ¢astic. Naopak bunky ndsobné mensi jako napfiklad spermatocyty Il. fadu,
spermatidy a spermie snadno prochazeji a po odstredi tvofi na dné zkumavky peletu.
Rozdéleni bunécnych frakci pomoci Percoll gradientu bylo zabezpeceno centrifugaci 50 ml
zkumavek s 30% redénim Percollu (Sigma-Aldrich, USA) v PBS pii 800 g po dobu 30 minut.
Vrstva s predpokladanym vyskytem zarodecnych kmenovych bunék (spermatogonii) je pomoci
pipety odebrana do dalsi zkumavky, zfedéna PBS a centrifugovana dalSich 10 minut pfi 300 g,
vznikld peleta je nasledné drzena na Supinkovém ledu.
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Obr. 7.: Odbér vrstvy obsahujici zarodecné burky po déleni smési centrifugaci v Percollu (Foto: R.
Franék).

4.4 Transplantace zarodec¢nych bunék

K samotné transplantaci pfistupujeme 7 dni po oplozeni (inkubace pfi 22 °C), kdy jiz larvy
aktivné prijimaji zivé krmivo. Sterilizované larvy karasa zlatého jsou anestezovany v 0,05%
roztoku MS222 a ndsledné umistény na Petriho misku potazenou béznym laboratornim 1%
agarem. Sklenénou kapildru plnime pomoci mikroSpicek izolovanou bunécnou suspenzi,
kterou pomoci pneumatického injektoru (Femtolet 4i, Eppendorf), mikromanipuldtoru
(Narishige, Japonsko) a binolupy (Obr. 8) transplantujeme do pfijemcu intraperitonedlné. Do
kazdého jedince vpravujeme pfiblizné 10 x 10* bunék. Mikroinjekce sméfujeme pfiblizné do
télni dutiny v okoli kaudalni ¢asti plynového méchyre (Obr. 9).
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Obr. 8. : Stereomikroskop Nikon, mikroinjektor Narishige a pneumaticky injektor Femtojet 4i pouzivany
k transplantaci zarodecnych bunék (Foto: R. Franék).

Pro ucely monitorovani bunék po transplantaci je ucelné vyuzit set komeréné dostupnych
membranovych barviv (PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit, Sigma-Aldrich, USA). Pomoci
znaceni na zakladé tohoto kitu Ize detekovat buriky az po dobu 3 mésicl po transplantaci a
prabéiné hodnotit Uspésnost provedené transplantace a vyvoj bunék. Samotné barveni
pomoci PKH26 provadime podle ndvodu vyrobce, kdy na 107 bunék pouZivdme 2 ml barviva,
ve kterém buniky exponujeme po dobu jedné minuty a nasledné pomoci opakované
centrifugace a vymény média odstranime prebytky barviva. Pro vizualizaci pfi samotné
transplantaci je vhodné pouzit napriklad trypanovou modfr.
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Obr. 9.: Intraperitonedlni transplantace fluorescencné znacenych (PKH-26) zarodeénych bunék kapra
do larvy karasa obecného. A) Injikovana suspenze je obarvena trypanovou modfi pro lepsi viditelnost.
B) Snimek transplantované larvy karasa. B’) Fluorescencni snimek pofizeny pomoci binolupy Leica na
kanalu dsRed, ktery umoZiuje detekovat transplantované buriky se znatenymi membranami pomoci
PKH-26. Pfevzato a upraveno podle Frarka a kol. (2019b).
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4.5 Odchov jedincll po transplantaci

Experimentdlni ryby a kontrolni jedince odchovdvame dle béZinych postupu, jelikoz dale
nevyzaduji Zddné zvlastni zachazeni. Pro intenzivni rozkrm se ndm osvédcilo pouzit laboratorni
recirkulacni systém ZebTec (Tecniplast, Itadlie) (Obr. 10), nasledné do akvarii kde provadime
odchov pfi teploté 20-25 °C, fotoperiodé 14L : 10D, krmenim ad libitum Zabronozkami a v 5.
den odchovu bylo zapocato s prevadénim ryb na suché krmivo (Gemma micro, Skretting).
Uplny pfevod odchovavanych ryb na suché krmivo ukonéujeme ve 4 tydnech a nasledné
prevadime ryby do vétsSich akvarii. V predvytérovém obdobi (cca 18 mésich véku) je nutné
provést individualni identifikaci ryb pomoci Cipl a ryby premistujeme do 500 | nadrzi s fizenym
ohfevem / chlazenim a recirkulaci vody.

Obr. 10.: Systém ZebTec vyuzivany pro rozplavani a prvni dny odchovu jedincl po transplantaci (Foto:
R. Franék).
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4.6 Sledovani vyvoje gonady

Vyvoj gonad lze u jedincl po transplantaci sledovat diky znaceni pomoci latky PKH 26.
V pfipadé nutnosti prabéZzného hodnoceni Uspésnosti transplantace a kolonizace zarodecné
listy jedinch po transplantaci je moiné sledovani provadét u celych ryb v pocatecni fazi
odchovu a po nékolik dnli po transplantaci, v pfipadé starSich ryb (az 30 dn() jsou takovi
jedinci predavkovani anestetikem (viz. vySe) a podrobeni pitvé a gonady prohlizeny uvnitf
trupu. Latka PKH dovoluje vizualizaci transplantovanych bunék pod fluorescenénim osvétleni
—emisi 552 nm a excitaci 595 nm.

V pripadé nasich experimentdlnich aktivit byla sledovdna Uspésnost transplantace den po
transplantaci, kdy byl viditelny vysoky pocet fluorescenénich bunék podél celého plynového
méchyre, pfricemzZ subjektivné nejsilnéjsi intenzita signalu kolem jeho kaudalni ¢asti byla
pravdépodobné dana mistem vpichu kapilary (Obr. 11, A-A'). Znatelné sniZeni poctu
fluorescenéné znacenych bunék bylo pozorovdno 1 tyden po transplantaci, kdyz se v tésné
blizkosti plynového méchyre nachazelo jen nékolik jednotlivych bunék (Obr. 11, B-B'). Tato
skutec¢nost je dana tim, Ze pouze nékolik jednotlivych bunék je schopno kolonizovat gonadu
pfijemce. Pitva provedena 1 mésic po transplantaci a nasledna vizualizace pod binolupou vsak
ukazala, Ze se fluorescencné znacené bunky shlukuji v utvarenych pohlavnich Zlazach (Obr.
11,D-D’). V tento okamzik je mozné jiz pomérné presné odhadnout Uspésnost transplantace a
nasledné predpokladat pocet dospélych chimér. Z osmi pitvanych ryb ve véku 1 mésice
vykazovalo 5 ryb zndmky fluorescence bunék znacenych PKH26.

Tento postup tak lze plné doporucit pro pribéziné hodnoceni Uspésnosti transplantace a
odhad poctu chimér v populaci recipientd.
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Obr. 11.: Kolonizace zarodecné listy karasU po transplantaci zdrodec¢nych bunék, vizualizace pomoci
znaceni zarodecnych bunék PKH26. A) 24 hodin po transplantaci, B) 7 dni po transplantaci, C) a D)
30 dni po transplantaci, apostrof znaci vizualizaci pomoci fluorescence. Grafika pfevzata z plvodni
publikace Franék a kol. 2021.

4.7 Histologické vysetreni

Pro detailni vyhodnoceni vyvoje gonad je vhodné pouzZit rutinni histologické vysSetreni
dostateného mnoizstvi jedincl. Jednak je dulezZité potvrdit sterilitu kontrolni skupiny bez
transplantace, ale také vyvoj gonad chimér. Za timto ucelem je nutné usmrtit vhodné jedince
pfeddavkovanim anestetikem MS 222 v davce 400 mg.It (Sigma-Aldrich, USA) a nasledné
provést disekci. Pro potreby pfipravy histologickych preparatl je nutné oddélit hlavu a ocas,
otevtit brisni dutinu a peclivé by vyjmout zazivaci trakt a plynovy méchyf. Takto ziskané torzo
se pres noc inkubuje v Buinové fixaénim roztoku, nasledné promyva 70% etanolem. V ptipadé
velmi slabé vyvinutych gonad je velmi obtizné gonadu z trupu vyjmout, proto je treba
pfistoupit k prvotni fixaci az s naslednym vyjmutim. Material pro histologické preparaty je
mozné zpracovat pomoci tradi¢niho zaliti do parafinu, nebo pomoci pryskyfice (resinu), kterd
nabizi excelentni morfologii studované tkané. Pro zaliti do pryskyfice je praktické pouzit
néktery z komeréné dostupnych kit (JB-4 Embedding Kit, Sigma-Aldrich, USA) podle
standardniho protokolu (Sullivan-Brown, 2011). Gondady jsou odvodnény v etanolové sérii,
rozdéleny na fragmenty a inkubovany v infiltracnim médiu, poté vlozeny do forem a zality
pryskytici. Histologické fezy jsou krajeny na rutinnim mikrotomu s vhodnym noZzem na
tloustku 5 um. NataZené fezy jsou barveny v hematoxylinu a eosinu, prevedeny etanolovou
fadu do xylenu a nasledné ,montovany” vhodnym médiem podle standardniho protokolu
(Sullivan-Brown a kol., 2011) do podoby trvalych histologickych preparatt k dokumentaci pfi
prohlizeni pod mikroskopem.

Histologickému vySetfeni byli pfi nasi experimentalni praci podrobeni sterilizovani jedinci
karasa (20 kus(l) a bézni jedinci karasa (4 kusy) jako kontrola, a to jako ryby ve véku 2 let. U
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ryb z kontrolni skupiny bylo fenotypové uréovano pohlavi — ovaridlni tkan byla u
sterilizovanych fenotypovych samic méné kompaktni nez u sterilizovanych fenotypovych
samcU (Obr. 12). Sterilni fenotypovi samci méli vyrazné uzsi a bélejsi gonady ve srovnani se
sterilizovanymi samicemi. U 6 jedincli oSetfenych MO pak nebylo mozné fenotypové pohlavi

urcit. U ryb z kontrolni skupiny pak bylo moiné pozorovat gonddy vyvijejici se normalnim
zplGsobem.
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Obr. 12. Vyvoj gonad u jedincl karasa po oSetfeni genovym konck-downem pomoci MO. A) sterilni
karas identifikovany jako samice podle Sirsi a ¢astecné priihledné gonady, B) histologicky ez zobrazujici
ovarialni dutinu (¢ernd Sipka) spojenou s bfisni sténou (Cervené Sipky), C) fez ovariem sterilizované
samice, D) sterilizovany karas identifikovany jako samec podle bilych netransparentnich gonad
trubicovitého tvaru, E) histologicky fez zobrazujici samci gonadu pevné prichycenou k bfisni sténé
(Cerné Sipky), F) nedostatecné vyvinuta gonada postradajici spermie (¢erné sSipky). G) samec z kontrolni
skupiny s vyvinutym testes, H) a I) histologické rfezy gonady samce z kontrolni skupiny, ¢erné Sipky
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znazornuji lumeny naplnéné spermiemi, J) samice z kontrolni skupiny s vyvinutymi ovarii, K a L)
histologické fezy gonady samice z kontrolni skupiny obsahujici oocyty v primarnim rlstové fazi a
kortikalni alveoly znazornéné cernymi Sipkami. Méritko na snimcich A, D, G, J—1 cm; B, E 0,5 mm; C,
F, I, L, K-50um, H-0,5 mm (Foto: R: Franék).

4.8 Reprodukce chimér

Pro dozravani gamet a dosaZeni Uspésné reprodukce karasa je nutné v pribéhu odchovu
generacni ryby vystavovat fluktuaci teploty i fotoperiody, aby bylo nasimulovano pfekondvani
zimniho obdobi pfirozeného odchovu. Dale je pak nutné umélou reprodukci indukovat injekci
hypofyzy. V pfipadé reprodukce jedincll po transplantaci zarodeénych bunék byla teplota vody
v odchovném systému sniZzovana postupnym zpUsobem aZ na 8 °C a pfi této teploté byly ryby
drZzeny minimadlné 6 tydn(, poté byla postupné teplota zvySovana az na 21 °C. Soubézné byla
zkracovana fotoperioda az na 8 hodin svétla denné, poté byla znovu fotoperioda prodluzovana
az na 14 hodin béhem zvySovani teploty odchovu.

Umélou reprodukci chimér a kontrolni skupiny ryb je nutné indukovat opakovanou
intraperitonealni injekci suspenze kapti hypofyzy (0,5 a 2,5 mg na kg télesné hmotnosti) s
rozestupem 12 h mezi aplikacemi. Ovulaci nebo spermiaci je vhodné zjistovat 12 h po podani
druhé davky hypofyzy.

V nasem experimentu bylo sperma odebirdno 24 h po injikaci pomoci 1 ml pipety a pfeneseno
do 1,5 ml zkumavek a skladovdno na Supinkovém ledu. Samci vétSinou po prvni davce
hypofyzy vykazovali znamky treci vyrazky (Obr. 13). U kazdého samce produkujiciho spermie
byl objem ziskaného spermatu méren pipetou a po naredéni v imobilizacnim roztoku byla
uréovana koncentrace spermii pomoci Blrkerovy pocitaci komUrky pro urceni reprodukénich
parametrd chimér a porovnani's jedinci kontrolni skupiny. Jikry byly v pfipadé uspésné ovulace
odebirany do 50 ml zkumavek (Obr. 14) od vSech chimér i ryb z kontrolni skupiny a skladovany
pfi 10 °C v laboratornim inkubatoru do doby oplozeni.

24



Obr. 13.: Treci vyrazka na skrelich chiméry samciho pohlavi — samec uvoliujici sperma po indukci
reprodukce pomoci kapfi hypofyzy (Foto: V. Kaspar).

Obr. 14.: Ziskavani jiker od chiméry - samice uvolnujici jikry po indukci reprodukce pomoci kapfi
hypofyzy (Foto: V. Kaspar).
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V reprodukéni sezoné 2019 bylo sperma uspésné ziskano od 25 chimérnich mli¢akd (GC M1 —
GC M25) ve véku 24 mésicu. Genotypovani pomoci druhové specifickych oligonukleotidd (viz
kapitola 4.9) pozdéji odhalilo pfitomnost DNA kapra u vSech analyzovanych vzorkd, zatimco
amplikony specifické pro karasa detekovany nebyly. Tudiz chiméry produkovaly pouze gamety
darce — kapra obecného. Dvé chiméry samiciho pohlavi ve véku 24 mésici ovulovaly malé
mnozstvi jiker (GC F1 cca 240 jiker, GC F2 priblizné 360 jiker), jejichz oplozeni nebylo pfili$
efektivni (oplozenost F1 25% jiker a 31,9 % jiker u F2). Vyvoj oplozenych jiker byl navic
opozdény a proto byla inkubace ukonéena a embrya byla fixovana pro dalsi analyzy. Produkce
kapra pomoci nahradniho rodi¢e nebyla v roce 2019 pomoci nahradnich rodi¢i ve véku 28
mésicl Uspésnad, vSechna fixovana embrya (N=123) vSak byla pozdéji genotypovanim pomoci
druhové specifickych primerd (viz. kapitola 3.9) identifikovana jako kapfi.

Béhem druhé reprodukce chimér v roce 2020 byly gamety ziskany od 23 samct (GC M1 — GC
M25) a 8 samic (GC F1 - GCF8) ve véku 36 mésicli. U vétsSiny jedincl bylo v této sezoné
pozorovano typické reprodukéni chovani a u samcl se na skrelich vyvinuly zcela jasné znamky
treci vyrazky (Obr. 12). Celkové vysledky reprodukce jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab.
1).

Tab. 1.: Dosazené vysledky reprodukce — pocty reprodukovanych chimér ve véku 28 a 36 mésicu.

Rok reprodukce Chiméry
Ryb celkem (n Nereprodukované (n, %
y (n) Samci (n, %) Samice (n, %) produkov (n, %)
Reprodukce 2019 72 25 (33%) 2 (3%) 45 (62%)
Reprodukce 2020 71 23 (32%) 8 (11%) 40 (56%)

Reprodukce chimér v roce 2020 probihala soubézné s provozni reprodukci béznych jedincu
karasa a provoznim vytérem kapra tak, aby bylo mozné gamety kapra pouzit ke kontrolnimu
oplozeni nebo mezidruhovému ktizeni. V roce 2020 se podatilo ziskat i jikry od chimér a bylo
podle kombinaci rodi¢ovskych druh(i provedeno nékolik typl oplozeni. Malé porce ziskanych
jiker od chimér GC F1, GC F2 a GC F3 byly jednotlivé oplodnény spermatem ziskanym od
chimér (n=5), které produkovaly sperma uz v ptrechozim roce a byly identifikovany jako jedinci
produkujici vyhradné sperma donora (kapra). Vedle toho byly gamety téchto chimér
oplozovany spermatem ziskanym od nékolika jedinct kapra (CC mix). Naopak jikry ziskané od
2 jikernacdek kapra (CC1 a CC2) byly oplozovany spermatem ovérenych chimér (GC1-GC5) a
jednotlivymi mli¢dky kapra (GC6-23) a provedeno bylo i kontrolni oplozeni s gametami karasa
(GF1 — GF3 x GF mix). Oplozeni bylo realizovano na Petriho miskach, po pfilepeni jiker byly tyto
misky preneseny do experimentalniho inkubatoru s cirkulujici vodou o teploté 21 °C (Obr. 3) a
zde probéhlo vykuleni a rozplavani plidku. Zaznamenané reprodukéni charakteristiky samic
jsou sumarizovany v tabulce (Tab.2).
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Tab. 2: Reprodukéni charakteristika ryb — samic chimér (GC1-3), kapra (CC1-3) a karasa (GF1-3). Index
* zvyraznuje statisticky vyznamné rozdily mezi druhy (GC x CC x GF).

Relativni plodnost — Absolutni .

ocet jiker/hmotnost plodnost — Hmotnost jedince

P n) pocet jiker (g)

(n)

GC1 56 12838 230
GC2 48 4075 85
GC3 33 3610 110
cc1 128* 338257* 2640
cc2 85* 264043* 3110
Ccc3 86* 309502* 3600
GF1 62 7464 120
GF2 70 6086 87
GF3 56 8345 150

V pribéhu inkubace byla sledovana uroven oplozenosti (v prlibéhu stadia blastuly), preZiti
v o¢nich bodech (3 dny po oplozeni) a lihnivost plidku z celkového poctu oplodnénych jiker.
Jikry jednotlivych jikernacek chimér po oplozeni spermatem mlicakd ze stejné skupiny
vykazovaly vysokou uroven oplozenosti (78,5+12,8% - 96,7+3,4%), zastoupeni jiker v ocnich
bodech (74,2+12,1% - 94,3+3,8%). Zaznamenavan byl i podil rozplavaného plidku (17,1+11%
—66,419,1%). Jikry chimér (GC1-GC3) pak byly oplozovany i spermatem ziskanym od mlicakud
kapra (CC mix) a zjiSténa byla znovu relativné vysoka uroven oplozeni (65,7-98,1%), zastoupeni
jiker v oc¢nich bodech (40-90,5%) a rozplavani pliddku (17,1-82%). Sperma jednotlivych
chimérnich samcu pak bylo pouZito k oplozeni jiker kapra znovu byla zaznamenana vysoka
uroven oplozenosti (94,8+3,7%), zastoupeni jiker v o€nich bodech (93,2+4,2%) a rozplavani
plidku (84,9+6,5%) — viz. Graf 3.
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Graf 3.: Vysledky reprodukce ryb ve véku 36 mésicll - oplozenost, zastoupeni jiker v o¢nich bodech a
lihnivost jiker chimér (GC1, GC2, GC3), kapra (CC1, CC2) a karasa (GF1, GF2, GF3) pfi oplozeni
spermatem chimér (GC 1-5, GC6-23), kapra (CC mix) a karasa (GF mix).

Vysledky oplozeni ukdzaly, Ze transplantaci zarode¢nych bunék kapra (spermatogonii) do
sedmidennich larev karasa lze ziskat chiméry produkujici zcela funkéni gamety. Celkem se
podatilo reprodukovat 43% jedincli po transplantaci zarodecnych bunék, pficemz 11% tvorily
samice a 32% samci. Zaznamenana vysokd Uroven oplozenosti pfi vzajemném kfizeni chimér
pak potvrdila pouZitelnost této strategie pro dalsi aplikace.

Jednotlivé samice chimér podle analyzovanych dat produkovaly vyrazné vyssi pocet jikerv1lg
ve srovnani s béZznymi jedinci kapra, zaroven zaznamenané pocty jiker byly nizsi ve srovnani
s poctem jiker zaznamenanym u samic karasa z kontrolni skupiny (Graf 4). Relativni plodnost
kalkulovana jako pocet jiker na gram télesné hmotnosti generacni ryby se vyznamné nelisil
mezi chimérami a samicemi karasa z kontrolni skupiny, byl vSak znatelné nizsi nez relativni
plodnost samic kapra reprodukovanych pro experimentalni kfizeni a absolutni plodnost
vykazovala stejny trend (Tab. 2). Primér neoplozenych jiker chimér se pak vyrazné lisil od
praméru jiker kapra (Graf 5). Barva jiker ziskanych od chimér byla od naZloutlé aZz po
nazelenalou, coz odpovida normalnimu spektru barev jiker kapra a karasa (Obr. 15).
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Obr. 15:. Jikry chimér (A), kapra (B), kontrolnich jedincl karasa (C) pred oplozenim a vyvijejici se
embrya ve stddiu blastuly 4-5 hodin po oplozeni (zobrazeni ve svétlém poli), méfitko 2 mm. Grafika
prevzata z plvodni publikace Franék a kol. (2021).
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Graf 4.: Pocet jiker v 1 g urCovany u chimér (GC1, GC2, GC3), kapra (CC1, CC2, CC3) a karasa (GF1, GF2,
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Graf 5.: Primér jiker (um) uréovany u chimér (GC1, GC2, GC3), kapra (CC1, CC2, CC3) a karasa (GF1,
GF2, GF3). Uvadény jsou praméry hodnot + interval spolehlivosti a smérodatna odchylka hodnot.

Indexy znacené velkymi pismeny oznacuji rozdily mezi skupinami ryb (chiméra, kontrola kapr, kontrola
karas), indexy psané malymi pismeny pak oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi jedinci.
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Chiméry samciho pohlavi produkovaly vroce 2020 primérné 0,11+0,07 ml spermatu o
koncentraci 10,7x10°+3,7x10® v pul. V porovnani s kontrolnimi jedinci karast nebyly
zaznamendny zadné statisticky vyznamné rozdily v koncentraci spermii nebo relativni produkci
spermii na 1 g télesné hmotnosti. Celkovy objem spermatu byl u chimér o tfetinu nizsi nez u
jedincl stejného druhu z kontrolni skupiny a pfiblizné 50x nizsi nez objem ziskany od tfech
jedincl kapra pouzitych pro experimentalni kfizeni.

Sperma 3 jedincl z kazdé skupiny - chimér, karasu z kontrolni skupiny a tfi jedinc( kapra bylo
vzorkovano pro skenovaci elektronovou skenovaci mikroskopii (SEM). Sperma bylo nejprve
nafedéno imobilizaénim roztokem Kurokura 180 a poté fixovano v 2,5% glutaraldehydu v PBS,
poté fixovany pomoci 4% oxidu osmicelého, promyto v PBS, dehydratovano acetonovou sérii
a vysuseno pomoci Pelco CPD2, pfichyceno na kovovou sitku a potazeno zlatem pomoci E5100
(Polaron Equipment). Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie SEM byla sledovana
morfologie spermii a ukdzalo se, Ze nékteré charakteristiky spermii jako naptiklad délka
hlavicky spermii nebo jeji Sitka vykazovaly u spermii ziskanych od chimér znacnou variabilitu.
Nicméné, spermie jednotlivych druhl se statisticky vyznamné nelisily v téchto sledovanych
parametrech. Oproti tomu délka biciku spermii ziskanych od chimér a délka biciku spermii
kapra se statisticky vyznamné liSily od délky bic¢iku spermii karasa. Pomoci SEM nebyly
zaznamendny zadné abnormality spermii jako abnormadlné tvarované hlavicky spermii nebo
dvoubicikaté spermie u zddné z chimér ani kontrolnich jedinc( karasa ¢i kapra.

Obr. 16.: Dokumentace preparatl ze SEM — spermie chimér (A), kapra (B) a karasa (C). Méfitko v rohu
grafiky 10 um. Grafika pfevzata z plvodni publikace Franék a kol., 2021.
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Graf 7. Délka biciku spermie (um) urcovand u chimér (CH1, CH2, CH3), kapra (CC1, CC2, CC3) a karasa
(GF1, GF2, GF3). Uvadény jsou priméry hodnot + interval spolehlivosti a smérodatna odchylka hodnot.

Indexy znacené velkymi pismeny oznacuji rozdily mezi skupinami ryb, indexy psané malymi pismeny
pak oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi jedinci.
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4.9 Urceni druhové prislusnosti

Pro ovéreni efektivity transplantace zarodecnych bunék je mozné vyuzit genotypovani pomoci
druhové specifickych primer(. Genomovou DNA je mozné izolovat nékterou z béznych metod,
nejlépe s pomoci nékterého z komeréné dostupnych kitl. Pro zpracovani této metodiky a
vyhodnoceni realizovanych experimentl byla genomova DNA ze spermii, larev nebo Ustfizku
ploutve ryb izolovdna pomoci kitu PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), druhové
specifické primery pro PCR amplifikaci byly navrieny pomoci nastroje Primer-Blast NCBI.
Primery byly validovany jako druhové specifické ovéfenim s DNA jednotlivych druh.

Pomoci téchto primer( (Tab. 3.) je moZné genotypovat vzorky z gonad nebo spermatu
ziskaného od karast po transplantaci zarodeénych bunék a plldek z experimentalnich
oplozeni chimér. NejsnazSim zplsobem genotypovani je PCR amplifikace vyuZivajici PPP
master mix (TopBio, CR) skladajici se z 30 cykl opakujicich 94 °C po dobu 30's, 58 °C po dobu
30sa72 °Cpo dobu 30 s a nasledné elektroforetické déleni PCR produktd na 2% agarosovém
gelu s vizualizaci pomoci UV iluminatoru.

Tab. 3.: Popis druhové specifickych primerU pro uréeni druhové prislusnosti.

Forward primer 5°-3 Délka PCR
Druh - gen GenBank ID produktu
Reverse primer 5°-3’ (bp)
Kaor - binati F: CTGTGGTAGCAGAGCGGAAA
apr - recompination KJ474764.1 97
activating protein 1 {C-rag1) R: CCTGTCCCCCGGAATAAGAAC
Karas - recombination F: GTTCTTCTTCCGAGGCACAGG
activating protein 1 (GF- DQ196519.1 123
rag1) R: TTCTGAGACGCTTCAGCTCG
Karas- cytochrome b F: CATTGCCCGGGGCCTATATT
EF055472.1 175
(GF-cytb) R: GTATGGCACGGCGGATAGAA

Pti vyhodnoceni naSich experimentl genotypovani pomoci druhové specifickych primert
zacilené na Cytochrome b a recombination activating protein 1 ukazalo, Ze DNA izolovana ze
spermatu chimér produkovala PCR produkty pouze s primery specifickymi pro geny kapra,
nikoliv s primery specifickymi pro geny karasa.

Pozdéjsi analyza potomstva z kazdého vzajemného kfiZzeni chimér pak stejnym zpUsobem
potvrdila, Ze potomstvem jsou kapfi, jelikoZz DNA izolovana z jedincl vzniklych timto kfizenim
znovu produkovala PCR produkty pouze s primery specifickymi pro geny kapra. Z kazdé
kombinace ktizeni chimér bylo genotypovano 10 jedinc(, celkem bylo genotypovano 421 kusu
pltdku.

Genotypovani jiker Ize provést na zakladé izolace RNA, napfiklad pomoci kitu PureLink RNA
Mini Kit. 1zolovanou RNA je nutné pouZit k reverzni transkripci na DNA, napfiklad s vyuZitim
kitu WizScript ™ RT FDmix (Wizbiosolutions, Jizni Korea). Ke genotypovani je pak mozné pouzit
druhové specifické primery (Tab. 4.) zacilené na gen ddx4 (vasa), ktery je povaZovan za marker
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zarodecnych bunék u obou druhl. PCR s témito primery by méla byt realizovana
prostfednictvim 30 cykl( opakujicich 94 °C po dobu 30's, 58 °C po dobu 30 s a 72 °C po dobu
30 sa PCR produkty by mély byt elektroforeticky déleny na 2% agarosovém gelu a
vizualizovany pomoci UV iluminatoru.

Tab. 4.: Popis druhové specifickych primerd pouZitych pro uréeni druhové pfislusnosti z transkriptu
RNA jiker.

Forward primer 5°-3° Délka PCR
Druh - gen GenBank ID produktu
Reverse primer 5°-3° (bp)
Kapr - DEAD box RNA F: CGGTGGTGAAGTTAATCGTCT
helicase Vasa mRNA (C- AF479820.2 214
vasa) R: ATCACCAGCAGTCGTCTTCC

F: TGGCCTCTCTGTCCACCTTC
Kapr — actin Beta XM_019089433.1 229
R: CCTTTCCAGTTTCCGCATCC

Karas - ATP-dependent RNA F: CATTGCCCGGGGCCTATATT
aras ependen XM_026273070.1 166
helicase DDX4 (GF-vasa) R: GTATGGCACGGCGGATAGAA

F: TGCAGAAAGAGATCACTTCCCT
Karas — actin Beta XM_026258408.1 233
R: TGAATCCTACTGCATGGCCA

V ramci optimalizace metodiky byly v roce 2020 ziskany jikry od celkem 8 chimér samiciho
pohlavi. Na zakladé reversni transkripce ziskana DNA byla polymerazovou retézovou reakci
amplifikovana s primery pro gen vasa a actin Beta obou druht a ukazalo se, PCR produkty byly
ziskdny pouze sprimery specifickymi pro kapra. Tim byl potvrzen plvod jiker
v transplantovanych zarodeénych burikach donora.
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4.10 Zhodnoceni efektivity metodiky

Po optimalizaci vSech dil¢ich krokd transplantace a UspéSném odchovu jedincG vzniklych
transplantaci se podafilo reprodukovat chiméry vzniklé transplantaci zarodecnych bunék
kapra do téla karasa. Zarodecné bunky z testes kapra Uspésné proliferovaly v téle karasa a ryby
ve véku 2 let produkovaly samci gamety, ve véku 3 let pak ryby produkovaly oplozeni schopné
gamety obou pohlavi.

Priblizné tretina karas( po transplantaci vyprodukovala gamety donora. Dfive ovéfend 40-60%
uspésnost transplantace testikuldarnich a ovaridlnich zarodecnych bunék odpovida nyni
zjisténému poméru dospélych chimér produkujicich potomstvo nalezici k druhu donora. Lze
tedy konstatovat, Ze Uspésnost transplantace 2-3 mésice po transplantaci poskytuje vcelku
spolehlivy odhad pocétu chimér produkujicich gamety v pozdéjsim véku a uspésSnost
transplantace urcovana podle proliferace znacenych bunék 2-3 mésice po transplantaci je
vhodnym indikatorem Uspésnosti pfi praktickém pouZiti transplantace zarodeénych bunék.
Karas zlaty jako hostitel transplantovanych bunék poskytuje vyhodu mensi délky téla a
hmotnosti (nejvétsi reprodukovana samice vazila 230 g, primérna hmotnost samcl v roce
2020 cinila 81 g) a diky tomu bylo moZné odchovdvat vSechny jedince po transplantaci v
kontrolovanych podminkach. Oproti pivodnimu predpokladu zkraceni generacéniho intervalu
a zkraceni produkce kapra obecného byla zaznamenana efektivni reprodukce karasa samiciho
pohlavi az ve véku 36 mésicli a vyznamného zkraceni reprodukéniho cyklu kapra obecného
pomoci transplantace zarodecnych bunék tak dosazeno nebylo. Ve véku 36 mésicli se podafilo
reprodukovat 43% jedincl a v ramci experimentdlniho kfizeni bylo dosaZzeno relativné vysoké
urovné oplozenosti a ziskana embrya byla pomoci molekularnich metod identifikovana jako
kapfi.
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5. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Tato metodika je detailnim popisem vSech postupl optimalizovanych pro transplantaci
zarodecnych bunék kapra do téla karasa a popisem metod reprodukce téchto jedincl za
Ucelem ziskani povodni populace darce zarodecnych kmenovych bunék. Kapr obecny je jednim
z nejdllezitéjsich druhl akvakultury a také dllezitym modelovym druhem, uplatnéni téchto
postupl vyraznym zplsobem rozSifuje moznosti zdkladniho i aplikovaného vyzkumu nebo
ochrany a uchovavani genovych zdroju.

Pro uchovani genovych zdroji nebo experimentdlnich linii in vitro se v sou¢asné dobé nabizi
predevsim uchovavani kryokonzerovavaného spermatu a pro kompletni obnovu téchto linii
z uchovavanych davek spermatu je pak potieba drzet ¢i néjakym zplsobem ziskat jedince
samiciho pohlavi. Transplantace zarodecnych bunék kapra do téla karasa predstavuje
alternativni zpisob uchovani genovych zdroji nebo experimentalnich linii in vivo, kdy dochazi
moznosti vyuZiti kapra jako modelového druhu a v kombinaci s kryokonzervaci zarodecnych
bunék i uchovavani genovych zdrojl in vitro.

6. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Kapr obecny je od roku 1996 zatazen do Ndarodniho programu konzervace a vyuzivani
genetickych zdrojl rostlin, zvifat a mikroorganism( vyznamnych pro vyZzivu a zemédélstvi.
Podle zdk. ¢. 154/2000 Sb. ve znéni dalSich predpist (plemendrského zakona) zarodecné
kmenové buriky splfuji definici genetického ZivocisSného zdroje, kterym mohou byt jedinci,
gamety, embrya a dals$i materidl. Pro tyto ucely Ize chapat prezentovanou metodiku jako
alternativni/doplrikovy postup pro naklddani s genovymi zdroji.

Predlozend metodika detailné popisuje veskeré postupy transplantace zdrodeénych bunék
kapra do juvenilnich jedincl karasa, odchov jedinct po transplantaci a zkusenosti s reprodukci
téchto jedincd. PouZitim postupl publikovanych v predkladané metodice Ize zefektivnit
procesy uchovavani genovych zdroju, Slechténi nebo vytvareni isogennich linii ryb.
Detailni popis manipulaénich a mikroinjikacnich technik poskytuje informace nutné pro dvahy
o vyuziti téchto technik v praxi.

Soucasnym problémem, ktery mlze omezit vyuZiti stavajicich genetickych zdroja ryb, stejné
jako novoslechténych a introdukovanych plemen ryb v rodi¢ovskych, prarodi¢ovskych,
testovacich a uZitkovych chovech na celém Gzemi CR, je vyskyt nebezpeénych nakaz ryb —u
kapra to jsou virové nakazy jako koi herpesvirdza (KHV), jarni virémie kapr( (SCV) nebo spava
nemoc koi kapr@i (KSD/CEV). Statni veterinarni sprava provadi od roku 1998 na Gzemi Ceské
republiky cileny dozor zaméreny na KHV, jehoZ cilem je sledovat vyskyt nakazy a v pripadé
vyskytu ucéinné nakazu tlumit. Pokud se onemocnéni v chovu prokaze, je nafizeno ryby utratit
a neSkodné odstranit, pficemZz nemusi jit pouze o infikovany druh, ale i o dalSi na misté
chované druhy jako potencialni prenasece. | pres snahu drzet genové zdroje ryb alespon ve
dvou chovech muzZe pfi vyhlaseni ohniska nakazy v jednom z chovi dojit k totalni likvidaci
genového zdroje nebo dalSich populace ryb, které jsou vysledkem Slechténi.

Uchovavani genovych zdrojli pomoci dfive popsané kryokonzervace zarodecnych bunék
(Franék a kol., 2021) spole¢né s postupem publikovanym v této metodice ma potencidl rozsifit
postupy uchovavani genovych zdrojd a jejich obnovy pomoci nahradniho rodicovstvi.
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7. EKONOMICKE ASPEKTY

V metodice popsané postupy je moziné v praxi aplikovat v pfipadé spoluprdce rybarského
podniku s instituci, ktera je vybavena odpovidajicim zplsobem pro transplantace zarodecnych
bunék, a v idealnim pfipadé i pro uchovavani zarode¢nych bunék v tekutém dusiku. VSechny
postupy byly optimalizovany s cilem snizit naklady na provedeni a dosdhnout dostatecné
efektivity. Naklady spojené s transplantaci zarodecnych bunék do nahradnich rodi¢d a odchov
nahradnich rodica za ucelem reprodukce a obnovy plvodni populace predstavuji jen zlomek
naklad(i spojenych se soustavnym udrzovanim linie zac¢lenéné do genovych zdrojl in situ nebo
zlomek ndkladl vynaloZenych na Slechténi pro produkci vyuzivané linie.

Transplantace zarodecnych bunék a reprodukce nahradnich rodict predstavuje v souhrnu
technologii naro¢nou nejen na vybaveni, ale i prostory pro odchov nahradnich rodi¢i a
nasledné ziskaného potomstva. Nutnost odpovidajiciho zazemi laboratofe (mikroskopické
vybaveni, injektor, mikromanipulator, centrifuga, inkubatory atd.) prakticky vyluc€uje realizaci
postupl samotnym rybarskym podnikem.

Technologie transplantace zarodecnych bunék nenahradi drzeni genovych zdrojl in situ, ma
vSak potencial rozsifit moznosti uchovavani genovych zdrojl in vitro a spolecné s uchovdvanim
zarodecnych bunék vtekutém dusiku mulze vyznamnym zplsobem rozsifit moZnosti
uchovavani genovych zdrojl, vysledkd Slechtitelské prace nebo populaci s potencidlem pro
dalsi Slechténi. VyuZiti zmrazovaného spermatu v pfipadé ztraty vyznamné populace ma totiz
velmi omezené uplatnéni. Vysledky nasich experimentl publikované v ramci této metodiky
vsak ukazuji, Ze produkce gamet kapra prostfednictvim zlatych karast je mozné dosdhnout po
3 letech odchovu nahradnich rodica. Uchovavani genovych zdroja, pro produkci dalezitych linii
nebo linii pro dalsi Slechténi formou odchovu tzv. ndhradnich rodi¢l tak predstavuje efektivni
zplsob uchovavani genovych zdrojli v kontrolovanych podminkach a jako alternativni postup
uchovavani genovych zdrojl mize ochranit ndklady v fadu statisict az miliond korun, doposud
vlozené do uchovavani genovych zdroji nebo Slechténi novych linii kapra.
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