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METODY STABILNI PRODUKCE DIPLOIDNICH GAMET POMOCI
NAHRADNICH RODICU PRO UCELY TRIPLOIDIZACE V AKVAKULTURE

Ryby produkované v akvakultufe jsou velmi vyznamnou komoditou, ktera
se zasadné podili na nasyceni lidstva. Akvakultura je stale nejrychleji rostoucim
odvétvim sektoru produkce potravin, tudiz pozice ryb jakozto zdroje Zivoc¢isnych
bilkovin, bude s rostouci lidskou populaci stale nabyvat na vyznamu (FAO,
2020).

Obecné je chov ryb v akvakulture podminén dostatkem znalosti o jejich
pozadavcich na fyzikaIni a chemické parametry prostfedi a znalostmi o vyZzivé
a prijmuti opatfeni, ktera zlepsuji vyuziti potencialu predkladaného krmiva.

Jednim z nastrojd pro zefektivnéni produkce ryb je kontrola pohlavniho
dospivani, ktera nabyva vyznamu u téch druhd, které jsou prfed dosazenim
trzni velikosti jiz plodni. V pfipadé dosazZeni retardace pohlavniho vyvoje ¢i
sterility Ize ocekavat zlepSeni ekonomiky chovu, jelikoz je predpokladano,
Zze energie v predkladaném krmivu je vyuzita na somaticky rGst a neni
Lplytvana” na tvorbu gamet a pfipadné i agresi spojenou s pohlavnim vyvojem
a nastupem pohlavniho chovani (Piferrer a kol., 2009; Taranger a kol., 2010).
Sterilni ryby zaroven predstavuji eliminaci rizika genetické kontaminace pfi
uniku z farmovych chovd do volnych vod, coz je aktualni napf. v klecovém
chovu lososa a vyuziti geneticky upravenych ryb, u kterych je zajisténi sterility
vyzadovano legislativou.

Jednim z nastroja pro produkci sterilnich ryb je indukce triploidie. Ryby
jsou obecné tolerantni k manipulacim s celymi sety chromozomd, jako je
polyploidie (Zhou a Gui, 2017) a uniparentalni dédi¢nost (Komen a Thorgaard,
2007; Franék a kol., 2019a), které mohou byt dosazeny relativné jednoduse
a protokoly pro vySe zminéné manipulace jsou pomérné podobné napfic
jednotlivymi druhy. Vétsina ryb ma vnéjsi oplozeni, coz zna¢né usnadnuje praci
s gametami a chromosomové manipulace (Tiwary a kol., 2004). Indukovany
triploid maze byt sterilni (Franék a kol., 2019b), nebo ma alespon do jisté miry
snizenou reprodukéni schopnost (Obr. 1). Tento jev je obecné pfic¢itan tomu,
Ze v pfipadé pritomnosti tfi sadek chromozom@ nemdze dojit k rovhomérné
segregaci lichého poc¢tu chromozom( v meiotické fazi gametogeneze (Felip
a kol., 2001). Nasledkem toho mohou byt gonady triploidd retardované
a celozivotné ve fazi raného vyvoje, pfipadné dochazi k ¢astec¢né produkci
gamet, které ale byvaji aneuploidni (maji nekompletni sady chromozom)
(Piferrer a kol., 2009; FlajShans a kol., 2010;). Nicméné je nutné zminit, ze
indukce triploidie neni univerzalnim feSenim pro vSechny druhy ryb za G4¢elem
kontroly sterility. Na pfikladu lina obecného (Linhart a kol., 2006) a tresky
obecné (Gadus morhua) (Feindel a kol., 2010) jiz bylo prokazano, Zze samci
produkuji rzné ploidni spermie, které mohou byt oplozenischopné stejné jako
normalni haploidni spermie produkované diploidnimi jedinci.
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Obr. 1. Vyvoj gondd u triploidniho a diploidniho jedince ddnia pruhovaného. A) Triploid,
lumen testes (oznaceno bilymi Sipkami) je prosty spermii. B) Diploid, v lumenu testes Ize
snadno nalézt spermie (oznaceno &ernymi Sipkami) (Foto: R. Franék).

Doposud byl potencidl uméle indukovanych triploidG oproti diploidim

ovéfen zejména u druhl vyuzivanych v akvakultufe. V juvenilnim véku maji
triploidi vyrovnané ¢i horsi rlstové vlastnosti nez diploidni kontrola. Rozdil
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METODY STABILNI PRODUKCE DIPLOIDNICH GAMET POMOCI
NAHRADNICH RODICU PRO UCELY TRIPLOIDIZACE V AKVAKULTURE

v rlstu lze pozorovat s pfichodem a dosazenim pohlavni dospélosti. Tyto
vysledky byly publikovany u nékolika druhd sladkovodnich i morskych ryb
vcéetné komercné vyznamnych, jako je losos atlantsky (Salmo salar), pstruh
duhovy (Oncorhynchus mykiss), siven americky (Salvenius fontinalis), tilapie
nilska (Oreochromis niloticus), lin obecny (Tinca tinca) a nékolika druhd
asijskych sumct (Piferrer a kol., 2009).

Stavajici metody pro indukci triploidie u ryb jsou zalozeny na skutecnosti,
Ze ovulované oocyty se nachazeji v metafazi ll., coz znamena, Ze uvnitf oocytu
se nachazi jadro i druhé poélové télisko. Meidza Il. je nasledné dokoncena
tésné po oplozeni spermii, kdy dochazi k Uplnému oddéleni jddra oocytu
a druhého poélového téliska. Nasledné spolu fuzuji dekondenzované samci
a samici prvojadro za vzniku diploidni zygoty (Nagahama a Yamashita, 2008 ;
Lubzens a kol., 2010). Mechanizmus indukce triploidie zasahuje do dokon¢ujici
se meidzy, konkrétné zplsobuje depolymerizaci tubulinovych vlaken déliciho
vieténka, kdy dochazi k zadrzeni druhého pélového téliska. Vysledkem je
diploidni jadro oocytu, které fuzuje s haploidni spermii a dava vzniknout
triploidni zygoté. Pro dosaZeni zadrzeni p6lového téliska je nutné pouzit Sok,
ktery vyuziva pfechodné zmény teploty (studeny ¢i teply Sok) (Peruzzi a kol.,
2007; Franék a kol., 2019b), tlakového Soku (FlajShans a kol., 1993) nebo
elektrického Soku (Hassan a kol., 2018). Po aplikaci Sokového oSetfeni Ize
predpokladat snizeni preziti embryi, které bude zaviset na presnosti provedeni
Soku, zkuSenosti pracovnikd, ale i kvalité gamet. Zaroven je nutné zminit, ze
v pfipadé aplikace chromozomovych manipulaci u ryb v produkénim méritku
pro Ucely akvakultury zna¢né nardsta celkova naro¢nost procesu z ddvodu
nutnosti oSetfit velké mnozstvi embryi. Tudiz je v praxi pomérné obtizné
stabilné produkovat polyploidni ryby, jelikoz mira Uspésnosti a preziti se mize
mezi jednotlivymi vytéry velmi lisit.

Dalsi moznosti pro indukci triploidie je kfizeni tetraploidnich jedinc(, ktefi
produkuji diploidni gamety s normalnimi diploidnimi jedinci s haploidnimi
gametami za vzniku triploidd bez nutnosti zasah( do raného embryonalniho
vyvoje, coz by Cinilo tuto metodu efektivnéjsi z hlediska preziti, ale i méné
pracnou v porovnani s umélou indukci triploidie. Zaroven se pravdépodobné
vyrovna rlstovy potencial mezi diploidy a triploidy v juvenilnim obdobi a mize
dojit k markantnéjsimu rozdilu rdstu po dosazeni pohlavni dospélosti. Indukce
tetraploidie je zalozena na podobném principu jako triploidie, kdy jsou v ramci
prvniho ¢&i druhého mitotického déleni aplikovany fyzikalni Soky, které brani
rozchodu duplikovanych sad chromozom( a vznika embryo, ktera ma ctyfi
sady chromozomu (Flajshans a kol., 1993). Teoreticky je mozné tetraploidii
indukovat u vétsiny druht ryb, nicméné v porovnani s indukci triploidie je preziti



tetraploidd drasticky nizsi a nezfidka kdy dochazi k tomu, ze uméle indukovani
tetraploidi jsou nezivotni (Herbst, 2002). Zarover Ize predpokladat, ze umélé
zdvojnasobeni sadek chromozom( predstavuje spiSe nevyhody, jelikoz mimo
jiné dochazi k destabilizaci genové exprese, ale i dals$im negativnim vlivim na
epigenetické Urovni (Piferrer a kol., 2009). Dle udajd z literatury je Uspésna
reprodukce tetraploidl pro indukci triploidie popsana pouze u pstruha
duhového (Chourrout a kol., 1986; Blanc a kol., 1987), coz dokumentuje
obtiznou aplikaci tohoto pfistupu u ryb. Odlisna situace je u Ustfic a dalsich
komer¢né vyznamnych mlzd, ktefi jsou k indukci tetraploidie mnohem vice
tolerantni a Ize je v produkénim méfitku vyuzivat pro produkci triploida (Piferrer
a kol., 2009).

Alternativou, ktera by potencialné mohla vést k produkci triploidd, je
pouziti mezidruhové hybridizace na pftikladu kaprovitych ryb, kdy v ramci
jednotlivych generaci dochazi k vystépeni rGzné ploidnich mezidruhovych
hybridd, a ve vysledku Ize dosahnout produkce jedincd, ktefi jsou tetraploidni
a produkuji diploidni gamety nebo jsou diploidni a produkuji neredukované
gamety. Tato strategie je nicméné extrémné ¢asové naroc¢na (potreba nékolika
genera¢niho kfizeni), zaroven nefesi problematiku, jak produkovat Ccisty
triploidni druh. Zaroven Ize ocekavat i ur¢itou nestabilitu fenotypu pravé
z dlvodu kombinace dvou a vice druhd v produkci kfizencd (S. Wang a kol.,
2019; Y. Wang a kol., 2019). Schopnost produkce neredukovanych gamet (tzn.
majici stejnou ploidii jako somatické buriky), pfipadné gamet z pfirozené se
vyskytujicich tetraploidnich jedincd u piskofe dalnovychodniho (Misgurnus
anguillicaudatus) (Arai a kol., 1993; Li a kol., 2012; Arai a Fujimoto, 2013),
Ize taktéz zminit jako potencialni moznost pro indukci triploidie. Nicméné je
zfejmé, Ze ve vySe zminénych pfipadech se jedna o mimoradné vyjimky, které
nejsou Siroce aplikovatelné pro ostatni druhy ryb.

V ramci prezentované technologie jsme popsali a ovéfrili alternativni postup
pro triploidizaci v akvakultufe, ktery vyuziva transplantace tetraploidnich
zarode¢nych kmenovych bunék do diploidnich recipientd, ktefi po dosazeni
pohlavni dospélosti produkuji diploidni spermie. Ty jsou pouzity pro oplozeni
normalnich haploidnich oocytd za vzniku triploidnich jedincl. Zarodecné
kmenové burky jsou unikatni populaci bunék, ktera vznika v prbéhu raného
embryonalniho vyvoje jako primordialni gonocyty (Starz-Gaiano a Lehmann,
2001). Tyto bunky jsou specifikovany materidlnimi determinanty a nasledné
podstupuji migraci do genitdlni ryhy (misto zalozeni budouci gonady), kde
nasledné proliferuji, diferencuji se v samd¢i (spermatogonidlni kmenové
bunky) ¢i samici (oogonidlni kmenové bunky) zarode¢né buriky a produku;ji
gamety (Hashimoto a kol., 2004). Prvné byla mozZnost izolace a transplantace
zarodec¢nych bunék do tél recipientl popsana u savcl (mysi), kde recipienti
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po dosazeni pohlavni dospélosti, produkovali gamety darce (Brinster
a Zimmermann, 1994). Nasledné byl tento biotechnologicky pfistup aplikovan
u ryb, kdy byly transplantovany blastomery (Lin a kol., 1992; Kusuda a kol.,
2004), primordialni gonocyty (Takeuchi a kol., 2003; Saito a kol., 2010;
Kawakami a kol., 2012), spermatogonie a oogonie (Yoshizaki a kol., 2010;
Octavera a Yoshizaki, 2018; Franék a kol., 2019b,c,d).

Soucasné poznani v ramci nahradniho rodi¢ovstvi ryb umoziuje zefektivnit
tuto biotechnologii pouzitim mezidruhové transplantace. Tento pfistup mimo
jiné umoznuje indukovat nahradni rodi¢ovstvi prostfednictvim mensiho druhu
recipienta, ¢imz zaroven dojde ke zmenseni prostorovych narokd, jako tomu
muze napfiklad byt u jeseter(, kde jeseter maly (Acipenser ruthenus) muze byt
idealnim nahradnim rodi¢em pro velké druhy jeseterd, jako je napfiklad jeseter
sibifsky (Acipenser baerii) (PSeni¢ka a kol., 2016). Podobné je zamysleno
i o nahradnich rodic¢ich tufidka australského (Thunnus maccoyii), kdy je
cilem produkovat jeho gamety prostfednictvim mensich pfibuznych druha
(Yazawa a kol., 2013; Bar a kol., 2016). Dalsi aplikaci nahradniho rodic¢ovstvi je
transplantace zarodecnych bunék kapra obecného (Cyprinus carpio) do karasa
zlatého (Carassius auratus), ktery je mimo jiné odolny vici KOI herpes viru
(Franék a kol., 2019c,d). Samoziejmé Ize vyuzit i opacného schématu, kdy
zarodec¢né kmenové buriky mensiho druhu budou transplantovany do vétsiho
za Ucelem zvySeni produkce gamet, coz jiz bylo demonstrovano transplantaci
zarode¢nych bunék mezi lososem atlantskym a pstruhem duhovym (Hattori
akol., 2019).

2. CiL

Cilem prezentované technologie bylo popsat a ovéfit alternativni postup
pro triploidizaci v akvakultufe, ktery vyuziva rlznych metod transplantace
tetraploidnich zarode¢nych kmenovych bunék do diploidnich recipientd, za
Ucelem produkce diploidnich spermii pro ucely pfimé triploidizace. Postup
byl testovan na daniu pruhovaném (Danio rerio). U tohoto druhu neni mozné
produkovat zivotaschopné tetraploidni jedince (Herbst, 2002). To z dania
pruhovaného ¢ini idedlni organizmus pro demonstrovani proveditelnosti
metody produkce diploidnich gamet u jinak nezivotaschopnych ryb.

Popsany postup zahrnuje: 1) indukci tetraploidie u cilového druhu, 2) izolaci
tetraploidnich zarodec¢nych kmenovych bunék (z jinak nezivotaschopnych
tetraploidnich jedinct), 3) jejich transplantaci do nahradnich sterilnich, vysoce
Zivotaschopnych rodic¢l a 4) reprodukci nahradnich rodi¢d s kontrolnimi jedinci
za Ucelem produkce triploidd.
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3. MiSTO OVERENI TECHNOLOGIE

PredloZena technologie popisuje postup, ktery byl ovéfovan na Genetickém
rybarském centru Fakulty rybarstvi a ochrany vod Jihoceské univerzity ve
Vodnanech v Laboratofi zarode¢nych bunék v letech 2017-2019.

4. POPIS TECHNOLOGIE A VYSLEDKY

4.1. Generacni ryby

Pouzité linie dania pruhovaného byly ziskany z Veterinarni a farmaceutické
univerzity v Brné (AB linie), transgenni linie dania pruhovaného exprimujici
zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) pod kontrolou vasa (ddx4) genu (exprimovan
pouze v zarodecnych bunkach), byla zakoupena od Université de Liege, Belgie.
Jedinci dania duhového (Danio albolineatus) pouZiti pro produkci sterilnich
hybridd byli zakoupeni od lokalniho chovatele. Ryby byly drzeny v recirkula¢nim
systému, kde byla udrZzovana konstantni teplota 28,5 °C, pH 6,5-7, vodivost
~1 000 pS, fotoperioda 14: 10 (D : N) (Obr. 2). Ryby byly 2-3x denné krmeny
ad libitum suchou dietou formulovanou specialné pro dany druh a 1x denné
naupliemi Artemia sp.

Obr. 2. Recirkulaéni systém pro chov danii (Foto: R. Franék).
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4.2. Uméla reprodukce recipientt

Pohlavné dospéli netransgenni jedinci (vzdy jeden samec a jedna samice)
byli den pred vytérem umisténi do vytiracich komlrek o objemu 0,7 |
vybavenych roStem a délici prepazkou (Obr. 3). V den vytéru po zacatku
svételné casti fotoperiody byla odstranéna bariéra a ryby byly pozorovany
s cilem selektovat samice, které ovuluji jikry, aby nedochazelo ke zbytecné
manipulaci s neovulujicimi samicemi. Pfirozené oplozené jikry byly odebrany
aneprodlené injikovany (Obr. 4) antisense morholino oligonukleotidem (AMO)
tlumici expresi dead end genu (gen zodpovédny za migraci primordialnich
zarodecnych bunék) za ucelem sterilizace embryi. Pro kontrolu ispésné injikace
byla pfimichana fluorescen¢ni barva rhodamin dextran ve finalni koncentraci
1 % (Obr. 5). Sterilni kfizenci mezi samicemi dania pruhovaného a samci dania
duhového byli produkovani umélym oplozenim (Wong a kol.,, 2011). Samci
dania duhového byli uspani v 0,05 % roztoku MS222, mocopohlavni papila byla
osusena kapesnikem a spermie byly odebrany po jemné masazi brisni dutiny
do mikropipety. Odebrané sperma bylo kratkodobé uchovano v imobiliza¢nim
roztoku Kurokura 180 (1,052 g NaCl; 0,2 g KCI; 0,2 g CaCl, 2H,0; 0,2 g NaHCO,
rozpusténém ve 100 ml destilované vody). Ovulujici samice dania pruhovaného
byly taktéz uspany v 0,05% roztoku MS222, télo bylo mirné osuseno ajikry byly
ziskany mirnou masazi bfisnich partii (Obr. 6). Ziskané jikry (Obr. 7) byly jemné
promichany s odebranym spermatem, které bylo aktivovano pfidanim odstaté
vody o teploté 28,5 °C. Embrya dania pruhovaného oSetfend AMO a hybridni
embrya byla drzena do rozplavani (5. den po oplozeni) a nasledné byla krmena
kulturou trepky velké ad libitum.

A g5 — .

. .
| \ e

w1 > T—
e ol o T

Obr. 3. Vytiraci box pro reprodukci ddnia pruhovaného vybaveny prepdZkou
a vklddacim rostem zabrariujici konzumaci vytrenych jiker. A) Horni pohled, samec vievo,
samice vpravo. B) Celni pohled na vytiraci box, samec vlevo, samice vpravo (Foto: R.
Franék).
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Obr. 4. Stereomikroskop s mikromanipuldtorem a injektorem pro prdci s embryi -
mikroinjikace a transplantace bunék (Foto: R. Franék).

Obr. 5. Sterilizace embryi ddnia pruhovdéno pomoci mikroinjikace antisense morholino

oligonukleotidu proti dead end genu. A) Injikace mikrokapildrou do embrya ve stadiu
4 bunék. B, C) detekce uspésné mikroinjikace zaloZené na pozorovdni pozitivniho
fluorescencniho signdlu na DsRed kandlu (tekutina injikovand do Zloutku byla tuspésné
transportovdna to animdlniho pélu) (Foto: R. Franék).
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-

Lo 14 -
Obr. 6. 0dbér gamet ddnia pruhovaného pro in vitro oplozeni. A) Odbér spermii
pomoci mikrokapildry. B) Odbér jiker na Petriho misku (Foto: M. PSenicka).

Obr. 7. Odebrané oocyty z nékolika samic ddnia pruhovaného (cca 2 000 jiker) na
Petriho misce s navlhéenym kapesnikem proti zabrdnéni jejich vyschnuti pfi kratkodobém
uchovdni (Foto: R. Franék).
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4.3. Indukce tetraploidie

Pro indukci tetraploidie byly gamety ziskany z transgenni linie obdobnym
zpusobem, jako je uvedeno vySe pro produkci sterilnich hybridd. Po smiseni
gamet byly spermie aktivovany vodou o teploté 28,5 °C a umistény do
temperovaného inkubatoru pro udrzeni teploty. Tetraploidie byla indukovana
teplotnim Sokem v cirkulujici vodni lazni vybavené termostatem, pouzita
teplota lazné byla 41,2 £ 0,1 °C (Obr. 8). Pro optimalizaci indukce tetraploidie
byly testovany Soky v rozmezi 13-20 minut po oplozeni, vzdy po dobu
2 min. Teplotni Sokem oSetfend embrya (Obr. 9) byla 24 h po oplozeni
analyzovana pritokovou cytometrii. Jednotliva embrya byla umisténa do 1,5ml
mikrozkumavek a homogenizovana po pfidani pufru. Suspenze byla nasledné
filtrovana pres 30um filtr a barvena roztokem 4',6-diamidin-2-fenylindolem
(DAPI) a nasledné mérena oproti diploidni kontrole na pritokovém cytometru.
S ohledem na jiz znamou nezivotaschopnost uméle indukovanych tetraploid
dania pruhovaného (Herbst, 2002) a skute¢nost, Ze transplantace byly
provadény ze stadia blastuly (3-4 h po oplozeni) ¢i v prdbéhu somitogeneze
(20-24 h po oplozeni pfivyvojiv 24 °C), nebylo pro uréeni optimalniho Sokového
protokolu analyzovano preziti. Stadium blastuly je schopna dosahnout obvykle
nadpolovi¢nivétSina embryi oSetfenych Sokem (zjedné samice Ize fadové ziskat
nékolik stovek jiker), tudiz se nejedna o limitujici faktor. V pfipadé transplantace
jednotlivych primordialnich gonocytl je nutné predpokladat jiz vyznamnou
mortalitu, nicméné jedno embryo donora ma obvykle desitky primordialnich
gonocytd, tudiz i nékolik jedinct je postacujicich pro provedeni transplantace.
Cilem optimalizace protokolu pro teplotni Sok bylo pouze dosahnout co
nejvyssiho podilu tetraploidd. Na zakladé toho bylo identifikovano, Ze teplotni
Sok aplikovany 18 min po oplozeni byl nejefektivnéjsi, kdy nasledna analyza
pratokovou cytometrii ukazala nadpolovi¢ni (az 100% u jednotlivych samic)
podil tetraploidd u prezivsich embryi (Obr. 10).
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)

Obr. 8. Administrace teplotniho $oku pro indukci tetraploidie. A) Teplotni $ok je
proveden v recirkulujici Idzni s termostatem. B) Embrya jsou umisténa do sita, coz
umoZznuje snadnou manipulaci a rovnhomérnou expozici embryi v temperované ldzni
(Foto: R. Franék).
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Obr. 9. Vyvoj embryi pred a po teplotnim $oku. A) Embrya 1-2 min po oplozeni,
s nabobtnalym chorionem ale jesté bez vytvoreného animdlniho pdlu (prvni buriky),
snimek ze svétlého pole. B) Embrya ze snimku A z pouZité transgenni linie exprimujici
zeleny fluorescencni protein. Zeleny fluorescencni signdl je volné rozptylen ve Zloutku/
cytoplazmé. Snimek porizen s fluorescencnim filtrem GFP. C) Embrya po teplotnim Soku
za ucelem indukce tetraploidie, cernd Sipka oznaluje embryo s defektnim vyvojem
(rozdéleny animdlni pdl), bila Sipka oznacuje normdliné vyvijejiciho se embryo, snimek
pofizen ve svétlém poli. D) Embrya ze snimku C zachycend s fluorescencnim filtrem GFP.
Bily trojuhelnik oznacuje vegetativni pél (Zloutek), ze kterého byl veskery GFP signdl
mobilizovdn do animdliniho pélu oznaceného cernym trojuhelnikem (Foto: R. Franék).
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Obr. 10. Souhrnné vysledky méreni ploidie u 262ks embryi ddnia pruhovaného,
u kterych byl aplikovdn teplotni Sok 18 min po oplozeni, po dobu 2 min pri teploté
41,240,171 °C.

4.4. Transplantace zarodeénych kmenovych bunék

Tetraploidni jedinci produkovani optimalizovanym protokolem pro teplotni
Sok byli testovani jako donofi zarodec¢nych kmenovych bunék pro tfi rdzné
metody transplantace a dva druhy recipient. Pro manipulaci s embryi byly
pouzity nasledujici roztoky:

Ringertiv roztok pro dechorionaci

e 0,1 g trypsinu rozpustit v:

100 ml Ringerova roztoku

e 0,748 g NaCl

¢ 0,02 GKCl
« 0,026 g CaCl, 2H,0
. 0,024 g CH _NO.S (TAPS)

e Doplnit objem na 100 ml destilovanou vodou
e Pomoci 1M NaOH upravit pH na 8,3

Ringertiv roztok pro manipulaci s embryi
e 1,6 ml vaje¢ného bilku rozpustit do:
100 ml Ringerova roztoku

e 0,748 g NacCl

e 0,02GKCl
¢ 0,026 g CaCl 2H20
¢ 0,024 g CH,N,0,S (HEPES)
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e Doplnit objem na 100 ml destilovanou vodou
e Pomoci TM NaOH upravit pH na 7,3
Pozn. Oba Ringerova roztoky (bez trypsinu ¢i vaje¢ného bilku) Ize pfipravit
10x koncentrované, autoklavovat a uchovat v chladu (+4 °C) po dobu nékolika
tydnl az mésicd.

4.4.1. Transplantace blastomer

Tato metoda byla provedena dle Lin a kol. (1992) ¢i Saito a kol. (2010).
Pro transplantaci blastomer byla pfipravena sterilni embrya dania pruhovaného
a hybridl tak, aby byli ve stejném vyvojovém stadiu jako donofi (blastula =
cca 1 000 bunék). Embrya recipient a donord byla dechorionovana v 0,1%
roztoku trypsinu v Ringerové roztoku pufrovaném na pH 8,3. Po naruseni
chorionu byla embrya 3x Setrné promyta Ringerovym roztokem pufrovaném
na pH 7,3 s pfidavkem 1,6 % vaje¢ného bilku (pro inaktivaci trypsinu), aby
doslo k uvolnéni embryi z jikrnych obald. Transplantace blastomer byla
provedena pod binokularni lupou pomoci mikromanipulatoru a mikroinjektoru.
Blastomery z predpokladaného tetraploidniho embrya byly odebrany v misté
spodniho okraje blastodisku a nasledné transplantovany do recipienta do
pfiblizné stejného mista (Obr. 11). Obvykle bylo transplantovano 50-100
blastomer do jednoho recipienta. Transplantované chiméry zarodecné linie
(organizmus majici v téle zarode¢né bunky jiného jedince) byly prvnich 24 h
po transplantaci drzeny v Ringerové roztoku, druhy den byly pfemistény do 5x
fedéného Ringerova roztoku, od tfetiho dne byly drzeny v odstaté vodovodni
vodé. Preziti a Uspésnost transplantace byly pribézné monitorovany.

Obr. 11. Schématické zndzornéni postupu pro transplantaci blastomer. Blastomery
donora (vlevo) jsou nasdty ze spodniho okraje blastodisku do kapildry a ndsledné jsou
transplantovdny do priblizné stejného mista v recipientové (vpravo) blastule (Prevzato
a upraveno z Franék, 2019).
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4.4.2. Transplantace jednotlivych primordialnich gonocyta

Druhym zplGsobem transplantace byl transfer jednotlivych primordialnich
gonocytd z tetraploidnich embryi 24 h po oplozeni (Obr. 12) do recipientd
ve stadiu blastuly, jak jiz bylo popsano v Saito a kol. (2008, 2010). Podobné
jako v prfedchozim zplsobu byla embrya donor( a recipient dechorionovana.
Transplantace byla provedena pod fluorescenénim stereomikroskopem
s vyuzitim manudlniho manipulatoru a mikroinjektoru. Jednotlivé primordialni
gonocyty byly vypreparovany z tél embryi a nasaty do sklenéné mikrokapilary,
nasledné byly transplantovany do spodniho okraje blastodisku (1-4 primordialni
gonocyty). Chiméry zarodecné linie byly nasledné drzeny a o3etfovany stejnym
zpusobem, jako je uvedeno u transplantace blastomer.

Obr. 12. Embryo v optimdinim stadiu (10-12 somitii) pro transplantaci jednotlivych

primordidlnich gonocyti (oznacené bilymi trojuhelniky) (Foto: R. Franék).

4.4.3. Intraperitonealni transplantace blastomer

Tretim zpGsobem transplantace byla nova metoda, ktera byla vyvinuta pravé
na zakladé nizké uspésnosti transplantace blastomer a technicky naro¢nému
zpUsobu pro transplantacijednotlivych primordialnich gonocytd. Predpokladana
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tetraploidni embrya donort byla dechorionovana a buriky blastuly byly nasaty
do kapilary. Bunky byly transplantovany to téini dutiny recipientd ve stafi 7 dni
(Obr. 13). Obvykle byly buriky z jednoho donora rozdéleny do 2-3 recipientd.
Chiméry zarodecné linie byly nasledné drzeny a oSetfovany stejnym zplsobem,
jako je uvedeno u transplantace blastomer.

A

Obr. 13. |Intraperitonedini transplantace ze stadia blastuly do rozplavanych
recipientt. A) Dechorionovand embrya donora, snimek ze svétlého pole. B) Nasdti
blastomer donora do kapildry. C) Transplantace blastomer do télni dutiny recipienta. D)
Detail na transplantované blastomery v télni dutiné recipienta. Snimky B-C byly porizeny
s vyuzitim fluorescence a filtru DA/FI/TR (Foto: R. Franek).

Po transplantaci zarodecnych bunék bylo dosazeno rlzné Uspésnosti
indukce chimér zarodec¢né linie (jedinci s potvrzenou pritomnosti
transplantovanych zarodec¢nych bunék). V pripadé transplantace blastomer
pfedevsim tim, Ze cela manipulace byla provadéna ve velmi senzitivnim stadiu
vyvoje. To bylo dale komplikovano predchozi sterilizaci a pfitomnosti v zasadé
nezivotaschopnych tetraploidnich blastomer, které jsou transplantovany to
blastuly recipienta a Gcastni se vedle vyvoje gamet také vyvoje télnich bunék.
Vysledkem je tedy jedinec, ktery mize mit tetraploidni primordialni gonocyty,
ale zaroven dochazi k tomu, ze tetraploidni somatické buriky narusuji celkovy
vyvoj a tito jedinci byli z dlouhodobého hlediska nezivotni (Obr. 14).
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m

Obr. 14. Defektni vyvoj recipientii po transplantaci blastomer. A) Typické malformace
spojené s transplantaci bunék. B) Malformovand chiméra, bilé trojuhelniky znaci
transplantované buriky (zeleny signdl), které se nachdzi v hlavové oblasti a okoli oka.
Bild sipka oznacuje pocinajici deformaci ocasni &dsti. Cernd Sipka znaéi vznikajici edém
Zloutkového vdcku. Zachycené deformace jsou letdini (Foto: R. Franék).

Obr. 15. vysiedek uspésné transplantace primordidinich gonocytii do hybridniho

recipienta ve stadiu blastuly. A) Recipient 12 dni po oplozeni, bily obdélnik oznacuje
detailni zdbér. B) Detail na primordidlni gonocyty (oznacené bilymi trojuhelniky), které
se nachdzeji v korektni pozici genitdini ryhy (Foto: R. Franék).

Transplantace jednotlivych primordialnich gonocytld byla Uspésnéjsi
z hlediska preziti recipientq, jelikoz pfi tomto zptsobu transplantace nedochazi
k pfenosu a zaclenéni tetraploidnich somatickych bunék do téla (Obr. 15).
Pfitomny jsou pouze tetraploidni primordialni gonocyty, kdy Ize predpokladat,
Ze jejich pfitomnost nema negativni vliv na zivotaschopnost chimér zarode¢né
linie. Nicméné i presto dochazi k defektnimu vyvoji z divodu manipulace
béhem senzitivniho stadia vyvoje. Navic je nutné zminit vysokou naro¢nost této
metody pro provadéjici personal, ale i nizkou produktivitu, kdy Ize v rozmezi
optimalniho stadia recipienta (1 000-4 000 bunék) vyprodukovat maximalné
50 chimér zarode¢né linie. Zarovef je nutnd vybavenost fluorescencnim
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mikroskopem. Tato metoda je jasné znevyhodnéna nutnosti vizualizace
primordialnich gonocytd, kdy je nutné pouzit transgenni linii, coz by nasledné
vneslo komplikace do trzniho uplatnéni takto produkovanych triploidd.
Pfipadné je mozné primordialni gonocyty kratkodobé znacit pomoci uméle
vyrobené mRNA. | pres tyto komplikace bylo dosazeno produkce dospélych
a plodnych chimér u obou testovanych typ( recipientd.

Tab. 1. Vysledky tspésnosti riznych transplantacnich metod na indukci chimér
zdrodecné linie.

Metoda o Trans- Preiti (%) Produkce
trans-  Recipient Opakovani plantovano 5
plantace (ks) 24 hpt 7dpt dospélost 8amet (%)

. I 61 62,3 18,0 13,1 4,9

Banio 52 500 154 115 3,8

pruhované

BT M. 84 0 0 0 0
. 40 37,5 17,5 10 0

Hybrid Il 61 16,4 6,6 33 0

M. 32 65,6 31,3 21,9 0

Danio . 32 37,5 12,5 0,0 0
pruhované Il. 24 41,7 20,8 8,3 4,2

PGC . 21 66,7 47,6 28,6 9,5
Hybrid II. 19 57,9 31,6 21,1 10,5

M. 36 58,3 0 0 0

Dénio I 42 95,2 81 66,7 7,1
P BT pruhované II. 44 97,7 68,2 50,0 11,4
Hybrid . 28 71,4 35,7 14,3 0

Il. 40 825 475 30 0

Pozn.: BT - transplantace blastomer, PGC - transplantace jednotlivych primordialnich
gonocytd, IP BT - intraperitonedlni transplantace blastomer, 24 hpt - 24 hodin po
transplantaci, 7 dpt - 7 dni po transplantaci.

Posledni zplsob transplantace byl zdaleka nejefektivnéjsi, kdy bylo
dosahovano srovnatelného preziti s kontrolnimi jedinci. Tento jev byl
pravdépodobné dan tim, zZe tetraploidni bunky byly transplantovany
do robustnéjsich jedincq, ktefi jiz presli na exogenni vyzivu a dobfe snaseli
ianesteziinutnou projejich imobilizaci. Navic tato metoda nevyzaduje vizualizaci
transplantovanych bunék, jelikoZ je provedena jako neselektivni transplantace.
Z hlediska komplikaci je nutné zminit, Ze metoda méla velice nizkou efektivitu
indukce chimér u hybridnich recipientd, coz bylo pravdépodobné zapficinéno
imunitni reakci na transplantované buriky dania pruhovaného. Nicméné
v soucasné dobé je mozné vyuzit nékolik dostupnych zplsobd pro sterilizaci
recipient a obecné Ize predpokladat, Ze alogenni transplantace (u stejného
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druhu) bude mit vy3si efektivitu nez transplantace xenogenni (mezidruhova
transplantace) pravé z diivodu vlivu imunokompatibility.

V pripadé pouziti sterilnich recipientd dania pruhovaného se podafilo
odchovat dostate¢né mnozstvi chimér s vyvijejicimi se gonadami pro naslednou
reprodukci (Obr. 16 a 17).

2 mm

Obr. 16. Vyvoj gondd po intraperitonedini transplantaci blastomer. A) Oteviend
téIni dutina sterilizovaného jedince ddnia pruhovaného ve véku 2 mésicl, snimek ze
svétlého pole. B) Fluorescencni snimek s vyuZitim filtru DA/FI/TR, diky kterému je moZné
detekovat pozitivni signdl z kolonizované ¢dsti gonddy (oznaceno bilymi trojihelniky) na
zdkladé exprese zeleného fluorescenc¢niho proteinu. Bily obdélnik znaci detailni zabér na
&dst kolonizované gonddy C) (Foto: R. Franék).
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Obr. 17. Vyvoj testes dospélého jedince ddnia pruhovaného po intraperitonedini
transplantaci blastomer. A) oteviend télni dutina 5 mésict starého jedince, snimek

svétlého pole. B) Snimek jedince z obrdzku A porizeny na fluorescencnim kandlu
s vyuZitim filtru DA/FI/TR pro detekci kolonizované cdsti gonddy (oznaceno bilymi
trojuhelniky) (Foto: R. Franék).

4.5. Reprodukce chimér zarodecné linie

Prezivsi jedinci po transplantaci byli do véku 10-12 dni krmeni trepkou
velkou a do 1 mésice véku naupliemi Artemia sp. Poté byly ryby pfesunuty
do chovného systému a krmeny suchou dietou. Po dosazeni pohlavni
dospélosti (3-6 mésich) byli jedinci reprodukovani in vitro. V ptipadé sterilnich
recipientl dania pruhovaného se v3echny chiméry zarodecné linie vyvinuly
dania pruhovaného, ktera je mimo jiné silné ovlivnéna poctem primordialnich
gonocytd. Pri jejich depleci se ryby vyvijeji ve fenotypové samce (Slanchev
a kol., 2005; Liew a Orban, 2014; Tzung a kol., 2015). V pfipadé hybridnich
recipientl se vyvinulo nékolik ryb se samicimi znaky, nicméné u Zadné z chimér
nebylo dosazeno ovulace oocytl ani po opakovanych pokusech o reprodukci.

vy,

vvvvvv

kompatibilni s uméle indukovanymi tetraploidnimi gonocyty, které nejsou
schopny podstoupit gametogenezi.
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A

Obr. 18. Ilustracni snimky pouZitych jedinct pro reprodukci a jejich potomstva.

A) Samec ddnia pruhovaného. B) Samice ddnia pruhovaného. C) Samdi jedinec, ktery byl
sterilizovdan. D) Samec ddnia duhového. E) Hybridni potomek samice ddnia pruhovaného
a samce ddnia duhového, ktery je sterilni (Foto: R. Franék).

Pro ovéreni ploidie gamet chimér zarode¢né linie byli jedinci anestezovani
v 0,05% roztoku MS222 (tricain methansulfonat), mocopohlavni papila byla
jemné osusena a po stlaceni bfisni partie byly spermie odebrany mikropipetou
do imobiliza¢niho roztoku Kurokura 180. Spermie byly odebrany individualné od
kazdého samce. Pod svételnym mikroskopem vybavenym fazovym kontrastem
byla prvotné hodnocena pfitomnost spermii a moznost jejich aktivace vodou.
Vzorky motilnich spermii byly nasledné pouzity pro oplozeni normalnich
(haploidnich) oocytl. Ty byly ziskany z ovulujicich samic dania pruhovaného,
které byly pfipraveny k reprodukci stejnym zplsobem, jako je popsano
v bodu 4.2. Oocyty ziskané z 3-6 samic byly rozdéleny na pfiblizné stejné
dily a individualné oplozeny spermiemi ziskanymi z chimér. Vyvoj embryi byl
pribézné monitorovan a nasledné byla ovérena jejich ploidie pomoci pratokové
cytometrie popsané v bodu 4.3, kdy byla potvrzena pfitomnost triploidnich
jedincl. Pro potvrzeni produkce diploidnich spermii a vylou¢eni moznosti, ze
potomstvo vzniklo spontanni triploidizaci, byly znovu odebrany spermie od
selektovanych samcl chimér, které byly nasledné analyzovany préGtokovou
cytometrii oproti kontrolnim haploidnim spermiim. V pfipadé spermii ziskanych
z chimér zarodecné linie byl relativni obsah DNA pfiblizné dvojnasobny oproti
kontrole (Obr. 19), coZ potvrzuje moznost produkce diploidnich spermii
prostfednictvim nahradni reprodukce pro ucely pfimé triploidizace.
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Obr. 19. oOvéreni ploidie u experimentdinich ryb pomoci méFeni relativniho obsahu
DNA v burikdch pritokovou cytometrii. A) Kontrolni vzorek haploidnich spermii.
B) Kontrolni vzorek diploidni larvy. C) Triploidni jedinec vznikly kiizenim haploidniho
oocytu a diploidnich spermii ziskanych z chimér zdrodecné linie. D) Kontrolni smésny
vzorek haploidnich spermii (1n), kontrolniho diploidniho embrya (2n) a tetraploidniho
embrya po teplotnim soku (4n).

5. EKONOMICKY PRINOS

Cilem technologie byl popis produkce diploidnich gamet prostrednictvim
nahradnich rodi¢d. Touto cestou lze zavést produkci triploidnich ryb i na
pracovisté, kterd nemaji dostatecnou zkuSenost &i vybaveni pro aplikaci
Sokovych oSetfeni. S ohledem navycisleni ekonomického pfinosu lze odhadnout
Ze, vyuziti popsané technologie mlze v pocatcich znamenat Usporu v fadu
desetitisich korun. Nejzadsadnéjsim pfinosem predkladané technologie je ten,
Ze pro Ucely triploidizace neni nutné dalSich zasah( do embryonalniho vyvoje,
tudiz predpokladame stabilnéjsi vysledky v produkci triploidd. Zarover véfime,
Ze tuto technologii Ize aplikovat u druhl ryb, kde jsou uméle indukovani
tetraploidi nezivotni, a tudiZ je nejde pouzit pro pfimou produkci triploidd.
Chiméry zarodec¢né linie mohou byt opakované pouzity pro reprodukci,
jelikoz byly transplantovany zarode¢né kmenové bunky, které maji schopnost
sebeobnoveni. Nicméné jsme si védomi, Ze pfedkladana technologie vyuZzivajici
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nahradniho rodi¢ovstvi prostfednictvim transplantace zarode¢nych kmenovych
bunék je naro¢nd na expertizu provadéjicich pracovnik@. Na druhou stranu
predpokladame znacné urychleni procesu produkce triploidnich ryb, jelikoz je
pouze potfeba smisit gamety chimér (v naSem pfipadé spermie) s normalnimi
haploidnimi oocyty.

Diky pouziti triploidnich jedinch v akvakulture Ize ocekavat zlepSeni
ekonomického vysledku chovu, kdy energie krmiva je v porovnani s diploidnimi
jedinci investovana do vyvoje gonad v mensi mife.

6. UPLATNENI TECHNOLOGIE V PRAXI

Predlozeny postup byl aplikovan ve spolupraci pracovnikll Laboratofe
zarode¢nych bunék Fakulty rybafstvi a ochrany vod Jihoceské univerzity
v Ceskych Budéjovicich a Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno pro
produkci chimér zarodec¢né linie u jedincl dania pruhovaného, které byly
nasledné pouzity pro produkci triploidnich jedincl pro Ucely toxikologickych
testd. Zaroven probiha ovérovani popsaného postupu u lina obecného (Tinca
tinca), ktery bude moci byt aplikovan pro produkéni akvakulturu za Gc¢elem
produkce triploidnich obsadek.

Diky jiz znamé nezivotnosti uméle indukovanych tetraploidnich jedinca
dania pruhovaného, které bylo zvoleno jako model pro predkladanou
technologii, bylo jasné prokazano, ze samotna nezivotaschopnost je dana na
Urovni organizmu. Zivotaschopnost tetraploidnich zarode¢nych bunék byla
obnovena transplantaci do pIné zivotného diploidniho recipienta, ktery poskytl
vhodné prostredi pro gametogenezi a produkci diploidnich spermii. Diky tomu
si dovolujeme tvrdit, Ze pravé transplantaci tetraploidnich bunék Ize ,zachranit”
jejich zivotaschopnost, a tim padem Ize do budoucna pfedpokladat, ze bude
mozné produkovat diploidni gamety u druhl ryb, kde uméle indukovana
tetraploidie neni kompatibilni s Zivotaschopnosti a dosaZzeni pohlavni
dospélosti s naslednou produkci diploidnich gamet pro ucely triploidizaci.
Na zdkladé experimentd muizeme identifikovat metodu intraperitonealni
transplantace blastomer do rozplavanych recipientd jako nejvhodnéjsi pro
produkci diploidnich gamet z hlediska dosahovaného preziti, které nasobné
prekonava zbylé dvé testované metody. V pripadé transplantace blastomer
¢i jednotlivych primordialnich gonocytl je jako recipient pouzito embryo ve
stadiu blastuly, které je jedno z nejkriti¢téjsich pro vyvoj, kdy poruseni integrity
muze mit za nasledek nedokonc¢eni gastrulace, coz je vzdy letalni. Zaroven tato
metoda nevyzaduje pouziti transgennich jedinct ¢i jina dalsi znaceni bunék,
tudiz je proveditelnd s béznym vybavenim pro mikromanipulaci a nasledné
uvedeni takto produkovanych triploid( na trh je v souladu s legislativou CR.
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