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POSTUP TRANSPLANTACE ZARODECNYCH BUNEK KAPRA OBECNEHO A POSTUP
ODCHOVU A REPRODUKCE JEDINCU ZISKANYCH TOUTO TRANSPLANTACI PRO
POTREBY UCHOVANI GENOVYCH ZDROJU CI DALSI APLIKACE

1. CiL METODIKY

Cilem této metodiky je popsat postup nakladani se zarode¢nymi burnkami,
postup transplantace zarode¢nych bunék, postup odchovu a reprodukce
jedincl karasa po transplantaci zarode¢nych bunék a efektivitu reprodukce
téchto jedincd (chimér) jako alternativni pristup doposud pouzivanych metod
uchovavani genovych zdrojd kapra, zejména spolecné s kryokonzervaci
zarodecnych bunék, ktera 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 jedinct
karasa (Carassius auratus) ziskanych touto transplantaci pro potreby
uchovani genovych zdrojd ¢i dalsi aplikace - zejména dalsi experimentalni
¢innost v oblasti zakladniho ¢i aplikovaného vyzkumu. Detailné je popsana
metoda, jak pomoci techniky tzv. “ndhradniho rodicovstvi® ziskat gamety,
resp. populaci kapra na zakladé transplantace zarode¢nych kmenovych bunék
do sterilizovanych jedincd karasa, a reprodukce téchto jedinc. V metodice
je kladen d@raz na detailni popis vsech dil¢ich krokd transplantace a predani
zkuSenosti ziskanych bé&hem realizace celé fady experiment(. Metodika
detailnim popisuje zpiisobem samotny postup transplantace a také zkuSenosti
ziskané v ramci reprodukce vzniklych chimér nebo tzv. “nahradnich rodi¢d” -
jedincd, kterym byly do téla vlozeny zarodecné bunky jiného jedince.

Zvladnutim vsech dil¢ich krokd je mozné efektivnim zplsobem produkovat
jedince nesouci geneticky material darce, minimalizovat ztraty v pribéhu
odchovu ranych stadii i dalSiho odchovu a nasledné reprodukci nahradnich
rodic¢h ziskat jedince pGvodniho druhu.

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

Postupy uvadéné v této metodice mizeme v kratkosti sumarizovat takto:

Po usmrceni jedince kapra a dezinfekci téla je s maximalnim zfetelem
na neporuseni zazivaci traktu oteviena télni dutina a celd gonada je odebrana
asepticky. Tkan gonad obsahujici zarode¢né kmenové bunky je rozdélena



na mensi fragmenty, které jsou poté podrobeny enzymatické disociaci
na suspenzi bunék. Suspenze zarodecnych 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 mésicl jsou pak reprodukovani
a vzajemnym kfizenim téchto jedincl je ziskavana populace kapra odpovidajici
plvodu donora zarodec¢nych bunék.

3.0voD

Kapr obecny patii mezi nejstarsi domestikované druhy ryb na svété (Balon,
1995) a soucasna celosvétova roc¢ni produkce tohoto druhu v akvakulture
dosahuje trovné vice nez 4 miliony tun (FAO, 2020). Tato skute¢nost radi kapra
mezi nejvyznamnéjsi akvakulturné produkované druhy ryb. Podle dostupnych
statistik Rybarského sdruzeni CR produkce kapra v Ceské republice v posledni
dekadé vykazovala urovné 16 809-18 460t (Graf 1).

19 000
18 362 18460 18430

17 972 17 945
18 000 17833 17860
17 370
17 000 16 809
16 000 I
15 000

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Graf 1. Produkce kapra obecného v CR v obdobi 2012-2020 (data Rybdrského sdruzeni
CR).

Vedle produkéniho vyznamu ma tento druh i vyznam pro vyzkum. Vysoka
popularita kapra v oblasti zdkladniho a aplikovaného vyzkumu (Obr. 1) je
zapficinénajeho snadnou dostupnosti, vysokou plodnosti, externim oplozenim,
relativné rychlym vyvojem, snadnym odchovem v kontrolovanych podminkach



POSTUP TRANSPLANTACE ZARODECNYCH BUNEK KAPRA OBECNEHO A POSTUP
ODCHOVU A REPRODUKCE JEDINCU ZISKANYCH TOUTO TRANSPLANTACI PRO
POTREBY UCHOVANI GENOVYCH ZDROJU CI DALSI APLIKACE

i prostredi rybni¢ni akvakultury. Genom kapra byl publikovan v roce 2014 (Xu
a kol., 2014) a i dostupnost genomu kapra umoznila dalsi rozsifeni kapra jako
modelového druhu.
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Obr. 1. Vyznam a popularita kapra obecného v zdkladnim i aplikovanym vyzkumu. A)
Graf zndzorriuje ro¢ni pocty publikaci - klicové slovo “common carp” v databdzi Web of
Science mezi léty 2020 a 1997. B) Deset védnich obort s nejvétsim poctem publikaci
na kapra obecného.

Dlouhy proces domestikace napfi¢ Evropou a Asii, vysoka Urover produkce,
popularita tohoto druhu a Slechtitelskd prace vyustily v existenci celé rady
plemen a linii vyuZivanych v rybni¢ni akvakultufe. Prehled plemen a linii
chovanych v CR uvadi Pokorny a kol. (1995). Mimotadny vyznam jednotlivych
plemen tohoto druhu ved| k vytvofeni metod pro uchovani genovych zdrojd
zahrnujici odchov genera¢niho hejna (Flajshans a kol., 1999), metod ke studiu
jejich genetické variability (Crooijmans a kol., 1997; Kohlmann a kol., 2005;
Huldk a kol., 2010; Xu a kol., 2014) a vedl i k vytvoreni postupd pro uchovani
genovych zdroja ex situ prostfednictvim zmrazeného spermatu v kryobankach
(Lubzens a kol., 1997; Linhart a kol., 2000; Horvath a kol., 2007) Nicméné,
doposud vyvinuté a vyuzivané strategie konzervace genovych zdrojd in vitro
nelze povazovat za zcela plnohodnotné, jelikoz neni mozné uchovat samici
zdroje ex situ. Z tohoto ddvodu je do budoucna nutné u ryb uvazovat i nad
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zaclenénim alternativnich strategii, které vyuzivaji recentni biotechnologické
poznatky. Jako alternativa se nabizi vyuziti technik transplantace zarodec¢nych
bunék a idealné pak kombinace téchto technik s kryokonzervaci zarode¢nych
kmenovych bunék (Franék a kol., 2019a,b).

Pohlavné se rozmnozujici organizmy obsahuji dvé bunécéné linie -
somatické bunky a buriky zarodec¢né. Linie zarode¢nych bunék je zalozena
primordialnimi gonocyty, které tvofi tzv. zarode¢nou listu, do které migruji
z mista svého vzniku v priibéhu ontogenetického vyvoje. Primordialni gonocyty
nasledné proliferuji a zakladaji gonadu - pohlavné diferencuji v spermatogonie
¢i oogonie (Braat a kol., 1999; Yoshizaki a kol., 2002). Terminem zarodecna
burika je oznacovano jakékoliv stadium od primordidlniho gonocytu pres
spermatogonii/oogonii az po oplozeni schopnou spermii ¢i oocyt. Pro ucely
prenosu zarode¢nych bunék a vytvareni tzv. “nahradnich rodi¢d” nebo také
“chimér zarodecnych linii” (pfipadné i v kombinaci s kryokonzervaci) jsou cilem
buriky zachovavajici kmenovost - tj. embryonalni primordiadlni gonocyty nebo
spermatogonialni ¢i oogonidlni kmenové buriky. Spermatogonialni zarodecné
buriky jsou schopny na zakladé mitotického déleni produkovat dcefiné bunky
- spermatogonie typu A, diferenciovat se ve spermatogonie typu B a nasledné
produkovat spermatocyty, spermatidy a spermie (Schulz akol., 2010). Oogonie
jsou pak schopny proliferovat v premeiotické oocyty a projit vitelogenezi
a vytvofit funkéni oocyt. Jako transdiferenciace se pak oznacuje skutecnost,
kdy zarodec¢né buriky diferencuji v gonadu opacného pohlavi.

Transplantace spermatogonii byla poprvé provadéna u pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) a transplantované spermatogonie kolonizovaly
zarodec¢nou ryhu pfijemcad, byly schopny diferenciace ve funkéni spermie
ale i transdiferenciovat v oocyty (Okutsu a kol.,, 2006, 2007). Schopnost
transdiferenciace ustejného druhu byla sledovanaipozdéji, kdy transplantované
oogonie Uspésné proliferovaly po transplantaci do recipientd sam¢iho pohlavi
v spermatocyty a produkovaly spermie, které ale nesly DNA (vcetné pohlavni
chromozom() samice (Yoshizaki a kol.,, 2010). Produkce Zivotaschopnych
gamet byla dosazena v pfipadé mezidruhové transplantace zarodecnych 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 ctverzubcl (Ctverzubec rudoploutvy Takifugu rubripes
a Takifugu niphobles) (Hamasaki a kol., 2017).

PIné vyuziti technik transplantace zarodecnych kmenovych bunék pro
uchovani genovych zdrojl je mozné az po Uspésném zvladnuti a optimalizaci
postupl kryokonzervace, ovéreni efektivity vSech dil¢ich metod a dokonalém
zvladnuti odchovu nahradnich rodi¢d v kontrolovaném prostredi.

-10 -
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U kapra obecného byly nedavno vyvinuty a popsany techniky
kryokonzervace samcich (Franék a kol., 2019a) i samicich (Franék a kol.,
2019b) zarode¢nych bunék - resp. tkané gonad obsahujici zarodecné burky.
Byla sledovana i proliferace bunék izolovanych z kryokonzervované tkané
gonad po transplantaci do sterilnich jedincd karasa. Tato metodika navazuje
na realizované experimenty a popisuje transplantaci zarodecnych bunék
do juvenilnich jedincd karasa a zkuSenosti s odchovem a reprodukci takto
ziskanych jedincl. Optimalizace vSech postupl transplantace zarodecnych
bunék umoznuje nahradni rodicovstvi u ryb spojit s jejich zmrazovanim, kdy
nasledné vznika velice komplexni pristup s potencidlem pro akvakulturu,
management genetickych rezerv, ale i uchovanim cennych experimentalnich
linii. Vyvoj a nasledné zahrnuti technologii transferu zarode¢nych kmenovych
bunék ryb do programl uchovani genetickych zdrojd mdze znatelné snizit
riziko ztraty vzacnych linii ¢i druht v ddsledku samotného vyskytu ¢i nasledné
eradikace virovych nakaz, prirodnich katastrof, ale i nepredvidatelného selhani
chovatelskych technologii. Vytvareni chimér a téchto nahradnich rodi¢t druhu
mensiho télesného ramce Ize navic chapat jako Ucinnou metodu pro redukci
prostoru nutného pro drzeni Zivych genetickych rezerv nebo experimentalnich
linii.

Kapr obecny je do Narodniho programu konzervace a vyuzivani
genetickych zdrojd rostlin, zvifat a mikroorganizm0 vyznamnych pro vyZzivu
a zemédélstvi zarazen od roku 1996. Podle zak. ¢. 154/2000 Sb., ve znéni
dalSich predpist (plemenaiského zakona), zarode¢né kmenové bunky spliuji
definici genetického zivociSného zdroje, kterym mohou byt jedinci, gamety,
embrya a dalsi material. Genové zdroje ryb v akvakulturach jsou stabilizovany,
udrzovany 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 mikroorganizmu vyznamnych pro vyzivu a zemédélstvi
na obdobi 2018-2022 a aktudalné bézici Narodni program pfimo navazuje
na dvacet let ispésné trvajici programy ochrany genetickych zdrojd 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 zaméfuje na vzrlstajici potfebu hodnoceni
a charakterizace genetickych zdrojd, poznani genetické diverzity a identifikaci
zvlasté cennych genotypd, zejména jako donor( riznych znak resistence.

Genovézdrojerybjsouchovavanyinsituformoupermanentné obnovovanych
kmenovych hejn o velikosti 120 jedincd, kazdy druh ve dvou, maximalné tfech
kmenovych hejnech. Obnova kmenovych hejn se provadi vyhradné umélym
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vytérem pfi specifickych technicko-chovatelskych opatrenich, napf. inkubaci
jiker ve fyzicky oddéleném systému nebo v jiném c¢asovém obdobi, nez jsou
inkubovany jikry ur¢ené k produkci trznich ryb (FlajShans a kol., 2009). Vedle
uchovavani genovych zdrojd in situ po¢ita narodni program uchovavani
genovych zdrojl s in vitro uchovavanim zamrazenych davek spermatu (Graf 2).
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Graf 2. Pocty samcti a ddvek zamrazeného spermatu v genové bance (BV - Jihocesky
kapr $upinaty, PL - Pohorelicky lysec, C434 a C435 - syntetické linie, Te - Tel¢sky lysec, TS
- Treborisky $upind& C73 - Jihocesky kapr $upinaty, Zd-L - Zddrsky lysec, Zd-S - Zddrsky
Supindc, MV - Milevsky lysec, ML — Maridnskoldzerisky kapr Supinaty).

Genové zdroje ryb patfi mezi kulturni dédictvi, plemena zac¢lenéna mezi
genové zdroje jsou v3ak neustdle vyuzivana k produkci ryb k trznim Gcelim
a vyznamnym zplsobem se podili na celkové produkci akvakultury v Ceské
republice a pfedstavuji vyznamny zdroj pro dalsi Slechtitelskou praci. PGvodni
plemena kapra za¢lenéna mezi genové zdroje byla vsak v minulosti vyuzita i pro
vznik novoslechténcl - napfiklad Amurského lysce.

Nakladani s genovymi zdroji se fidi legislativou, jeji vy¢et uvadime v kapitole 8.
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4. VLASTNi METODIKA

4.1. Reprodukce karasa - priprava nahradnich rodic¢a

Pro ziskani vhodné populace nahradnich rodi¢l je nutné ziskat sterilni
jedince karasa (Carassius auratus). NejvhodnéjSim zpusobem ziskani
sterilnich jedincd je sterilizace pomoci genového knock-downu pomoci tzv.
morpholino oligonukleotidu mikroinjekci vpravovaného do oplozenych jiker.
V takovém pripadé 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') v0,2M KCl, jak bylo popsano dfive (Franék a kol., 2019a). MO je chemikalie,
ktera docasné inhibuje translaci RNA do proteinG. Pro uUcely sterilizace je
inhibovana translace dnd genu, ktery je zasadni pro migraci primordialnich
gonocytd.

Pri optimalizaci této metodiky bylo genera¢ni hejno karasa (Carassius
auratus) drzeno na lihni Genetického rybarského centra Fakulty rybarstvi
a ochrany vod v kontrolovanych podminkach a reprodukce byla indukovana
hormonalni stimulaci suspenzi kapfi hypofyzy podle standardnich
metod - stejné tak jako v pripadé predchozich experimentd zamérenych
na kryokonzervaci zarode¢nych bunék (Franék et al., 2019a,b). Reprodukce
generacnich ryb probihala v kvétnu, coz odpovida normalnim podminkam
rozmnozovani vétsiny kaprovitych ryb. Generacni ryby byly ziskany nakupem
od mistniho chovatele a byly drzeny ve Zlabu a kapacité 1 0001 s recirkulaci,
filtraci a kontrolou teploty. Genera¢ni ryby je vhodné reprodukovat v sezoné
pfirozené reprodukce, v pfipadé mimosezonniho vytéru je nutné fotoperiodu
a teplotu upravit odpovidajicim zplsobem. V nasem pfipadé byla reprodukce
planovana na zacatek sezony pfirozené reprodukce a pfiblizné tyden pred
planovanym vytérem byla teplota vody denné zvySovana pfiblizné o 1 °C. Uméla
reprodukce byla indukovana pfi dosazeni teploty vody 22 °C intraperitonealni
injekci suspenze kapfi hypofyzy (0,5 a 2,5mg na kg télesné hmotnosti)
s rozestupem 12 h mezi aplikacemi. Obé pohlavi obdrzela stejnou davku.

Ovulaci a spermiaci je nutné ovéfovat 12 h po podani druhé davky
hypofyzy. Jemnym tlakem na abdobminalni partie jsou pak ziskavany jikry
od samic a sperma od viech samcu. V ramci optimalizace této metodiky bylo
sperma vsech samctl (n = 10) odebirano pomoci pipety a pfeneseno do 1,5ml
zkumavek a skladovano do oplozeni na ledu. Jikry od vSech samic (n = 5) byly
odebirany do 50ml zkumavek a skladovany pfi 10 °C v laboratornim inkubatoru
do doby oplozeni (ne vice nez 1 hodinu).
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Pro vytvoreni populace pro transplantaci zarode¢nych bunék je vhodné
smisit tésné pred oplozenim jikry vSech samic v suché misce (pfiblizné 1 gram
jiker od kazdé samice), sperma kazdého ze samcl pak nanést do smési
jiker, jemné zamichat a gamety aktivovat pridanim odstaté vodovodni vody
vytemperované na 22 °C. Jikry je vhodné pro lepsi praci pfrilepit k povrchu
Petriho misek. Oplozované mnozstvi jiker je trfeba rozdélit na porce
o velikosti 300-400ks jiker na jednotlivé misky o prdméru 9cm a ponechat
stat cca 1 minutu, aby dosSlo k dostate¢né adhezi k povrchu. Diky pfilepeni
embryi k povrchu neni nutné provadét enzymatické odstranéni chorinu
pro mikroinjikaci. Samotna mikroinjikace je provadéna s pomoci binolupy,
mikroinjektoru a mikromanipulatoru na kterém je pripevnéna sklenéna kapilara
s injikovanym roztokem MO v 0,2M KCI (Obr. 2). Po proniknuti chorionem je
vpich provadén do Zloutku (vegetativni ¢asti embrya). Objem vpraveného MO
je priblizné 10 % z celkového objemu embrya. Mikroinjikace do animalniho pélu
je az na vyjimecné ucely nedoporucena, jelikoz mize dojit k naruseni procesu
bunécného déleni, pripadné k poskozeni embrya. V pfipadé meroblasticky se
ryhujicich embryi kostnatych ryb dochazi ke zna¢nému transportu obsahu
Zzloutku do animalniho polu, tudiz i mikroinjikované MO je dopraveno
do potfebné casti embrya, kde zajisti odstranéni endogennich primordialnich
gonocytd.

Po mikroinjikaci je tfeba embrya ponechat pfiblizné do stadia pokrocilé
blastuly (1000 bunék) vinkubatoru a nasledné prenést do inkubacniho aparatu
s recirkulaci vody. V pfipadé adherovanych embryi je tento krok naprosto
zasadni pro zdarnou produkci sterilnich recipientd. Pti mikroinjikaci pfirozené
dochazi k ur¢itému stresu a poskozeni embryi, coz ma za nasledek snizeni
preziti. Skutecnost, Ze jsou embrya pomérné pevné spojena s podkladem
znac¢né limituje moznost odstrafiovani uhynulych kust. Nasledné rozkladné
procesy snizuji obsah kysliku, a naopak zvysuji koncentraci Skodlivych latek
vznikajicich pfi rozkladu biologického materialu. Z téchto ddvodl je nutné
k embryim stale privadét okysli¢enou vodu, ktera omyva jejich povrch. Embrya
by méla byt ponechana do vykuleni a rozplavani v experimentalnim inkubatoru
(Obr. 3) s UV sterilizaci recirkulované vody o teploté 22 °C. Dal$im specifickym
bodem v péci o mikroinjikovana embrya je skutec¢nost, Ze maji mirné zpomaleny
vyvoj a ke kuleni a rozplavani dochazi pfiblizné o 12-24 hodin pozdéji nez
u kontrolnich neoSetrenych jedincl. Rozplavany vackovy plidek je po vykuleni
mozné opatrné prevést do plastovych nadob a drzet vlaboratornim inkubatoru,
kde je rozkrmovan Zabronozkami (Artemia spp.).
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Obr. 2. Doporuceny tvar mikrokapildr pro injikaci embryi. Pfi vytahovdni sklenénych

kapilar je dualezité optimalizovat nastaveni (teplota a vdha zdvazi) na zarizeni pro
vytahovdni kapildr tak, aby bylo dosaZzeno co nejmensiho priméru Spicky (Foto: R.
Franék).
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Obr. 3. Experimentdini inkubdtor s recirkulovanou vodou oSetfenou UV zdfenim pro
inkubaci jiker karasa po mikroinjekci nebo inkubace jiker z experimentdlnich oplozeni
(Foto: V. Kaspar).
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4.2. Odbér tkané gonad kapra

Samotny odbér gonad a pfiprava bunécné suspenze pro transplantaci
je obvykle provadéna ve stejny den jako transplantace samotna. Pro ucely
ziskani zarode¢nych bunék je vhodné selektované jedince drzet nékolik dna
pred samotnym odbérem v kontrolovanych podminkach a bez krmeni, ¢imz
dojde k vyla¢néni, snizi se naplnénost strev, a tim padem iriziko jejich protrzeni
v prabéhu disekce gonad, coz by jinak zapfic¢inilo silnou kontaminaci télni
dutiny bakteriemi ze zazZivaciho traktu. V pfipadé transplantace kontaminované
suspenze dochazi ke zna¢nému snizeni preziti po transplantaci, ¢asto i k totalni
mortalité. V pripadé 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 dllezité zvazit vhodnou velikost a vék
daného jedince a ovérit stupen vyvoje gonad disekci nékolika jedinca ze
skupiny. Obecné jsou vhodnéjsi juvenilni ryby, v pfipadé kapra jedinci o véku
1-2 roky s vahou do 100g. | u takto starych jedincd je vSak mozné narazit
na gonady v pozdéjsim stadiu vyvoje a u samcu Ize pozorovat jedince pfirozené
produkujici sperma, a to i v pfipadé ryb odchovavanych v bézném rybni¢nim
prostredi. Vhodnost ranéjSich stadii vyvoje gonad pro transplantaci je dana
skutecnosti, Ze pouze zarode¢né kmenové buriky jsou schopny kolonizovat
gonadu pfijemce. Tudiz ostatni meiotické zarodecné bunky v duasledku
zpuUsobuji nafedéni bunécné suspenze, a tim snizZuji relativni podil bunék
s kmenovym potencidlem. Avsak uUcinnym feSenim je obohaceni suspenze
kmenovych bunék prostfednictvim denzitniho gradientu, které je popsano
nize. Pro samotnou transplantaci je mozné pouzit samce i samice, je viak
nutné mit na paméti, Ze v pfipadé heterogametického darce (XY) a nasledném
kiizeni dochazi k produkci tzv. supersamct (YY). Naopak v pfipadé pouziti
homogametického darce (XX) a nasledném kfiZzeni vznika celosamici populace.

Jako donor zarodecnych bunék byl pro nasi experimentalni praci pouzit 2
roky stary samec kapra obecného (Cyprinus carpio), ktery byl odchovavan
v experimentalnich podminkach v akvarijnim systému Genetického rybarského
centra Fakulty rybarstvi a ochrany vod. Donor o vaze 425 g (Obr. 4) byl usmrcen
- nejprve vystaven nadmérné davce anestetika (400 mg.I") (MS222, Sigma-
Aldrich) a nasledné dakladné vykrven.

Télo ryby je prfed samotnou disekci nutné radné dezinfikovat 70% roztokem
etanolu.Vpripadévétsichjedincljemozné dezinfekciprovést politim/postrikem
téla ryby, v prfipadé mensich jedinct je idedlni kratkodobé ponoreni do etanolu
(cca. 1 min). V zavislosti na anatomickych specifikach jednotlivych druht ryb je
nutné zvazit cesty pristupu do télni dutiny, které budou predstavovat minimalni
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riziko protrzeni zazivaciho traktu. V pfipadé kaprovitych ryb provadime prvni
vstupni fez v oblasti srdce, ktery nasledné slouzi jako vstup pro vloZeni tupych
nlzek, kterymi vedeme stfih kaudalnim smérem. Dllezitym bodem je ukoncit
stfih 2-3cm (v zavislosti na velikosti ryby) od mocopohlavni papily. Nasledné
je veden fez za hlavou dorzalnim smérem po obou stranach. Poté je uvolnéna
svalovina na obou bocich ryby, kdy je nutné postupné odstrafiovat fascie
pojici organy dutiny bfisni se sténou bfisni. V dalsim kroku je vhodné peanem
fixovat bo¢ni svalovinu a otevrit télo ryby do tvaru V (Obr. 5). Poté je nutné
s maximalni mozZnou opatrnosti odstranit zazivaci trakt. Pfi tomto kroku je
nutné pouzivat nedpic¢até nastroje. V pripadé vice pohlavné vyvinutych ryb je
mozné télni organy pouze odsunout a ziskat gonadu bez jejich kompletniho
vybaveni. Vyjmutd gondada je nasledné umisténa do pufrovaného fyziologického
roztoku. V pripadé zpracovani pouze jednoho jedince neni nutné gonadu
umistovat do vychlazeného média. V pfipadé zpracovavani nékolika jedinca 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 narlsta pfi odbéru z vice jedincq, jelikoz je nutna ddkladna
dezinfekce pracovniho mista a nastrojd. Vyjmuta gonada by méla byt pod
binolupou nasledné ocisténa od tukové tkané a krevnich kapilar.

Pro odbér gonad kapra pro dalsi vyuziti v podobnych experimentech se jako
alternativni metoda osvédcilo i otevreni télni dutiny fezem vedenym od hibetu,
kdy se minimalizuje riziko kontaminace odebiraného materidlu obsahem
zazivaciho traktu jedince (Obr. 6). V tomto pfipadé je nejprve veden fez Sikmo
za hlavou od hibetu do pfiblizné poloviny vysky téla, dalsi fez je pak nutné vést
linedrné hibetem a Spickou skalpelu nebo pomoci Spi¢atych nazek prerusovat
Zebra tak, aby videalnim pripadé nedoslo k perforaci plynového méchyre a bylo
mozné télni dutinu otevrit.
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Obr. 4. Donor zdrodec¢nych bunék - jedinec kapra obecného priblizné ve véku 12 mésict
(Foto: R. Franék).

Obr. 5. oOtevreni télni dutiny u juvenilniho samce kapra obecného pred vyjmutim testes
pro vyjmuti gondd (Foto: R. Franék).
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Obr. 6. Alternativni zptisob otevieni télni dutiny u juvenilniho samce kapra obecného
pro vyjmuti gondd (Foto: V. Kaspar).

-19 -



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 nlizkami nebo skalpelem déleny
na mensi ¢asti. Prvotné je vhodné gonadu nakrijet na tenké (2-3mm) silné
platky, které jsou nasledné prevedeny do zkumavky, ve které jsou rozstiihany
na jemné kousky pomoci nazek.

Disociaci kousk( tkané provadime pomoci enzymd, kdy je nutné respektovat
biologii bunék a vlastnosti enzymu. Pfedevsim se jedna o pH a teplotu, kdy
tyto veli¢iny zasadné ovliviuji aktivitu vétsiny enzym(. V pripadé kaprovitych
ryb Zijicich v temperovaném prostredi je nejvhodnéjsi kombinace trypsinu
a kolagenazy. Trypsin lze oproti kolagenaze povazovat za agresivnéjsi enzym,
ktery je tzv. neselektivni a travi veSkery material tkané. Naopak kolagenaza je
selektivni a travi pouze spojeni mezi jednotlivymi burikami. Vhodnou kombinaci
koncentrace trypsinu a kolagenazy lIze docilit velice precizni disociace tkané
do formy bunécné suspenze, avSak s minimalnim poskozenim bunécné
membrany. Nami doporu¢ené médium pro disociaci se sklada z pufrovaného
fyziologického roztoku, ktery obsahuje 0,15% trypsin a 0,1% kolagenazu.

Fragmenty gonady po rozmélnéni jsou preneseny do 50ml zkumavek pro
disociaci pomoci media obsahujiciho 0,15% trypsin (T8003, Sigma Aldrich)
a 0,1% kolagenazy (17100017, Thermo Fisher) rozpusténé v PBS. Dllezitym
faktorem je pomér objemu fragmentd gonady a disocia¢niho média, ktery
by mél byt maximalné 1 : 4. Disociace je provadéna za pokojové teploty
na laboratorni trepacce (pouze mirné michani). V prdbéhu disociace je
vhodné suspenzi kontrolovat a pozorovat, jak v ¢ase dochazi ke zmen3ovani
jednotlivych tkanovych fragmentd. Pfedevsim v pripadé disociace testikularni
tkané mize dochazet k uvolnéni a rozpusténi spermii. jejichz DNA zplsobuje
agregaci fragmentd gonady. Tento stav je feSen pridavanim DNazy | (maximalné
500 pl 0,05% roztoku na 25ml média). Optimalné by méla disociace trvat
1,5 az 2 hodiny a méla by byt ukonc¢ena prfed kompletnim rozpusténim vsech
fragmentd tkané.

Disociace je ukoncena pfidanim 25ml média L15 (Sigma-Aldrich, USA)
s 20% obsahem fetalniho bovinniho séra (FBS, Sigma-Aldrich, USA). Pfitomnost
L15 média a FBS neutralizuje zbytky enzym( a nedochazi k dalSimu poskozeni
bunék a jejich membran. Pfed odstfedénim je nutné suspenzi prefiltrovat, kdy
je vhodné pouzit sterilni filtry o velikosti 30-40 um. V pfipadé vysokého obsahu
spermii v testes je nutné selektivné obohatit buné¢nou suspenzi pomoci
denzitniho gradientu. Pro tyto Ucely je pouzit 30% Percoll gradient (Sigma-
Aldrich, USA) (Obr. 7). Principem separace je rozdéleni bunéc¢né suspenze dle

-20 -



POSTUP TRANSPLANTACE ZARODECNYCH BUNEK KAPRA OBECNEHO A POSTUP
ODCHOVU A REPRODUKCE JEDINCU ZISKANYCH TOUTO TRANSPLANTACI PRO
POTREBY UCHOVANI GENOVYCH ZDROJU CI DALSI APLIKACE

velikosti jednotlivych bunék. Ty nejvétsi buriky v suspenzi (zarode¢né kmenové
buriky) nejsou schopny projit denzni vrstvou koloidnich ¢astic. Naopak bunky
nasobné mensi jako napriklad spermatocyty Il. fadu, spermatidy a spermie
snadno prochazeji a po odstfedi tvofi na dné zkumavky peletu. Rozdéleni
bunéc¢nych frakci pomoci Percoll gradientu bylo zabezpeleno centrifugaci
50ml zkumavek s 30% redénim Percollu (Sigma-Aldrich, USA) v PBS pfi 800g
po dobu 30 minut. Vrstva s pfedpokladanym vyskytem zarode¢nych kmenovych
bunék (spermatogonii) je pomoci pipety odebrana do dalsi zkumavky, zftedéna
PBS a centrifugovana dalSich 10 minut pfi 300g, vznikld peleta je nasledné
drzena na Supinkovém ledu.

Obr. 7. 0dbér vrstvy obsahujici zdrodecné buriky po déleni smési centrifugaci v Percollu
(Foto: R. Franék).
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4.4. Transplantace zarodeénych bunék

K samotné transplantaci pfistupujeme 7 dni po oplozeni (inkubace pfi
22 °(Q), kdy jiz larvy aktivné pfijimaji zivé krmivo. Sterilizované larvy karasa zla-
tého jsou anestezovany v 0,05% roztoku MS222 a nasledné umistény na Pet-
riho misku potaZzenou bé&znym laboratornim 1% agarem. Sklenénou kapilaru
plnime pomoci mikrospic¢ek izolovanou buné¢nou suspenzi, kterou pomoci
pneumatického injektoru (Femto)et 4i, Eppendorf), mikromanipulatoru (Naris-
hige, Japonsko) a binolupy (Obr. 8) transplantujeme do pfijemct intraperito-
nedlné. Do kazdého jedince vpravujeme priblizné 10 x 10* bunék. Mikroinjekce
sméfujeme priblizné do téIni dutiny v okoli kaudalni ¢asti plynového méchyre
(Obr. 9).

Obr. 8. Stereomikroskop Nikon, mikroinjektor Narishige a pneumaticky injektor

Femtojet 4i pouzivany k transplantaci zdrodecnych bunék (Foto: R. Franék).

Pro cely monitorovani bunék po transplantaci je icelné vyuzit set komercné
dostupnych membranovych barviv (PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit, Sigma-
Aldrich, USA). Pomoci znaceni na zakladé tohoto kitu Ize detekovat burky az
po dobu 3 mésich po transplantaci a pribézné hodnotit Uspésnost provedené
transplantace a vyvoj bunék. Samotné barveni pomoci PKH26 provadime podle
navodu vyrobce, kdy na 107 bunék pouzivame 2ml barviva, ve kterém buriky
exponujeme po dobu jedné minuty a nasledné pomoci opakované centrifugace
a vymény média odstranime prebytky barviva. Pro vizualizaci pfi samotné
transplantaci je vhodné pouzit napfriklad trypanovou modr.
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Obr. 9. |Intraperitonedini transplantace fluorescenéné znacenych (PKH-26)

zdrodecnych bunék kapra do larvy karasa obecného. A) Injikovand suspenze je obarvend
trypanovou modri pro lepsi viditelnost. B) Snimek transplantované larvy karasa. B’)
Fluorescenéni snimek pofizeny pomoci binolupy Leica na kandlu dsRed, ktery umozriuje
detekovat transplantované buriky se znac¢enymi membrdnami pomoci PKH-26. Prevzato
a upraveno podle Frarika a kol. (2019b).
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4.5. Odchov jedinca po transplantaci

Experimentalni ryby a kontrolni jedince odchovavame dle béznych postup(,
jelikoz dale nevyzaduji zadné zvlastni zachazeni. Pro intenzivni rozkrm se nam
osvédcilo pouzit laboratorni recirkula¢ni systém ZebTec (Tecniplast, Italie) (Obr.
10). V akvariich provadime odchov pfi teploté 20-25 °C, fotoperiodé 14L: 10D,
krmeni ad libitum zabronozkami a v 5. den odchovu je zapocato s prevadénim
ryb na suché krmivo (Gemma micro, Skretting). Uplny pfevod odchovavanych
ryb na suché krmivo ukoncujeme ve 4 tydnech a nasledné prevadime ryby
do vétSich akvarii. V predvytérovém obdobi (cca 18 mésich véku) je nutné
provést individualni identifikaci ryb pomoci ¢ipl a ryby premistujeme do 500l
nadrzi s fizenym ohfevem/chlazenim a recirkulaci vody.

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

Vyvoj gondd Ize u jedincl po transplantaci sledovat diky znaceni pomoci
latky PKH 26. V pfipadé nutnosti pribézného hodnoceni UspéSnosti
transplantace a kolonizace zarodecné listy jedincd po transplantaci je mozné
sledovani provadét u celych ryb v pocatecni fazi odchovu a po nékolik dnd
po transplantaci, v pripadé starSich ryb (az 30 dnd) jsou takovi jedinci
predavkovani anestetikem (viz vy3Se) a podrobeni pitvé a gonady prohlizeny
uvniti trupu. Latka PKH dovoluje vizualizaci transplantovanych bunék pod
fluorescen¢nim osvétleni - emisi 552 nm a excitaci 595 nm.

V pripadé nasSich experimentalnich aktivit byla sledovana uUspésnost
transplantace den po provedeni, kdy byl viditelny vysoky pocet fluorescencnich
bunék podél celého plynového méchyre, pficemz subjektivné nejsilnéjsi
intenzita signalu kolem jeho kaudalni ¢asti byla pravdépodobné dana mistem
vpichu kapilary (Obr. 11, A-A). Znatelné sniZzeni poctu fluorescen¢né znacenych
bunék bylo pozorovano 1 tyden po transplantaci, kdyz se v tésné blizkosti
plynového méchyre nachazelo jen nékolik jednotlivych bunék (Obr. 11, B-B’).
Tato skutecnost je dana tim, Ze pouze nékolik jednotlivych bunék je schopno
kolonizovat gonadu pfijemce. Pitva provedena 1 mésic po transplantaci
anasledna vizualizace pod binolupou vsak ukazala, Ze se fluorescen¢né znacené
buriky 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 znamky fluorescence bunék zna¢enych PKH26.

Tento postup tak Ize pIné doporudit pro priibézné hodnoceni Uspésnosti
transplantace a odhad poc¢tu chimér v populaci recipienta.
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Obr. 11. Kolonizace zdrodec¢né listy karasti po transplantaci zdrodecnych bunék,
vizualizace pomoci znaceni zdrodecnych 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 prevzata z pivodni publikace Franék a kol. (2021).
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4.7. Histologické vysetieni

Pro detailni vyhodnoceni vyvoje gonad je vhodné pouzit rutinni histologické
vySetfeni dostaceného mnozstvi jedincl. Jednak je dllezité potvrdit sterilitu
kontrolni skupiny bez transplantace, ale také vyvoj gonad chimér. Za timto
Ucelem je nutné usmrtit vhodné jedince predavkovanim anestetikem MS222
v davce 400 mg.I"" (Sigma-Aldrich, USA) a nasledné provést disekci. Pro potieby
pripravy histologickych preparatd je nutné oddélit hlavu a ocas, otevfit bfisni
dutinu a peclivé vyjmout zazivaci trakt a plynovy méchyr. Takto ziskané torzo
se pres noc inkubuje v Buinové fixa¢nim roztoku, nasledné se promyva 70%
etanolem. V pfipadé velmi slabé& vyvinutych gonad je velmi obtizné gonadu
z trupu vyjmout, proto je treba pfistoupit k prvotni fixaci az s naslednym
vyjmutim. Materidl pro histologické preparaty je mozné zpracovat pomoci
tradi¢niho zaliti do parafinu nebo pomoci pryskyfice (resinu), ktera nabizi
excelentni morfologii studované tkané. Pro zaliti do pryskyfice je praktické
pouzit néktery z komer¢né dostupnych kit (JB-4 Embedding Kit, Sigma-
Aldrich, USA) podle standardniho protokolu (Sullivan-Brown a kol., 2011).
Gonady jsou odvodnény v etanolové sérii, rozdéleny na fragmenty a inkubovany
v infiltra¢nim médiu, poté vloZzeny do forem a zality pryskyfici. Histologické
fezy jsou krajeny na rutinnim mikrotomu s vhodnym nozem na tloustku 5 pm.
Natazené rezy 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
preparatd k dokumentaci pfi prohlizeni pod mikroskopem.

Histologickému vySetfeni byli pfi nasi experimentalni praci podrobeni
sterilizovani jedinci karasa (20 kus() a bézni jedinci karasa (4 kusy) jako
kontrola, a to jako ryby ve véku 2 let. U ryb z kontrolni skupiny bylo fenotypové
ur¢ovano pohlavi - ovaridlni tkan byla u sterilizovanych fenotypovych samic
méné kompaktni nez u sterilizovanych fenotypovych samcd (Obr. 12).
Sterilni fenotypovi samci méli vyrazné uzsi a bélejsi gonady ve srovnani se
sterilizovanymi samicemi. U 6 jedincd oSetfenych MO pak nebylo mozné
fenotypové pohlavi urcit. U ryb z kontrolni skupiny pak bylo mozné pozorovat
gonady vyvijejici se normalnim zplisobem.
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Sterilni jikernacka

Sterilni mli¢ak

\ Normalni mli¢ak

Normalni jikernacka

Obr. 12. vyvoj gondd u jedinct karasa po o$etreni genovym konck-downem pomoci
MO. A) sterilni karas identifikovany jako samice podle sirsi a cdste¢né prihledné
gonddy, B) histologicky rez zobrazujici ovaridlni dutinu (¢ernd Sipka) spojenou s brisni
sténou (cervené Sipky), C) fez ovariem sterilizované samice, D) sterilizovany karas
identifikovany jako samec podle bilych netransparentnich gondd trubicovitého tvaru,
E) histologicky rez zobrazujici sam¢i gonddu pevné prichycenou k brisni sténé (cerné
Sipky), F) nedostatec¢né vyvinutd gondda postrddajici spermie (Cerné Sipky). G) samec
z kontrolni skupiny s vyvinutym testes, H) a l) histologické fezy gonddy samce z kontrolni
skupiny, cerné Sipky zndzorriuji lumeny naplnéné spermiemi, |) samice z kontrolni
skupiny s vyvinutymi ovarii, K a L) histologické rezy gonddy samice z kontrolni skupiny
obsahujici oocyty v primdrnim rdstové fdazi a kortikdIni alveoly zndzornéné cernymi
Sipkami. Meéritko na snimcich A, D, G, ] - Tcm; B, E 0,5mm; C, F I, L, K- 50 um, H -
0,5mm (Foto: R: Franék).
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4.8. Reprodukce chimér

Pro dozravani gamet a dosazeni Uspésné reprodukce karasa je nutné
v prlibéhu odchovu generacni ryby vystavovat fluktuaci teploty i fotoperiody,
aby bylo nasimulovano prekonavani zimniho obdobi pfirozeného odchovu.
Dale je pak nutné umélou reprodukci indukovat injekci hypofyzy. V pripadé
reprodukce jedinch po transplantaci zarode¢nych bunék byla teplota vody
v odchovném systému sniZzovana postupnym zplsobem az na 8 °C a pfi této
teploté byly ryby drzeny minimalné 6 tydnd, 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 kapfi hypofyzy (0,5 a 2,5mg
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 odebirano 24 h po injikaci pomoci Tml
pipety a preneseno do 1,5ml zkumavek a skladovano 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 nafedénivimobiliza¢nim roztoku byla ur¢ovana koncentrace
spermii pomoci Birkerovy pocitaci komurky pro urceni reprodukcnich
parametrd chimér a porovnani s jedinci kontrolni skupiny. Jikry byly v pfipadé
Uspésné ovulace odebirany do 50ml zkumavek (Obr. 14) od vsech chimér iryb
z kontrolni skupiny a skladovany pfi 10 °C v laboratornim inkubatoru do doby
oplozeni.
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Obr. 13. Treci vyrdzka na skrelich chiméry saméiho pohlavi - samec uvolriujici sperma
po indukci reprodukce pomoci kapri hypofyzy (Foto: V. Kaspar).

Obr. 14. Ziskdvani jiker od chiméry - samice uvolriujici 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 mésicl. 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 mésict ovulovaly
malé mnozstvi jiker (GC F1 cca 240 jiker, GC F2 pfriblizné 360 jiker), jejichz
oplozeni nebylo pfilis efektivni (oplozenost F1 25 % jiker a 31,9 % jiker u F2).
Vyvoj oplozenych jiker byl navic opozdény, a proto byla inkubace ukoncena
a embrya byla fixovana pro dalsi analyzy. Produkce kapra pomoci nahradniho
rodice nebyla v roce 2019 pomoci nahradnich rodi¢d ve véku 28 mésict
Uspésna, viechna fixovana embrya (N = 123) v3ak 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
samcl (GC M1 - GC M25) a 8 samic (GC F1 - GCF8) ve véku 36 mésicd.
U vétsSiny jedinctd bylo v této sezoné pozorovano typické reprodukéni chovani
a u samcl se na skrelich vyvinuly zcela jasné znamky tfeci 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 mésicda.

Chiméry 5
Rok reprodukce Ryb celkem Nereprodykovane
(m Samci (n, %)  Samice (n, %) (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 soubé&zné s provozni reprodukci
béznych jedincl karasa a provoznim vytérem kapra tak, aby bylo mozné gamety
kapra pouzit ke kontrolnimu oplozeni nebo mezidruhovému kfizeni. V roce
2020 se podafilo ziskat i jikry od chimér a bylo podle kombinaci rodi¢ovskych
druh@ provedeno nékolik typl oplozeni. Malé porce ziskanych jiker od chimér
GCF1, GCF2 a GCF3 byly jednotlivé oplodnény spermatem ziskanym od chimér
(n = 5), které produkovaly sperma uz v prechozim roce a byly identifikovany
jako jedinci produkujici vyhradné sperma donora (kapra). Vedle toho byly
gamety téchto chimér oplozovany spermatem ziskanym od nékolika jedincl
kapra (CC mix). Naopak jikry ziskané od 2 jikernacek kapra (CC1 a CC2) byly
oplozovany spermatem ovérenych chimér (GC1-GC5) a jednotlivymi mli¢aky
kapra (GC6-23) a provedeno bylo i kontrolni oplozeni s gametami karasa (GF1
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- GF3 x GF mix). Oplozeni bylo realizovano na Petriho miskach, po pfilepeni
jiker byly tyto misky preneseny do experimentdlniho inkubatoru s cirkulujici
vodou o teploté 21 °C (Obr. 3) a zde probéhlo vykuleni a rozplavani pladku.
Zaznamenané reproduk¢ni charakteristiky samic jsou sumarizovany v Tab. 2.

Tab. 2. Reprodukéni charakteristika ryb - samic chimér (GC1-3), kapra (CCT1-3)
a karasa (GF1-3). Index * zvyrazriuje statisticky vyznamné rozdily mezi druhy (GC x CC
x GF).

Revlati_\_ml' plodnost - Absolutni 5 Hmotnost jedince
pocet jiker/hmotnost plod_rjost - pocet @
(n) jiker (n)

GC1 56 12838 230
GC2 48 4075 85
GC3 33 3610 110
ccl 128* 338 257 2640
cc2 85* 264 043* 3110
ca 86* 309 502* 3600
GF1 62 7 464 120
GF2 70 6 086 87
GF3 56 8 345 150

V pribéhu inkubace byla sledovana uroven oplozenosti (v pribéhu stadia
blastuly), preziti v o¢nich bodech (3 dny po oplozeni) a lihnivost pladku
z celkového poctu oplodnénych jiker. Jikry jednotlivych jikernacek chimér
po oplozeni spermatem mli¢akd ze stejné skupiny vykazovaly vysokou Uroveri
oplozenosti (78,5 £ 12,8 % - 96,7 * 3,4 %), zastoupeni jiker v o¢nich bodech
(74,2 £ 12,1 % - 94,3 + 3,8 %). Zaznamenavan byl i podil rozplavaného plidku
(17,1+£11 % - 66,4 £ 9,1 %). Jikry chimér (GC1-GC3) pak byly oplozovany
i spermatem ziskanym od mli¢akd kapra (CC mix) a zjisténa byla znovu relativné
vysoka Uroven oplozeni (65,7-98,1 %), zastoupeni jiker v o¢nich bodech (40-
90,5 %) a rozplavani pladku (17,1-82 %). Sperma jednotlivych chimérnich
samcl 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 %) arozplavani pladku (84,9 £ 6,5 %) - viz Graf 3.
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Graf 3. Vysledky reprodukce ryb ve véku 36 mésict - oplozenost, zastoupeni jiker
v ocnich bodech a lihnivost jiker chimér (GC1, GC2, GC3), kapra (CC1, CC2) a karasa
(GF1, GF2, GF3) pri oplozeni spermatem chimér (GC 1-5, GC6-23), kapra (CC mix)
a karasa (GF mix).

Vysledky oplozeni ukézaly, Ze transplantaci zdrode¢nych bunék kapra
(spermatogonii) do sedmidennich larev karasa lze ziskat chiméry produkujici
zcela funkéni gamety. Celkem se podafilo reprodukovat 43% jedincu
po transplantaci zarodecnych bunék, pficemz 11 % tvofrily samice a 32% samci.
Zaznamenana vysoka uroven oplozenosti pfi vzdjemném kfizeni chimér pak
potvrdila pouzitelnost této strategie pro dalsi aplikace.

Jednotlivé samice chimér podle analyzovanych dat produkovaly vyrazné
vyssipocet jiker v 1g ve srovnani s béznymijedinci kapra, zarover zaznamenané
pocty jiker byly niz3i ve srovnani s po¢tem jiker zaznamenanym u samic karasa
z kontrolni skupiny (Graf 4). Relativni plodnost kalkulovana jako pocet jiker
na gram télesné hmotnosti genera¢ni ryby se vyznamné nelisila mezi chimérami
a samicemi karasa z kontrolni skupiny, byla vSak znatelné nizsi nez relativni
plodnost samic kapra reprodukovanych pro experimentalni kiizeni a absolutni
plodnost vykazovala stejny trend (Tab. 2). Primér neoplozenych jiker chimér se
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pak vyrazné lisil od prameéru jiker kapra (Graf 5). Barva jiker ziskanych od chimér
byla od nazloutlé az 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 jedinct karasa (C) pred oplozenim
a vyvijejici se embrya ve stadiu blastuly 4-5 hodin po oplozeni (zobrazeni ve svétlém
poli), méritko 2mm. Grafika prevzata z ptvodni publikace Franék a kol. (2021).
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Graf 4. Pocet jiker v 1g uréovany u chimér (GC1, GC2, GC3), kapra (CC1, CC2, CC3)
a karasa (GF1, GF2, GF3). Uvddény jsou priméry hodnot # interval spolehlivosti
a smérodatnd 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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Graf 5. Pramér jiker (um) urcovany u chimér (GC1, GC2, GC3), kapra (CC1, CC2,
CC3) a karasa (GF1, GF2, GF3). Uvddeény jsou priiméry hodnot * interval spolehlivosti
a smérodatnd 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.

Chiméry sam¢iho pohlavi produkovaly v roce 2020 primérné 0,11£0,07 ml
spermatu o koncentraci 10,7 x 10%* 3,7 x 10°v pl. V porovnani s kontrolnimi
jedinci karast nebyly zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily
v koncentraci spermii nebo relativni produkci spermii na 1g télesné hmotnosti.
Celkovy objem spermatu byl u chimér o tfetinu nizsi nez u jedincd stejného
druhu z kontrolni skupiny a pfiblizné 50x nizsi nez objem ziskany od tfech
jedincld kapra pouzitych pro experimentalni krizeni.

Sperma 3 jedincl z kazdé skupiny - chimér, karast z kontrolni skupiny
a tfi jedincd kapra bylo vzorkovano pro skenovaci elektronovou skenovaci
mikroskopii (SEM). Sperma bylo nejprve nafedéno imobiliza¢nim roztokem
Kurokura 180 a poté fixovano v 2,5% glutaraldehydu v PBS, poté fixovano
pomoci 4% oxidu osmicelého, promyto v PBS, dehydratovano acetonovou
sérii a vysuseno pomoci Pelco CPD2, prichyceno na kovovou sitku a potazeno
zlatem pomoci E5100 (Polaron Equipment). Pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie SEM byla sledovana morfologie spermii a ukazalo se, ze nékteré
charakteristiky spermii, jako napfiklad délka hlavicky spermii nebo jeji Sirka,
vykazovaly u spermii ziskanych od chimér zna¢nou variabilitu. Nicméné, spermie
jednotlivych druhl se statisticky vyznamné nelisily v téchto sledovanych
parametrech. Oproti tomu délka bic¢iku spermii ziskanych od chimér a délka
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bi¢iku spermii kapra se statisticky vyznamné liSily od délky bic¢iku spermif
karasa. Pomoci SEM nebyly zaznamenany zadné anomalie u spermii, jako
abnormalné tvarované hlavicky spermii nebo dvoubicikaté spermie, u zadné
z chimér ani kontrolnich jedincl karasa ¢i kapra.

Obr. 16. Dokumentace prepardtti ze SEM - spermie chimér (A), kapra (B) a karasa (C).
Meritko v rohu grafiky 10 um. Grafika prevzata z pivodni publikace Franék a kol. (2021).
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Graf 6. Délka hlavicky spermie (um) uréovand u chimér (CH1, CH2, CH3), kapra
(CC1, CC2, CC3) a karasa (GF1, GF2, GF3). Uvddény jsou priiméry hodnot #* interval

spolehlivosti a smérodatnd odchylka hodnot. Indexy psané malymi pismeny oznacuji
statisticky vyznamné rozdily mezi jedinci.

-36 -



POSTUP TRANSPLANTACE ZARODECNYCH BUNEK KAPRA OBECNEHO A POSTUP
ODCHOVU A REPRODUKCE JEDINCU ZISKANYCH TOUTO TRANSPLANTACI PRO
POTREBY UCHOVANI GENOVYCH ZDROJU CI DALSI APLIKACE

T &d
50 +
Blbe « = | I
45 A Ala.b A|b,C
Ala,b Alab ! Ala,b T —[_ -

b T
‘o T Ala '
P -

35 1

30 A

CH1 CH2 CH3 CC1 CC2 CC3 GF1 GF2 GF3
Graf 7. Délka bi¢iku spermie (um) uré¢ovand u chimér (CH1, CH2, CH3), kapra (CCT,
CC2, CC3) akarasa (GF1, GF2, GF3). Uvddény jsou priiméry hodnot + interval spolehlivosti
a smérodatnd 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 pfiislusnosti

Pro ovéfeni 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 komercné
dostupnych kitd. Pro zpracovani této metodiky a vyhodnoceni realizovanych
experimentd byla genomova DNA ze spermii, larev nebo Ustfizk( ploutve ryb
izolovana pomoci kitu PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), druhové
specifické primery pro PCR amplifikaci byly navrzeny pomoci nastroje Primer-
Blast NCBI. Primery byly validovany jako druhové specifické ovéfenim s DNA
jednotlivych druhd.

Pomoci téchto primerd (Tab. 3.) je mozné genotypovat vzorky z gondd nebo
spermatu ziskaného od karast po transplantaci zarodec¢nych bunék a plidek
z experimentdlnich oplozeni chimér. Nejsnaz$im zpldsobem genotypovani
je PCR amplifikace vyuzivajici PPP master mix (TopBio, CR) skladajici se z 30
cykld opakujicich 94 °C po dobu 30 s, 58 °C po dobu 30 s a72 °C po dobu
30 s a nasledné elektroforetické déleni PCR produktd na 2% agarosovém gelu
s vizualizaci pomoci UV iluminatoru.

Tab. 3. Popis druhové specifickych primert pro urceni druhové prislusnosti.

Forward primer 5°-3° Délka PCR
Druh - gen GenBank ID pri -3 produktu
Reverse primer 5°-3 (bp)

Kapr - recombination
. . F: CTGTGGTAGCAGAGCGGAAA
?éf;‘;;t;')‘g protein T KJ474764.1 o CCTGTCCCCCGGAATAAGAAC °/

Karas - recombination
L . F: GTTCTTCTTCCGAGGCACAGG
activating protein 1 DQ196519.1 R: TTCTGAGACGCTTCAGCTCG 123

(GF-rag1)
Karas - cytochrome b F: CATTGCCCGGGGCCTATATT
(GF-cytb) EF055472.1 R: GTATGGCACGGCGGATAGAA 175

Pfi vyhodnoceni nasich experimentd genotypovani pomoci druhové
specifickych primerl 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 kfizeni chimér pak
stejnym zplsobem potvrdila, Ze potomstvem jsou kapfi, jelikoz DNA izolovana
z jedincd vzniklych timto kfizenim znovu produkovala PCR produkty pouze
s primery specifickymi pro geny kapra. Z kazdé kombinace kfizeni chimér bylo
genotypovano 10 jedincd, celkem bylo genotypovano 421 kusl pladku.
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Genotypovani jiker Ize provést na zakladé izolace RNA, napfiklad pomoci
kitu PureLink RNA Mini Kit. Izolovanou 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 zarode¢nych bunék
u obou druhd. PCR s témito primery by méla byt realizovana prostifednictvim
30 opakujicich se cykll pri 94 °C po dobu 30 s, 58 °C po dobu 30 s a 72 °C
po dobu 30 s a PCR produkty by mély byt elektroforeticky déleny na 2%
agarosovém gelu a vizualizovany pomoci UV iluminatoru.

Tab. 4. popis druhové specifickych primert pouZitych pro uréeni druhové pfislusnosti
z transkriptu RNA jiker.

Forward primer 5°-3° 2Ll
Druh - gen GenBank ID pr oo produktu
Reverse primer 5°-3
(bp)
Kapr - DEAD box
; F: CGGTGGTGAAGTTAATCGTCT
RNA helicase Vasa  AF479820.2 R: ATCACCAGCAGTCGTCTTCC 214
mRNA (C-vasa)
; F: TGGCCTCTCTGTCCACCTTC
Kapr - actin Beta XM_019089433.1 R: CCTTTCCAGTTTCCGCATCC 229
Karas — ATP-
dependent RNA F: CATTGCCCGGGGCCTATATT
helicase DDX4 (GF- M-026273070.1 b - ATGGCACGGCGGATAGAA  1©©
vasa)
. F: TGCAGAAAGAGATCACTTCCCT
Karas - actin Beta XM_026258408.1 R: TGAATCCTACTGCATGGCCA 233

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

Po optimalizaci viech dil¢ich krok( transplantace a Uspésném odchovu
jedinct vzniklych transplantaci se podafilo reprodukovat chiméry vzniklé
transplantaci zarode¢nych bunék kapra do téla karasa. Zarodecné burky z testes
kapra Uspésné proliferovaly v téle karasa a ryby ve véku 2 let produkovaly sam¢i
gamety, ve véku 3 let pak ryby produkovaly oplozenischopné gamety obou
pohlavi.

Priblizné tretina karas po transplantaci vyprodukovala gamety donora.
Drive ovérena 40-60% uspésnost transplantace testikularnich a ovarialnich
zarode¢nych bunék odpovida nyni zjisténému poméru dospélych chimér
produkujicich potomstvo nalezici k druhu donora. Lze tedy konstatovat, Zze
Uspésnost hodnocena 2-3 mésice po transplantaci poskytuje vcelku spolehlivy
odhad poctu chimér produkujicich gamety v pozdéjsim véku a Uspésnost
transplantace urCovanad podle proliferace znacenych bunék 2-3 mésice
po transplantaci je vhodnym indikatorem uUspésnosti.

Karas zlaty jako hostitel transplantovanych bunék poskytuje vyhodu
mensi délky téla a hmotnosti (nejvétsi reprodukovana samice vazila 230g,
pramérna hmotnost samcud v roce 2020 ¢inila 81g) a diky tomu bylo mozné
odchovavat vsechny jedince po transplantaci v kontrolovanych podminkach.
Oproti plvodnimu predpokladu zkraceni genera¢niho intervalu a zkraceni
produkce kapra obecného byla zaznamenana efektivni reprodukce karasa
samic¢iho pohlavi az ve véku 36 mésic a vyznamného zkraceni reproduk¢niho
cyklu kapra obecného pomoci transplantace zarodec¢nych bunék tak dosazeno
nebylo. Ve véku 36 mésicl se podafilo reprodukovat 43 % jedincl a v ramci
experimentalniho kfizeni bylo dosazeno relativné vysoké trovné 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 zarode¢nych bunék kapra do téla karasa a popisem metod
reprodukce téchto jedincl za Ucelem ziskani pavodni populace darce
akvakultury a také dalezitym modelovym druhem, uplatnéni téchto postupt
vyraznym zpUsobem rozsifuje moznosti zakladniho i aplikovaného vyzkumu
nebo ochrany a uchovavani genovych zdroju.

Pro uchovéani genovych zdroji nebo experimentalnich linii in vitro
se v soucasné dobé& nabizi pfedevsim uchovavani kryokonzerovavaného
spermatu a pro kompletni obnovu téchto linii z uchovavanych davek spermatu
je pak potreba drzet ¢i néjakym zplsobem ziskat jedince samiciho pohlavi.
Transplantace zarode¢nych bunék kapra do téla karasa predstavuje alternativni
zpUsob uchovani genovych zdrojd nebo experimentalnich linii in vivo, kdy
dochézi k vyrazné redukci prostoru potfebného pro odchov. Publikované
a v kombinaci s kryokonzervaci zarode¢nych bunék i uchovavani genovych
zdrojl in vitro.
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6. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Kapr obecny je od roku 1996 zafazen do Narodniho programu konzervace
a vyuzivani genetickych zdrojl rostlin, zvifat a mikroorganizm@ vyznamnych
pro vyzivu a zemédélstvi. Podle zak. ¢ 15472000 Sb., ve znéni dalSich
predpist (plemenaiského zakona), zarode¢né kmenové buriky spliuji definici
genetického Zivocisného zdroje, kterym mohou byt jedinci, gamety, embrya
a dalsi materidl. Pro tyto Ucely lze chapat prezentovanou metodiku jako
alternativni/doplikovy postup pro nakladani s genovymi zdroji.

Pfedlozend metodika detailné popisuje veSkeré postupy transplantace
zarodec¢nych bunék kapra do juvenilnich jedincd karasa, odchov jedinca
po transplantaci a zkuSenosti s reprodukci téchto jedinch. Pouzitim postupl
publikovanych v predkldadané metodice lze zefektivnit procesy uchovavani
genovych zdroja, Slechténi nebo vytvareni isogennich linii ryb. Detailni popis
manipula¢nich a mikroinjika¢nich technik poskytuje informace nutné pro tvahy
o vyuziti téchto technik v praxi.

Soucasnym problémem, ktery mze omezit vyuziti stavajicich genetickych
zdroji ryb, stejné jako novoslechténych a introdukovanych plemen ryb
v rodi¢ovskych, prarodi¢ovskych, testovacich a uzitkovych chovech na celém
uzemi CR, je vyskyt nebezpeénych nakaz ryb - u kapra to jsou virové nakazy
jako koi herpesvir6za (KHV), jarni virémie kaprd (SCV) nebo spava nemoc koi
kaprQ (KSD/CEV). Statni veterinarni sprava provadi od roku 1998 na Uzemi
Ceské republiky cileny dozor zamé&reny na KHV, jeho? cilem je sledovat vyskyt
nakazy av pripadé vyskytu ucinné nakazu tlumit. Pokud se onemocnéni v chovu
prokaze, je nafizeno ryby utratit a neskodné odstranit, pficemz nemusi jit
pouze o infikovany druh, ale i o dalsi na misté chované druhy jako potencialni
prfenasece. | pfes snahu drzet genové zdroje ryb alespor ve dvou chovech
muUze pfi vyhlaseni ohniska ndkazy v jednom z chovi dojit k totalni likvidaci
genového zdroje nebo dalSich populace ryb, které jsou vysledkem Slechténi.

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

V metodice popsané postupy je mozné v praxi aplikovat v pripadé
spoluprace rybarského podniku s instituci, ktera je vybavena odpovidajicim
zplisobem pro transplantace zarodec¢nych bunék, a v idedlnim pfipadé i pro
uchovavani zarode¢nych bunék v tekutém dusiku. VSechny postupy byly
optimalizovany s cilem snizit naklady na provedeni a dosahnout dostatecné
efektivity. Naklady spojené s transplantaci zarode¢nych bunék do nahradnich
rodi¢t a odchov nahradnich rodi¢d za ucelem reprodukce a obnovy plvodni
populace predstavuji jen zlomek nakladd spojenych se soustavnym udrzovanim
linie za¢lenéné do genovych zdroja in situ nebo zlomek nakladd vynalozenych
na Slechténi pro produkci vyuzivané linie.

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

Technologie transplantace zarode¢nych bunék nenahradi drzeni genovych
zdroji in situ, ma vSak potencial rozsifit moznosti uchovavani genovych
zdrojl in vitro a spole¢né s uchovavanim zarodec¢nych bunék v tekutém dusiku
muUze vyznamnym zplsobem rozsifit moznosti uchovavani genovych zdrojd,
vysledkl Slechtitelské prace nebo populaci s potencidlem pro dalsi Slechténi.
Vyuziti zmrazovaného spermatu v pripadé ztraty vyznamné populace ma
totiz velmi omezené uplatnéni. Vysledky nasich experimentd publikované
v ramci této metodiky vSak ukazuji, ze produkce gamet kapra prostrednictvim
zlatych karasl je mozné dosahnout po 3 letech odchovu nahradnich rodica.
Uchovavani genovych zdrojd, pro produkci ddlezitych linii nebo linii pro dalsi
Slechténi formou odchovu tzv. nahradnich rodi¢d tak predstavuje efektivni
zplsob uchovavani genovych zdrojd v kontrolovanych podminkach a jako
alternativni postup uchovavani genovych zdroji mize ochranit naklady v fadu
statisicl az miliond korun, doposud vlozené do uchovavani genovych zdrojd
nebo Slechténi novych linii kapra.
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Zakony a vyhlasky

Nakladani s genovymi zdroji se fidi nasledujici legislativou:

Zakon ¢. 154/2000 Sb., o Slechténi, plemenitbé a evidenci hospodarskych
zvitat a o zméné nékterych souvisejicich zdkond (plemendrsky zakon),
ve znéni pozdéjsich predpisa.

Zakon ¢. 148/2003 Sb., o konzervaci a vyuzivani genetickych zdrojd rostlin
a mikroorganismU vyznamnych pro vyzZivu a zemédé&lstvi a o zméné zakona
¢. 368/1992 Sb., o spravnich poplatcich, ve znéni pozdéjsich predpist
(zakon o genetickych zdrojich rostlin a mikroorganisma).

Vyhlaska ¢. 7272017 Sb., o genetickych zdrojich zvifat.

Vyhlaska ¢. 458/2003 Sb., kterou se provadi zakon o genetickych zdrojich

rostlin a mikroorganism{, ve znéni vyhlasky ¢. 201372017 Sb.
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