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CHOV DANIA PRUHOVANEHO PRO EXPERIMENTALNI UCELY

1. CiL METODIKY

Metodika popisuje zakladni postupy pro chov nejpouzivanéjsiho rybiho
modelového organizmu - dania pruhovaného (Danio rerio) v laboratornim
prostredi za ucelem vyuziti ve vyzkumu, ale i v ekotoxikologické praxi. Ddraz
je kladen na péci o dospélé ryby, jejich rozmnozovani pomoci poloumélého,
ale i umélého vytéru. Metodika dale popisuje inkubaci a odchov ranych stadii
a techniky pro jejich rozkrm a pfipravu zivé potravy. Zvladnutim téchto technik
je mozné minimalizovat ztraty v prdbéhu odchovu ranych stadii, coz maze mit
zasadni dopady napfiklad na minimalizaci potfeby poctu experimentalnich
zvirat.

Druhd ¢ast metodiky se vénuje technikam mikroinjikace, které jsou
pouzivany predevsim pro funkéni studie genl (napfiklad editace genomu,
docasné tlumeni exprese) nebo pro tvorbu transgennich organizmi s expresi
reportérovych proteind in vivo. V této ¢asti jsou popsany zakladni techniky,
vcetné nasledné péce o mikroinjikovana embrya.

V posledni ¢asti metodiky jsou stru¢né popsany techniky chromozomovych
manipulaci, zejména produkce haploid@, gynogenetickych a androgenetickych
jedincd. Tyto techniky jsou zasadni pro screeningové studie mutaci, ale
také produkci izogennich linii, které jsou dale pouzivany jako nastroj pro
standardizaci genetického pozadi u experimentalnich ryb.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1.0voD

Danio pruhované je mala sladkovodni ryba s plvodnim arealem vyskytu
v Jizni Asii, predevsim Indii, Nepalu a Bangladési v povodi Brahmaputry a Gangy.
Samotny nazev ryby je odvozen z Bengalského slova ,dhani” které v prekladu
znamena ,z ryzového pole”, coz jasné napovida o misté vyskytu této rybky
(Spence a kol., 2008). Danio pruhované je jednim z 27 znamych zastupct rodu
Danio, které dale radime do Siroké podrodiny Danioniae, s hlavnim aredlem
vyskytu v Asii a ¢astecné v Africe. Souhrnné patfi dania mezi kaprovité, kteri
reprezentuji nejpocetnéjsi rodinu obratlovcl a v sou¢asné dobé jsou rozsiteni
celosvétové (Engeszer a kol., 2007; Parichy, 2015).

Prvni pisemné zminky o daniu pruhovaném se datuji na zacatek 19.
stoleti, kdy danio pruhované bylo prvotné zarazeno jako Brachydanio.
Nicméné pozdéjsi dostupnost molekularnich nastrojd neodhalila rozdily
mezi Danio a Brachydanio, tudiz doSlo k sjednoceni na Danio, které je
pouzivané od pocatku 20. stoleti dodnes. Pro danio pruhované je typické horni



postaveni ust, kdy spodni Celist presahuje horni a u dospélych jedincl jsou
znatelné hmatové vousky (Obr. 1A). Télo a stejné tak ocasni a fitni ploutev
jsou charakteristické nékolika vodorovnymi pruhy, které jsou mezi jednotlivymi
jedinci specifické a umoznuiji jejich individualni identifikaci (Obr. 1B, C, D).

Mezi dalsi typické télesné znaky dania pruhovaného patfi maximalni délka
téla nepresahujici 50 mm, nizké télo a zkracena postranni ¢ara. Pigment na téle
je tvoren ¢ernymi melanofory, modro-stfibrnymi iridofory a zlutymi xantofory,
které dohromady tvofi charakteristické tmavé modré a zluté pruhy (Obr. 1 B),
které daly vzniknout i anglickému nazvu tohoto druhu - ,zebrafish” (Singh
a kol., 2016).

Obr. 1. Charakteristické znaky ddnia pruhovaného. A) horni postaveni st, je viditelny
jeden pdr vousku. B) povrch téla ryby s patrnymi cernymi melanofory, modro-strfibrnymi
iridofory, které se prolinaji v jednotlivych pruzich a jsou striddny zlaté Zlutymi xantofory.
C a D) Detailni zabér na ritni ploutev dvou riznych samci. Patrny je podobny vzorec
pruhovadni jako na téle a individudIni rozdily v barevnych vzorcich u obou samct (Foto:
R. Franek).

V soucasné dobé lze danio oznadit za nejpouzivanéjsi rybi modelovy
organizmus v Siroké paleté védnich obord (Obr. 2A, B). Danio je zaroven
v ramci nejpouzivanéjsich modelovych obratlovcd na tfetim misté za mysi
a krysou. Historie vyuziti dania saha az do 70. let minulého stoleti, kdy
byli do laboratornich chov(i zavedeni prvni jedinci, z nichz byly nasledné
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produkovany izogenni (klonalni) linie (Streisinger a kol., 1981). Nasledovaly
prvni pokusy o mutagenezi s prenosem po zarodecné linii (Chakrabarti a kol.,
1983; Walker a Streisinger, 1983) a vneseni ,cizi” sekvence do genomu embrya
pomoci mikroinjikace (Stuart akol., 1988). Tyto studie polozily zaklad rozsahlym
studiim, které pomoci mutageneze identifikovaly neprfeberné mnozstvi gent
a jejich funkce (Driever a kol., 1996; Haffter a kol., 1996; Amsterdam a kol.,
1999). Mezi dalsi vyznamné milniky, které upevnily pozici dania jakozto jednoho
z nejvyznamnéjsich modelovych organizmd, patfi detailni popis embryonalniho
vyvoje (Kimmel a kol., 1995), osekvenovani kompletniho genomu v roce 2001
(Howe a kol., 2013), prvni studie popisujici cilenou mutagenezi (Moens a kol.,
2008) a docasné tlumeni exprese jednotlivych gend (Nasevicius a Ekker,
2000). Nelze ani opomenout zvladnuti a nasledné optimalizovani nuklearniho
transferu (tzv. klonovani) (Siripattarapravat a kol., 2009). V soucasné dobé
je taktéz dostupny transkriptom embrya a dospélce (Vesterlund a kol., 2011;
Lawson a kol., 2020) a stejné tak epigenom (Yang a kol., 2020). Mezi moderni
milniky samozrejmé patii aplikace pokrocilych nastroji pro editaci genomu,
které byly aplikovany i u ostatnich modelovych obratlovctd v podstaté ve stejny
¢as (Ma a Liu, 2015). CoZ svéd¢i o tom, Ze danio se z hlediska dostupnych
molekularnich nastrojd témér vyrovnalo mnohem déle etablovanym modelovym
druhdm predevsim z fad savdich obratlovcu.
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Obr. 2. Vyznam a popularita ddnia pruhovaného jako modelového obratlovce. A) Graf
zndzornuje ro¢ni pocty publikaci - kli¢ové slovo ,zebrafish” v databdzi Web of Science.
B) Deset védnich oborti s nejvétsim poctem publikaci na ddnio pruhované.

Vysoka popularita mira vyuziti dania je dana také vysokou plodnosti,
externim oplozenim a rychlym vyvojem téméf transparentniho embrya (Teame
a kol., 2019). Zaroveri danio predstavuje vhodny model pro studium vyvoje
a metabolizmu organ(, které sdili se savci. S jistymi omezenimi ve stavbé
danych orgédnd (rozdilna dychaci soustava, nepfitomnost kostni dfené,
dvoukomorové srdce atd.) mlze danio nahradit modely mysi a dalSich savcl
vyuzivanych ve vyzkumu (Lieschke a Currie, 2007). Na daniu je tudiZ mozné
naptiklad modelovat nemoci, které se vyskytuji u ,vyssich” obratlovcd véetné
¢lovéka, se kterym danio sdili pfiblizné 70 % gent (jedna se o ortology, tj. geny
dvou rozdilnych druh, které se vyvinuly z jednoho pdvodniho genu, a jejichz
funkce je evolu¢né konzervovand) (Howe a kol., 2013). Navic existuje verejné
dostupné databaze sdruzujici dostupna data o jednotlivych genech, jejich
fenotypech, indukovanych mutantnich a transgennich liniich v€etné nastroja
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pro jejich produkci, nebo pro pfimé ziskani z mezinarodnich Zivych bank,
které se nachazeji v Némecku, Spojenych statech americkych a Ciné (zfin.org)
(Geisler a kol., 2017).

2.2. Biologie druhu

Teplotni optimum pro danio pruhované se obvykle uvadivrozmezi 25-28,5 °C.
Nicméné je dllezité zminit, ze v pfirozeném prostiedi Indického subkontinentu
jsou ryby vystaveny zna¢né proménlivym podminkam. Monzunové klima Indického
subkontinentu zplsobuje rozliv hlavnich tokd fek, kdy po nasledném snizeni
hladiny vody dochazi k tvorbé oddélenych malych vodnich téles. Teplota vody
v letnich mésicich dosahuje 38 °C, avSak v zimé klesa az na 6 °C. Preferovanym
habitatem dania pruhovaného jsou predevsim stojaté ¢i pomalé tekouci vody,
které maji obvykle vazbu na ryzova pole. Tyto habitaty poskytuji pomérné dobrou
ochranu pred predatory, jelikoz jejich docasnaizolace od hlavnich tokt béhem roku
je pro vétsi druhy ryb nevyhodna. Nicméné mezi hlavni predatory patfi hadohlavci
a zastupci jehlicovitych, jejichz télesné charakteristiky jim umozZnuji existenci
pravé i v mélkych vodach obyvanych daniem. Dale jsou dokumentovany vyskyty
dania v proudicich fekach a potocich. Obecnou preferenci v jakémkoliv habitatu je
vyskyt spis v pribfeznich a mél¢ich partiich, s relativné nizkou prihlednosti vody
(= 30 cm), vegetaci a expozici slunci. Proménliva povaha pfirozenych habitatd se
odrazi i na Sirokém rozsahu pH vody, ve kterém se danio vyskytuje (pH 6-10),
o spise nizsi vodivosti nepresahujici 300 uS.cm™ (Engeszer a kol., 2007).

Danio v ramci svoji vyzivy vyuziva prostor celého vodniho sloupce, coz
indikuje i spektrum potravy v pfirozeném prostredi, kde je vSezravcem. Hlavni
slozkou potravy je zooplankton a hmyz, jehoz larvalni stadia jsou vazana na vodni
prostiedi. Prilezitostné konzumuje i bentické organizmy. Reprodukéni biologie
ve volné pfirodé je zna¢né vazana na ménici se prostredi, predevsim z hlediska
teploty vody a vysky hladiny sloupce. Soucasny stav poznani reprodukce ve volné
pfirodé je v zasadé nedostalujici, jelikoz toto téma bylo upozadéno pravé
vyznamem dania v laboratofi. Tudiz je pomérné obtizné vztahovat soucasné
poznatky z vyzkumu na volné Zijici populace. Je nutné pfipomenout, ze prvni
jedinci dania pruhovaného byli cilené chovani v laboratofich vice nez pred 50
lety. Lze tedy ocekavat, ze soucasni jedinci mohou predstavovat jiz dvoustou
generaci (Whiteley a kol., 2011). Dohromady s kratkym genera¢nim intervalem
(3-4 mésice) lze témér s jistotou ocekavat, Zze diky laboratorni selekci doslo
az k extrémnim posuntm charakteristik druhu oproti volné Zijicim populacim.
Vhodnym prikladem odlisnosti divokych a laboratornich populaci je napriklad
popsani absence lokusu determinujiciho pohlavi u dvou laboratornich linii (Wilson
a kol., 2014).

-117 -



V soucasné dobé je v ramci odborné literatury velké mnozstvi prehledd,
které maji za cil sumarizovat zakladni chovné podminky a procedury, které
jsou spojené s drzenim a pouzivanim dania v laboratofi. Nicméné dostupné
informace nelze brat za zavazné, spiSe doporudujici, jelikoz je vzdy nutné
zohlednit vzdy mistni podminky laboratorniho chovu (napfiklad narodni
a institucionalni legislativa, typ chovného systému) a hlavni Gcel, pro které je
danio chovano. Situace je dale komplikovana skutecnosti, Ze danio je, co se tyce
chovnych podminek, vice nez tolerantni druh, kdy je vice nez pravdépodobné,
Ze bude prospivat v Sirokém rozmezi doporucovanych hodnot. Nize uvadime
sumarizovany prehled, ktery je zalozen na doporucenich vydanych v ramci
smérnice EU (Smérnice EU 2010/63 Clanek 33 a Priloha lll) literarnich
prehledech (Reed a Jennings, 2011; Alestrom a kol., 2020) a volné dostupné
knize ,The Zebrafish Book” (Westerfield, 2007).

2.3. Ziskani a pfevoz ryb

Prvotni chovné hejno lze ziskat z mnoha zdroj, nicméné povazujeme
za ddlezité zminit, Ze nakup z béznych chovatelskych obchodd nebo
akvaristik je krajné nevhodny, jelikoz je vice nez obtizné dohledat neznamou
historii a plvod danych ryb (Franék a kol., 2020). V disledku toho dochazi
k jevu, kdy jsou experimenty provadény na organizmech bez blizsi genetické
charakteristiky. Tato situace neni natolik zavazna, pokud uvazujeme, ze
experimenty jsou v rllzném case provadény na stejné populaci v rdmci dané
laboratofe. Pomérné zavazny problém nastava pfi snaze reprodukovat studii
v ramci jiné laboratore, kde je vysoce pravdépodobné, Ze disponuje danii
s kompletné odliSnym genetickym profilem. Vysledkem je neopakovatelnost
studie nebo ziskani vysledk(, které ani vzdalené neodpovidaji tém plvodnim.
Tento problém je dale prohlouben nejednotnou, a v horSim pfipadé Spatné
pouzivanou terminologii v odbornych publikacich pro identifikaci pavodu
danii, které by za idealni situace mély byt jasnym voditkem k jejich genotypu.
Dania bez zndmého plvodu byvaji ¢asto ozna¢ovana jako ,wild-type” (divoky
typ), coz by mohlo zdanlivé evokovat, Ze maji reprezentovat volné zijici
populaci. V pfipadé chovu v zajeti po desitky az stovky generaci se oviem
jedna o naprosto mylnou predstavu. Podobné mylné je pouzivano i oznaceni
,Strain” (kmen), které je v rdmci sav¢ich modeltd striktné urc¢eno pro inbredni
kmeny. Inbrednim kmenem rozumime skupinu zvifat, kterd byla po vice nez
20 generaci rozmnozZovana mezi sourozenci. Tudiz, v pfipadé pouziti danii bez
znamého plvodu (ale i jinych modelovych druhd ryb), by mélo byt explicitné
uvedeno, Ze se opravdu jedna o neznamy puvod s neznamym genetickym
pozadim. Je zfejmé, Ze takovyto popis by do zna¢né miry mohly diskvalifikovat
danou studii. Proto je mozné velmi ¢asto pozorovat, Ze autofi uvadéji pouziti
kmene nebo linie, pfipadné se uchyluji k pouziti terminu ,wild-type” coz ale
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neodpovida nomenklatufe a prohlubuje jiz tak velky zmatek v oznacovani
pUvodu a genetického pozadi pokusnych danii (Crim a Lawrence, 2021).

Pro ziskani chovného hejna je na narodni Urovni mozné oslovit laboratore
vyuzivajici a chovajici dania. V ramci Ceské republiky neexistuje databaze
slucujici laboratofe vyuzivajici danio jako modelovy organizmus. Nicméné je
mozné v ramci odborné literatury dohledat védecké skupiny v ramci Ceské
republiky, které na daniu pracuji a ty pfimo oslovit. V mezinarodnim méfitku
je mozné dania ziskat z center, kterad zasilaji dané linie/kmeny obvykle jako
vykulend a rozplavana embrya. Centra se nachazeji v Némecku, Spojenych
Statech Americkych a Cin&. Ovsem je daleZité upozornit na fakt, e podle
nasi legislativy musi danio pruhované urc¢ené k pokusiim pochazet ze zafizeni
opravnéného k chovu pokusnych zvifat podle zakona ¢. 246/1992 Sb.

Pro samotny prevoz je nutné respektovat biologické charakteristiky druhu
(predevsim teplotni a kyslikové optimum) a stadium embryonalniho vyvoje.
Z vlastni zkuSenosti vime, Ze je mozné zasilat embrya jiz po gastrulaci (Obr.
3A-C). V ramci kratkodobého transportu je mozné prevazet embrya ihned
po oplozeni za predpokladu, Ze bude transport dokoncen v prabéhu blastuly.
Je nevhodné zasilat embrya prfed dokonceni gastrulace (Obr. 3D) kvdli jejich
vysoké citlivosti (nemaji uzavreny blastopor) a nemoznosti kompletné zabranit
otfesim v prdbéhu manipulace a prepravy. Stejné tak je nevhodné zasilat
embrya tésné pred vykulenim (starsi 40 h), jelikoZ neni mozné je bezpecné
povrchové dezinfikovat pomoci chlornanu sodného (2.6.1. Poloumély vytér),
kdy je jejich chorion uz velmi jemny, a pravé diky otfesdim v pribéhu prepravy
dochazi i k pred¢asnému vykuleni ¢asti jedinc (Obr. 3E-F).

Embrya doporucujeme transportovat v nadobach mensiho objemu, které
jsou kompletné naplnéné vodou, coz brani vyraznému pohybu vody, a tim
i mechanickému poskozeni embryi (Obr. 3G). Stejnym zplsobem jsou obvykle
transportovany irozplavané larvy, ty ale jiz nejsou citlivé na ottesy. V pripadé ryb
jiz aktivné pfijimajici potravu a vyssich stadii az po dospélce volime prevoz pod
kyslikovou atmosférou v uzavienych plastikovych pytlich, které umistujeme
do polystyrenovych krabic pro udrzeni teploty.

2.3.1. Pfijem a karanténa ryb

Po doruceni/ziskani ryb je nutné provést preventivni opatreni, kterd zamezi
prenosu patogend mezijednotlivymi chovnymi systémy. V pfipadé nevykulenych
embryi je mozné aplikovat oSetfeni hypochloridem sodnym (150ml vody
a 0,1ml 5% roztoku hypochloridu sodného po dobu 5 minut s naslednym
proplachnutim jiker vodou), které Ize povazovat za velmi Gcinnou dezinfekci
povrchu embryi. V pfipadé jiz vykulenych a starSich ryb je mozné volit pouze
karanténu a bedlivé pozorovani zdravotniho stavu ryb. Z logického hlediska
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je kontraproduktivni vyuzivat profylaxe ryb v karanténé prostrednictvim volné
dostupnych Sirokospektralnich 1éciv pro akvarijni ryby, jelikoz by mohlo dojit
k zamaskovani pfipadné patogenni naloze, kterd by za normalnich podminek
prostrfedni propukla v nemocnost ryb.

Za idedlnich podminek by nikdy nemélo dochazet k introdukci ryb
do chovného systému, ve kterém se nenarodily. Tudiz by mél probéhnout jejich
odchov a rozmnoZeni potomstva mimo hlavni chovny systém, coz mlze byt
problematické z hlediska separace prostorll a moznosti zajistit komplexni péci
o ryby. Z tohoto dlivodu se obecné pfistupuje k mirnéjsSimu opatreni, které
spociva v tom, Ze rana stadia Ize po karanténé zaclenit do hlavniho chovného
systému, nicméné dospélé ryby z ,venkovnich” zdrojd jsou vzdy drzeny mimo
systém, nasledné rozmnozZeny, jejich nevykulené potomstvo je dezinfikovano
hypochloridem sodnym dle postupu uvedeném v piedchozim odstavci
a nasledné maze byt zac¢lenéno do hlavniho chovného systému.
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Obr. 3. identifikace vhodnych (A, B) anevhodnych stadii (D, E) vyvoje ddnia pro transport.
A) Embryo ve stadiu 10 somiti s dobre odlisitelnou hlavou (hvézdicka) a ocasni Edsti
(Sipka). Embrya 30 h od oplozeni, charakteristickym znakem je nenarovnany trup, kdy je
hlava stdle v kontaktu se Zloutkovym vdackem (C). D) Embryo ve stadiu pozdni gastruly
je velmi citlivé na manipulaci, jelikoz spodni &dst Zloutku (oznaceno hvézdic¢kou) stdle
neni obklopena zdrodecnymi vrstvami. E, F) Embryo 52 h po oplozeni, kdy jiZz dochdzi
ke kuleni prvnich jedinct. Charakteristickym znakem tohoto stadia je jiz rovnd hrbetni
linie. F) Doporuceny zptisob pro transport embryi ve zcela naplnéné 50ml zkumavce.
Pozn. Embrya na snimcich A, C a D byla enzymaticky dechorionovdna pro lepsi zietelnost
daného stadia vyvoje (Foto: R. Franék).
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2.4. Chovné prostiedni

Obecné Ize dania chovat v béznych akvariich, kterd maji individualni nebo
spole¢nych obéh afiltracivody v¢etné regulace teploty a osvétleni. Tento zplsob
je finan¢né nendakladny, na druhé strané je ale narocny na obsluhu (pfedevsim
Cisténi nadrzi), ale i na prostor. V pfipadé individualnich odchovnych akvarii je
mnohem vyssi naro¢nost na kontrolu kvality vodniho prostredi (napfiklad nutna
individualni kontrola pH nebo teploty v kazdém akvariu zvlast). Tato naro¢nost
na zajisténi bézného chodu je ale na druhé strané vykoupena relativné vyssi
bezpecnosti z hlediska Sifeni nakaz (pokud jsou akvaria a nastroje prichazejici
do styku s vodou a rybami striktné oddéleny od jinych).

Opakem chovu v béznych akvariich jsou komeréné dostupné recirkula¢ni
systémy ve formé regdld a polic, do kterych se vkladaji jednotliva akvaria.
Akvaria jsou v predni ¢asti vybavena pfitokem cerstvé vody shora, v zadni
¢asti se obvykle nachazi sifon, ktery odebird vodu ode dna a je oddélen
od ryb vlozkami rdzné svétlosti, které umozruji odchovavat i ty nejmensi
stadia. Tyto systémy jsou vybaveny centralnim fizenim teploty, vodivosti, pH
afotoperiody. Dale jsou obvykle vybaveny tc¢innou dvoustuprovou filtraci vody
(sitovy bubnovy filtr a biologicky filtr) a dezinfekci vody pomoci UV vybojek.
Jasnou vyhodou komerc¢né dostupnych systému je jejich kapacita (vzhledem
k efektivni mechanické a biologické filtraci Ize drzet hustéjsi obsadky) a nizké
¢asové naroky na udrzbu jednotlivych akvarii, coz je na druhé strané vykoupeno
vysokou pofizovaci cenou, kdy systém s kapacitou pro 2 000-3 000 dospélych
ryb (v zavislosti na hustoté nasazeni) se cenové pohybuje v fddech statisict
korun.

2.4.1. Teplota

Ackoliv je biologicky rozsah teplot dania velmi Siroky, tak pro laboratorni
podminky je doporucovano teplotni rozmezi 24-29 °C, kdy byva obvykle
referovana teplota 28,5 °C, ktera byla pouzita pro tvorbu standardizovanych
tabulek embryonalniho vyvoje. Rozdil rychlosti vyvoje v 28,5 °C oproti 22 °C
je priblizné dvounasobny, nicméné preziti neni ovlivnéno (Obr. 4). Tato vysoka
prizpUsobivost dava Siroké pole moznosti manipulovat s rychlosti vyvoje dle
experimentdlnich, ale i chovatelskych pozadavk( (dosaZeni vhodného stadia
pro prepravu embryi umoznuijici jejich naslednou dezinfekci). Pri volbé teploty
pro jakékoliv Zivotni stadium dania je nutné mit na paméti, Zze teplota vody
znac¢né ovliviiuje rychlost embryonalniho vyvoje, mnozstvi rozpusténého
kysliku, rychlost rozkladnych procesq, ale ¢asto i rychlost vyvoje nezadoucich
patogen(. Zaroven je nutné mit na paméti, Ze v pfipadé extrémné vysokych
teplot v prlbéhu odchovu ranych stadii mize dochazet k maskulinizaci ryb,
a tudiz zvySenému podilu samc(, nicméné citlivost k témto zménam se mlze
v ramci jednotlivych linii/rodin lisit (Ribas a kol., 2017).
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Obr. 4. Zdvislost rychlosti embryondiniho vyvoje a preZiti na teploté vody. Odlisnd
pismena znaci statisticky vyznamny rozdil (P < 0,001). (Pfevzato a upraveno podle
Schnurr a kol., 2014).

2.4.2. Fotoperioda

Dalsim dalezitym faktorem pro uspésny chov a rozmnoZovani dania je
pravidelnost fotoperiody, jelikoz je vytér ryb obvykle indukovan zacatkem
fotoperiody. Pro laboratorni podminky pouzivame svétlostni fazi v rozmezi 12-
14 hodin a temnostni fazi 10-12 hodin. Zaroven je vhodné zajistit postupny
nastup a ukonceni periody. K rozsviceni a zhasnuti svétel by nemélo dochazet
nahle, ale postupné prostfednictvim svitacd/stmivaci, aby nedochazelo
ke stresovani ryb. V odchovné mistnosti je také vhodné zamezit prostupu
denniho svétla okny (napfiklad nalepenim hlinikové félie) a vhodné zmirnit
svételné zareni z rdznych kontrolnich paneld dalSich pfistrojd, které by mohly
rusit ryby v dobé temnostni faze.

2.4.3. Kvalita vody

Zde plati obecna doporuceni platna pro vétsinu ryb, kdy by mélo byt
minimalizovano mnozstvi volného chléru, dusitand, dusi¢nant a amoniaku.
Kvalita vody z vodovodniho fadu muze byt velmi proménlivda (zvySené
mnozZstvi dezinfikantu), proto je nutné pouzivat vodu dostate¢né odstatou
a provzdusnovanou. V pfipadé chovnych systému je voda obvykle oSetfena
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uhlikovymi predfiltry a nasledné prochazi reverzni osmézou. pH vody je vhodné
udrzovat na hodnoté 7, kdy je nutné predpokladat trvalou tendenci k poklesu
v dlsledku probihajici nitrifikace v biologickych filtrech. pH vody je nutné
upravovat hydrogenuhli¢itanem sodnym (zajisti rychlou Gpravu pH a je mozné
ho davkovat rovnou do systému), pfipadné mletym vapencem (pomalejsi
uvolnovani, vhodngjsi spise pro stabilizaci a jako pojistka pti vypadku tpravy pH
pomoci hydrogenuhli¢itanu), ktery Ize naplnit do propustnych obald a umistit
pfimo do nadrze se zasobni vodou.

2.4.4. Hustota obsadek

Pro dospélé jedince pocitame do 5-10ks ryb na litr vody. Pro embrya
do tydne véku pocitame ne vice nez 100ks na 25ml vody. Rozplavané larvy
drzime az do pocatku pfijimani artemie - Zabronozky solné (Artemia salina)
v maximalni hustoté 300ks na 11 vody. Pfi predkladani artemie snizujeme
hustotu obsadky na 50-100 jedinctd na litr. Obecné je tfeba chapat tyto udaje
jako orientacni, jelikoZ budou mimo jiné ovlivnény teplotou vody a intenzitou
krmeni. Danio je hejnovy druh, tudiz neni vhodné ryby drzet oddélené, pokud
to neni z hlediska experimentu nutné. Obohaceni chovného prostiedi (napf.
ukryty, substrat na dné nebo rostliny) neni nutné, naopak by to znamenalo
komplikaci z hlediska udrzeni zoohygieny v didsledku zvySeni plochy, kterou
mohou osidlit patogeny.

2.4.5. Zoohygiena

V pripadé chovu v separatnich akvariich je vhodné striktné oddélovat
jednotlivé nastroje a nadoby, se kterymi pfichazi ryby/voda z akvaria
do kontaktu od ostatnich akvarii. U chovnych systém je spole¢ny obéh vody
vSemi akvarii, coz klade zvySené naroky na zoohygienu a kontrolu zdravotniho
stavu. V ramci prevence je mozné udrzovat vy3si salinitu (0,1%) (Westerfield,
2007). Stejné tak je vhodné vyuzivat lazen 10% roztoku chloridu sodného pro
manipula¢ni sitky a dalsi nacini, které neni mozné mezi pouzitim kompletné
vysusit. Jedince s netypickym chovanim (apatie, nezdjem o potravu, polehavani
na dné) odstrariujeme ze systému. Stejné tak odstranujeme jedince, u kterych
pozorujeme obecné znamky S3Spatného stavu, které mohou ukazovat
na onemocnéni, moznymi abnormalitami jsou exoftalmus a endoftalmus,
zjezené nebo vypadané Supiny, atypické zmény na téle. V ramci chov ¢itajicich
vyssi jednotky stovek ¢i tisice kusl Ize povaZzovat za normalni ob¢asny vyskyt
individudlnich jedincl s vySe zminénymisymptomy. Dilezité je sledovat pripadny
trend vyskytu, kdy v rdmci jednotlivcd v pribéhu mésice neni ve vétsiné pripadl
nutny jakykoliv 1é¢ebny zasah. V pfipadé vyskytu vySe zminénych symptomu
u vétsiho poctu ryb je nutné dalsi postupy konzultovat s veterinarnim Iékarem,
ktery na zakladé odborné diagnézy urci Ié¢ebny postup.
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2.5. Rozmnozovani v laboratofi

Pravé mald naro¢nost na podminky podmifiujici rozmnoZovani dania je
jednim ze zakladnich kament rozsifenosti tohoto druhu v laboratofi. Danio
pruhované dosahuje ve standardnich laboratornich podminkach dospélosti
kolem tretiho mésice véku, kdy Ize predpokladat, ze samice z dané kohorty
dospivaji mirné pozdéji nez samci. Nicméné experimentalné bylo prokazano,
Ze |ze dosahnout pohlavni dospélosti jiz pfed 50. dnem véku za predpokladu
intenzivniho rozkrmu Zzivou potravou spojeného s konstantni fotoperiodou
(Dabrowski a Miller, 2018; Delomas a Dabrowski, 2019). Pohlavni dospélost je
spojena s jasnym pohlavnim dimorfizmem, kdy samci maji Stihly a témér rovny
profil téla (Obr. 5A). Dalsi charakteristikou je napadnéjsi vybarveni pruh, ale
také ocasni ploutve. Nicméné je nutné zminit, Ze intenzita vybarveni je v ¢ase
znac¢né promeénliva, kdy napfiklad pfi stresu dochazi k celkovému vyblednuti
ryby. Samice, zvlasté pak v reprodukéni kondici, jsou charakteristické zvétSenou
brisni partii, kdy je tento znak patrny pfi pohledu z boku (Obr. 5C) i ze shora.
Pri blizsim pohledu je mozné pozorovat u mocopohlavni papily malé kladélko,
které (Obr. 5D) vystupuje 1-2 mm a je patrné predevsim u samic tésné pred
vytérem. U samcU tvofi mocopohlavni papila okem neznatelny vybézek (Obr.
5B).

Obr. 5. pohlavni dimorfizmus u ddnia pruhovaného. A) Samec je charakteristicky

rovnou spodni linii téla a pouze mirné klenutou horni linii téla. Zbarveni téla a ploutvi je
velmi syté. B) Detail mocopohlavni papily. C) Samice mda typicky zvétsenou brisni dutinu
a vice klenuty hrbet. Zbarveni téla je oproti samci bledé. D) Detail na ,kladélko” samice
znacici jeji pripravenost k vytéru (Foto: R. Franék).
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Samotna problematika poméru pohlavi, respektive determinace pohlavi,
je v pripadé dania vice nez komplikovana. Je vysoce pravdépodobné, ze
v ramci bézného chovu nékolika rGznych linii dania v laboratofi dochazi
k velmi nevyrovnanému vyskytu poméru samc@ a samic (Ribas a kol., 2017).
Jednim z hlavnich ddvodud je historie introdukce dania do laboratofi, kdy
vétsina soucasnych linii byla zaloZzena z AB linie, kterou vyprodukoval George
Streisinger s cilem identifikovat a stabilizovat jeji genotyp, aby byla co nejvice
prostd recesivnich letalnich mutaci (Streisinger a kol., 1981). Je vice nez
pravdépodobné, Ze pravé odstranéni recesivnich letalnich mutaci z genofondu
bylo ruku v ruce se zasadnimi posuny i v jinych lokusech, v¢etné téch, které
se podileji na genetickém urceni pohlavi. Potvrzenym nasledkem je napfiklad
kompletni ztrata pohlavi determinujicich lokust u dvou laboratornich linii (AB
aTU) (Wilson akol., 2014). Obecny konsenzem je, Ze danio ma WZ/ZZ systém
determinace pohlavi, kdy samci jsou heterogametni a samice homogametni.
Teoreticky, aplikace uniparentalni dédi¢nosti by méla v pfipadé gynogeneze
produkovat pomér pohlavi 1 : 1 a pouze celosam¢i potomstvo v pripadé
androgeneze, ¢ehoz ale v praxi neni dosahovano. Tyto zjisténi byly jiz v 80.
letech jasnym znakem, Ze v pfipadé dania a urceni pohlavi budou vyznamnou
roli hrat environmentalni faktory (Brown a kol., 2012; Liew a kol., 2012; Liew
a Orban, 2014; Kossack a Draper, 2019).

2.5.1. Poloumély vytér

Jako poloumély vytér oznacujeme u dania metodu, kdy gamety ryb nejsou
ziskavany pfimym zasahem ¢lovéka. Ryby jsou presunuty do vytiracich nadob,
kde diky stimulujicimu prostredi (nizka hladina vody a profilované dno) dochazi
k samovolnému rozmnozovani ryb. Vytiraci nadoba se obvykle sklada z vétsi
nadoby s nepropustnym dnem a mensi nadoby, ktera je do ni vlozena a ma
rizné clenité a perforované dno. Pravé perforace dna je naprosto zasadni,
jelikoz vytrené jikry propadnou do spodni ¢asti vytiraci nadoby a jsou chranéné
pred konzumaci (danio nema rodi¢ovskou péci). Dalsi vyhodou téchto nadob
je moznost oddéleni pohlavi pfed vytérem. Diky oddéleni ryb Ize nasledné
pomérné presné planovat vytér jiker. V pfipadé nasazeni obou pohlavi bez
oddéleni nezfidka dochazi k vytéru ryb i pouze nékolik hodin po nasazeni.
V soucasné dobé jsou komer¢né dostupné riizné typy boxa, nicméné zakladni
vkladaci ¢ast Ize vyrobit i svépomoci nalepenim plastové mfizky s primérem
ok dostatecnym pro propadnuti kladenych jiker (Obr. 6). Prahledny material
nadob na vytirani umozuje kontrolu vytéru bez manipulace a ruseni ryb. Nize
popsany zplsob poloumélého vytéru nezplsobuje rybam vyraznéjsi stres,
tudiz je teoreticky mozné vytirat ryby v podstaté denné.
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Obr. 6. Ruzné typy vytiracich nddob vhodné pro ddnio pruhované. A-C) Komercné
dostupnd vytiraci akvdria sklddajici se vZdy z vnitini ¢dsti perforovanym dnem, kterd se
vkldda do vnéjsiho akvdria s pevnym dnem. Akvdria jsou vybavend vikem a prepdazkou
umoZznujici oddélit samce od samic. Objemy akvdrii jsou 0,71 (A), 11 (B) a 1,71 (C).
D) Vytiraci vloZzka vyrobend z plastové krabicky s odstranénym dnem a prilepenym
hustym plastovym pletivem o velikosti ok priblizné 6 mm (pro prilepeni je nutné pouzit
akvaristicky silikon). Do vytiracich nadob A, B a D je vhodné umistovat maximadlné 3-4
kusy dospélych ryb. Do nadoby na obrdzku C maximdlné 6-8 kusu dospélych ryb (Foto:
R. Franék).

Poloumély vytér provadime nasledujicim postupem:

1. Ryby nejsou krmeny min. 18 h pred planovanym vytérem. V pripadé pIiného
zazivaciho traktu v dobé nasazeni do vytiracich nadob dochazi po vytéru
ke kontaktu jiker a vykall, coz zvysuje riziko kontaminace jiker patogeny
a klade vyssi naroky najejich dezinfekci a zdarny odchov do stadia vykuleni.

2. Nasazeni probiha min. 4-6 hodin po poslednim krmeni, tzn. odpoledne
pred experimentem.

3. Ryby jsou nasazovany do vytiracich nadob pInénou vodou z chovného
systému.
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. Jevhodné dodrzet fotoperiodu, na kterou jsou dané ryby zvyklé. Je dllezité
zajistit, aby ryby nebyly ruSeny svétlem predevsim v dobé temnostni ¢asti
fotoperiody.

. Vytiraci nadoby jsou umisténé do temperovaného inkubatoru (Obr.

7A) (pozn. zalezi na teploté v chovném systému, kdy v prfipadé nizsi

odchovné teploty 25-26 °C je mozné umistit nddoby pouze v dostate¢né
temperované mistnosti).

. Dle pozadavkd experimentu je po zacatku svételné faze fotoperiody

odstranéna bariéra oddélujici pohlavi. Prvni nakladené jikry Ize pozorovat

v podstaté ihned po expozici samic samcim (Obr. 7B). Samice klade jikry

nékolikrat po sobé v mensich porcich (obvykle desitky kusd), které jsou

ihned oplozeny samcem. Dle zkuSenosti autord (data ze 100 parovych
poloumélych vytérl) samice priimérné produkuje pfiblizné 270 jiker.

.V pripadé jiz dostate¢ného poctu vytienych ryb jsou jikry odebrany

nasledujicim postupem:

a. Odstranéni vkladaci vlozky s rodici.

b. Nasati vytfenych jiker Pasteurovo pipetou, pfipadné je mozné cely
obsah nadoby véetné jiker prelit pres husté sito (Obr. 7C).

c. Nasledné je mozné rodice vratit zpét do vytiraci nadoby, kdy je velka
pravdépodobnost, Zze budou ve vytéru pokracovat (pokud nedoslo
k nakladeni vSech ovulovanych jiker).

. Prvotni oSetfeni jiker pomoci proplachnuti odstatou vodovodni vodou,
pfipadné dezinfekce povrchu roztokem chlornanu sodného (obvykle hlavni
slozka domacich dezinfekcnich pripravkd a bélidel), kdy jsou nasledné jikry
proplachnuty odstatou vodovodni vodou. OSetfeni chlornanem sodnym
neni naprosto zasadni, nicméné k nému pfistupujeme predevsim v ptipadé
ziskani velkého mnozstvi jiker pro nasledny odchov, kdy by bylo ¢asové
velmi naro¢né odstrafiovat neoplozené jikry jednotlivé. Chlornanem
sodnym dezinfikujeme nasledujicim zplsobem:

a. Uvazujeme pouziti bézné dostupného domaciho bélidla 0 5-6% obsahu
chlornanu sodného.

b. Na ptipravu 100 ml dezinfek¢niho roztoku poc¢itame 100 ml vody a 50 pl
5% chlornanu sodného.

c. Prevedeme oSetfovana embrya do malého sitka, které na 5 minut zcela
ponofime do dezinfekéniho roztoku.

d. Poukonceni expozice minimalné 3x promyjeme jikry vodou. Alternativné
Ize pro neutralizaci chlornanu pouzit ¢erstvé pfipraveny 0,05% roztok
thiosiranu sodného ve vodé, kterym embrya rychle proplachneme
a nasledné 2x promyjeme vodou.
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Obr. 7. Poloumély vytér ddnia pruhovaného ve vytiracich nddobdch. A) Umisténi
vytiracich nddob do temperovaného inkubdtoru. B) Brzy po odstranéni bariéry je mozné
pod vytiracim rostem nddoby pozorovat prvni vytrené jikry. C) Pohled na sebrané jikry
pomoci hustého sita (Foto: R. Franék).

2.5.2. Umély vytér

Umély vytér provadime zplGsobem, ktery je az do vySe zminéného bodu
¢. 6. identicky. Divodem nasazovani ryb do vytiracich nadob i pro umély
vytér je skutecnost, Ze umoznuje ucinné identifikovat ovulujici samice, tzn.
Ze v podstaté nedochazi ke zbyte¢né manipulaci se samicemi, které nejsou
v dany okamzik vhodné k vytéru (pozn. v porovnani s poloumélym vytérem
dochazi k vyssi mife stresu u ryb). Po pouziti samcl k umélému vytéru
doporucujeme min. 2 tydny do dalSiho vytéru s ohledem na potfebnou délku
spermatogeneze (7) (Leal a kol., 2009), ale i rekonvalescenci po manipulaci.
V pripadé samic predstavuje umély vytér zasadnéjsi zasah, kdy je nutné obdobi
na rekonvalescenci minimalné 1 mésic, mimo jiné i s ohledem na skute¢nost
potiebného vyvoje a rlstu oocyta.

Pro manipulaci a uchovani odebraného spermatu pouzivame imobiliza¢ni
roztoky, kdy doporucujeme roztoky E400 (Matthews a kol., 2018) nebo
Kurokura 180 (Rodina a kol., 2004). Pro kratkodobé uchovani spermii v ramci
provedeni in vitro oplozeni jsou oba imobiliza¢ni roztoky rovnocenné.
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S potrebou naristajiciho ¢asu uchovani je ale vhodné volit roztok E400,
ve kterém si spermie uchovavaji vyssi motilitu (Obr. 8), ale predevsim vyssi
oplozovaci schopnost (Cheng a kol., 2021). Imobiliza¢ni roztok Ize pfipravit
ve vétsim objemu, rozdélit do mensich zkumavek a uchovavat v mrazicim boxu
s moznosti opakovaného zmrazovani a rozmrazovani.

W E400
100 4 2 a O Kurokura
€ 80 -
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[7) ’\;‘ ¢
£ <40 -
= 20 d
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S r-l de o
0 - T T T i"-_I
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Doba uchovani spermii (h)

Obr. 8. Viiv dvou imobilizacnich roztoki a doby uchovdni na motilitu spermii ddnia
pruhovaného. (Prevzato a upraveno podle Cheng a kol., 2021).

Kurokura 180

e 180mM Nadl

e 2,68mMKCI

e 1,36mM CaCl, - 2H,0

e 2,38mM NaHCO,

E400

e 130mM KCL

e 50mM NaCl, 2mM Cadl,
e 1mM MgSO,

e 10mM D-(+)-Glucose,

e  30mM HEPES-KOH (pH 7,9)

1. Po odstranéni oddélujici bariéry je nutné ryby bedlivé pozorovat (napf.
kazdych 5 minut), kdy je zasadni v¢as pozorovat prvni uvolnéné jikry. To
je znamkou ovulace samice a jeji vhodnosti k umélému vytéru. V pfipadé
pozorovani vytfenych jiker je nutné neprodlené pohlavi opét oddélit, aby
nedochazelo k dalsimu uvolfiovani jiker do vodniho prostredi.

2. Po ziskani dostate¢ného poctu ovulujicich samic se pfistupuje k vlastnimu
vytéru. Povaha samcich pohlavnich bunék ryb umoziuje jejich kratkodobé
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uchovani bez ztraty kvality minimalné po dobu jednotek hodin. Naopak,
jikry dania jsou pomérné citlivé na prezravani, kdy zvlasté v ptipadé malého
mnozstvi jiker je jejich dlouhodobéjsi uchovani velmi problematické
(Waghmare a kol., 2021).

Vytér samci je provadén nasledovné:

a.
b.
C.

Anesteze jedince v 0,05% roztoku MS222.

Pfesunuti na navlhéenou podlozku.

Jemné osusSeni bfisni partie s naslednym oplachnutim imobiliza¢nim
roztokem (100-200 pl).

Sperma je ziskavano jemnym tlakem palce a ukazovaku v okoli bfisnich
ploutvi (Obr. 9A), kdy sperma je neprodlené nasato mikropipetou
(pipeta s objemem 1-10 pl) a ihned umisténo do imobiliza¢niho
roztoku (obvykle pocitame 20 pl imobiliza¢ni roztoku, coz nam zajisti
minimalné 10x nafedéni odebraného spermatu) a uchovavano na ledu.

Vytér samic je provadén timto zplisobem:

a.
b.
C.
d.

Anesteze jedince v 0,05% roztoku MS222.

Pfesunuti na navlhéenou podlozku.

Jemné osuseni bfisni a ocasni partie.

Uchopeni samice za hlavou mezi palcem a ukazovakem, kdy palec
a ukazovak druhé ruky slouzi k vyvijeni mirného tlaku na bfisni
dutinu, kdy dochazi k vytlaceni jiker (Obr. 9B). Obecné je vhodné mit
rybu v Sikmé pozici hlavou nahoru a bfichem smérem k podloZce,
diky tomu vytfené jikry sméruji do nadoby (obvykle Petriho miska)
gravitaci, v pripadé pritomnosti jiker na povrchu téla samice je mozné
je presunout pomoci plastové Spic¢ky pro mikropipetu.

Vytfené jikry je nutné neprodlené chranit pred svétlem a zabranit jejich
vysychani (napf. vlozenim navlhéené papirové utérky). Takto lze jikry
uchovat maximalné po nékolik desitek minut. Zaroven je viak nutné
mit na paméti, Ze jikry pfed samotnym oplozenim nesmi pfijit do styku
s vodou, jelikoz by doslo k jejich predcasné aktivaci a staly by se
neschopné oplozeni.

Pozn. V pfipadé dania existuji komercné dostupné roztoky pro uchovani
jiker, pfipadné roztoky, které Ize pfipravit v laboratofi (napf. podle
Endoh a kol., 2018). V pfipadé pouziti roztokt je nutné mit na paméti,
ze takovyto roztok je nutné pred oplozenim co nejvice odstranit,
jelikoz diky své vy3si osmolalité brani aktivaci gamet, nicméné
kompletni odstranéni neni vzhledem k povaze jiker mozné. Nasledkem
toho vzrista potifeba spermatu, respektive potreba vody pro aktivaci,
jejiz vy$8i mnozstvi je nutné kompenzovat pridanim vétsiho objemu
spermatu.
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Obr. 9. Ziskdvdni gamet. A) Odbér spermii mikropipetou. B) Vytér jiker na Petriho

misku (Foto: R. Franék).

Aktivace gamet a oplozeni:

a)

b)

Po ziskani gamet se pfistupuje k vlastnimu oplozeni. Na vytrené jikry je
nanesené sperma, které Ize s jikrami pomoci Spicky mikropipety velmi
jemné promichat. Samci produkuji sperma o koncentraci 0,08-3,52 x
106.ul" a objemu od jednotek desetin mikrolitru az po 2 pl. Nejvyssich
hodnot oplozeni (90 % a vice) je dosahovano pfi koncentraci spermatu
6 x 106 na 100 pl objemu aktiva¢niho roztoku (vody). Vyssi koncentrace
nepfinaseji zvySeni oplozenosti. Naopak snizenim koncentrace o fad je
oplozenost priblizné polovi¢ni oproti koncentraci 6 x 106. Snizenim
koncentrace na 6 x 105 lze dosahnout oplozenosti pouze v jednotkach
procent (Cheng a kol., 2021).

Nasledné je pridana odstata voda, kdy je nutné s Petriho miskou zatrast,
aby doslo k oddéleni jednotlivych jiker. Po pfiblizné 30 s (odpovida
dobé motility spermii) krouzivych pohybU je postupné pridavano vétsi
mnozstvi vody.

V pripadé potieby oplozovani mensiho mnozstvi jiker (desitky)
a nedostatku koncentrovaného spermatu je mozné jikry nanést do
zkumavek s plochym dnem (napf. kryotuby), kde je nasledné naneseno
sperma a ihned aktivovdano nasobné mensim objemem vody (pro
aktivaci 50ks jiker je potieba pfiblizné 100 pl vody), nez je tomu pfi
oplozeni na Petriho misce. Po 30 sekundach mirného protifepavani Ize
jikry prevést na Petriho misku.

Priblizné po 5-10 minutach od aktivace dochazi k pInému nabobtnani
chorionu a jikry je vhodné proplachnout vodou, aby doslo k eliminaci
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jejich mirné lepivosti, ktera je z ¢asti zplsobena jikrnym povrchem, ale
i pfitomnosti spermii.

Vysledkem obou zminénych postuptd pro vytér ryb je ziskani oplozenych
jiker. Kdy v zavislosti na velikosti samice Ize ziskat v fadu jednotek stovek jiker,
kdy mozné maximum u nejvétsich samic se mlze blizit az k tisici kusu jiker.

2.6. Manipulace s embryi a jejich mikroinjikace

Jednou ze zakladnich charakteristik jiker dania je jejich transparentnost
a moznost ucinného a snadného vneseni materidlu do jikry ¢ embrya.
V soucasné dobé je mikroinjikace jiker/embryi zasadnim nastrojem molekularni
biologie. Mikroinjikace se v soucasné dobé tési prednimu zajmu predevsim
diky pomérné recentnim technologiim editace genomu pomoci nastrojd
CRISPR/Cas9 a Zinc-finger nukleazy a tvorbé transgennich organizm s expresi
reportérovych proteind (napf Tol2). Ale i do¢asného tlumeni translace proteint
pomoci injikace morpholin. Nelze opomenout ani pfechodnou vizualizaci
exprese genl in vivo pomoci injikace uméle syntetizované mRNA. Nutné je
zminit i moznost intra cytoplazmatické injekce spermie do oocytu (tzv. ICSI),
injikace jadra bunky do oocytu neboli jaderny transfer (klonovani). Tudiz je
mozné s jistotou tvrdit, Ze zvladdnuti mikromapula¢nich a mikroinjikac¢nich
technik je naprosto zasadni a naléza Siroké moznosti uplatnéni. Nize zminény
postup popisuje dlouholeté zkusenosti s mikromapulaci a mikroinjikaci rybich
oocytl, kdy v nasi laboratofi pouzivame tyto nastroje predevsim pro editaci
genomu, docasné tlumeni exprese gen(, ale i znaceni buné¢nych populaci.
Samotny postup mikroinjikace je pro zminéné metody v podstaté identicky jen
s rozdilem injikované latky. Pro Ucely zjednoduSeni popisujeme mikroinjikaci
na pouziti nespecifického fluorescen¢niho barviva, které barvi veSkeré bunky
embrya.

Vstupnim materidlem pro mikroinjikace jsou oplozené jikry dania. V pfipadé
dania obecné doporucujeme zacit mikroinjikaci co nejdfive po ziskani jiker.
Dlvod je ¢asové limitovana distribuce do bunék embrya pomoci zloutkovych
proudd, kdy po dosazeni stadia 32 bunék jiz nedochazi k rovhnomérné distribuci
injikované latky z dadvodu vytvoreni dvou vrstev blastomer.
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2.6.1. Priprava pred ziskanim jiker

1. Namichani 0,2 a 2M roztoku KCl, ktery slouzi pro vyrovnani osmolality
mikroinjikované latky s cytoplazmou vajicka.

b.
. Vytazeni sklenénych kapilar:
a.

. Priprava mikroinjikované latky:
a.

Pro ucely mikroinjikace nespecifickych fluorescencnich barviv je mozné
napfiklad pouzit Fluorescein-5-isothiokyanat-dextran nebo Rhodamine-
Bthiokyanat - Dextran, doporucujeme injikovat tato nespecificka
barviva v koncentraci 1-2,5%. Tato koncentrace je dostate¢na pro
vizualni identifikace spravné injikovanych jiker ihned po manipulaci,
zaroven umoziiuje i pozdéjsi kontrolu injikovanych embryi pomoci
detekce fluorescencniho signalu.

Pripraveny roztok nasledné fedime 9: 1 s roztokem 2M KCI.

Na trhu je nepfeberné mnozstvi vyrobct sklenénych kapilar, kdy zasadni
je Fidit se vnéjSim primérem z dlvodu kompatibility s mikroinjektorem
a mikromanipulatorem. Obecné doporucujeme kapilary tenkosténné,
které i pfi minimalnim otevfeni umoziuji dostatecny tok injikované
latky. Pfitomnost mikrofilamentu neni nutna.

Kapilary pfipravujeme vtzv. pulleru - zafizeni vybavené zahfivajici civkou,
s moznosti kontroly teploty a zaroven uchyceni kapilary. Vzhledem
k Sirokému spektru kapilar nelze uvadét univerzalni nastaveni pulleru.
Zasadni je, vzhledem k velikosti embryi dania, aby rozméry 3picky
kapilary byly co nejmensi (Obr. 10).

Po vytazeni kapilar doporu¢ujme otevieny konec po dobu 2-3 s zahfat
nad laboratornim kahanem, aby doslo k zarovnani nerovnych okrajd
a bylo mozné kapilaru snadno zasunout a upevnit do mikroinjektoru.
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Obr. 10. Doporuceny tvar mikrokapildr pro injikaci embryi ddnia pruhovaného.
Pri vytahovdni sklenénych kapildr je ddlezité optimalizovat nastaveni (teplota
a mnoZstvi zdvazi) tak, aby bylo dosaZzeno co nejmensiho priméru spicky. Pro injikace
nedechorionovanych jiker je zdrovern zdsadni, aby prvni 1-2mm kapildry mély co
nejmensi primeér, aby nedochdzelo k roztrZeni chorionu (Foto: R. Franék).

4. Priprava Petriho misek potazenych agarem:

a. 1g agaru rozmichat v 99 ml vodovodni vody (pfipadné 99ml Hepes
Ringerova roztoku, pokud jsou injikovana dechorionovana embrya).

b. Privedeni roztoku k varu (za pouziti laboratorniho vari¢e nebo
mikrovinné trouby) s naslednym udrzovanim teploty, dokud neni agar
pIné rozpustény a roztok je transparentni (zlstane lehce nazloutly).

c. Naneseni cca 10ml roztoku na Petriho misku (vytvoreni vrstvy silné
pfiblizné 5 mm). Takto pripravené misky nechat vychladnout a Ize
uchovavat v lednici po dobu 2-3 tydnd.

2.6.2. Odstranéni chorionu

Chorion je obalka vlastniho embrya, kterd ho chrani pred poskozenim
az do okamziku vykuleni. Pro ucely mikroinjikace Ize zvazit jeho odstranéni
pomoci enzymd. Pfed samotnym popisem postupu je ale nutné mit na paméti
negativni vliv samotného procesu odstranéni chorionu v€etné zvySené citlivosti
embryi po obdobi nasledujicich 24 hodin, coz klade zvySené naroky na péci.
Mikroinjikace embryi s chorionem je samozrfejmé mozna, avsak je pomalejsi -
obvykle 200-300 embryi za hodinu, oproti ~1 000 dechorionovanych embryi.
Enzymatického odstranéni chorionu zahrnuje:
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1. Pripravu roztokl pro dechorionovani a naslednou kultivaci embryi
a. Ringerdv roztok pro dechorionaci (Taps Ringer):
e 0,1g trypsinu a 0,4g mocoviny rozpustit v:
e 100ml Ringerova roztoku
0,748 g Nacl
0,02G KClI
0,026 g CaCl, 2H,0
0,024g C,H,,NO,S (TAPS)
Doplnit objem na 100 ml destilovanou vodou
Pomoci 1M NaOH upravit pH na 8,3.
b. Ringerlv roztok pro kultivaci embryi a neutralizaci trypsinu (Hepes
Ringer):
e 80ml destilované vody
e 1,6ml vaje¢ného bilku rozpustit do:
e 100ml Ringerova roztoku
0,748 g Nacl
0,02 g KCl
0,026 g CaCl, 2H,0
0,024g C,H,;N,0,S (HEPES)
Doplnit objem na 100 ml destilovanou vodou
Pomoci 1M NaOH upravit pH na 7,3.
Pozn. Oba Ringerovy roztoky (bez trypsinu ¢&i vaje¢ného bilku) lIze pfripravit
10x koncentrované, autoklavovat a uchovat v chladu (+4 °C) po dobu nékolika
tydnl az mésicl. V pripadé upravy pH 10x koncentrovaného roztoku je nutné
pouzit TOM NaOH, aby nedochazelo k nadmérnému nafedéni. Na trhu je
nepieberné mnozstvi variant enzymu trypsinu o rlznych cistotach. Obecné
plati, Ze levnéjsi trypsin obsahuje i pfimési dalSich proteaz, které zvysuji jeho
ucinek, vysledkem je vyssi enzymaticka aktivita a rychlejsi dechorionace, ktera
m(ze byt nebezpe&na pro embrya. Re$enim muze byt snizeni davky trypsinu,
pfipadné pouziti chemicky ¢istéjsiho trypsinu (obvykle s ozna¢enim pro pouziti
v bunééné nebo molekularni biologii).
c. Médium pro druhy a dalsi den kultivace (druhé kultiva¢ni medium)
e 1M CaCl, 180uL
e 1M MgCl, 180uL
e Destilovana voda 100mL

OO0OO0O0O0O0

OO0OO0O00O0

Na dechorionovani 200-300 embryi pocitame s potfebou 100-200ml
Taps Ringeru a dvojnasobnym mnozZstvim Hepes Ringeru. Ziskana embrya
umistime do Petriho misky, odlijeme vodu a embrya jednou proplachneme Taps
Ringerem. Petriho misku s embryi umistime do temperovaného inkubatoru
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(vyssi teplota zvySuje aktivitu trypsinu). Po 10-15 minutach je mozné
pozorovat naruseni chorionu u nékolika embryi (Obr. 11), krouzivymi pohyby
si ovéfime, zdali je ¢ast embryi pIné uvolnéna z chorionu. V pfipadé uvolnéni
z obaltd ihned pfistupujeme k vyméné roztoku za Hepes Ringer, kdy samotny
pohyb embryi pfi vyméné vody zpUlsobi uvolnéni z choriond u vétsiny embryi.
Nasledné provadime dalsi 2-3 vymény Hepes Ringeru, aby byla minimalizovana
koncentrace a aktivita trypsinu. Pfi promyvani dbame maximalni Setrnosti
a nevystavujeme dechorionovana embrya pfimému kontaktu se vzduchem. Je
obvyklé, Ze nékolik kust embryi zlistane nedechoriovanych. Dechorionovana
embrya jsou pfipravena k mikroinjikaci.

() v \ (D] : 0 AT T
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Obr. 11. odstranéni chorionu. A) Embrya pfiblizné jednu minutu po oplozeni. Dochdzi

k rychlé hydrataci, coZ ma za ndsledek obnoveni koulovitého tvaru a oddéleni chorionu
odembrya. Cernd sipka znac¢iembryo vpribéhu hydratace. B) Embrya 5 minut po oplozeni.
Chorion je plné nabobtnaly a jiz dochdzi k separaci animdlniho pdélu (oznaceno ¢ernou
Sipkou). C a D) Priblizné po trech minutdch expozice v dechorionacnim roztoku dochdzi
k odchlipeni vnéjsi vrstvy chorionu od vnéjsi (oznaceno cernymi Sipkami). E) po dalSich
5-10 minutdch Ize jiZ pozorovat prvni embrya bez chorionu (oznacena hvézdi¢kou).
V tento okamzik je vhodné embrya promyt neutraliza¢nim Hepes Ringerovym roztokem
(Foto: R. Franék).
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2.6.3. Vlastni mikroinjikace

1.

Vzhledem k rychlosti embryonalniho vyvoje doporuc¢ujeme mit v okamziku
dostupnosti jiker jiz kompletné pfipravené pracovisté a nastroje pro
mikroinjikaci.

. Embrya prfemistime pomoci sklenéné pipety (Obr. 12A) na misku potazenou

agarem. V pripadé injikace dechorionovanych embryi umistujeme embrya
do nékolika rfad (pripadé jamek), coz nasledné zefektivni samotny proces
mikroinjikace (Obr. 12B-E). V pfipadé mikroinjikace nedechorinovanych
embryi shlukujeme embrya do stfedu Petriho misky.

. NapInénou a upnutou mikrokapilaru nastavime do pracovni pozice ve vodé

a pomoci jemné pinzety ulomime 3pic¢ku. Tento krok je naprosto zasadni,
kdy je nutné otevfit mikrokapildaru na minimalni mozny primér vzhledem
k malé velikosti a citlivosti embryi dania.

. Nastaveni toku z kapilary zavisi na pouziti mikroinjektoru - u manualniho

nastavujeme tok kontinualni, u elektronicky kontrolovaného obvykle
vyuzivame toku, ktery spoustime a zastavujeme stisknutim pedalu. Objem
mikroinjikované tekutiny Ize stanovit pomoci vstriknuti tekutiny do oleje
a nasledného zméreni priméru kapky, kdy kapka o prdméru 0,1mm
predstavuje pfiblizny objem 5 nl.

. Samotnou mikroinjikaci provadime do Zloutku embrya pod blastodisk (Obr.

13), kdy diky aktivnimu transportu Zloutku je zajistén presun injikované
tekutiny do animalniho pélu (Obr. 14).

. Spravné mikroinjikovana embrya jsou snadno detekovatelna pritomnosti

skvrny uvnitf Zloutku, zaroven nemaji porusené membrany a nedochazi
k volnému vytékani zloutku, pripadné mikroinjikované tekutiny. PoSkozena
¢i Spatné mikroinjikované embrya ihned odstrafiujeme.

. Po mikroinjikaci pfesunujeme embrya do inkubatoru. Pfiblizné 2-3 hodiny

po mikroinjikaci kontrolujeme jejich stav a pfipadné odstrafiujeme mrtva
¢i abnormalné se vyvijejici embrya. Pro zajisténi maximalniho pfreziti
doporuc¢ujeme minimalizovat koncentraci embryi (pfedeviim pokud
jde o embrya dechorionovand), kdy na Petriho misku o prdméru 8-9cm
neumistujeme vice nez 100ks embryi. Druhy den pfemistujeme Ziva
dechorionovana embrya do druhého kultiva¢niho média, ze kterého jsou
za nasledujicich 24-48 hodin pfevedena do bézné odstaté vodovodni vody.
V pfipadé mikroinjikace skrz chorion je mozné drzet embrya v odstaté
vodovodni vodé az do vykuleni.
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Obr. 12. Manipulace a mikroinjikace dechorionovanych jiker. A) Pro prenos
dechorionovanych jiker je vhodné pouZivat sklenéné Pasteurovo pipety o priméru
cca 2mm. B) Embrya umisténd na misku s agarem vytvorenou pomoci forem. C)
Zvétseny zdbér na embrya. D) Mikroinjikace dechorionovanych embryi ve svétlém poli
a na fluorescen¢nim kandlu, kdy je jasné patrny signdl z mikroinjikovaného rhodamin
dextranu (E) (Foto: R. Franék).
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Obr. 13. Mikroinjikace rhodmain dextranu do nedechoriovanych jiker. A) Penetrace
chorionu a embrya mikrokapildrou umisténou pod animdlini pdl do horni poloviny
Zloutku. B) Vstriknuti injikované tekutiny. C) Snimek na fluorescenénim kandlu, kdy
je jasné zretelny signdl mikroinjikovdného rodamin dextranu. D) Embryo po vytaZeni
mikrokapildry (Foto: R. Franék).
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Obr. 14. Transport injikovaného rhodamin dextranu ze Zloutku do animdiniho pélu. A,
B) Stadium jedné buriky, embryo je orientovdno animdlnim pélem nahoru. C, D) Stadium
2 bunék. E, F) Stadium 8 bunék. G, H) Stadium 16 bunék. I, /) Stadium 128 bunék (Foto:

R. Franék).
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2.7. Odchov ryb

K rozplavani larev dania dochazi obvykle 5. den od oplozeni, pfi teploté
vody 28,5 °C. Krmeni je vhodné zahdjit po rozplavani vétsiny jedinc (Obr.
15). Pfedkladani krmeni pred timto stadiem neni v zdsadé nutné, jelikoz larvy
maji stale dostate¢nou zasobu energie ze Zloutkového vacku. Zasadni limitaci
v rozkrmu dania je velikost potravy, kdy ani nejmensi velikosti artemie nejsou
prilis vhodné. Moznosti je Ziva potrava - trepka, pfipadné vifnici nebo uméla
dieta (na trhu je dostupnych nékolik vyrobcl nabizejicich krmeni o velikosti
¢asti vfddu desitek mikron(). Z nasi zkusenosti doporucujeme rozkrm trepkou,
ktera je velmi nenaro¢na a lze ji chovat v dostate¢ném mnozstvi. V kultufe
trepky se obvykle hojné vyskytuji i vifnici, tudiz i mensi larvy maji dostupnou
potravu. Povaha trepky navic umoznuje jeji predkladani v nadbytku, nebot
uhynulé trepky a dalsi organické zbytky jsou trepkami pozirany.

Nasadu trepky je vhodné ziskat ze zavedené kultury od chovatele, pfipadné
Ize zakoupit od specializovanych dodavateld. Neni doporuc¢eno se pokouset
o zalozeni kultury ,naockovanim” materialu nejistého plvodu (napf. venkovni
nebo z filtra¢cniho média), kdy je mozné zavleceni patogent do chovu. Kulturu
trepky udrzujeme v temperovanych podminkach (optimum je 25-28 °C),
krmime dle potieby cerstvym vaje¢nym Zloutkem (cca 5 kapek jednou za dva
tydny) a zaroven udrzujeme mirnou salinitu v kulture (0,5g kuchyriské soli
na litr kultury) jako prevenci vyrazného narlstu ras. Je vhodné mit kulturu
trepek rozdélenou do vice nadob, jelikoz kazda nadoba bude mit jinou
dynamiku rastu populace v pribéhu ¢asu a dostupnosti potravy. Alternativné
Ize trepku krmit nasadou bakterii, které kultivujeme v oddélené nadobé,
kde po 2-3 dnech po pfidani vaje¢ného Zloutku ¢i mléka dojde k rapidnimu
nardstu bakterii. Tuto krmenou kulturu pro trepku nasledné doplfiujeme pfimo
do kultiva¢nich nadob.
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2 mm

1 mm

Obr. 15. Rozplavané larvy ddnia pruhovaného s témér strdvenym Zloutkovym vdckem
(A). B) Larva ddnia pruhovaného nékolik hodin po zacdtku exogenni vyZivy. V zaZivaci
traktu se nachdzi sedd masa, coz indikuje, Ze larvy intenzivné pfijimaji predkladanou
trepku (Foto: R. Franék).

V pripadé nedostupnosti zivého krmiva je mozné rozkrm larev zapocit
suchou dietou, kdy jsou na trhu dostupné smési vyrobené pro danio, pfipadné je
mozné vyuzit bézneéji dostupna krmiva o vhodné velikosti ¢astic. Suché krmivo
je treba predkladat nékolikrat denné. Povaha rozkrmu larev suchym krmivem
narazi na skutecnost, Ze dochazi k pomérné rychlé degradaci kvality vody, coz
je dano pravé vyraznym nepomérem mezi predkladanym a zkonzumovanym
mnozstvim, ale i vysokou teplotou vody. Krmeni suchou potravou je ¢asové
odchovné nadoby se rychle vytvari film ze zbytkd potravy), které musi byt
provadéno s maximalni opatrnosti vzhledem k velikosti a kfehkosti larev béhem
prvnich dnd. Navic, larvy dania nejevi zajem o krmivo na dné, proto je zasadni
krmivo predkladat nékolikrat denné.
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Priblizné po 5-7 dnech od zacatku rozkrmu trepkou je mozné prejit
na krmeni cerstvé vylihlymi naupliemi zabronozky solné (Artemia salina).
Kvalitni dodavatel je schopen nabidnout rGzné velikosti artemie, kdy pro
pocatecni krmeni lze vyuzit vajicek s pfidomkem ,micro”, vylihla nauplia jsou
pfiblizné o tfetinu az polovinu mensi nez bézné pouzivané artemie, tudiz je
Ize predkladat drive. Artemii lihneme dle béznych postupd doporucenych
vyrobcem a opét ji predkladame v prebytku. Pri predkladani artemie je ddlezité
pozorovat potravni chovani larev a ujistit se, Ze jsou schopny vzhledem ke své
velikosti artemii pozfit. Dobrym voditkem je pfitomnost zkonzumované
artemie v zazivacim traktu, coz Ize pozorovat pouhym okem (Obr. 16).

Obr. 16. juvenil ddnia (12 dni po oplozeni) s naplnénym zaZivaci traktem predkiddanou
artemii - Zdbronozkou solnou (Foto: R. Franék).

Zivotaschopnost vylihlé artemie Ize vyrazné prodlouZit zvy$enim salinity,
doporucujeme davku 1-1,5g gramu kuchynské soli na litr vody. Tato davka
nepredstavuje riziko pro juvenilni dania, zaroveri ndm zajisti, ze predkladana
artemie obvykle preziva minimalné 12-18 hodin. Diky tomu maji dania
dostupnou zivou potravu po delsi ¢asovy Usek. Navic je tim zna¢né eliminovano
riziko degradace kvality vody z ddvodu Uhynu nezkonzumované artemie.
Artemii krmime dle potifeby obvykle do 3.-4. tydne véku, kdy je mozné ryby
pomérné bezpecné drzet v prostifedi temperovaného inkubatoru v nddobach
s vodou bez nutnosti filtrace vody ¢i vzduchovani, kdy je postacujici pouze
¢astecna vymeéna vody Tx za den.

Po dosazeni 3-4 tydnl véku ryby presouvame do chovného systému,
kde prechazime na krmeni suchou dietou o vhodné velikosti castic (150-
300 pm). Drivéjsi presun ryb do hlavniho systému neni v zdsadé nutny,
navic by bylo potfebné predkladat zZivou potravu ve vyrazném prebytku,
jelikoz dochazi k jejimu odplavovani vlivem cirkulace vody. Pfi pfesunu ryb
do chovného systému predkladame artemii v mensich davkach, kterou ryby
ihned konzumuji. Ryby pfijimaji artemie ochotné po cely Zivot a zaroven
pro né predstavuje jisté zpestieni, ackoliv je znamé, ze se z hlediska profilu
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mastnych kyselin nejedna o kompletni krmivo (Tamaru a kol., 1998). Ryby mezi
1.-3. mésicem véku krmime dle potifeby po mensich davkach (minimalné 3x
denné). Regulaci teploty a krmného rezimu Ize vhodné ovlivitovat reprodukéni
kondici ryb. V pfipadé potfeby intenzivni produkce jiker drzime ryby na horni
hranici teplotniho optima (28,5 °C) a suché krmivo predkldadame minimalné 3x
denné v dostate¢ném mnozstvi. Vhodnym voditkem pro davkovani krmiva je,
Ze predlozené krmivo by mélo byt zkonzumovano do jedné minuty. V pfipadé
momentalni nepotfebnosti produkce gamet doporucujeme snizit teplotu
na 25 °C a zaroven mirné snizit mnozstvi predkldadaného krmiva. Toto opatreni
pomaha prodlouzit obdobi aktivni reprodukce, kdy dochazi ke zpomaleni
dozravani gamet. V pfipadé potfeby gamet zvySujeme teplotu a prechazime
na intenzivnéjsi krmny rezim, kdy se ryby dostavaji béhem 2-3 tydnd zpét
do plné reproduk¢ni kondice.

2.8. Chromozomové manipulace

Techniky chromozomovych manipulaci u ryb predstavuji pfistupy, kdy
ovliviiujeme celé sadky chromozomd. Jedna se predevsim o ovlivnéni ploidnich
stav(, mezi které fadime indukci triploidie, tetraploidie a indukci uniparentalni
dédi¢nosti - androgeneze a gynogeneze. Uniparentalni dédi¢nost je zasadnim
nastrojem pro screeningové studie recesivnich alel, ale i mutageneze, kdy je
v prvni generaci jedinec exponovany mutagendm s naslednou gynogenetickou
nebo androgenetickou reprodukcianaslednouidentifikaci mutantnich fenotypt
na homozygotnim potomstvu. Zaroven nelze opomenout uniparentalni
dédi¢nost jako nastroj pro produkci izogennich (klonalnich) linii. U dania Ize
tvrdit, Ze indukce polyploidie je spiSe na okraji zajmu, jelikoz pfipadna aplikace
triploidnich a tetraploidnich ryb je pomérné okrajova. Navic indukce triploidie
narazi na skute¢nost, ze se pohlavné diferencuji pouze v samce. U tetraploidie
je prekdzkou 100% mortalita tetraploidnich jedincd, kdy hynou po vykuleni.

2.8.1. Uniparentalni dédi¢nost

Principem této manipulace je produkce potomstva, které ma genom pouze
z jednoho rodic. V pfipadé zachovani genomu samice hovofime o gynogenezi
a v pripadé zachovani genomu samce hovofime o androgenezi. Gynogenezi
dale délime na meiotickou - diploidni stav je obnoven zadrzenim druhého
polového téliska a gynogenezi mitotickou, kdy diploidni stav obnovujeme
zastavenim rozchodu chromozomid béhem prvniho déleni. Proces indukce
uniparentalni dédi¢nosti se sklada ze dvou krokd - inaktivace genomu gamet
jednoho z rodi¢ a pripadné obnoveni diploidniho stavu (pokud neni cilem
produkovat haploidni potomstvo) (Obr. 18).

-39 -



Indukce androgenetickych haploidi

V ptfipadé androgeneze je cilem dosahnout eliminace jaderné DNA jikry.
Toho lIze docilit ionizujicim zarenim, kdy nejbéznéjSim zplsobem je pouziti
UV lampy, pfipadné specializovaného zafizeni tzv. crosslinkeru (Obr. 17).
Pro zajisténi rovhomérného ozareni vsSech jiker je nutné pouzit médium,
ve kterém se budou jikry volné pohybovat, avsak nedojde k jejich aktivaci.
Doporu¢ovanym roztokem pro manipulaci a ozareni jiker dania je Hank(v
roztok s pridavkem 0,5% hovéziho sérového albuminu a pH 8. Pro pfipravu
100 ml Hankova roztoku pro androgenezi pouzijeme:

e 80ml destilované vody

e 800mg Nadl

e 40mg KCI

e 14mg CadCl,

e 10mg MgSO,-7H,0

e 10mg MgCl,-6H,0

e Na,HPO,-2H,0

e 6ml KH,PO,

e 100 mg D-Glukézy

e 35mg NaHCO,

e 500mg hovéziho sérového albuminu v pfipadé lyofilizovaného

produktu nebo 500 pl tekutého séra
e Za stalého méreni pH a michani priddvame roztok 1M NaOH
do dosazeni pH 8.

e Doplnime celkovy objem na 100 ml.
Poznamka - hovézi sérovy albumin mize v roztoku podléhat rychlé degradaci,
proto doporucujeme vzdy pripravovat Cerstvy roztok nebo pfipravit zasobni
roztok, kdy hovézi sérovy albumin pfidavame tésné pred pouzitim. Jako
alternativu k Hankovo roztoku Ize pouzit ovarialni tekutinu pstruha duhového
nebo 100% fetalni hovézi sérum.

Na vytfené jikry nanasime Hanklv roztok v dostate¢ném mnoZstvi, aby
doslo k jejich rozprostieni, mirnym protrepanim zajistime oddéleni jednotlivych
jiker od sebe. Nedoporucujeme se dotykat jiker v Hankové roztoku jakymkoliv
predmétem. Jikry v Petriho misce umistime do crosslinkeru, ktery je polozeny
nalaboratorni tfepacku pro zajisténi kontinualniho pohybu jiker béhem procesu
ozareni a nastavime pozadovanou davku ozareni. Pro efektivni ozareni volime
davku 50-75 pJ/cm?. Nizsi davky vedou k nelplné inaktivaci jaderné DNA,
naopak davky vy3si rapidné snizuji jiz tak nizké preziti embryi. Po dokon¢eni
procesu ozareni je nutné neprodlené pristoupit k oplozeni. Vzhledem k vysoké
osmolalité Hankova roztoku je nutné jeho odstranéni zjiker, jelikoz by nemuselo
dojit k oplozeni, respektive k aktivaci motility spermii. Roztok odstranime
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mikropipetou, pfipadné pouzitim jemného papirového kapesniku. Pro samotné
oplozeni je vhodné pouzit vysokou davku spermatu, které aktivujeme vétsim
mnozstvim vody, ¢imz zajistime dostatecné naredéni pripadnych zbytkd
Hankova roztoku. Vysledkem androgeneze je produkce haploidnich embryi, kdy
Uspésnost samotné androgeneze lze ovéfit pritokovou cytometrii, ktera méri
relativni obsah DNA. Ten by mél odpovidat poloviné v porovnani s normalnim
oplozenim. Dalsi moznosti ovéfeni UspéSnosti androgeneze je pouziti
spermatu samce s recesivnim fenotypem zbarveni (napft. golden, casper), kdy
pravé pritomnost nepigmentovanych, pfipadné slabé pigmentovanych larev
znadi Uspésnou inaktivaci DNA jiker. Pro robustni ovéfeni volime molekularni
metody, jakymi jsou napfiklad analyza délky mikrosatelitnich lokusd, pfipadné
Restriction-site associated DNA sekvenovani, které pokryva nasobné vétsi cast
genomu nez mikrosatelity.

Indukce gynogenetickych haploidt

Podstatou gynogeneze je inaktivace paternalni DNA spermii, av3ak se
zachovanim motility pro aktivaci vajicka. Urcitou limitaci pfi pouziti dania
je mnozstvi spermatu, respektive celkovy objem, ktery ozafujeme. Ten se
pohybuje v rfadu desitek mikrolitrd. Odebrané sperma od jednoho samce
dania (predpokladame odebrani 1 ul spermatu) je vhodné umistit do objemu
25-50 pl imobiliza¢niho roztoku. Doporucujeme odebrat sperma od vice
samc(, aby finalni objem pro ozarovani byl minimalné 100 ul. Odebrané sperma
naneseme na Petriho misku a umistime do crosslinkeru na laboratorni tfepacce.
Alternativné Ize nanést sperma na bézné mikroskopické sklicko (nepouzivat
sklicka s povrchovou Upravou, jelikoz zvysuji povrchové napéti vody). Povrch
Petriho misky nebo sklitka je vhodné zdrsnit jemnym smirkovym papirem,
pfipadné alespon poskrabat injek¢ni jehlou. Tento zasah vyrazné pomaha
lepSimu rozprostieni spermatu po plose, a tim je zajisténa rovnomérnéjsi
administrace ozareni. Ozafujeme davkou 300 000 pJ/cm?2. V poloviné pribéhu
ozarovani doporucujeme ozarovani pozastavit, promichat ozafované sperma
a nasledné proces dokoncit. Po dokonceni ozafeni je vhodné sperma ihned
pouzit k oplozeni, pfipadné ho uchovavame na ledu a v temnu pro zamezi
aktivace opravnych procest DNA. Na 100ks jiker pocitame 25 pl ozareného
spermatu, které aktivujeme 250 pl vody.

Vhodnou alternativou je pouZiti spermatu jiného druhu. Experimentalné
mame dobré zkuSenosti se spermatem kapra obecného, které je obvykle
dostupné ve vice nez dostaceném mnozstvi, které je potifebné pro oplozeni
jiker dania. Dal$i vyhodou je vlastni nezivotaschopnost hybrid dania
a kapra, ktefi neprezivaji déle nez 24 h po oplozeni, a navic maji velmi
abnormalni embryonalni vyvoj. V pripadé pouziti kaptiho spermatu pro indukci
gynogeneze postupujeme dle metodiky Kaspara a kol. (2013). Odebrané kapfi
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sperma fedime v poméru 1 : 9 s roztokem Kurokura 180. Nafedéné sperma
nanasime v tenké vrstvé na Petriho misku a rozprostfeme po celém povrchu.
Ozarujeme davkou 300 000 pJ/cm?za stalého trepani na laboratorni trepacce.
Ozafené sperma odebirame pipetou a uchovame v mikrozkumavkach na ledu
a chranime pred svétlem. K oplozeni je vhodné pristoupit neprodlené. Na 100
jiker pocitame 10 pl ozafeného spermatu, které aktivujeme 100 pl vody.

Rediploidizace

VySepopsandindukce adrogeneze agynogenezevede k produkcihaploidnich
jedinc(, ktefi zpravidla neprezivaji déle nez 5-7 dni (nejsou schopni rozplavani
a zahdjeni exogenni vyZzivy). Pro produkci Zivotaschopnych gynogenetickych
a androgenetickych jedinct je nutna rediplodizace - obnova diploidniho stavu.
V ptipadé gynogeneze Ize rediploidizovat v pridbéhu dokoncujici se meidzy,
kdy zadrzujeme druhé polové télisko (meioticka gynogeneze), nebo v priibéhu
prvni mitézy, kdy zastavujeme prvni bunécné déleni (mitoticka gynogeneze).
Meioticka gynogeneze davavzniknout ¢aste¢né homozygotnimjedinciim, jelikoz
v pribéhu gametogeneze dochazi k rekombinaci chromozomd(. Vysledkem
mitotické gynogeneze je plné homozygotni jedinec, jelikoz duplikujeme jednu
sadu chromozomd, za vzniku dvou identickych sad chromozoma.

Rediploidizace pro meiotickou gynogenezi

Pro meiotickou gynogenezi Ize pouzit tlakového nebo teplotniho Soku,
kdy v obou pfipadech je naprosto zasadni dodrzeni na¢asovani a velmi rychlou
praci s oplozenymi jikrami. Pro tlakovy Sok Ize postupovat dle metodiky Walker
a kol. (2009), kdy v 90. sekundé od oplozeni je v tlakovém valci aplikovan Sok
o intenzité 500-600 kg/cm? po dobu 4,5 min.

Pro teplotni Sok je postacujici vyhfivana lazefi o konstantni teploté. Kdy
samotné provedeni Soku odpovida protokolu pro indukci triploidt (Franék
a kol., 2019). Kdy jsou oplozené jikry prevedeny do cajového sitka a 2 min
po oplozeni ponofeny do 1azné o teploté 41,4 °C po dobu 2 min.

Rediploidizace pro mitotickou gynogenezi a androgenezi

V pripadé potreby produkce plné homozygotnich jedincl je doporu¢enym
postupem teplotni Sok. Po aktivaci premistime jikry do temperovaného
inkubatoru (28,5 °C). Teplotni Sok o intenzité 41,4 °C a trvani 2 min. Zac¢atek
administrace Soku je zna¢né variabilni. Na zakladé nasi zkuSenosti a dostupné
literatury je mozné pouzivat Soky zacinajici v rozmezi 11-20 min po oplozeni
bez vyraznych rozdild v ispésnosti rediploidizace.
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Obr. 17. Ozarovdni jiker UV zdreni pro androgenezi. A) Jikry jsou umisténé na Petriho

misce v Hankové roztoku pro adrogenezi. B) Ozarovani jiker v crosslinkeru za sou¢asného
tfepdni pro zajisténi rovnomeérné distribuce ozareni (Foto: R. Franék).

2.8.2. Indukce polyploidnich stavi

Postupy pro navozeni triploidie a tetraploidie vyuZzivaji stejnych Sokovych
oSetreni, kterd jsou pouzivdna u meiotické a mitotické gynogeneze. Rozdilem
je, Ze nedochazi k inaktivaci DNA gamet jednoho z rodi¢t pomoci ionizujiciho
zareni. V pripadé triploidie Ize bez vétSich obtizi indukovat maternalni
triploidy. Toto oznaceni plyne ze skutecnosti, Ze triploidni jedinci maji dvé
sadky chromozomid materndlniho plvodu (oocyt a druhy pélocyt) a jednu
sadku chromozomid od samce (spermie) (Obr. 19). Pro indukci triploidie
i tetraploidie je nutné odebrat gamety obou pohlavi stejnym zplsobem jako
pro in vitro oplozeni. Oplozené jikry je nutné ihned presunout do inkubatoru
temperovaného na 28,5 °C. Pro indukci triploidie je aplikovan teplotni Sok
2 minuty po oplozeni o teploté 41,4 °C po dobu dvou minut. Tetraploidie je
indukovana stejnym zplGsobem s rozdilem v dobé zacatku Sokového osetreni.
Ten je aplikovan 11-20 min po oplozeni.
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Obr. 18. Schéma indukce uniparentdini dédi¢nosti pomoci gynogeneze. A) Prvni

meiotické déleni. B) Normdlini proces oplozeni ddvd vzniku diploidnimu jedinci, ktery md

jednu sadku chromozom( od matky a druhou sddku chromozomi od otce. C) Meiotickd

gynogeneze. D) Mitotickd gynogeneze, kdy v prvni generaci vznikaji homozygotni jedinci.

Pri dalsim rozmnoZenim homozygotnich jedinci pomoci uniparentdini dédicnosti -

meiotickou gynogenezi (D1) nebo mitotickou gynogenezi (D2) vznikd izogenni linie. UV

- spermie s inaktivovanou DNA pomoci UV ionizujiciho zdreni.
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Obr. 19. Schéma chromozomovych manipulaci pro ovlivnéni ploidie. A) Oogeneze
v téle samice. B) Normdlni proces oplozeni ddvaji vzniku diploidnimu jedinci, ktery mad
jednu sdadku chromozomt od matky a druhou sddku chromozomd od otce. C) Indukce
triploidie pomoci zadrZeni Il. pélocytu. D) Indukce tetraploidie pomoci mitotického soku.
E) Indukce haploidie oplozenim UV oSetfenym spermatem.
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3. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Tato metodikaje pfiru¢kou pro chovdania pruhovaného spopisem zakladnich
metod, které nalézaji uplatnéni v molekularni a buné¢né biologii. V sou¢asné
dobé danio pruhované patifi mezi nejpouzivanéjsi modelové obratlovce
na svété, nicméné doposud chybi zdkladni prehled jeho vyuziti v ¢eském
jazyce, ktery mGze byt ndpomocny pro zakladni orientaci za¢ate¢nikiim, ale
i studentldm. Metodika se zaklada na nékolikaletych zkuSenostech pracovnikd
laboratofe s chovem a manipulacemi s daniem, do kterého byly promitnuty
poznatky ziskané praci i s dalsimi druhy ryb, pfedevsim z pohledu odchovu
a rozmnozovani, které mohou pomoci zefektivnit postupy na pracovisti.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Predlozend metodika poskytuje zakladni a nezbytné informace pro
prvotni zavedeni dania do laboratorniho chovu véetné odkrmu ranych stadii.
Pouzitim postupt v predkladané metodice Ize zefektivnit procesy a praci
spojenou s drzenim dania pruhovaného v laboratornim chovu. Spolu s popisem
manipula¢nich a mikroinjika¢nich technik nalezne metodika uplatnéni
u naprostych zacatec¢nikd s chovem a pouzitim dania v laboratofi. Metodika
nalezne uplatnéni v kurzech zamérenych napftiklad na molekularni biologii,
genetiku, vyvojovou biologii ¢i toxikologii, jelikoz v téchto oborech je danio
vyznamnym modelovym druhem a seznameni se s jeho chovem a zakladnimi
technikami prace je naprosto zasadni.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Metodika popisuje zakladni postupy a techniky pro praci s daniem
v laboratofi. Pfimé ekonomické dopady je obtizné vycislit, nicméné pfi Uvaze
zaclenéni zminénych postup(, predevsim pak drzeni v recirkula¢nim systému
a rozkrmu ranych stadii, lze s jistotou ocekavat, Zze dojde k vyraznému
zefektivnéni prace v dané laboratofi. Drzenim v intenzivnim systému dochazi
k vyrazné Uspore prostorovych, ale predevsim casovych narokd, které jsou
kladeny na obsluhujici personal. Vyuziti zivé potravy na pocatku rozkrmu larev
zasadné zvySuje Sance na jejich preziti, coz zaroven snizuje pocty embryi, které
je nutné produkovat, a pfipadné s nimi manipulovat.
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