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Vyvoj gonad v pribéhu zivotniho cyklu nejrychleji dospivajiciho
modelového obratlovce — halanc¢ika tyrkysového (Nothobrachius furzeri)

Abstrakt

Halancik tyrkysovy se musel ptizplsobit nehostinnym podminkam, ve kterych zije, a to
predevsim vysychéni tini, které znamena jistou smrt. Zivotni sprint zastupct tohoto rodu
je na vrcholu uz v pribéhu jednoho mésice po vykuleni, kdy jsou u obou pohlavi plné
vyvinuty gonady, které produkuji gamety. Tato rychlost si vybira svou dan, jelikoz jiz od
tietiho mésice zacinaji gonady projevovat znamky degradace a apoptdzy zarodecnych
bun&k. Ubytek zarodecné tkané se se s vékem zvysuje. Byl vypracovan popis vyvoje a
degradace pohlavnich organti u samct, jejich chov a postup pii rozmnozovani. Pro
vyhodnoceni zmén spojenych se starnutim byly vyuzity pfedevSim imunochemické
metody, zamé&fujici se na navazani konkrétnich protilatek proti cilovym epitoptim a jejich
vizualizace pomoci fluorescenéni mikroskopie. Byly popsany i jednotlivé postupy
zpracovani tkani pro histologické preparaty, a to jak pro klasickou svételnou, tak pro

fluorescen¢ni mikroskopii.
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oogonie, oocyty, zarode¢ny epitel, apoptoza, degradace tkani



Gonadal development during the lifetime of the fastest maturing model
vertebrate - turquoise killifish (Nothobrachius furzeri)

Abstract

Turquoise killifish had to adapt to the inhospitable conditions in which they live, especially
drying temporal water bodies, which means certain death. The life sprint of the
representatives of this genus is at its peak within one-month post-hatching, when both sexes
have fully developed gonads and can reproduce. This rate comes with a high cost, as the
killifish gonads begin to show signs of tissue degradation and germ cell apoptosis as early
as three months post-hatching. Germ cell loss increases with age. A description of the
development and degradation of the gonads in males and their breeding was elaborated. For
the evaluation of aging-specific changes, immunochemical methods were used, focusing on
the binding of specific antibodies against target epitopes and their visualization using
fluorescence microscopy. Procedures for histological specimens have also been described,

both for classical light and fluorescence microscopy.

Key words
Turquoise Killifish, spermatogenesis, spermatogonia, spermatocytes, sperm, 00genesis,

oogonia, oocytes, germinal epithelium, apoptosis, tissue degradation
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1 Uvod

ey

Halancik tyrkysovy je mala sladkovodni ryba zijici v tinich a napajedlech v Africe. Tato
na prvni pohled obycejnd, ryba ma ovsem jedine¢ny zivotni cyklus, musela se totiz
pfizpisobit pravidelnému vysychani vodnich ploch, ve kterych Zije a dal$im nehostinnym
podminkam, jako jsou naptiklad predatoii. Obdobi, kdy jsou malé toky v subtropickych
a tropickych oblastech zavodnéné, nebyvaji pfili§ dlouhé, a proto maji halancici jen velmi
malo ¢asu na to, aby po vykuleni pohlavné dospéli a rozmnozili se, nez dojde K jejich
uhynu v disledku vyschnuti. Pro zachovani kontinuity druhu je zasadni, aby dalsi
generace halanciki byla pfipravena na svij rastovy sprint a opét dokéazala zalozit novou
generaci. Vyvijejici se embrya halanc¢iki maji vice nez unikatni schopnost, jak se
vypotadat s nehostinnymi podminkami Afriky. Embrya jsou schopna zastavit sviij vyvoj,
preckat neptiznivé obdobi sucha a po znovunaplnéni tin¢ znovu nastartovat embryonalni
vyvoj. Ackoliv jiz byla popsana reprodukce halan¢iki v ptirodé i v zajeti, tak stale nejsou
dostupné zadny popis raného vyvoje gondd, navzdory tomu, Ze halan¢ik ma potencial se
stait mimoradné vyznamnym modelovym obratlovcem nejenom pro vyzkum starnuti.
Doposud se nevi, kdy piesné prichazeji halan¢ici do puberty a v jaké mife zde probiha

pohlavni senescence.



2 Halancdik tyrkysovy (Nothobranchius furzeri)
2.1 Klasifikace

Rige: Zivo¢ichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Ttida: paprskoploutvi (Actinopterygii)

Rad: halan¢ikovei (Cyprinodontiformes)

Celed’: halan&ikoviti (Nothobranchiidae)

Rod: halan¢ik (Nothobranchius) (Jubb, 1971)

v rv

2.2  Geografické rozsifeni a biotop druhu

Ryby z tadu Cyprinodontiformes ziji na tropickych a subtropickych kontinentech kromé
Australie, v mirném pasmu se vyskytuji velice ziidka. Kvuli svému vyraznému zbarveni

vyhledavaji spise kalné tiné (Poladik a Zak, 2018).

Pfirodnim biotopem halancika tyrkysového jsou piedevs$im feky savan na tizemi jizniho
Mosambiku, konkrétné od feky Inkomati az po feku Save. Né&které populace miizeme
najit i v fekach na uzemi Zimbabwe. Halanc¢ik se ov§em nevyskytuje ptimo v fekach, ale
V tinich, které na feky navazuji, tyto toky jsou od sebe odd¢leny tak, Ze neni mozna
migrace halancika zjedné ¢asti do druhé diky ¢emuz je vétSina populaci geneticky
diverzifikovana (Pola¢ik a Zak, 2018). Halangik tyrkysovy preferuje vodu o teploté 20-
30 °C, ovsem je schopny byt aktivni i v §ir§im rozmezi teplot vody 15-37 °C (Zak a
Gvozdik, 2019).

Jako pro vétSinu mensich toku je i pro tyto ting typické periodické vysychani a opétovné
zadrzovani vody. Toto nehostinné prostfedi dalo vzniknout unikatni Zivotni strategii
halanc¢ika, kterd méa za nasledek specificky zivotni cyklus vcetné jeho embryi, ktera
prochézeji diapauzou a jsou schopna pieckat i dlouhodobé vyschnuti (Zak a Gvozdik,
2019).

Ptirodni biotop halanéikii je ohrozeny vlivem lidské Cinnosti, pfedev$im téZbou a
zemédélstvim, a to ma za nésledek postupné zmenSovani vodnich ploch v celé oblasti

(Zak a Gvozdik, 2019).



2.3 Popis

Halancik tyrkysovy je sladkovodni ryba mensiho vzristu, jeji velikost se v dospélosti
pohybuje od 5 do 8 centimetri. Halan¢ik je znam svou kratkove€kosti a rychlosti
dospivani, diky ¢emuz se stal vyznamnym modelovym organismem ve vyzkumu starnuti.

Poprvé byl popsan v roce 1971, informace o jeho objevu jsou vSak znamy uz z roku 1968
(Jubb, 1971).

Zdroj: vlastni

Halancik tyrkysovy ma mirn€ horni postaveni ust se 3-4 fadami ozubeni. Typicky pro
tento druh je pohlavni dimorfismus, kdy jsou samci vyrazn¢ vétsi a zabarvenéjsi nez
samice. Télo samic ma obvykle sedohnédé zbarveni bez vyrazného vzorovani, zatimco
samci maji tyrkysové Supiny, které tvofi sitovou strukturu, hibetni a fitni ploutve byvaji
obvykle mramorované. Podle barvy ocasnich ploutvi se rozlisuji dvé barevné formy, a to
¢erno Cervend a zluto ¢ernd. Prsni ploutve byvaji obvykle zluté s mramorovanymi okraji
(Vitek a Kadlec, 2001). U divoce Zijicich populaci je té¢Z znam velice vychyleny pomér

pohlavi ve prospéch samic, predev§im diky vysoké umrtnosti samct (Vitek a Kadlec,

2001).

2.4 Potrava
Halanc¢ik tyrkysovy je dravd ryba, kterd se Zivi nejcastéji bezobratlymi Zzivocichy,
drobnym hmyzem ¢i pulci zab. V zajeti jsou obvykle krmeni larvami pakomard ¢i

patentkou, nicméné je lze pfivyknout i na umélou potravu (Polacik a Reichard, 2010).
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2.5  Zivotni cyklus

Median délky zivota je obvykle velmi kratky, udava se 3-7 mésicii, pricemz je tato délka
zavisla na mnozstvi vody v tinich a rychlosti vysychani. V zajeti je Zivot halanéika a o
néco delsi, nejCastéji se udava 3-12 mésicl, pfiCemz vétSina Se dozivad 4-6 mésicu
(Valenzano et al., 2015). Délka zivota se odviji i od kmene, naptiklad nejkratsi dobu zijici
linie GRZ, ktera je inbredni se doziva 2-4 mésict, zatimco linie MZM-0410 se doziva 7-

9 mésict, to z nich déla nejdéle Zijici linii halanéika tyrkysového (Zak et al., 2019).

2.6  RozmnozZovani

RozmnoZzovani probiha v paru u dna, samec pomoci hibetni a fitni ploutve obejme samici
a pritlaci ji ke dnu. Béhem toho samice vypusti jednu jikru, kterd je samcem okamzité
oplozena. Dalsi tfeni probiha se stejnym nebo s jinymi samci. Samice denné vyprodukuje
20-120 jiker (Polacik et al., 2011). Dalsi specifikem u halan¢ikid je reprodukéni
senescence, to je pokles plodnosti s pfibyvajicim v€kem. Obecné se nevi, kdy presné
prochazi halancici pubertou, i kdyz je zndmo, ze rozmnozovani mohou byt schopni
jedinci jiz ve véku 17 dni (Terzibasi Tozzini a Cellerino, 2020). Produkce vaji¢ek se
zvySuje nejvice mezi 17. a 30. dnem zivota, a pak je pfiblizné mésic stabilni, poté zacina
klesat. Nicmén¢ je dulezité mit na paméti, Ze ryby jsou poikilotermni zivocichové, tudiz
lze vyznamné manipulovat s rychlosti ristu, nastupem reprodukce, ale i délkou zivota.
Vztah produkce spermii s rostoucim vékem nebyl zatim analyzovan (Valdesalici a

Cellerino, 2003).

Oocyty halanéika tyrkysového maji elipsoidni tvar a jejich velikost se pohybuje obvykle
od 1,1 do 1,3 mm v zavislosti na velikosti sami¢ky i dalSich podminkach. Na svém
povrchu maji jemné chloupky, které slouzi na ochranu embrya, stejné jako zesileny obal
(chorion), které jsou v porovnani s ostatnimi druhy ryb az desetkrat silngjsi a je klicovy

pro pteziti bez vody (Polacik a Reichard, 2010).

Embryo halancika je jedinou vyvojovou fazi, ktera je schopna piezit vyschnuti tiné a to
tak, Ze béhem sucha pfechazi do diapauzy, tedy do staddia zastaveni vyvoje, toto obdobi
trva az do znovu zavodnéni tin€. Halancik se vylihne z obalil v obdobi, kdy je v tinich
dostatek vody. Po vylihnuti néasleduje obdobi extrémné rychlého rGstu a pohlavni
vykuleni. V ptipad€ chovu v zajeti je halancik schopny dospét jiz 17. den od vykuleni

(Zék et al., 2019).
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3 Buika

Buiika je zakladnim stavebnim kamenem vsSech zivych organismi. NejzékladnéjSim
rozdélenim bungk je na bunky eukaryotické a prokaryotické. Buiiky se téz rozlisuji podle
velikosti, zatimco ty nejmensi jsou v fadu nékolika malo mikrometrii (naptiklad spermie),

ty nejvetsi dosahuji velikost nékolika centimetrii(napiiklad vajicko) (Alberts, 2004)

3.1 Stavba buiiky

Prokaryoticka bunika

Prokaryota maji nejprimitivné;jsi buriky. Jejich obalem je bunééna sténa, ze které obvykle
vystupuji vybézky neboli brvy. Jejich nukleova kyselina neni obalena a je v cytoplazmé
volné. Prokaryoticka buiika postrada i vnitini rozdéleni pomoci membranovych vacki.

Casto maji i bi¢ik, ktery jim pomaha v pohybu (Alberts, 2004)

Eukarvyotické bunika

Eukaryoticka bunka je druh bunky vyskytujici se u eukaryot, to znamena, ze jejich jadro
je diferenciovano a oddéleno od zbytku buiiky. Typ eukaryotické buiiky nalézame jak u
jednobunéénych organismi (naptiklad prvoki) nebo jako soucast mnohobunéénych
jadro, mitochondrie, Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum, cytoskelet a lysozomy
(Alberts, 2004).

3.2 Bunécny cyklus

Aby dana populace organismt mohla piezit, je tfeba replikovat genetickou informaci do
dalsi generace. U jednobunéénych organismi je replikace builky sama o sobé tvofenim
nové generace, avSak u mnohobunéénych organismil je déleni bunck dilezité i pro preziti
daného organismu, jelikoz je nutné nahrazovat bunky, které bud’ vstoupily do apoptozy
nebo podlehly nekroze. Bunécné déleni je esencidlni soucasti celého bunééného cyklu

(Alberts, 2004).

Bunéény cyklus se déli do ctyt etap neboli fazi, které na sebe postupné navazuji. Témito
fazemi jsou: M-faze, tedy samotné déleni buniky a interfaze, ktera se déli na S-fazi, G1

fazi a G fazi. Po rozdéleni bunky se cyklus znovu opakuje (Alberts, 2004)
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Interfaze
Interfaze je faze bunééného cyklu, ve kterém se duplikuji vnitini struktury bunky vyjma
bunécného jadra. Tato faze je obvykle delsi nez M-faze, a to z divodu, aby méla buiika

dostate¢ny ¢as na zdvojeni vSech organel (Pollard et al., 2016).

Gy faze

G1 faze je prvni fazi interfaze a navazuje na M-fazi. Béhem této faze se duplikuji vSechny
organely v bunce, dochazi i k mnozeni cytoplazmy. Na konci G1 faze je prvni kontrolni
bod bunécného cyklu a ve chvili, kdy se bunika dostane do tohoto bodu, nastane kontrola
duplikace. Pokud burika stihla zdvojnasobit vSechny své organely, pokracuje do S—faze,
pokud ovsem z néjakého diivodu duplikaci nestihla, tento bod bunéény cyklus zastavi az

do doby, nez bude duplikace kompletni (Pollard et al., 2016).

S-faze

Synteticka faze je charakterizovana jako syntéza DNA v jadre. Na konci této faze jsou
tedy dv¢ identické sady chromozomu. Na konci S-faze se zdvoji i centrioly (Pollard et
al., 2016).

Gy faze
Poslednim stadiem interfaze je Gz faze, pii které se dokoncuje bunécna replikace. V této
fazi se nachdzi druhy kontrolni bod, béhem kterého se kontroluje spravné zdvojeni

genetické informace. Na tuto fazi navazuje M-faze (Pollard et al., 2016).

M-faze

M-faze je faze samotného rozdéleni buiky. Aby vznikly dvé identické dcetiné bunky, je
potieba, aby vSechny organely v¢etné jadra byly rozdéleny rovnomérné mezi tyto buriky.
Nejdulezitéjsi je ovSem rozdeleni chromozomt, za to je odpovédné mitotické vieténko,
které je tvoteno pievazné mikrotubuly. Béhem M-taze vznika také kontraktilni prstenec,
ktery ma za tikol tahnout plazmatickou membranu a tim rozd¢lit samotnou buriku (Pollard

etal., 2016).
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3.3 Mitoza
Mitoza je typ bunécného déleni, ktery davéa vzniknout dvéma deefinym bunkam. Sklada
se zn¢kolika na sebe navazujicich déja: profaze, prometafize, metafaze, anafaze a

telofaze. Tyto déje popisuji rozdéleni sad chromozomt (Otova et al., 2008).

Rozdéleni organel

Nekterych organel je v bunce velké mnozstvi, naptiklad mitochondrii. Béhem bunécéného
cyklu se jejich pocet piiblizné zdvojnasobi a poté se rovnomérné rozdéli do dvou nove
vznikajicich dcetinych bungk. Co se tyce ostatnich organel, ty se obvykle rozpadnou na
mensi fragmenty, které jsou rozdéleny a po ukonceni bunééného cyklu se opét slozi ve
funk¢ni jednotky. Fragmentace zvySuje Sanci na rovnomérné rozlozeni organel do nové

vznikajicich bun¢k (Otova et al., 2008).

Profaze

Na zacatku profaze se od sebe oba centrozomy oddé€luji a pohybuji se na opacné poly
bunky, tento pohyb probihd podél mikrotubulli. Oba centrozomy maji vlastni svazek
mikrotubuld, které spolu interaguji za vzniku mitotického vieténka, tim se z centrozomii

stavaji poly déliciho vieténka (Otova et al., 2008).

Prometafaze

V okamziku, kdy se jaderné laminy, coz jsou sité filament tvofici jadernou membranu,
za¢nou rozpadat, zaCind Prometafaze. Jaderny obal se rozpadne na mal¢ membranové
vacky, ¢imz umozni kontakt vieténka s chrozomy. Mitotické vieténko se navaze na
chromozomy pomoci kinetochoru, které se nachazeji na centromerach. Tyto mikrotubuly

se poté nazyvaji kinetochorové mikrotubuly (Otova et al., 2008).
Metafdze

B¢éhem metafaze se chromozomy piemisti do poloviny vzdalenosti mezi poly, kterd se

nazyva ekvatoridlni rovina, ¢imz vytvoii metafazovou desticku (Otova et al., 2008).

Anafize

Anaféze za€ina rozpojenim sesterskych chromatid v tirovni centromery, a tim je umoZznén
pohyb dcefinych chromozomt na opa¢né poly bunck. Samotna anafize se déli na dvé
Casti, A a B. V pribéhu anafdze A se kinetochorové mikrotubuly zkracuji béhem

depolymerizace, zatimco béhem anafaze B se oddaluji samotné poly vietének. Timto
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rozdélenim nam tedy vznikaji dvé identické sady na dvou polech vieténka (Otova et al.,
2008).

Telofaze

Po oddéleni chromozomu je potieba opét okolo nich vytvofit jadernou membranu, ta
vznikd v prubéhu telofidze. Jadernd membrana vznika spojovanim membranovych
material, bchem cehoz dojde kopétovnému vytvofeni jaderné laminy. Po
znovuvytvoreni jaderného obalu mohou chromozomy dekondenzovat a je obnovena

transkripce DNA. Timto kon¢i cely proces mitozy (Otova et al., 2008).

Cytokineze
Poslednim ukolem buriky je se rozdélit na dvé dcefiné bunky. Prvni znamky cytokineze

pozorujeme jiz v anafézi, kdy se bunééna membrana svrasti a utvoii se poc¢atecni ryha.
Tento zlabek je kolmy k podélné ose mitotického vieténka. U zivo¢isnych bun¢k probiha
rozdeleni pomoci kontraktilniho prstence, kdy jsou bunky od sebe oddéleny od kraje ke

sttedu pomoci zaskrcovani (Otova et al., 2008).
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Obrazek 2: Porovnani meidzy a mitozy
Zdroj: (Alberts, 2004)
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3.4 Meioza

Vyse popsané d€leni probiha u vSech diploidnich bunék v téle, tedy u téch, které maji dveé
sady chromozomu. Pohlavni bunky ovSem musi byt haploidni, aby po jejich splynuti
vznikla diploidni zygota. Déleni, jehoz vysledkem je buiika haploidni, fikdme meioza.
Jde o dvoji bunétné déleni, kdy pii prvnim probihd crossing-over homolognich

chromozomu (Pollard et al., 2016).

Prvni meiotické déleni

Dochézi k replikaci chromozom za vzniku sesterskych chromatid, ovSem pted rozpadem
jaderného obalu se kazdy chromozom sparuje se svym homologem, pii ¢emz vznika
bivalent. Bivalent obsahuje ¢tyfi chromatidy a dochazi zde ke crossing-overu, tedy
vymeéné nékterych ¢asti chromozomi mezi sebou (Pollard et al., 2016). Vysledkem jsou
tedy dveé bunky, jejichz DNA pochazi vzdy pouze z jedné sady chromozomu (Alberts,
2004).

Druhé meiotické déleni

Pfi druhém déleni nedochazi k replikaci DNA. Dé¢leni probiha klasicky jako u mitozy,
vznikd vieténko, chromozomy se skladaji do ekvatoridlni roviny a poté se rozchazeji.
Vysledkem jsou tedy dalsi dvé bunky, tedy z jedné ptivodné diploidni bunky vznikaji
¢tyfi bunky haploidni (Pollard et al., 2016).

3.5 Smrt buiiky

Kazda bunka v téle ma svij zivotni cyklus, ovSem ten vzdy musi
néjakym zplisobem skoncit, pokud by tomu tak nebylo, mohla by
se buika stat nadorovou. Obecné rozdélujeme moznou smrt
bunky na dva druhy, smrt fyziologickou neboli apoptézu a
patologickou, tedy nekrozu (Alberts, 2004).

3.5.1 Apoptoza

Apoptdza neboli programovand bunétna smrt, je oznaceni pro

fyziologickou smrt buiiky. Tento proces obvykle buiika vyvolda Obrazek 3:
Apoptotické buitka

sama, a to ve chvili, kdy je nepotifebna nebo poskozena. V Zdroj (Alberts, 2004)

moment¢, kdy burika spusti signaly pro apoptdzu, je aktivovan
cely soubor protedz, tedy enzymd, které Sté€pi dalsi proteiny. Tyto enzymy aktivuji dalsi

soubory enzymd a tim podporuji proteolytickou kaskadu (Alberts, 2004).

16



Nejdiive se za¢ne bunka smr§tovat, poté se na membrané vytvoii vackovité struktury
tvofené aktinem a forinem, pak za¢ne burnka do okoli vydavat signaly pro ostatni bunky,
aby ji samou fagocytovaly, to zplisobuje fosfatidylserin. Mitochondridlni membréana
za¢ne uvolfiovat cytochrom a jednim z poslednich procest je karyorrhexe neboli $tépeni
DNA na malé useky, to ma za ptic¢inu rozpad jadra. Nakonec se cela buiika rozpadne na
mala apoptoticka téliska, ktera jsou fagocytovana okolnimi bunkami, diky tomu

nezpusobuje zanét, ¢imz se vyrazné 1isi od nekrozy (Alberts, 2004).

3.5.2 Nekroza

Nekréza je patologickou bunéénou smrti, je obvykle vyvoldna vné&jSimi podméty,
napiiklad infekei, ale 1 fyzikdlnimi a chemickymi podnéty, jako tfeba teplem nebo
kyselinami. Buiika se na rozdil od nekrézy pieplituje vodou, tim zvétSuje svlij objem, az
do okamziku, kdy bunéénad membrana praskne a obsah se vylije do okoli. Timto vylitim
obvykle zptisobi zanétlivou reakci ve svém okoli a poni¢i okolni struktury (Alberts,
2004).

4  Pohlavni soustava ryb

Stejné jako u vétSiny obratlovel je 1 pohlavni soustava u ryb délena na dv€ samostatné
skupiny podle pohlavi, a to na sam¢i a samici, které jsou morfologicky rozdilné. Hlavni
funkei pohlavniho systému je rozmnozovani, u ryb jsou ovSem zpisoby rozmnozovani
velmi rozmanité, coz je ddno celkovym mnoZstvim druht, které piesahuje 36000 a
skutecnosti, Ze ryby obyvaji vS§echny zemépisné §itky. I ptes to, Ze vétsina druhli ryb jsou
gonochoristé, tedy maji odd€lena pohlavi, existuji 1 druhy hermafroditni, tedy
oboupohlavni, jejich zastupci jsou napiiklad zastupci ¢eledi Serranidae. Podobné na dvé
skupiny rozdélujeme i zplisob oplozeni na vngjsi, které probihd mimo télo a je Castéjsi a
na vnitini, které probiha uvnitt téla a je u ryb velmi vzacné (napf. zivorodky) (Dvorak et
al., 2020).

Pohlavni zlazy jsou obvykle parové, s vyjimkou okouna fi¢niho, u kterého srustaji v jeden
celek a nachazeji se v horni poloviné télni dutiny podél vné&jSich okrajii ledvin a po
stranach plynového méchyte. U samcii se pohlavni Zlazy nazyvaji varlata neboli testes,
samice maji vajecniky neboli ovaria. Vyvody pohlavnich 714z se vyskytuji mezi fiti a fitni
ploutvi a mohou vyustovat bud’to samostatné nebo spolecné s mocovym systémem na

urogenitalni papile (Dvorak et al., 2020).
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4.1 Samci pohlavni systém

Testes se nachdzeji podél plynového méechyie, a ackoliv se stavbou 1isi od pohlavnich
organt vyssich obratlovcli, maji i spolecné rysy, a to semenotvorné kanalky, které spojuje
vmezetené vazivo. Maji dvé hlavni funkce, prvni funkci je funkce generativni, to je tvorba
pohlavnich buné€k a funkce endokrinni, tedy produkce pohlavnich hormont (Dvorak et
al., 2020).

Varlata se skladaji ze dvou ¢asti: intersticialni a tubularni. Mezitubularni prostor vypliuji
Leydigovy buiiky, krevni a lymfatické cévy, bunky imunitniho systému, nervové bunky
a pojivova tkan. Tubularni ¢ast obsahuje bazalni membranu a je zde zarodecny epitel
spolu se Sertoliho bunikami, pokud jsou zarode¢né buiiky neaktivni mohou pfezit pouze
Vv tésné blizkosti pravé Sertoliho bunék. Hlavni rozdily s vyssimi obratlovci (Tetrapoda)
jsou ve spermatogennich tubulech, které u ryb tvofi jednotlivé spermatocysty, jenz
obsahuji zarode¢né bunky, které se v ramci jedné cysty vyvijeji synchronné a pochazeji
Z jedné spolecné spermatogonie. Dal$i rozdilem oproti vys$§im obratlovelim je zachovéani
prolifera¢ni schopnosti Sertoliho bunék u dospélych ryb, a to umoziuje kontinualni rtst
testes i po dosazeni pohlavni dospélosti. Pocet Sertoliho bun¢k se u ryb dynamicky méni
Vv zavislosti na rozmnozovacim cyklu. Naopak u savcl je prepokladano, Ze pocet
Sertoliho bun¢k zaloZenych v pribchu puberty je definitivni a béhem Zivota dale

nenarusta (Schulz et al., 2010)

Pohlavné zrala varlata maji mlécnou barvu, ovalny tvar a prifez se muze lisit podle
usporadani ostatnich vnitfnich organt. Jejich velikost se zasadné li§i v zavislosti na
pohlavni aktivité. V dobé rozmnoZovani jsou varlata nékolikrat zvétSend a predstavuji
velkou ¢ast vahy téla, a to az 10 %. Testes jsou slozena pfevazné z parenchymu a
centralniho kanéalku. Do centralniho kanalku vyUstuji postranni kanalky a vacky, v nichz
vznikaji spermie, které se vyvijeji ze spermatogonii. Spermie se musi z varlat dostat do
sinus urogenitalis, to umoznuji ductuli efferentes testis, vyvody oddélené od mocovych
cest, které se spojuji v chamovod, ten usti bud’ samostatné¢ nebo s mocovymi cestami

(Dvotik et al., 2020).
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Obrazek 4: Testes porcelanové barvy v dutin€ bfisni
Zdroj: (Dvorak et al., 2020)

Spermie u ryb jsou tvofeny hlavi¢kou, krckem a bi¢ikem. Velikost spermii se zasadn¢ 1i8i
podle druhu, ale 1 pfes to patii mezi nejmensi buiiky v téle. Dokud jsou spermie v téle
samce nejsou pohyblivé, pohybovat se zacnou az v okamziku, kdy se dostanou do
vodného prostiedi. Pohyblivost spermii je kratka, udava se od 25 (Pstruh obecny) az po
300 sekund (jeseteti). U moiskych druhd ryb muze doba pohyblivosti byt az 10 minut
(Cosson et al., 2008). Inaktivované spermie piezivaji nejdéle v suchém a chladném
prostfedi, v podminkach okolo 0 °C jsou schopné piezit v nékolik dni v zavislosti na

druhu (Dvoték et al., 2020).

4.1.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je vyvoj samcich pohlavnich bunck, tyto bunky se vyvijeji ze
spermatogonii, které vznikly diferenciaci primordialnich gonocytti. Spermie je haploidni
buika, méa pouze jednu sadu chromozomt, ovSem puvodni spermatogonie je diploidni,
ma dvé sady chromozomi, je tedy potfeba meiotického neboli redukéniho déleni.
Spermatogeneze je piimo zavisla na funkci Sertoliho a Leydigovo bungk, které jsou
stimulovany gonadotropiny, luteinizacnim hormonem i folikuly-stimulujici hormonem.
(Xie et al., 2020)

Samotna spermatogeneze je u vSech zivo¢ichli obdobnd, spermatogonie mitoticky
proliferuji, probihd meiotické déleni, a nakonec vznika spermie, kterd v sob¢ nese samci
geneticky kod. U teplomilnych ryb trva spermatogeneze obvykle krat$i dobu, napiiklad u
dania pruhovaného je délka spermatogeneze (tj. ¢as od vzniku spermatogonie do vzniku
spermie) ptiblizn¢ 7 dni (Leal et al., 2009), zatimco u ¢lovéka 63 dni (Leal et al., 2009),
spermatogenezi u ryb vyrazn¢ zrychlit, zpomalit, ale i uplné zastavit, jako bylo naptiklad

prokazano na modelu tilapie nilské. (Xie et al., 2020)
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Spermatogenezi miizeme rozdélit do 3 fazi: mitotické, kdy se ndm vyskytuje vice riiznych
generaci spermatogonii, dale pak meiotickou, kdy vznikaji spermatocyty a spermatidy a
na zavér faze spermiogenni, kdy se jiz haploidni bunky diferencuji ve spermie (Dvotak

et al., 2020).

Mitoticka faze zahrnuje déleni kmenovych spermatogonii a jejich postupnou diferenciaci
na primdrni spermatocyty. Tyto buniky jsou stale diploidni a jejich stafi se lisi.
V meiotické fazi vstupuje primarni spermatocyt do prvniho meiotického dé€leni a vznika
sekundéarni spermatocyt. Sekundarni spermatocyt poté podléhd druhému meiotickému
déleni a vysledkem jsou 4 spermatidy S jednou sadou chromozomu. Posledni fazi je
diferenciace ve spermie, tedy spermiogeneze. Nejzasadnéjsi je vyvoj biciku a kondenzace

jaderného chromatinu. Dale se méni velikost a tvar jadra a tvofi se mnoho proteini

specifickych pro spermie (Dvofak et al., 2020).

4.2 Samici pohlavni organy

Samici gonady se nazyvaji vajecniky neboli ovaria a jejich hlavnim ukolem je produkce
samiéich pohlavnich bunék — oocytd. Ovaria se nachazeji v téIni duting, avsak jejich tvar
1 velikost se velmi 1i$i podle druhu, fdze dozravani oocytil a rozloZeni ostatnich vnitinich
organli. Vajecniky jsou rozdéleny piepazkami, které jsou vazivového charakteru, tyto
prepazky jsou obvykle stavény napti¢. Vajicka neboli jikry, putuji po dozrani primitivnim
vejcovodem. Vejcovod se utvari sristem peritonealnich struktur, které obklopuji

vajecniky. Ryby se déli do dvou skupin, ty, které uvoliuji jikry do vejcovodi, se nazyvaji

cystovarijni, zatimco ty, které¢ uvoliuji jikry piimo do télni dutiny jsou gymnovarijni

(Dvorak et al., 2020).

Obrazek 5: ovaria jasn¢ Zluté barvy
Zdroj: (Dvorak et al., 2020)
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Vajicka ryb, stejné jako u vétSiny obratlovci, jsou nejveétsi buiky v téle. Velikost i tvar
jiker se vyrazné lisi, stejné jako u ovarii, podle druhu ryby, ale jsou zde i1 dalsi faktory.
Obecné ale plati, Ze ¢im méné péte 0 mladata, tim vice jiker mens$i velikosti ryba
vyprodukuje. V souhrnu lze fict, ze jikry maji obvykle kulovity tvar a obsahuji enormni
mnozstvi zloutku (Dvortak et al., 2020). Barva jiker je zavisla na druhu, mnozstvi i kvalité
potravy a celkovému zdravotnimu stavu. Nejbeéznéjsi barvy jsou od oranzové, ptes zlutou

az k zelené barvé (Dvorak et al., 2020).

Jikry jsou pokryté Zloutkovou blanou (membrana vitellina), neboli obalem prvniho
stupné, v prubéhu oogeneze je navic kazdy oocyt obalen vrstvou folikularnich
epitelialnich bungk, z této vrstvy vznika chorion neboli obal druhého stupné, ktery vytvari
zonu pellucidu. To je prostor oddélujici folikul od jikry. Aby spermie mohla proniknout
do jikry je potieba, aby v ni byl otvor (mikropyle), u ryb je obvykle jen jeden, kromé
jeseterovitych, kde jich byva zpravidla vice. Vajicka kostnatych ryb oznacujeme za

telolecitalni, kdy je zloutek soustfedén pouze na vegetativnim p6lu (Dvoték et al., 2020).

Pii kontaktu s vodou za¢ne vaji¢ko nasavat vodu diky polopropustnym vajeénym obaltim,
tim zacne bobtnat a zvétSovat svlij objem. Chorion zacne tuhnout diky enzymim
Vv perivitellnimu prostoru, ¢imz zastavi nasavani vody a uzaviou se mikropyle, tim se

zaroven ukoncuje moznost oplozeni jikry spermii (Dvoték et al., 2020).

4.2.1 0Oogeneze

Oogeneze je tvorba a diferenciace samiCich pohlavnich bunék, vajicek. Vajicka jsou
haploidni bunky, tedy s jednou sadou chromozomii a jsou to nejvétsi buinky v téle.
estrogen, luteiniza¢ni hormon a folikuly stimulaci hormon (Dominguez-Castanedo a
Uribe, 2019)

Zatimco finalni produkt oogeneze u ryb, tedy vajicko, miize mit napti¢ druhy mit velmi
rozdilné charakteristiky, ptedev§im rozdily ve velikosti, barvé a tloustce obald.
Zakladnim pojitkem je vzdy to, Ze cely proces probihd ve folikulech vaje¢nikli a ma
nekolik fazi, které jsou velice podobné s fazemi spermatogeneze, predevsim mitoticka
proliferace diploidnich oogonii dvéma cykly meidzy. Zasadnim rozdilem oproti
spermatogenezi je, Zze v prubéhu oogeneze dochazi k zdsadnimu zvétSovani bunck

(Lubzens et al., 2010).
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Prvni fazi je mitotického déleni. Z primordidlnich gonocytt se diferencuji oogonie, které
podléhaji mitéze a nasledné vstupuji do prvni faze meidzy, kdy vznika ne€kolik stovek az
tisic oocytl prvniho tadu, jejichz vyvoj se zastavuje v profazi az do momentu pohlavniho
dospivani. Poté pfichazi faze zrani, kdy se primarni oocyt méni na sekundarni oocyt. Tedy
dochdzi k prvnimu meiotickému déleni. V jadie se zacind tvorit délici vieténko a
postupné mizi jadernd membrana. V prvnim zrani se oddéluje sada chromozomu a
spole¢né s cytoplazmou vytvoii primarni polocyt, ktery opousti prostor oocytu. Navazuje
druhé zrani, které je stejn¢ jako u primarniho oocytu zastaveno v metafazi. Druhé zrani
je opét nastartovano pouze v piipad¢ oplozeni, kdy se opét oddéli ¢ast chromozomil a

cytoplazma za vzniku sekundarniho pélocytu (Lubzens et al., 2010).

4.3 RozmnoZovdani u ryb

Gonochismus je zakladni model rozmnozovani u ryb, kdy ob¢ pohlavi existuji oddélené.
Podle mista oplozeni rozdélujeme druhy na oviparni, kdy oplozeni probiha ve vnéjSim
prostfedi a ovoviviparni, kdy k oplozeni probiha v pohlavnich organech samice (Devlin
a Nagahamab, 2002). Podminkou pro vytér ryb je dobry zdravotni stav a vhodné
prostiedi, vnitini i vn&jsi. Podle teploty vody mtizeme rozdé€lit druhy na ty vytirajici se
po studené period¢ s nastupem otepleni, patii sem naptiklad Stika obecna, okoun fi¢ni,
candat obecny, kapr obecny a dal§i. Druhym typem jsou druhy vytirajici se se snizujici
se teplotou vody, sem spada napiiklad pstruh obecny, siven americky, mnik jednovousy

a dalsi (Sundararaj, 1981).

Podle cykli¢nosti vytéru se druhy rozdéluji na monocyklické, kdy vytér probihd jednou
za zivot a poté hynou, napfiklad thot fi¢ni a l0sos obecny (Gruzdeva et al., 2013) a
polycyklické u kterych vytéry probihaji nékolikrat za zivot napt. kapr obecny
(Sivakumarana et al., 2003). Ryby se mohou rozmnozovat jen s jednim partnerem, tudiz
se jedna parovy vytér, anebo miZe tfeni probihat ve skupiné, tedy skupinovym vytérem.
Jikry jsou kladeny do pisku, Stérku nebo na kameny, v pfipad¢ litofilniho vytéru, na
rostliny v pripadé¢ vytéru fytofilniho a psamofilni vytér probihd na piscité dno.
Samoziejmé& jsou i druhy které nejsou naro¢né na ptitomnost specifického vytérového
substratu, v takovém piipad¢ mluvime o indiferentnim vytéru, ktery je typicky naptiklad

u plotice obecné (Balon, 1975).
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5 Metody

Histologie patii mezi klasické techniky, které se pouzivaji ke studiu morfologie
bunécnych a subbunéénych struktur pomoci tenkych ftezl z pfipraveného vzorku.
Histologické techniky jsou diilezitym nastrojem pro pochopeni vyvoje tkané a adresovani
fenotypi a popisu patologickych stavl. V zavislosti na typu analyzy a vlastniho
zpracovani je dostupné mnoho histologickych technik, mezi ty nejbéznéj$i patii

zamrazeni neboli kryoembedding, parafinové a pryskyticové zalévani (Leal et al., 2009).

Zakladni metoda pro pozorovani histologickych preparati je svételna mikroskopie,
Vv dnesni dobé¢ se ale uz zacina hojné vyuzivat i elektronova mikroskopie. VVzorkem pro
histologii jsou nej¢astéji homogenni tkané, jako jsou ¢asti organti a nadorti, mohou to byt
ale i celé organismy. Samoziejmé pro prosviceni se musi vzorky nakrajet na mikrofezy o
tloustce 1-10 um, k tomu jsou nejcastéji vyuzivané sankové nebo rotacni mikrotomy a
kryostaty. U vétSiny technik je potfeba nejdiive vzorek zafixovat, k tomu je nejéastéji
vyuzivan aldehyd kyseliny mravenci, formaldehyd, optimalni fixace trva 24-48 hodin.
Aby bylo mozné zhotovit tenké fezy je nutné vzorek prosytit zalévacim médiem,
nejcastéji parafinem. Parafin se ovSem nemisi s vodou a je tedy nutné vzorky odvodnit
ethanolem, ktery je pozd¢ji ve tkani nahrazen xylenem (Carneiro a Junqueira, 1997). Pro
zvyraznéni a diferenciaci struktur je dulezité fezy obarvit. Struktury, které se barvi
bazickymi barvivy nazyvame bazofilni a jedna se o jadro a ribozomy. Struktury, které se
barvi kyselymi barvami jsou acidofilni a jedna se o cytoplazmu a myofibrily. Kone¢nym
stadiem je montovani, které zabrafiuje znehodnoceni preparatu. Rez se zakapava
montovacim médiem a zakryje se krycim sklem. Tim vznika preparat pfipraveny ke ¢teni

pod mikroskopem (Horky a Cech, 2007).

Zalévani do parafinu je vhodné pouze pro homogenni struktury, pokud je vzorkem tvrda
tkan napiiklad zuby, anebo celé¢ organismy vcetné kosternich tkani, vyuziva pred
samotnym zalitim vzorku dekalcifikace, poptipadé se da vyuzit zalévani do pryskyfice.
Zalévani do pryskyfice umoziuje zpracovavat 1 velmi tvrdé tkan€ s moZnosti tvorby
ultratenkych fezd. Pro zalévani do pryskyfice se vyuzivaji dva druhy pryskyfice,
epoxidova a akrylova. Epoxidova pryskyfice ma dobré fezné vlastnosti, tvrdne
rovhomérmne a je stabilni pod elektronovym mikroskopem, je tedy ideédlni pro

ultrastrukturalni pozorovani. Akrylova pryskyfice ma nizkou viskozitu a je misitelna
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s vodou, kvili své mensi toxicité nez u epoxidovych pryskyfic je ¢astéji vyuzivana, a to

I pro elektronovou mikroskopii (Magaki et al., 2019).

Ptiprava histologického pryskyticového vzorku pro ¢teni probiha velice podobné jako u
parafinu, avSak jako fixacni ¢inidlo se zde pouziva Casto glutaraldehyd. Postup je dale
stejny jako u zalévani do parafinu, az do momentu infiltrace, kde je zde alkohol nahrazen
pryskyfici. Pryskyfice musi byt pfipravena pted pouzitim. Po infiltraci se vzorky vkladaji
do pece kvli vytvrzeni a pied fezanim je mozné nadbyte¢nou pryskyfici ofezat. Na fezy
vzorkll je vhodnéjsi pouzit diamantové nebo sklenéné noze, jelikoZ jsou pevnéjsi a

ostiejsi, ale Ize pouzit i ocelové (Parra et al., 2017).

Kryoembedding se obvykle pouziva v ptipadech, pokud je vysledek potiecba co
nejrychleji, nebo pokud je cilova tkan citliva na fixaci, pii kryoembeddingu totiz neni
nezbytné nutné vzorky fixovat. Kryoembedding zachovava tkan co nejvice v pfirozeném
stavu a ptiprava tkan€ neni casové, vzorek se po odebrani zamrazi v tekutém dusiku nebo
isopentanem na suchém ledu, zamrazeni isopentanem je vyuzivano castéji, jelikoz je zde
mensi pravdépodobnost tvorby ledovych krystald, které ndm vzorek znehodnocuji

(Murata a Wolf, 2018).

Vzorky se poté uchovavaji pti teploté -80 °C az do zpracovani. Pied krajenim se vzorky
nechavaji v kryostatu vytemperovat na -20 °C po dobu nejméné jedné hodiny. Kryo
vzorky se obecné huife kraji, kvuli horsi konzervovanosti nez naptiklad u parafinu. Po
zamontovani na skli¢ko se sklicka opét zamrazi na -80 °C, dokud se nebudou odecitat.
Rizikem kryoembeddingu je Spatné zachovani bunééné morfologie, ktera muze byt

ponicena procesem zamrazovani (Murata a Wolf, 2018).

6 Prakticka ¢ast

6.1 Metodika

Pro moji bakalaiskou praci bylo zpracovano celkem 271 ryb v obdobi od vykuleni az do
7 mésict. Pro vyzkum vyvoje gonad to bylo 259 ryb a pro detekci apoptozy celkem 12
ryb.

6.1.1 Chov a rozmnoZovani ryb

Halancik tyrkysovy je diky svému rychlému rustu, dospivani, ale pfedev§im extrémni

kratkovékosti nedavno zavedenym laboratornim modelem. Chov halan¢ikl je pomérné
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naroc¢ny, a to predevsim kvuli jejich potiebé vysoké kvality vody i potravy. (Polacik et
al., 2016)

Jsou znamy tfi riizné druhy inkubace embryi: ve vodnim médiu, na vlhkém substratu a
uvnitf néj, pti ¢emz se jako substrat nejéastéji pouziva raSelina. Kazda z metod ma sva
specifika v podob¢ rychlosti vyvoje embryi a riizné mortalité¢ embryi v pribéhu inkubace.
Embrya, které nenechdme projit diapauzou (respektive jim specifickym rezimem
nedovolime do diapauzy vstoupit) maji tendenci rychleji dospivat, ale i umirat nez ty,
které projdou diapauzou. Halan¢iky se doporucuje chovat v tvrdsi vodé, tedy ve vodé s
vys$Sim obsahem vapenatych a hofecnatych soli, a s alkalickym pH. V mék¢i vodé jsou
nachylngjsi k infekcim. Teplota vody by se méla udrzovat na 28 °C, ¢im vyssi teplota tim
vys$si pozadavky na potravu a tim se i zrychluje znecistovani vody. Krmeni je jednim
Z hlavnich faktort, které podminuji GspéSny chov, nejcasteéjSim ptistupem je krmeni ad
libitum, tedy neomezené. V soucasné dob¢ stale neni k dispozici uméla potrava specificky
navrzena pro halanc¢iky, a proto se stidle pouziva mrazend nebo Ziva potrava, u niz je
problém kontrola bezinfek¢nosti (Polacik et al., 2016). Nicméné bylo prokazano, ze
halan¢iky Ize s uspéchem drZet na umélé potravé pouZivané pro jiné druhy ryb (Zak et
al., 2020). Podminky chovu, co se tyka akvarii a jejich vybaveni, nejsou naro¢né.
Halanciky je mozné chovat je pohromadé¢ ve skupiné, kdy je lepsi chovat skupiny stejného
stafi. Pfi individualnim chovu je nutné zajistit pfemistovani ryb mezi jednotlivymi akvarii

za ucelem tfeni, a to aspon dvakrat tydné (Polacik et al., 2016).

Chov ryb pro ucely produkce embryi je mozny bud’ ve skupiné nebo v parech. Pro nase
ucely byl pouzit chov ve skupiné, kdy je dulezité pravidelné sbirat oplozena vajicka,
pfipadné vyvijejici se embrya, aby nedochdzelo k jejich napadeni plisni v disledku
dlouhého setrvani v neoSetfeném substratu a pritomnosti dospélych ryb. Na misto pro
tteni ryb se vyuziva sklenéna nadoba naplnéna ptevatrenou raselinou asi do 1/3 objemu,
idedlné poslouzi zavafovaci sklenice. Sklenice se doplni vodou z akvaria a po usazeni
raseliny se opatrné umisti do akvaria. Vhodna hustota ryb v akvariu je jedna ryba na 4 |
vody pii pomé&ru pohlavi 3:1 (samice: samci). Ryby pfi tieni vyhazuji raselinu z nadoby,
tuto raSelinu je nutnd odstraiiovat, aby nedochéazelo ke tfeni mimo nadoby. Nadoba
s oplozenymi vajicky se vyjme z akvdria a raSelina se vymacka ptes sitku s jemnymi oky,
dokud z ni neodkape vétsina vody. Poté se raselina pienda na filtra¢ni papir a necha se
vyschnout na pozadovanou vlhkost, vysychani obvykle trva 2-4 dny. Provadi se kontrola

uspesnosti vytéru, a to hleddnim embryi v objemu zhruba 150 ml raSeliny, na prvni
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pohled, by mélo byt vidét alespon nékolik kust embryi. Po vyschnuti je raselina je
pfendana do uzaviratelného sacku, ktery se popise datem odbéru, Sarzi, ID kmene a
piiblizny odhad poctu embryi v raselin€ (vysoky, stfedni, nizky). Sacky se ukladaji do
inkubatoru temperovaném na 17-25 °C, pokud chceme urychlit vyvoj embryi muze se
teplota zvednout az na 28 °C. Idealni teplota pro navozeni diapauzy u embryi je 17-20 °C
na 4 tydny a poté 25-26 °C na dal$ich 4-6 tydnt, ¢imz dosdhneme ukonceni diapauzy u
vetsiny inkubovanych embryi. Béhem diapauzy je dilezité sacky s raselinou nékolikrat
zkontrolovat a v ptipad¢, Ze raselina ztraci svij tmavé hnédy odstin je tfeba ji lehce

navlh¢it nebo ptipadné pti vysoké vlhkosti ptidat raselinu suchou (Polacik et al., 2016).

U naSeho chovu se ryby vytiraly do raSeliny a embrya v ni byla ponechana po celou dobu
inkubace. Oplozena embrya je tfeba pribézné kontrolovat, zdrava embrya jsou prithledna
bez zjevnych struktur, avsak pokud maji mléénou barvu, jsou embrya mrtva. Je tieba dbat
na to, aby embrya nebyla na vzduchu pi#ili§ dlouho, mohlo by dojit k jejich vysuseni. Je
ticba embrya prubézné kontrolovat, ve chvili, kdy se objevi zlaté pigmentovani duhovek
jsou embrya piipravena k lihnuti. Pokud potiebujeme pro experimentalni t¢ely konkrétni
pocet jedincu, je vhodné pocitat s pfiblizné dvojnasobnym poctem embryi nasazenych na
vykuleni z diivodu ztrat v priibdhu raného odchovu. Zivotaschopnost embryi v rageling
ma omezenou dobu, ktera je zavisla na inkubaéni teploté. Zloutkovy vacek se po dosazeni

zlatého pigmentovani duhovky zacind zmenSovat, a proto se nedoporucuje lihnout

embrya déle nez 2 mésice od dosazeni piedlihnouciho stadia. (Polacik et al., 2016).

Embrya se ponechala ve vytiraci raseliné z vytérového akvaria, ktera byla pfendana do
inkubaéniho akvaria, spolu s dalsi raSelinou a vodou, kuleni probihalo ve chvili, kdy
vétSina embryi méla zlaté pigmentované oko. V inkuba¢nim akvariu by neméla byt vrstva
raSeliny vyss$i nez 2 cm a vrstva vody nad raselinou by nemé¢la byt vyssi nez 3 cm. Pied
vloZenim raSeliny s embryi je tfeba rozmélnit vétsi shluky rasSeliny promnutim mezi prsty
a n¢kolikrat ji promichat, aby doslo k dokonalému uvolnéni vzduchu z raseliny, ktery by
mohl zpusobit plavani embryi na povrchu hladiny, a to by vedlo k jejich znehodnoceni.
Cerstvé vylihnuti halanéici vykazuji silnou touhu dosdhnout hladiny, aby mohli polknout
bublinu vzduchu a naplnit si plynovy méchyi. Z toho divodu je vhodné naklonit
inkubaéni akvarium, aby na jedné stran¢ byla snizena hladina vody. Teplota vody pro
zaliti raseliny by méla byt 15 °C, jelikoz nizsi teplota stimuluje k okamzitému lihnuti
halanc¢ikt. Voda by se nasledné méla postupné ohfat az na 25 °C. Kvuli riziku ztrat ryb,

z divodu nenaplnéni vzduchového méchyie je vhodné do vody, kterou se zaliva raSelina,
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ptidat rozdrcené kyslikové tablety, v mnozstvi, které je udano vyrobcem. Pozdéjsi pridani

tablet se ukazuje jako neucinné (Polacik et al., 2016).

Nové¢ vylihlé ryby se nechavaji v lihnoucim akvéariu po dobu 3-4 dnl, aby se
minimalizovala manipulace s kiehkymi rybami. Po 24 hodinach od lihnuti se muze
akvarium vratit do vodorovné polohy. Kazdy den se ptfidava 100% objem pocate¢niho
objemu vody, kviili zachovani jeji kvality, respektive aby doslo k dostate¢nému nafedéni
vyprodukovanych metabolitii ryb. K prvnimu krmeni se pouzivaji nauplia zabronozky
solné (Artemia spp) minimaln¢ tiikrat denné. Po 3-4 dnech se ryby mohou piesunout do
nového akvaria prelitim vody z piivodniho akvaria, pfi cemz je tfeba pfenést co nejméné
raSeliny. RasSelina, ktery zbyla v lihnoucim akvériu se vysusi a poté zkontroluje kolik
obsahuje nevylihlych embryi. Pokud je jejich mnozstvi vysoké, da se raselina opét do

inkubatoru a postup kuleni se opakuje za 2-3 tydny (Polacik et al., 2016).

Pti vymén¢ vody je nutné dolévat vytemperovanou vodu, aby nedoslo k teplotnimu Soku.
Krmit by se mélo tiikrat denn¢, od 10. dne se muze ptidavat patentka nakrajena na malé
kusy, postupné se miize zvySovat jak jeji objem, tak velikost. VZdy po dvou hodinach by
se mé¢la nespotiebovana potrava vysat z akvaria, aby nedochézelo ke zhorSeni kvality

vody v disledku nespotiebované potravy (Polacik et al., 2016).

Pokud by se do chovu pfidavaly nové ryby ¢i embrya je tfeba je na 30 dni umistit do
karantény. Ta se sklada z dezinfikované a izolované nadrze a pro manipulaci s nimi se
musi pouZzivat vyhrazené vybaveni. Je tfeba ryby kazdy den sledovat a v pfipadé
podezieni na problém vyhledat odbornika, z introdukce volné¢ Zijicich ryb hrozi nejcastéji
zavleCeni parazitarnich infekci, ovSem vétSina parazitarnich infekci halancikti neni
hrozbou pro ostatni ryby kvili jejich specifickému a sloZitému vyvojovému cyklu

(Polacik et al., 2016).

6.1.2 Zpracovani vzorkii pro rutinni histologii

Jedinci halanc¢ikti ve véku od 0 dni po vykuleni az po 10 mésicti po vykuleni byly pro
ucely fixace vystaveni predavkovani anestetikem (MS222) o davce 1 g na 1 L vody po
dobu 5 minut. V zavislosti na velikosti byly jedinci fixovani vcelku (stadia do 4 tydnt
veku), pfipadné pouze vyjmuté gonady. Pro fixdz byl v pouzit roztok 4 %
paraformaldehydu ve fosfatovém pufru (PBS) spH 7,4, nebo Boueniv roztok.
V zéavislosti na velikosti jedinct probihala fixdz 4-24 hodin. Vzorky byly nasledné
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prevedeny do 70 % etanolu v destilované vod¢ a n¢kolikrat proplachnuty a nasledné

uchovany v 4 °C az do zpracovani (Sulliwan-Brown, 2011).

Pro zpracovani fezi byly vzorky zality do resinu (JB4) dle ¢aste¢né¢ modifikovaného

protokolu (Sulliwan-Brown, 2011).

1.

Dehydratace vzorku ve 96 % a 100 % etanolu (3x po dobu 10-120 minut

Vv zavislosti na velikosti vzorku)

Infiltrace vzorku v JB4 médiu (2x po dobu 120 minut) a nasledna infiltrace pies

noc.

Zaliti vzorku do JB4 média, jeho orientace a nasledné vytvrzeni ve vakuu po dobu
24 hodin.

Vzorky byly nasledné krajeny na mikrotomu o tloustce fezu 3-5 um. Individualni ¢i

sériové fezy byly nasledné pinzetou pieneseny a natazeny na superfrost skli¢ko

s destilovanou vodou a umistény na plotynku o teploté 60 °C. Po 24 hodinach byly fezy

barveny hematoxylinem a eosinem modifikovanym protokolem dle Sulliwan-Brown et
al. (2011).

. Gillav hematoxylin — 5 min

. Promyti vodou 3x po dobu 1 min

1
2
3.
4

Odbarveni v 120 mM HCI po dobu 20 s
Diferenciace hematoxylinu v roztoku 2g NaHCO3 a 20g MgS04-7H20 v 1l po
dobu 60 s

5. Promyti vodou 1x 1 min
6. Eosin Y (vodny roztok)

7.
8
9

Promyti vodu 3x, 1 min
Etanol 70 % 1 min
Etanol 96 % 1 min

10. Etanol 100 % 1 min
11. Xylen 1 min

12. Xylen 1 min

13. Zamontovani fezi v DPX médiu a pozorovani
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Pro pfipravu fezli na imunofluorescenci a analyzu apoptézy byl pouzit nasledujici

protokol:

1.

Odvodnéni (doba dle velikosti tkan¢, ale pro kazdy krok to obvykle neni déle nez
1-2 hodiny)

a) 70% Etanol
b) 96% Etanol
¢) 100% Etanol
d) 100% Etanol

e) Chloroform

2. Infiltrace v parafinu (Paraplast Plus®) — tkan je umisténa do jamek (Peel-A-
Way® Embedding Mold) 0 objemu 3 ml a naplnéna rozehiatym parafinem a
umisténa ptes noc do picky temperované na 62 °C.

3. Orientace tkan¢ — jamka s parafinem se vynda z picky a tkan se pomoci nahtatych
pinzet nad kahanem naorientuje dle potfeby, nasledné se vzorek nechd pies noc
polymerizovat na pokojové teplotg.

4. Prtipevnéni blockt na drzak (zalezi na mikrotomu)

5. Otrimovani blo¢ku

6. Kréjeni (obvykle nelze krajet ten¢i neZ 5-7 mikrometrit)

7. Natazeni fezl na superforst sklicka

8. Suseni na plotynce — 45 °C, 24hodin.

9. Ulozeni skli¢ek do 4 °C

Apoptoza

Pro detekei apoptotickych bunék in-situ byl pouZzit komeréné dostupny kit Invitrogen™

Click-iT™ Plus TUNEL Assay Kits for In Situ Apoptosis Detection. Parafinové fezy byly

zpracovany dle instrukei vyrobce, v€etné pozitivnich kontrol oSettenych DNazou (Click-

1T™ Plus TUNEL Assay for in situ apoptosis detection with Alexa Fluor™ dyes, 2017).

Imunofluorescence

Pro znaceni protilatkami byly testovany nésledujici primarni konjugované protilatky
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e Alexa Fluor 488 Anti-beta Actin antibody (SP124) ab267526, host kralik, beta

actin je bézny protein nachazejici se v cytoskeletonu bunék

e Alexa Fluor 488 Anti-PCNA antibody (PC10) ab201672, host kralik—
Proliferating Cell Nuclear Antigen je znakem probihajici DNA replikace béhem
S faze

Pro ucely stanoveni zmény aktivity zarodecnych bun¢k v pribéhu starnuti bylo jako
marker pouZzito barveni monoklonalni protildtkou znacici proliferujici bunéény nuklearni
antigen (PCNA). Tento protein je syntetizovan v G1a S fazi bunééného cyklu a ma funkci
pro postup bunécného cyklu, replikaci DNA a opravu DNA. Umoznuje tedy identifikovat
aktivni spermatocysty, které se v daném case podili na spermatogenezi. Pro analyzu byla

vybrana stadia 2, 5 a 7 mésici po oplozeni. (Horton et al., 2013)

Beta actin patii do rodiny actind, coz jsou vysoce konzervované proteiny lokalizované
predevsim v cytoplazmé a cytoskeletonu. Protilatky na beta actin jsou charakteristické
svoji vysokou homologii s dal$imi actiny (gamma actin, cytoplazmaticky actin a actinem

srde¢niho, hladkého a kosterniho svalstva) (PA5-30749, 2022)
Vzorky byly zpracovany podle modifikovaného protokolu vyrobce protilatek.

Zusmrcenych jedinct byly vyjmuty testes a fixovany po dobu 24 h v4 %
paraformaldehydu v PBS. Nasledné byly testes promyty v 70 % etanolu a uchovany ve
4 °C az do zpracovani. Pro histologické zpracovani byly testes odvodnény v 96 % a
100 % etanolu a chloroformu, vzdy po 2x po 30 minutich. Odvodnéné testes byly
premistény do jamek s tekutym parafinem a infiltrovany po dobu 20 h v 62 °C. Po
infiltraci byly testes vyjmuty z vyhtivaného inkubatoru a naorientovany pro transverzalni
fezy a polymerizovany po dobu 24 h v pokojové teploté. Rezy o tloustce 7um byly
pfipraveny na mikrotomu, krajeny na vodu, nataZeny na Superfrost podloZni sklicka

vysuseny na plotynce po dobu 20 h pfi teploté 45 °C.

Pro barveni protilatkami byly fezy prvné deparafinizovany v xylenu (2x 5 min),
zavodnény v sestupné etanolové fadé (100 %, 96 % a 70 %, vzdy 1x 5 min) a nasledné
3x promyty v destilované vode¢. Z duvodu fixace nebylo mozné aplikovat barveni
protilatkou bez obnoveni epitopti. Pro teplotni obnoveni epitopit byl pouzit roztok citratu
sodného (10 mM citrat sodny 0.05% Tween 20, pH 6.0). Deparafinizované a zavodnéné

fezy byly umistény do horizontdlnich drzakii na podlozni sklicka v roztoku ohfatém na
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95-97 °C, ve kterém byly drzeny po dobu 20 min. Nasledné byl roztok pozvolné ochlazen

ve vodni 1azni na pokojovou teplotu.

Dalsim krokem byla permabilizace bunck, pro kterou byl pouzit protokol doporu¢ovany
vyrobcem protilatky, kdy fezy byly inkubovany po dobu 10 min v PBS s 0,3 % Tween a
0,1 %Triton X. Nasledné byly fezy promyty v PBS s 0,1 % Tween.

Pro vyblokovani nespecifického barveni bylo pouzito 10 % kozi sérum v PBS s 0,1 %
Tween, které bylo na fezy aplikovano po dobu 30 min. Nasledné byly fezy promyty
v PBS.

Primarni protilatka nafedéna v PBS s 0,1 % Tween a 4 % kozim sérem, byla v mnozstvi
150 pl aplikovano na sklicko s fezy, prikryto plastovym krycim sklickem a ponechdno
v4 °C a temnoté. Po inkubaci v primarni protildtce byla sklicka promyta v PBS a
aplikovéana sekundarni protilatka. Podrobné udaje k fedéni jednotlivych protilatek a délce
inkubace jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Po dokonceni inkubace byly sklicka promyta
v destilované vod¢. Jadra bun¢k byla obarvena Hoechstovo barvivem v koncentraci 1ug
na 1 ml po dobu 10 min. Nésledn¢ byla sklicka promyta v destilované vod¢€, odvodnéna
V vzestupné etanolové tadé (70 %, 96 %, 100 %) a xylenu vzdy 1 min a nasledné

zamontovana do DPX média a drzena ve tmé aZ do fotodokumentace.

Tabulka 1: Pouzité primarni a sekundarni protilatky, véetné jejich fedéni a inkubace.

) ‘ Redéni a délka inkubace primarni
Primarni protilatka a host ) .
konjugované protilatky

PCNA — kralik, Alexa Fluor® 488 Anti-PCNA antibody
[PC10] (ab201672)

1:200, 24 h

b-actin — kralik, Recombinant Alexa Fluor® 488 Anti-beta

) ) 1:200, 24 h
Actin antibody [SP124] (ab267526)

Zdroj: vlastni

Preparaty byly foceny na konfokalnim mikroskopu Olympus FV 3000. Zakladni
nastaveni zahrnovalo pouziti vysoko rozliSujictho Galvano jednosmérného skenu,
s velikosti skenované plochy 1024 x 1024 pixeld, s dobou osvitu 8 us/pixel. Pro zobrazeni

byly pouzity lasery excitujici na vilnové délce 405nm (Hoechstovo barvivo) a 488nm
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(sekundarni protilatka Alexa fluor 488) s odpovidajicimi spektralnimi filtry. Oba kanaly

byly snimany vysoko senzitivnim HSD spektralnim detektorem.

Pro kvantifikaci bunécéné proliferace pomoci PCNA protilatky byly analyzovany vzdy tfi
tezy z kazdého jedince a stadia. Cela plocha testes byla pro kvantitativni analyzu focena
20x imerznim objektivem, vzdy 5 vrstev, kazda po lum. Ziskané vrstvy vcetné
slouceného modrého a zeleného kandlu s méfitkem byly exportovany v programu
FluoView. Nasledné byly vrstvy nahrany do software FIJI, z jednotlivych obrazka byla
vytvoiena série (,,Images to stack™) a pomoci pluginu zvétSena hloubka ostrosti
(,,Extended depth of field*) byly jednotlivé vrstvy sloufeny do jednoho obrazku.
Slouceny obrazek byl analyzovan pomoci funkce polygonu, kdy byla méfena plocha
spermatocyst pozitivnich na PCNA (Obr. 6) a vztazena na celkovou plochu testes na fezu

v procentech.
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Obrazek 6: Analyza obrazu z konfokalniho mikroskopu pomoci software FI1JI.

Zdroj: vlastni

Pro dal$i morfometrické analyzy bylo postupovano obdobné. Plocha zarode¢ného epitelu
oproti ploSe prazdnych spermatocyst a pojivové tkdné byla analyzovana ze sloZzeného
snimku celého fezu testes. Pomoci FIJI softwaru a nastroje polygon byla zmétena cela
plocha testes a nasledné€ plocha prazdnych spermatocyst a pojivové tkané. Apoptdza byla

kvantifikovana taktéz v softwaru FIJI, kdy byla vytvofena ndhodna mfizka pomoci

funkce ,,GRID*“ a byl spocitan pocet a typ (Spermatogonie, spermatocyty, spermie)
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apoptotickych bun¢k v ndhod¢ vybranych 10 ¢tvercich. Néasledné byla pomoci polygonu
spocitana celkova plocha testes. Vysledné hodnoty byly vyjadreny jako celkovy pocet
bun¢k na plose testes daného jedince a zaroven piepoCtena na relativni pocet

apoptotickych bun¢k na 1 mm? plochy testes.
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7 Vysledky

7.1 Vyvoj gonad

Pro vyzkum vyvoje gonad bylo zpracovano celkem 233 ryb do 0 do 36 dne po vykuleni
z toho bylo 118 samct a 115 samic. V obdobi 22. dne po vylihnuti bylo zpracovano 30
ryb, z toho 13 samcti a 17 samic. Ze 17 samic m&ly 3 samice ovaria obsahujici oocyty ve
stadiu kortikalnich alveol a 14 oocyty ve stadiu vitelogeneze. Ze 13 samct méli 2 samci
v testes spermatocyty Il. fadu, 1 samec spermatidy a 10 samct spermie. Stadia byla

vyhodnocena na zakladné¢ pfitomnosti nejpokrocilejsiho typu zarode¢nych bunék.

Vyvoj ovarii Vyvoj testes
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0%

M Oocyty ve stadiu kortikdInich alveol M Spermie M Spermatidy

B Vitelogenni oocyty B Spermatocyty Il. fadu

Obrazek 7: Faze vyvoje ovarii a testes
Grafy na obrazku 7 popisuji % zastoupeni nejpokrocilejsiho stadia vyvoje gonad u samic a
u samcti vV obdobi 22 dnti po vylihnuti

Zdroj: vlastni
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Obrazek 8: morfologické zmény testes v prubchu Zivota halancika tyrkysového

Zdroj: vlastni

Obrézek 8 znaci morfologické zmeény testes v pribehu Zivota halancika tyrkysového. A)
Samec ve stafi jednoho mésice, v testes se nachazi minimalni mnozstvi pojivové tkané.
B) Samec ve staii dvou mésici, 1ze pozorovat pritomnost pojivové tkané (Cerna Sipka).
C) Samec ve stafi 4 mésici, kde je jiz velmi znatelny ubytek zdrode¢ného epitelu, zvySena
pfitomnost pojivové tkdn¢ (Cerna Sipka) a pfitomnost prazdnych spermatocyst (Seda
Sipka). D) Samec ve véku 6 mésicti, velkym mnozstvim pojivové tkané (Cerna Sipka) a

n¢kolika prazdnymi spermatocystami (Seda Sipka).
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Tabulka 2: Porovnani plochy zarode¢ného epitelu a pojivové tkané testes

Data ukazuji praimérné hodnoty plochy zarode¢ného epitelu a pojivové tkané€, véetné

smérodatnych odchylek v zavislosti na véku v mésicich.

% pojivové tkané a
Vék v mésicich % zarodecného epitelu
prazdnych spermatocyst
1 96,78 = 0,06 3,22+ 0,06
2 94,13+ 2,02 5,87 +£2,02
4 78,66 = 9,05 21,34 +£9,05
6 83,58 + 7,56 16,42 £ 7,56

Zdroj: vlastni

Pro porovnani plochy zarode¢ného epitelu a pojivové tkan€ s prazdnymi spermatocystami
byli zpracovany vzdy 3 ryby v kazdém obdobi, a to v jednom, dvou, Etyfech a Sesti
meésicich. V jednom mésici byl primér zarodecného epitelu 96,78 % + 0,06 ku 3,22 % +
0,06 pojivové tkané. Ve dvou mésicich nenastaly velké zmény, pramér zarode¢ného
epitelu byl 94,13 % + 2,02 ku 5,87 % + 2,02. Béhem ¢tvrtého mésice zacala plocha
zarodeéného epitelu klesat, a to na primérnou hodnotu 78,66 % + 9,05 a pramér pojivové
tkané se zvedl na 21,34 % =+ 9,05. V Sestém mésici doSlo opét ke slabSimu vzriistu
prumérné hodnoty zarodecného epitelu na 83,58 % + 7,56 na 16,42 % + 7,56 pojivoveé
tkané. (viz. tabulka 2)
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7.1.1 Vyvoj samicich gonad

Obrazek 9: 0 DPH

Zdroj: vlastni

Ryby A, B a C byly zpracovany v den vylihnuti tedy 0 DPH (Days post hatch — dny po
vykuleni). Obrazek Al, B1 a C1 jsou snimky transverzalnich fezt celych ryb, kdy jsou u

obrazku B1 a C1 oznacené gonddy ¢ernim kruhem.

Ryba A nenese zadné znaky diferenciace pohlavnich bun¢k, gonady jsou sloZzené pouze
ze zarode¢nych kmenovych bunék. Nenachazi se zde Zadné znaky, které by ukazovaly na
diferenciaci samc¢i nebo sami¢i gonady, pfi Cemz builky maji zietelné jadro s

definovanym jadérkem. Zatimco ryba B je jiz diferenciovana v samici, kdy vétSina
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zarodecnych bunék se nachdzi v profdzi meidzy I. ihned po vylihnuti. Na obrazku B2
muzeme vidét proliferujici oogonie (Cerné Sipky), které maji kondenzované chromozémy
a oocyty Vv leptotene (hnédé Sipky), tedy oocyty v Casné fazi profaze. Na obrazku B3
vidime primarni oocyt ve stadiu zygotene (modra Sipka), u které jsou chromozoémy (zluta
Sipka) lokalizovany na jednom pdlu buiiky, tento pol je naproti jadérku (zelena Sipka),
dale vidime primarni oocyty ve stadiu pachytene, které obsahuji vétsi pocet jadérek v
jadie (Seda Sipka). Na snimcich obou gonad jsou buiiky s pozdnim pachytene a Casnym
diplotene (Cervena Sipka), na téchto bunkach je také vidét redukce dispergovanych
chromozomtll a jadérka lokalizovana na okraji jadra. V neposledni fad¢ zde vidime
stromalni bunky s casnymi folikularnimi bunkami (fialovd Sipka), které obklopuji
primarni oocyty (bilé Sipky). Na obrazkach ryby C jsou vidét diplotenni oocyty s vice
definovanymi jadérky na periférii jadra (Cervena Sipka), proliferujici folikuldrni bunky,
se svym typicky protahlym tvarem, pii ¢emz primarni oocyty jsou vzdy v kontaktu
s folikularnimi buitkami (hnéda Sipka). A stejné jako na obrazku B3 je zde vidét primarni
oocyt ve stadiu zygotene (modra Sipka), kde jsou chromozémy (zlutd Sipka)

synchronizovany na jednom pélu buriky, tento pol je naproti jadérku (zelena Sipka).

Obrazek 10: 2 DPH

Zdroj: vlastni

Obrazek 11 vznikl ze vzorku ryby, kterd byla zpracovéana 2 dny po vylihnuti (2 DPH), pfi
¢emz obrazek vlevo je snimek transversalniho fezu celé ryby, kdy jsou ¢erné oznacena
ovaria, kdy je jedna z nich vidét na obrazku vpravo. Na ovariich jsou vidét primarni
oocyty ve 2. stadiu (Cerna Sipka), jejich velikost je pfiblizné 20-50 um. V okrajich jadra
téchto bunck je vidét neékolik perinuklearnich jader (hnéda Sipka). Folikularni buiiky

(Cervené Sipky) zacinaji utvatet dv€ vrstvy obalujici primarni oocyt, kdy tedy dochézi
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k tvorbé granuldznich bunék a bun¢k théky. Dale je zde vidét vétsi mnozstvi oogonii, v
klastrech které se neproliferuji (modra Sipka), ale i téch, které se mnozi a maji vice

kondenzovanych chromatin a mensi velikost (zelena Sipka).

Obrazek 11: 4 DPH

Zdroj: vlastni

Obrazek 11 je snimek ryby zpracované 4 dny po vylihnuti (4 DPH), kdy nalevo je snimek
transversalniho fezu celé ryby, kde jsou ¢ernym kruhem oznaceny ovaria. Histologicky
se ryba pfili§ nelisi od ryby ve dvou dnech po vylihnuti, taky se zde nachéazi velké
mnozstvi primarnich oocyti (Cerné Sipky), zvEtsuji svoji velikost, nicméné se stale jedna
o fazi primarniho ristu bez vitelogeneze.
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Obrizek 12: 6 DPH
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Zdroj: vlastni

Obrazek 12 vznikl snimkem z ryby, ktera byla zpracovana 6 dni po vylihnuti (6 DPH).

Jsou zde primarni oocyty jiz o velikosti od 50 do 100 um (Cerna Sipka), které jsou stale
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Vv perinuklearnim stadiu, ale uz maji velikost okolo 50-70 um. Jsou zde i proliferujici

folikularni bunky (fialova Sipka), které obklopuji vSechny oocyty.

Obrazek 13: 8 DPH

Zdroj: vlastni

Obrazek 13 je snimek ryby zpracované 8 dni po vylihnuti. Uz na prvni pohled je zfejmé,
7e vajecniky jsou velmi podobné s t€émi v 6 dnech, jeden z madla rozdila je ten, ze v 8
dnech se objevuje ovarialni dutina (modra Sipka), coZ je sekundarni pohlavni znak pro
diferenciaci samic¢iho pohlavi. Nicméné v piipadé halancika tyrkysového dochazi

K vyvoji ovarialni dutiny jiz v pokrocilé fazi primarniho ristu oocytu.
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Obrazek 14: 10 DPH

Zdroj: vlastni

Obrazek 14 je snimek ryby zpracované 10 dni po vylihnuti. V tomto obdobi se objevuji
znaky nastupu puberty a za€inaji se v cytoplazmé oocytu tvofit kortikéalni alveoly (Zluta
Sipka), které jsou uplné obklopuji folikularni buniky (Cervena Sipka). V téchto oocytech
(Cerna Sipka) jsou alveoly v riznych stadiich. Lze jasné odlisit bazalni laminu oocytu

(zelena Sipka).
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Obrizek 15: 12 DPH

Zdroj: vlastni

Ve stadiu 12 DPH dochazi k pokro¢ilému vyvoji téch nejvétsich oocytii ovaria, které maji
vice nez 100 pm Vv priméru. MiZeme pozorovat, Zze pramér jednotlivych kortikalnich
alveol se zvétSuje oproti predchozimu stadiu (obr. 14). Nicméné je patrné, Ze pouze
nékolik jednotlivych oocytd pokracuje v rlstu, vétSina oocytll nepiesahuje velikost 100

um.

Obrazek 16: 14 DPH

Zdroj: vlastni

Na obrazku 16 je vaje¢nik samice zpracovana 14 dni po vylihnuti (14 DPH). Je zde opét
vidét velké mnozstvi oocytll (Cernad Sipka), které obsahuji alveoly, tyto oocyty znaci

pokrodily postup oogeneze, naptiklad ztmavnuti jadra (zelna Sipka).
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Obrazek 17: 16 DPH

Zdroj: vlastni

Obrazek 17 vznikl z ryby zpracované 16 dni po vylihnuti (16 DPH). Je zde velké

mnozstvi kortikalni alveol v ooplazmé, které¢ uz splyvaji do vétsich celki, také se zde

zacinaji vyskytovat prvni chloupky (¢erna Sipka).
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Obrazek 18: 18 DPH

Zdroj: vlastni

Na obrazku 18 vidime gonaddy samice zpracované 18 dni po vylihnuti, kde je postup

jednotlivych kortikalnich alveoll, splyvajicich ve vetsi alveoly, avSak zde stale neni

detekovana vitelogeneze.
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Obrazek 19: 22 DPH
Zdroj: vlastni

Na obrazku 19 vidime vzorky z ryby 22 dni po vylihnuti. Je zde velmi dobie definovana
zona pelucida (zelena Sipka) a je zde také mozné jiz detekovat vitelogenezi (Cerna Sipka).

Zaroven dochazi k migraci jadra oocytu smérem k jeho periferii (zluta Sipka).

Obrazek 20: 29 DPH

Zdroj: vlastni

Obrazek 20 vznik ze vzorku 29 dni po vylihnuti, je zifejmé, ze hranice pro zacatek

vitelogenniho rlstu je spojena s narustem velikosti oocytl pies 200 pm.
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7.1.2 Vyvoj samcich gondad
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Obrazek 21: 0ODPH

Zdroj: vlastni

Na obrazku 21 je samec v den vylihnuti (0 DPH), vlevo je transverzalni fez celym télem,
kde jsou ¢ernym kruhem oznacené gonady, zatimco napravo jsou gonady. Tento samec
zatim neni zcela diferenciovany, tedy neni zde stoprocentné definované pohlavi. Ovalné
buiiky s tmavou cytoplazmou a malymi jadry jsou buniky somatické (¢erné Sipky), tyto
buiky obklopuji bunky zarodecné. V gonad¢ Ize identifikovat rana stadia zarode¢nych
kmenovych bun¢k charakteristické nasobné vétsi velikosti (Seda Sipka), nez jiz samci

diferenciované spermatogonie (zelend Sipka)
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Obrazek 22: 2 DPH

Zdroj: vlastni

Obrazek 22 je snimek rybiho samce vytvofeny 2 dny po vylihnuti (2 DPH), vlevo je
transverzalni fez celé ryb, kde jsou ¢erné oznacenym ovalem gonady, zatimco vpravo
jsou gonady. Vidime zde somatické bunky, které jsou napadné podobné Sertoliho

bunkam, které jsme nasli ve zralych gonddach, viz. obr. 28 (Cerné Sipky), dale
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spermatogonie typu A, které jsou typické svétlou cytoplazmou, definovanymi jadry a
vetsi velikosti (Seda Sipka) a nakonec jsou zde spermatogonie typu B, které maji tmavou
cytoplazmu, mensi jadra a jsou zhruba o polovinu mensi nez spermatogonie typu A

(modr4 Sipka).

Obrazek 23: 4 DPH

Zdroj: vlastni

Na obrazku 23 vidime rybiho samce zpracovaného 4 dny po vylihnuti (4 DPH), pti cemz
nalevo je celé ryba v prufezu, kde jsou gonady cerné oznaceny a napravo jsou zvétSené
gonady. V zésadé je diferenciace velmi podobna jako u ryby 2 dny po vylihnuti opét se
tu nachazi somatické pohlavni buiiky (¢ernd Sipka), spermatogonie typu A (Seda Sipka) i
spermatogonie typu B (modra Sipka). Jeden z méla rozdili mezi rybou 2 nebo 4 dny po
vylihnuti, je zvySeny pocet spermatogonii typu B u ryb 4 dny po vylihnuti, coz svéd¢i o
mitotické proliferaci zarodecnych bunék.
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Obrazek 24: 6 DPH

Zdroj: vlastni
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Obrazek 24 je snimek ryby zpracované 6 dni po vylihnuti (6 DPH), vlevo je snimek je
transverzalniho fezu celou rybou, kde jsou ¢erné oznacené gonady, vlevo jsou 15kra
zvétSené gonady. Muzeme zde vidét Sertoliho buiiky (Cerné Sipky) a v jejich tésné
blizkosti se nachéazi velké buiky: spermatogonie typu A (Sedé¢ Sipky) se svétlou
cytoplazmou. Spermatogonie typu B se organizuji do spermatocyst (modra Sipka).
Zajimava je pritomnost primarnich spermatocytii (8 bun¢k oznacenych zlutou Sipkou),
jelikoz se zda, Ze n¢které spermatogonie typu A sméfuji k diferenciaci v pohlavni bunky

misto samoobnovaciho déleni, aby zajistily dostateCnou zasobu kmenovych bun¢k.

Obrazek 25: 8 DPH

Zdroj: vlastni

Na obrazku 25 je vzorek ryby zpracované 8 dni po vylihnuti. Na okrajich testes vidime
Sertoliho buiky (¢erné Sipky), v jejich se pak obvykle nachazi spermatogonie typu A
(Sedd Sipka), které maji svétlou cytoplazmu a jsou to pomérné velké bunky.
Spermatogonie typu B (modra Sipka) jsou organizované do spermatocyst. Po celém
obvodu vidime dva typy bunék, buriky (zelena Sipka), které vidime uz ve chvili vylihnuti,
coz svéd¢i o mitotické proliferaci zarodecnych bunék. a rizné typy bunck gonad (zluta

Sipka).
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____________

Obrazek 26: 10 DPH

Zdroj: vlastni

Na obrazku 26 je vidét varle samce 10 dni po vylihnuti (10 DPH). Na obvodu jsou vidét
Sertoliho bunky (Cerné Sipka) a kmenové spermatogonie typu A (zelena Sipka). Pravém
hrotu je vidét ¢asna spermatogonie typu A (Seda Sipka) s typickymi znaky nalevo od ni
jsou vidét spermatogonie typu A Vv pozdéjsim stadiu (bila Sipka), které jiz tvoii
spermatocystu. Nachazeji se zde i spermatogonie typu B v ranném stadiu (modra Sipka),
primarni spermatocyty (oranzova Sipka), které se organizuji do spermatocyst a rizné typy

bunck gonad (Zluta Sipka).

Obrazek 27: 12 DPH

Zdroj: vlastni



Na obrazku 27 je testes ryby zpracované 12 dni po vylihnuti (12 DPH). Sertoliho buiiky
(¢erna Sipka) jsou jedny z mensich bunék, které mizeme v testes najit. Stale nejvetsi
buniky jsou spermatogonie typu A (Seda Sipka), dale pak ranné spermatogonie typu B
(svétle modra Sipka) a velikostné podobné ale s tmavym jadrem spermatogonie typu B
V pozdnim stddiu (tmavé modra Sipka). Samoziejmé se zde nachézi i primarni

spermatocyty (Zluta Sipka).
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Obrazek 28: 14 DPH

Zdroj: vlastni

Obrazek 28 je snimek testes samce 14 dni po vylihnuti (14 DPH). Jsou zde stejné bunky
jako u jedince ve stadiu 12 DPH jako: Sertoliho bunky (Cerna Sipka), spermatogonie typu
A (Seda sipka), spermatogonie typu B v ranném stadiu (svétle modré Sipka) i v pozdnim
stadiu (tmavé modra Sipka), kmenova butika spermatogonie (zelena Sipka) a primarni
spermatocyty (oranzova Sipka). OvSem zde muzeme vidét i sekundarni spermatocyty

(Zluta sipka).
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Obrazek 29: 16 DPH

Zdroj: vlastni

Obrazek 29 ukazuje vzorek testes ze samce, zpracovany 16 dni po vylihnuti (16 DPH).
Zustavaji zachované buiiky jako Sertoliho butiky (Cerné Sipka), spermatogonie typu A
(Seda Sipka), spermatogonie typu B v ranném stadiu (svétle modra Sipka), kmenova B
spermatogonie (zelend Sipka) a primarni spermatocyty (oranzova Sipka) i sekundarni
spermatocyty (zlutd Sipka). Ve chvili, kdy se sekundarni spermatocyty zacnou délit
chromozomy se uspoifadaji do ekvatoridlni roviny (Cervend Sipka). Ve stejném misté
vidime ¢asné spermatidy neboli E1 spermatidy (rtizova Sipka), které jsou typické vétsim
mnozstvim cytoplazmy, hlavni rozdil je mnozstvi cytoplazmy a mezilehlé spermatidy,
neboli E2 spermatidy (fialova Sipka). V tomto obdobi mizeme vidét i spermie (tmavé

modra Sipka), které maji definovany kréek 1 bicik.
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Obrazek 30: 18 DPH
Zdroj: vlastni

Na obrazku 30 je snimek testes ryby zpracované 18 dni po vylihnuti (18 DPH). Jsou zde
vidét stejné typy bun€k jako u ryby 16 dni po vylihnuti jako: Sertoliho buniky (¢erna
Sipka), spermatogonie typu A (Seda Sipka), spermatogonie typu B jak ranné (modra
Sipka), tak pozdni (tmavé modra Sipka), spermatogonie (zelena Sipka), primarni
spermatocyty (Zluta Sipka), sekundarni spermatocyty (oranzova Sipka), E1 spermatidy
(rizova Sipka), hlavni rozdil je mnozstvi cytoplazmy, E2 spermatidy (fialova Sipka) a

spermie (tmavé modro-Sediva Sipka), které maji definovany kréek 1 bicik.
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Obrazek 31: 22 DPH

Zdroj: vlastni

Na obrazku 31 je varle ryby zpracované 22 dni po vylihnuti (22 DPH). Morfologicky je
témet obdobné jako u jedincii 18 dni po vylihnuti jako: Sertoliho buniky (Cernd Sipka),
spermatogonie typu A (Seda Sipka), spermatogonie typu B jak ranné (modra Sipka), tak
pozdni (tmaveé modra Sipka), spermatogonie (zelena Sipka), primarni spermatocyty (Zluta
Sipka), sekundérni spermatocyty (oranzova Sipka), E1 spermatidy (rizova Sipka), hlavni
rozdil je mnozZstvi cytoplazmy, E2 spermatidy (fialova Sipka) a spermie (tmavé modro-
Sediva §ipka), které maji definovany kréek i bi¢ik. Jeden z mala rozdilt je jiz ptitomnost

starSich spermii (fialova Sipka)
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Hoechstovo barvivo PCNA Slouceny kanal

v S

Obrazek 32: aktivni proliferace bunék analyzovand PCNA protilatkou

Zdroj vlastni

Na obrazku 32 vidime aktivni proliferaci bunék analyzovana PCNA protilatkou. A) Vyiez
na Cast testes samce 2 mésice po vykuleni. A1) Barveni Hoechstovo barvivem vizualizuje
jaddra bunck. A2) Barveni PCNA protilatkou vizualizuje velky pocet aktivnich
spermatocyst (bila Sipka), které se nachézeji predevsim na periferii testes. A3) Slouceny
obrazek z modrého a zeleného kanalu. B) Vyfez na Cast testes samce 7 mésici po
vykuleni. B1) Barveni Hoechstovo barvivem vizualizuje jadra bunék. B2) Barveni PCNA
protilatkou vizualizuje velmi sporadicky vyskyt aktivnich spermatocyst (bila $ipka). B3)
Slouceny obrazek z modrého a zeleného kanalu. B4-B6) Detailni zabér na testes s pouze

nckolika buitkami pozitivnich na PCNA protilatku.
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Hoechstovo barvivo B actin Slouceny kanal

Stoum |

Obrazek 33: Vizualizace segmentace testes pomoci beta actin protilatky

Zdroj: vlastni

A) Pohled na transversalni fez celym testes. Al) jadra bunék vizualizovana Hoechstovo
barvivem. A2) detekce beta actin proteinu, kdy nejsilngjsi exprese je lokalizovana mimo
spermatocysty. A3) Slouceny kanal s detekci jader bun€k a beta actinu. B) Blizsi pohled
na testes. B1) Barveni Hoechstovo barvivem, ¢ervena hvézdicka znaci lumen testes, ve
kterém se shromazd'uji spermie. B2) Detekce silné exprese beta actin proteinu umoznuje
odlisit intersticidlni prostor (bilé Sipky), ktery obsahuje spermatocysty (bilé hvézdicky),

které vznikly ze spolecné spermatogonie s jednotlivymi. Smérem do stfedu testes je
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patrné zvyseni exprese beta actin proteinu (pruhované Sipky) ohranicujici lumen testes,
ve kterém se shromazd’uji spermie B3) Slouc¢eny kanal s detekci jader bun¢k a beta actinu.
C) Detailni pohled ukazujici lokalizaci beta actin proteinu v jednotlivych buiikach testes.
C1) Barveni Hoechstovo barvivem. C2) V intersticialnim prostoru lze odlisit somatické
buiky exprimujici piimo v cytoplazmé (Cervend Sipka) a buiky, které tvoii vybézky
odd¢lujici jednotlivé spermatocysty (bilé Sipky). Dale je patrné oddé€leni jednotlivych
generaci spermatocyst, které jsou od sebe oddéleny vybézky bunék exprimujici beta actin
(oranzové Sipky). Exprese beta actin pfimo v zarodecnych bunkéach je velmi slaba oproti
somatickycm buiikdm a je detekovana u ranéjSich stadii bunck (modra Sipka,

spermatogonie).

PCNA neboli prolifera¢ni antigen bunécného jadra se objevuje v zavislosti na bunééném
cyklu, pokud je aktivni slouzi jako kofaktor DNA polymerazy. Je schopny nam detekovat
aktivni buiiky, v naSem pifipad¢ aktivni spermatocyty. Béhem prvniho mésice bylo PCNA
pozitivni plochy v priméru 15,9 % + 3,33 %, ve druhém meésici tato plocha stoupla na
20,79 % £ 4,21 %, od ¢tvrtého mésice za¢alo mnozstvi aktivnich spermatocyst rapidné
klesatna 9,71 % + 1,67 %. V Sestém a sedmém mésici byl pokles aktivnich spermatocyst
postupny, v Sestém mésici na 8,94 % =+ 3,64 % a v sedmém 5,12 % + 3,38 %. Behem
desatého mésice byla plocha testes pozitivni na PCNA jiZ méné nez 0,5 % konkrétné 0,13
% + 0,09 %, ovSem desatého mésice se ndm dozila pouze 1 ryba, nebylo tedy mozné
zahrnout toto obdobi k ostatnim, jelikoz se ke kazdému obdobi vyuzily 3 ryby se 3 fezy
(viz. obrazek 34). V tabulce 4 vidime zéakladni zpracovani anovou, kde je hodnota p

mensi nez 0,05, konkrétng 1,53*%1071%,

Tabulka 3: primérna PCNA pozitivni plocha u samct

vék v mésicich 1 2 4 6 7

PCNA pozitivni
159+3,33 | 20,79+4,21 | 9,71 +1,67 8,94 + 3,64 5,12 + 3,38
plocha testes v %

Zdroj: vlastni
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Tabulka 4: ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 2007,039 15 133,8026  18,17971  153E-11  1,99199
Vsechny vybéry  235,5199 32 7,359996
Celkem 2242 559 47

Zdroj: vlastni

Primérna PCNA pozitivni plocha
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=
o
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Obrazek 34: PCNA pozitivni plocha

Zdroj: vlastni

Obrazek 34 Znéazornuje vysledky ziskané analyzou obrazu po barvenim fezii testes

halancikt ve stafi 1, 2, 4, 6, 7 a 10 mésici od vykuleni pomoci PCNA protilatky, kterd je

markerem aktivni faze bunééného cyklu
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7.2 Apoptoza zarodecénych bunék

DAPI TUNEL Slouceny kanal

Obrazek 35: identifikace apoptotickych bun¢k v testes halanc¢ika tyrkysového

Zdroj: vlastni

Obrazek 35 zobrazuje identifikaci apoptotickych bunék v testes halancika tyrkysového
pomoci kitu Click-iT™ Plus TUNEL Assay Kits for In Situ Apoptosis Detection. A)
Samec ve staii jednoho mésice od vykuleni. A1) Barveni jader bunék pomoci DAPI. A2)
Detekce apoptotickych bunék v testes, kdy bilé Sipky ukazuji na apoptotické
spermatogonie. A3) Slouceny kanal. B) Samec ve stafi 7 mésict od vykuleni. B1) Barveni
jader bun¢k pomoci DAPI. B2) Detekce apoptotickych bunék, kdy bila Sipka oznacuje
apoptotickou spermatogonii a zluté Sipky oznacuji apoptotické spermie. B3) Slouceny

kanal.

Pro detekci apoptotickych bunék v testes (Tunel) byly zpracovani 3 samci v jednom, ttech
a v sedmi mésicich véku, kdy se pocital absolutni pocet apoptotickych bun¢k na celém
fezu, ktery byl poté piepocitan na relativni pocet téchto bunék na 1mm? plochy testes,
protoze velikost testes u ryby v jednom a v sedmi meésicich je velmi rozdilny. Absolutni

pocty jsou znazornény na obrazku 36, relativni pfepocet pak na obrazku 37.

U ryb v jednom m¢ésici byla detekce apoptdzy predevsim u spermii, kdy jejich praimérna
absolutni hodnota byla 15 + 8,68. Relativni vypocet vySel v priméru nejvyssi opét u

spermii, a to 19,61 + 33,96. Béhem trettho mésice byla nejvyssi primérna absolutni
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hodnota u spermii, 132 + 32,37, dale pak u spermatocytii, 43 + 18,36 a nakonec U
spermatogonii, 22 + §8,68. Pii relativnim pfepoctu bylo v priméru 13,40 + 19,47
spermatocytli v apoptoze, spermii bylo ovsem dvakrat tolik, tedy 37,82 +44,89. V zavéru
sedmého meésice se absolutni mnozstvi apoptotickych spermii vysplhalo v primeéru na
605 bunck + 204. Na rozdil od tfettho mésice byly druhé nejpocetnéjsi apoptotické bunky
spermatogonie, v priméru 34 + 17,94. V relativnim ptepocétu bylo primérné mnozstvi
apoptotickych spermii 996,28 + 709,59.

Na tabulkach 5 a 6 jsou porovnany anovy absolutnich a relativnich poc¢td. P hodnota u
absolutnich pocti je 0,012, tedy 1,2 % a u relativnich hodnot je p 0,092, tedy 9,2 %.

Absolutni pocet apoptotickych bunék na rezu

1800,00

1600,00
1400,00
1200,00
1000,00
800,00
600,00
400,00
200,00 I
000  ——M  —_ - —mill — — =i - -—

sameca samecb samecc sameca samecb samecc sameca samecb samecc

Pocet bunék

1MPH 3MPH 7 MPH

B Spermatogonie M Spermatocyty M Spermie

Obrazek 36: Absolutni pocet apoptotickych bunék u jednotlivych samcti

Zdroj: vlastni

Na obrazku 36 jsou znazornény primérné absolutni hodnoty u jednotlivych skupin

Vv zavislosti na véku ryb v mésicich, vZdy ve tfech fezech v daném obdobi.
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Relativni pocet apoptotickych bunék prepocitany na 1mm?
plochy fezu

750
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Pocet bunék
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B Spermatogonie M Spermatocyty M Spermie

Obrazek 37: Relativni pocet apoptotickych bunek u jednotlivych samcti

Zdroj: vlastni

Obrazek 37 znazoriuje piepocitané relativni podéty apoptickych bunék na 1 mm?

Vv zavislosti na véku ryb, vzdy ve tiech fezech na kazdé obdobi.

Tabulka 5: ANOVA absolutnich pocti

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 303427,5 2 151713,8 5,264459 0,012716  3,402826
Viechny vybéry 691643,8 24 28818,49
Celkem 995071,3 26

Zdroj: vlastni

Tabulka 6: ANOVA relativnich po¢tl

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 634363 2 3171815 2,62714  0,092953  3,402826
Vsechny vybéry 2897583 24 120732,6
Celkem 3531946 26

Zdroj: vlastni
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8 Diskuze

Vyvoj gonad halanéika tyrkysového je nejrychlejsi u vSech ndm znamych obratlovct, to
dokazuji i naSe data, které ukazuji, Ze vétSina jedinc méla po prvnim mésici od vykuleni
vyvinuté gonady schopné tvofit gamety daného pohlavi, na zakladé ptitomnosti bunék
schopnych tvofit plnohodnotné gamety. Vzhledem Kk tomu, Ze jsou ryby teoreticky
schopné se rozmnozovat se uz po 22 dnech, da se predpokladat, ze pti idedlnich
podminkéch je mozné v ramci dvou mésicti rozmnozit dvé generace halancikt, pokud
samoziejm¢ nebudeme brat v ivahu potiebu embryi projit stadiem diapauzy, kdy jeji
délka muze byt velmi individualni. Blizky piibuzny halancika tyrkysového, medaka
japonska neboli halanc¢ik ryzovistni, Zije v piirodé v odlisnych jinych podminkach a jeho
zivot neni ovlivnén vysychanim tini. | diky tomu neni nucen tak rychle dospét, jeho
pohlavni zralost nastava okolo 2-3 mésict. Délka Zivota je také delsi, a to az 2 roky
Vv zajeti (Murata et al., 2019). Podobné rychly vyvoj gonad jako u halanéika tyrkysového
je zaznamenan 1 u tropické moiské ryby z rodu Schindleria, ov§em na rozdil od halan¢ik,
ktefi jsou plnohodnotni jedinci ve vSech ohledech, tyto ryby maji sice vyvinuté gonady,
ale zbytek téla vykazuje spiSe larvalni stadia ryb (Vrtilek et al., 2018). Nejznamg;jsi
modelovy organismus mezi savci je my$ domaci (Mus musculus), u které samci pohlavné
dospivaji ve stafi péti tydnd a samice ve véku Sesti tydnt (Jarmicova, 2013), ovSem pii
porovnani, V jakém stadiu se rodi mys a v jakém se kuli halan¢ik, ma halancik stale velky
naskok. Halancik tyrkysovy je jedineCny 1 v dalSim ohledu, dle zkoumanych
histologickych preparati lze predpokladat, Zze se vétSina znich kuli sjiz s
diferenciovanym pohlavim, coZ u ryb neni zcela béZné. Neplati to u vSech Cerstvé
vylihnutych halanc¢iki, u zbytku se pohlavi diferenciuje béhem nékolika hodin az dni. Na
rozdil od dania pruhovaného (Brachydanio rerio), ktefi se vSichni kuli
s nediferenciovanou gonadu obsahujici primordialni gonocyty, ktera v priibéhu 2-4 tydne
Zivota prochazi stddiem juvenilniho ovaria u vSech ryb. Nasledna mira apoptozy
primérnich oocytil ur€uje, zdali bude udrzen ovarialni osud gonady. V piipadé vysoké
apoptdzy oocytl dochazi k diferenciaci na sam¢i gonadu. K pohlavni dospélosti dochazi

mezi 2 a 3 mésicem véku V zasvilsoti na podminkach hcovu (Ye a Chen, 2020).

Pokud porovndme pomér zarodecné a pojivové tkan€ u halancika a dalsiho modelového
organismu Bojovnice pestré (Betta splendens) dle vyzkumu A.D. Woodheda zjistime, Ze
bojovnice méli pomér téchto tkani v obdobi jednoho roku stejny jako u halancika

Vv obdobi 2-4 meésici po vylihnuti, a to zhruba 10% pojivové tkané. Po obdobi
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nejintenzivnéjS$iho rozmnozovani méli pomér tkani velice podobny, okolo 20-30 %, av§ak
u halancika bylo toto obdobi ve stari 6 mesicti po vylihnuti a v ptipad€ bojovnice u jedincti
starSich 1 roku. OvSem halancik je v 6 mésicich jiz téméf na konci Zivota, na rozdil od
bojovnice, ktera se bézn¢ doziva i 5 let. (Woodhead, 1974). Diky tomu lze tvrdit, ze
halanc¢ik je mimofadné¢ vhodnym druhem pro studium starnuti reprodukcni soustavy,
jelikoz k vyraznym zménam dochazi jiz v fddu mésica. Stejny autor provedl tuto studii u
jiného druhu, a to Zivorodky duhové (Poecilia reticulata), u které se v obdobi 2 mésict
po vylihnuti nachazelo srovnatelné mnozstvi pojivové tkadn¢ jako u stejné starych jedinca
halancika a to okolo 10 %. Rozdil byl u starsich jedincti, kdy mnozstvi tkané u halancika
stoupalo s dalsimi mésici dal a u zivorodky zistavalo zhruba konstantni az do véku dvou
let, kdy pojivova tkan rapidné vrostla na v priméru na 32 % (Woodhead a Ellett, 1969).
Tedy na hodnoty, které jsme u halan¢iku nenaméfili, protoZe se zadny nedozil déle nez
10 mésicti a nemohli byt tim padem méfeni ve star§im véku. Tato skute¢nost mize byt
zapti¢inéna tim, Ze starnuti zdrodecnych bunck a celych testes bude do urcité miry
probihat autonomné, nicméné dal$i postup nebude mozné pozorovat z divodu umrti

pozorovanych jedinct.

Proliferacni antigen bunééného jadra — PCNA, ktery je schopny detekovat aktivni buniky
nenabyl nejvysSich hodnot béhem prvniho mésice, jako vSechny ostatni testy ukazujici
na plochu zarode¢nych bunék, ale az béhem druhého mésice, a to z davodu, Ze béhem
prvniho mésice je naptiklad nejvétsi pomér zarodecné tkané, ale tato tkan nemusi byt ve
své maximalni aktivité. To mlze byt zapiiinéno tim, ze jedinci stale investuji vice
energie do somatického rustu. Nejvyssi aktivita PCNA nastava pravé béhem druhého
mésice, kdy jsou ryby nejvice sexualné aktivni. Aktivita pohlavnich buné€k zac¢ina klesat
béhem ctvrtého mésice, a to pomérné strmé, jelikoZ v tomto obdobi jiz zacinaji tiné
Vv pfirozeném prostedi t€chto ryb obvykle vysychat a vysokd sexudlni aktivita je tudiz
zbytecna. PCNA klesé i v dalSich mésicich ale jiz pomaleji a postupné a béhem desatého
meésice jiz t¢éméf nulova, protoze jak jiz bylo feceno, vétsina jedincti se tohoto véku ani

nedozije.

Pti detekci bun€k v apoptdze bylo nutné absolutni pocet prepocitat i na relativni hodnoty,
jelikoz velikost testes u dvacetidenniho jedince a u jedince sestimésicniho je velice
rozdilny a absolutni hodnoty by tim byly zkreslené. Béhem prvnich mésict byly pocty
bunék v apoptéoze podle ocekavani nizké a zanikaly pifedev§im spermatocyty a

spermatogonie. To se zménilo jiz béhem tfetiho mésice, kdy nejvice zanikaly spermie,
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ale rozdil mezi apoptotickymi spermiemi a jinymi butikami v apoptdze nebyl pfilis velky.
V kritickém sedmém mésici uz vchazely do apoptdzy vSechny bunky ve velkém poctu,

ale 1 tak nejvice zastoupily spermie, jejichz pocet se blizil t¢émét jednomu tisici.

Diky anodé¢ jsme byli schopni zhodnotit nami dané hypotézy, kdy u PCNA pozitivni
plochy byla nulova hypotéza postavena na nepfitomnosti vztahu mezi vékem ryby a
primérem ploch aktivnich PCNA, avsak diky vysledkiim jsme byli schopni tuto hypotézu
vyloucit, tento vysledek byl pomémé logicky, protoze se piedpoklada mensi aktivita
bunék v testes u starSich ryb. Zde byl nulovou hypotézou také piedpokladan nulovy vztah
mezi vékem a mmnozstvim apoptotickych bunék. V absolutnich poctech jsme tuto
hypotézu vyvratili, ze stejného divodu jako u PCNA pozitivni plochy, avsak po
prepocitani na relativni hodnoty se nam tuto hypotézu nepodaftilo vyvratit, tudiz se da

predpokladat, Ze relativni pocet apoptotickych bunék neni zavisly na véku.
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9 Zavér

V teoretické Casti mé bakalarské prace jsem se seznamila s obecnou fyziologii buiiky,
véetné jejiho zéniku, pohlavni soustavou u ryb a zdkladnimi histologickymi technikami.
V praktické Casti jsem si osvojila chov a rozmnozovani halancikl a jejich ptipravu pro
histologické zpracovani a praci se samotnymi preparaty. V neposledni fad¢ jsem ziskala

zkuSenosti s mikroskopy, a to jak svételnymi, tak fluorescenénimi.

Pro vyzkum vyvoje gonad bylo zpracovano 115 samic, z nichz 17 samic v obdobi 22. dne
po vylihnuti. Z téchto 17 samic mélo 82 % vitelogenni oocyty, tedy pokrocilé stadium
oogeneze. Skupina samct obsahovala 118 jedinct, z nichz bylo 13 samct zpracovano
taktéZ v obdobi 22. dne po vylihnuti, pfi ¢emZ byly spermie poprvé vidéni i u jedince v 18
dnech po vylihnuti, 1 kdyZ to byl jen vyjimecny tkaz. VéEtSina, tedy 77 % méla v testes

prevazné sekundarni spermatocyty, ze kterych vznikaji spermie.

Plocha zarodecné tkdné béhem prvniho mésice byla témét 100 %, konkrétné 96,8 %.
Pozitivni PCNA plocha u samcti byla béhem prvniho mésice 15,9 % + 3,33 %. Detekce
apoptotickych bun¢k u mésic starych ryb byla velmi nizkd, spermatogonii v priméru 2,33
+ 1,15, nejvice byly v apoptdze spermie v priméru 5 + 8,66, ovSem u dvou ze tii fezli

nebyla nalezena spermie ani jedna a pouze u jediného jich bylo nalezeno 15.

Pohlavni senescence u samcii v obdobi 3 mésicti je vidét na detekci apoptotickych bunék,
kdy byla nejvyssi primérna absolutni hodnota u spermii, a to 132 + 32,37. PCNA
pozitivni plocha zacala vyrazné klesat mezi 2. a 4. mésice azna 9,71 % + 1,67 %. Pomér
zarode¢ného epitelu a pojivové tkané€ s prazdnymi spermatocystami klesal ve stejném
obdobi i tempu s PCNA na 78,66 % + 9,05 a primérna plocha pojivové tkané se zvedla
na 21,34 % £ 9,05. U PCNA pozitivni plochy, se predpokladalo, Ze v€k ryby neovliviiuje
pomer aktivnich bunék, tato hypotéza byla diky anové vyloucena, jelikoZ hodnota p mensi
nez 0,05, konkrétné 1,53*1071L. Ohledné poctu apoptotickych se predpokladalo, Ze
s vékem nebudou pocty apoptotickych bunék klesat, u absolutnich pocti se tato hypotéza
vyvrétila, jelikoZ hodnota p byla 0,012, ovSem po piepoctu na relativni hodnoty se tuto

hypotézu nepodaftilo vyvratit, protoze p hodnota byla 0,092.

V sedmém meésici byla apoptdéza spermii na vrcholu, a dosahla hodnot v priméru 605

bunck + 204 a pomér zarodecné a pojivové tkdné se lehce zvedl na 83,58 % + 7,56
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zarodecné tkané ku 16,42 % + 7,56 pojivové tkdné. PCNA pozitivni plocha postupné
kleslana 5,12 % =+ 3,38 %.

V souhrnu pouzité analyzy ukdzaly, ze obdobi mezi prvnim a druhym mésicem po
vykuleni je u samcii téméi bez degradace testes, nicméné od 4 mésicti od vykuleni dochazi
k rapidnimu narustt plochy pojivové tkané v testes v neprospéch zarode¢ného epitelu.
Tento jev postihuje spiSe centralni ¢ast testes, kde se nachazeji odvodné kanalky, pfipadné
spermatocysty s jiz pokrocilymi stadii spermatogeneze. Nicméné i analyza aktivnich
spermatocyst se syntézou DNA pomoci PCNA protilatky, které se nachazeji zejména na
periferii testes, ukazala Ze vrcholu je dosazeno u samcti ve 2 mésicich véku a nésledné
dochdzi k nckolikandsobnému poklesu s pfibyvajicim vékem az téméef do uplného
vymizeni, kdy u jedince 10 MPH bylo na celém fezu detekovano pouze nékolik
jednotlivych bun¢k. Na zakladé€ ziskanych dat 1ze tvrdit, Ze mimo jiz popsané reprodukéni
senescence (podet vyprodukovanych embryi) (Zak et al., 2021), dochazi i k negativnim
zméndm na organové a bunééné urovni, kdy dochdzi k bunééné smrti a sniZeni aktivity

zarodecnych bunék s ptibyvajicim vékem.
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