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1. UVOD

Vyzkum reprodukce ryb ma v Ceskych zemich dlouholetou tradici. Uspé&$nost
tohoto vyzkumu byla povétSinou spojovana se zvladnutim technologie umélého vytéru.
Prvni umély vytér se na nasem uzemi uskutecnil u lososa obecného (Salmo salar)
v Horazd’ovicich jiz v roce 1784. Naopak mezi posledni tispé$né propracované metody
v soucasném obdobi patii umély vytér lina obecného (Tinca tinca), sumce velkého
(Silurus glanis), lipana podhorniho (Thymallus thymallus), bolena dravého (Aspius
aspius) a dalsich druhti ryb. Vyzkum reprodukce se soustfedil pfedev§im na
vyhledavani nejvhodnéjsich GtH a analogii Gn-RH pro uspéSnou ovulaci a spermiaci se
sledovanim vlivu na kvalitu a kvantitu gamet. Vedle toho se rozvijel vyzkum
posuzovani kvality spermii s novymi postupy video zdznamu, vetné studia penetrace
spermii mikropyli elektronovym mikroskopem, studium kratkodobého a dlouhodobého
uchovani gamet s uplatnénim novych inseminacnich postupid. Vyzkum v této sfére
umoznil rozvoj genomovych manipulaci, které se pouze povrchné daji rozvijet bez
dobré znalosti reprodukce a manipulace s gametami.

Zakladnim ptedpokladem dosazeni dobrych hospodatskych vysledkli v chovu ryb je
uspésna reprodukce ryb, zvladnuti metody odchovu ryb s dobrou ptipravou budouciho
generaniho hejna ryb. V soucasnych ekonomickych podminkach je pfirozena
reprodukce s tradicnimi metodami reprodukce nedostatecna, mize poslouzit pouze jako
doplitkova metoda. Vysoka plodnost ryb, kdy napt. dobte ptfipravena jikernacka kapra
obecného muze produkovat az 1 mil. plnohodnotnych jiker, dava velmi dobry
predpoklad pro tuspésné uplatnéni umélé reprodukce. Proto také v soucasnych
podminkach rybafstvi je tato oblast rybaiské vyroby z hlediska ekonomiky tvorby zisku
jednou z nejefektivnéjsich, ale také velmi rizikovou u druhti, kde metodika umélého
vytéru nebyla detailn& propracovana. Uspéiné zvladnuta uméla reprodukce umoziuje
nejen snizeni nédkladovosti a rozvoj chovu, ale je také pfilezitosti k odzkouseni dalSich
zasahl v pribehu technologie vytéru a chovu, kterymi jsou uchovani gamet. Logickym
predpokladem rozvoje manipulaci s gametami bylo zaméfeni se na podpirné sméry
reprodukce, které podminuji GspésSnost indukce genomovych manipulaci. Patii k nim
vedle indukce ovulace a spermiace také manipulace s pohlavnimi produkty, tzn.
posuzovani jejich kvality a kvantity s moznostmi jejich imobilizace z divodi

nefyziologické motility spermii po odbéru spermatu nebo kratkodobé uchovani gamet



z divodu transportu pii gynogenezi a androgenezi a dlouhodobé uchovani originalnich
gamet s opaénym heterochromozomovym genotypem a uchovani genetickych rezerv

(Linhart, 1996).

V kapitole 2 je specifikovan cil moji diplomové prace a ocekavané vysledky.
Dostupné literarni zdroje o uchovavani gamet a embryi ryb (z Web of Science z let
1949-2007) jsou shrnuty v kapitole 3. Zplisob metodického provadéni prace, sbér dat
ajejich zpracovanim se zabyva kapitola 4: Materidl a metodika. Vlastni vysledky
hodnotici jednak rezistenci embryi (vybranych modelovych druht ryb) vuci
kryoprotektiviim pii zchlazovani embryi do 1,1 °C u lina, tak i postupné vyrovnavani
koncentraci za konstantni teploty u embryi kapra (18 a 22 °C) . Slibnych vysledki bylo
pouzito pro nasledné zmrazeni na Groven —196 °Cc (kapitola 5). Kritické srovnani mych
vysledkl sudaji v literatufe lze najit v kapitole 6: Diskuze. Nasleduje celkové
zhodnoceni rezistence embryi vici kryoprotektiviim a moznost uchovani zmrazenim do

~196 °C (kapitola 7: Zavér).



2. CIL PRACE

Obecnym cilem prace bylo:

1) ziskani dalSich zakladnich poznatki o kratkodobém uchovani embryi
v kryprotektivnich mediich;

2) vytvofeni tzv. vitrifikacnich médii pro budouci zmrazovani embryi u kapra
pfipadné lina;

3) odzkouset prvni metody zmrazovani embryi;
Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze na Web of Science je do soucasnosti publikovano

pouze n¢kolik praci sUspéSnym zmrazenim embryi sladkovodnich ryb do urovné

—196 °C bylo naplnéni cilt této diplomové prace pomérné obtizné a prikopnické.
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3. LITERARNi PREHLED - metod umélé reprodukce vybranych

druhii, zmrazovani jiker a embryi ryb

3.1. Uméla reprodukce u lina obecného (Tinca tinca)

Ptirozeny vytér lina obecného probiha obvykle v ¢ervnu az srpnu a vyznacuje se
porcovym dozravanim a porcovym vytérem jiker (Pekat, 1965). Plodnost jikernacek je

vysoka na turovni od 140 000 do 230 000 jiker.kg”' hmotnosti jikernadek (Chabera

1980; Horvéth at al., 1984). Primér suchych jiker je velmi variabilni od 0,4 do 1,0 mm

(Kubti a Koufil, 1985). Sperma je barvy a konzistence mlééné s koncentraci od 1,0 do

20.10° spermii. Po odbéru spermatu byl zji§tén spontanni pohyb spermii zptisobeny
kontaminaci moc¢i. Masovy progresivni pohyb spermii se pohybuje od 36 do 52 sekund

s celkovou periodou pohybu od 161 do 188 sekund (Linhart at al., 1986a). Celkové

mnoZstvi spermii po jednom odbéru je na trovni od 2,0 do 15.10° spermii na mli¢éka,

tj. 18,50. 109.kg'l hmotnosti mli¢aka (Linhart a Kvasnic¢ka, 1992; Zuromska, 1981).

Zékladni metoda umélé reprodukce je nasledujici: 20-30 jikernacek a 20-30
mlic¢akid schopnych vytéru jsou chovani v kaprovych rybnicich a selektovani v ¢ervnu
v lihni (Horvath at al., 1984). Mli¢4ci jsou injikovani 24 hodin pfed odbérem spermatu

1 mgkg" kapii hypofyzou nebo GnRH analogem [D-Tle’, GnRH ProNHEt] v davce

10 pg.kg”' hmotnosti mli¢dka s moznosti spermiace po dobu 3 dnd nebo s [D-Arg®,
Pro’NHE] salmon GnRH v davce 20 pg kg™ hmotnosti mli¢aka s indukci spermiace po
dobu 5 dnt (Linhart at al., 1991¢). Jikernacky jsou injikovany kapii hypofyzou pii 20—

23°C davkou 3-10 mgkg' hmotnosti mli¢aka s ovulaci po 400°h (hodinovych
stupnich) nebo s GnRH analogem [D-Ala®, GnRH ProNHEt; Kobarelin] v davce
5-20 pg.kg' hmotnosti jikernatky s ovulaci po 680-750 °h (Koufil at al.. 1986).

Sperma je vytirdno piimo na jikry nebo odebirdno do imobiliza¢nich roztoka
(8SmM NaCl, 27mM KCIl, 75mM glycin, pH 7,0 nebo 180 mM NaCl,
20 mM Tris-HCI, pH 7,0) v poméru >0,9:1. Nasledn¢ jsou jikry smiSeny se spermatem
a aktivovany 34 mM NaCl nebo vodou z lihn¢ s mlékem v poméru 5:1. Objem spermatu
a imobiliza¢niho roztoku k jikram je v poméru 1 ml : 100 g jiker; jikry k aktivacnimu
roztoku jsou v poméru 4:1. Lepivost jiker je eliminovana enzymem. Jikry jsou 3 minuty
po osemenéni a aktivaci oSetfeny enzymem alkaldza po dobu 2 minut. Nejvyssi
signifikantni Urovenn vykuleného vackového plidku bylo dosazeno pii oSetfeni jiker

davkou o koncentraci 10,0 mLI" enzymu. Tradi¢ni odlepkovaci procedura (suspenze
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v praktickych podminkach lihné pfinesl jest€ markantnéjsi rozdily v lihnivosti mezi
tradiéni a metodou odlepovani enzymem. Nejvyssi urovné lihnivosti plidku 88,1 %
bylo dosazeno pii oSetfeni jiker enzymem o koncentraci 10 mLl"'. S tradi¢nim
prostiedkem mléko/jil doSlo k vyraznému poklesu lihnivosti a to na urovenn pouhych
30 % (Gela et al., 2002; Linhart et al., 2000).

34 mM NaCl s mléénym roztokem v poméru 4:1 k jikrdm po dobu 30-40 minut

a nasledné se suspenzi jilu 20 g.I" po dobu 10 min (Linhart a Kvasni¢ka, 1992). Jikry

jsou inkubovany ve Weisovych lahvich pii 22 °C po dobu 60—70 °d (dennich stupnich).

Obr. 1: Ukazka odbéru spermatu lina obecného z pohlavni papily do injekéni
stiikacky (5 cm’) se 2 cm’ imobilizaéniho roztoku a 1 cm’ spermatu (Linhart et al.

2006)

Obr. 2: Mikrosnimky oplodnénych jiker lina s riznym oSetfenim: A) 5-15 mlL.I"
alkalasy; B) 20 mLI" alkalasy (3ipky ukazuji poskozeni obalu); C) mléko/jil (Linhart et
al., 2000)

12
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Sperm collectlon In Kurokura 180 solatlon
(180 mM NacC'l, 2.68 mM KCI, 1.36 mM
CaCl,.2H,0, 2,38 mM NaHCO,, 1:2;
minimom 1 ent’ per 100 g of eggs )

Sperm storage at +4'C | ":E‘—'l

ﬁ Sperm and eggs are pooled
and stirred
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Slowly stirring 3 min ﬁ = 17 mM NacCl, 10 mM TRIS pH 9
(25 cm? per 100 g eggs)
. Elimination of stickinees:
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ﬁ — Hatchery water

.

Egps are rast rinsed with water :
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Or stripping sperm directly
(minimum 0.3 ¢m” per 100 g of eggs) Stripping of ova

*2 cm” of Alcalase from Bacilus fcheniformis; CALBIOCHEM cat. no. 126741,
was diluted with 998 cm” of hatchery

Obr. 3: Um¢ly vytér lina obecného (Tinca tinca) (dle Linhart et al., 2006)
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3.2. Uméla reprodukce u kapra obecného (Cyprinus carpio)

Kontrola reprodukce kapra byla poprvé rozpracovana v padesatych letech s urcitymi

metodickymi pokyny pro praxi (Woynarovich, 1962; Rothbard, 1981; Woynarovich and

Woynarovich, 1980; Horvath et al., 1984). Velké mnozstvi podrobnych studi bylo
vénovano fyziologii spermii (Billard et al.,1986; 1995), jikrdm a oplozeni (Linhart et al.

1995), endokrinni urovni pii gametogenesi a indukci ovulace (Yaron et al.,1995)

a umélému osemenéni (Saad a Billard, 1987; Billard, 1988; 1990; Billard et al., 1995).

Obdobné¢ jako u lina byl v poslednim obdobi kladen diiraz na vypracovani podrobné
metody umélého osemenéni, zjisténi nutného poctu spermii k dobrému oplozeni jiker,
ovéfen aktivaéni roztok véetné jeho pH skoncentraci Na“ K' iontli, pfi¢emz
k odlepkovani jiker se vyuzil uspé$né chymotrypsin a alkaldza. Za optimalni mnozstvi
gamet pro dobré oplozeni a lihnivost je uvadén pomér od 8490 do 23672 spermii na
jikru. Optimalni pomér mezi jikrami a vodou z lihn¢ pii aktivaci gamet byl definovan
od 1:1 do 1:2. Z porovnavanych aktivacnich roztokt pouze 20 mM Tris-HCl pH 9
zvysil oplozeni a lihnivost ve srovnani s vodou z lihn€. Adhesivita, tedy lepivost jiker,
byla uspésné odstranéna ALCALASE DX (PLN 04715) ve dvou stupnich po celkovou
dobu odlepkovani 25 minut. Bohuzel tato metoda prozatim nebyla zavedena do praxe
vzhledem k vysoké ekonomické narocnosti a velmi dobrému rutinnimu zvladnuti
odlepkovani mlékem s automatickym michdnim vzduchem v inkubaénich lahvich

(Linhart et al., 2003).
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transfer into
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Obr. 4: Schematické znazornéni pracovniho postupu pfi umélém vytéru kapra

obecného (Billard et al., 1995)
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3.3. Uchovavani jiker a embryi

Soucasné uchovavani jiker a embryi ryb obecné mizeme rozdélit do dvou sméri.
Prvnim jsou zab¢&hlé postupy v praktickém provozu akvakultur, pfedevsim kratkodobé
uchovavani jiker béhem provozu lihn¢ a druhé jako snaha o dlouhodobé uchovavani
zmrazenim jiker ¢i embryi, jehoZ jednim z hlavnich cilii je mit trvale k dispozici gametu

¢i embrya po neomezenou dobu (Bart, 2000; Zhang, 2004).

3.3.1. Kratkodobé uchovavani jiker

Uchovavani jiker v soucasné praxi slouzi ptredevS§im z divodi technologickych
postupi pfi vytérech velkého mnozstvi jiker, zdlvodu jejich transportu jiker,
meziliniového a mezidruhového kiizeni a pii havarijnich stavech na lihni souvisejici
s thynem jikernacek. Prvni moznosti uchovani ovulovanych ovocyt poskytuje ptimo
t€lo jikernacky (tzv. uchovani in vivo), dale jako vytiené jikry neoplozené v ovarialni
plazmé (tzv. uchovani in vitro), jako vytfené jikry neoplozené v izotonickém roztoku.
Posledni varianta se v praxi doposud nevyuzivd zdivodid malé efektivnosti

izotonickych roztok (Takano et al., 1973). Dale je mozné uchovavat vytiené jikry

osemenéné. Vzhledem k rizné trovni koncentrace iontii a dalSich latek v ovaridlni
a semenné plasmé se tato metoda nedoporucuje. Predev§im ovaridlni plasma muize
v nékterych ptipadech predc¢asné aktivovat spermie a tim snizit budouci efekt oplozeni.

Vhodnéjsi je vzdy uchovavat in vitro gamety do oplozeni odd€lené (Linhart, 1984).

Z téla jikernacky je nutné co nejrychleji vytiit ovulované ovocyty z télni dutiny ¢i
ovaria. U studenomilnych druhtli je mozné uchovani oplozovaci schopnosti ovulovanych
ovocytii az 48 hodin (lososovité ryby, Stika). Rovnéz u uhynulych lososovitych
jikernacek s ovulovanymi ovocyty je mozné uchovat in vivo jejich oplozovaci

schopnost po dobu aZz 24 hodin pfi nizkych teplotach (Springate et al., 1984).

U teplomilnych druhti jako je kapr a bylozravé ryby neni mozné uchovéavat ovulované

ovocyty in vivo (Linhart et al., 1995). Jikernacky je nutné¢ okamzité vyttit. U sumce

velkého s opozdénym vytérem ovulovanych ovocyti se snizuje lihnivost pladku

a narusta mnozstvi deformit (Linhart a Billard, 1995). Prozatim se v lihnich osvédcilo

uchovavani vytfenych jiker v ovaridlni plazmé jako nejpfirozengj$i a nejstabilnéjsi

prostfedi pro jikry (Jensen a Alderdice, 1984; Linhart, 1984). Jikry se po vytéru

uchovavaji v aerobnim prostiedi, v dostate¢né velkych miskach, ptikrytych vlhkou
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utérkou. Teplota uchovani je zavisla na druhu ryby. U teplomilnych druht je teplota
uchovani fadové niz§i o 2—4 °C ne je pii konstantni vytérové teploté s dostateénou

vlhkosti (Rothbard et al., 1996). Napftiklad jikry kapra obecného je mozné uchovavat az

6 hodin s oplozovaci schopnosti 80 % pii teploté 18 az 20 °C. U studenomilnych druhd,
tedy lososovitych ryb je mozné uchovani az 80 % oplozovaci schopnosti jiker in vitro

24-48 h pii 4 °C (Linhart, 1984). Jikry lze uchovat in vitro pouze nekontaminované

moci, vykaly a vodou, pfi vytéru se mo¢ odstraiiuje a znecisténé jikry se obvykle
nepouzivaji k oplozeni. Pii aktivaci jiker se pouzivd velké mnozstvi spermatu,
s pouzitim aktivacnich roztokii a pifesnych technologickych postupl, vzhledem ke

snizené fertilit¢ jiker po uchovani (Linhart, 1991).

3.3.2. Uchovavani jiker v extendorech pro budouci u¢ely zmrazovani

Piestoze, metody pro uchovavani zmrazenim rybiho spermatu do —196 °C byly

vyvinuté pro vice nez 80 sladkovodnich a motskych druht ryb (Rana, 1995; Figiel

a Tiersch, 1997), metody dlouhodobého uchovani jiker zmrazenim byly vzdy

neuspesné.
Prvni studie zaméfené na uchovavani spermatu ryb zmrazenim, sahaji do zacatku

druhé poloviny 20. stoleti (Blaxter, 1953), snahy o uchovani jiker jsou vSak mnohem

pozdéjsi (Horton a Otto, 1976). Tyto prvni vyzkumy byly pfedné zaméteny na jikry

komeréné zajimavych (lososovitych) ryb, které se podarilo kratkodobé béhem nékolika
minut uchovavat v 8 az 14 % dimetylsulfoxidu (DMSO) pfi teploté —20 °C a embrya pii
—55°C (Zell, 1978; Stoss a Donaldson 1983; Erdahl a Graham, 1987). Autofi vSak

presné nespecifikovali rychlost chlazeni, pfesnou dobu uchovani a dalsi dilezité faktory
pro zmrazovani. Zda se, ze jikry a embrya byly pouze zchlazené a k vlastnimu zmrazeni
tzn. krystalizaci vitbec nedoslo.

Pokusy vyvinout zmrazovaci procedury pro jikry a embrya ryb byly zaloZené
v prvni fad€ na empirickych pfistupech. Sav¢éi model zmrazovanych postupt vzhledem
k jinym specifickym obaliim a velikosti embryi, nebyl vhodny pro uchovavani rybich

embryi (Gwo et al., 1995; Zhang a Rawson, 1996a, 1996b). Principielné¢ se jedna

o jednoduchy proces, kdy je do embryi vpravovéna latka tzv. kryoprotektivum (prvné

byl tento postup pouzit pro savéi buiiky Polge et al., 1949), kterd vyrazné snizi bod tani

a koncentraci vody, kterou embrya obsahuji a zabrani tak tvorbé ledovych krystali
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poskozujici buiiky. U ryb, vzhledem k biofyzikalnim parametriim obalt jiker a embryi,
jsou vSak zmrazovaci postupy, na rozdil od sav¢ich, komplikované.

Mezi tyto parametry patii predevS§im propustnost zarode¢nych obalii pro vodu
a kryoprotektivni  latky (v zévislosti na  hydraulické vodivosti a teploté
s pravdépodobnosti zmén osmotickych koncentraci) a s tim spojenou tvorbu
vnitrobunéénych krystal ledu, zéavislych na rychlosti ochlazovani a zpétného

rozmrazeni.

Tabulka 1: Seznam bézn¢ pouzivanych kryoprotektiv (,,fridexy*) v kryobiologii

Kryoprotektivum Prunik pres
membranu
Dimethyl sulfoxid (DMSO) pronikajici
Glycerol pronikajici
Ethylen glykol pronikajici
Methanol pronikajici
Dimethyl acetamid pronikajici
Polyvinyl pyrrolidon (PVP) nepronikajici
Hydroxyethyl Skrob (HES) nepronikajici
Dextrans nepronikajici
Albumin nepronikajici
Polyethylen glycol nepronikajici

Dals§imi parametry jsou také velikost rybich jiker a embryi v zavislosti na druhovych
rozdilech (ptikladem je primérné velikost 0,95 mm u jiker mnoha moiskych druhli nebo
6 mm u lososovitych ryb), dale citlivost na poskozeni pii ochlazovani a vysoky obsah
zmrazovanim, nez v piipadé¢ mrazeni velmi malych objekti jakymi jsou rybi spermie

(Arii et al., 1992; Ujihira et al., 1994).

Za uvedeni stoji studie o zmén¢ bunécné propustnosti vici kryoprotektiviim
v zavislosti na oplozenosti jiker, ktera byla demonstrovana u Stiky obecné (ESox lucius)
a lososa atlantského (Salmo salar). Oplozené jikry inkubované ve vodé s 10 % DMSO
vykazovaly nizs§i propustnost pro DMSO neZ pro neoplozené jikry inkubované rovnéz
v 10 % DMSO. Vyssi permeabilita tak byla zjiSténa u jiker pted oplozenim (Schmel
a Graham, 1986).
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Studium je nyni vénovano propustnosti jednotlivych membran a to nejen vnéjSich,
ale 1 vnitinich a to pfedev§im Zloutkovych. Propustnost jednotlivych vyvojovych stadii
a oocytl byla studovana u lososa, pstruha obecného (Salmo trutta) a rovnéz u halan¢ika

japonského (Oryzias latipes) (Routray et. al., 2002). U halanéika bylo prokazano, Ze

propustnost kryoprotektiv do oocytu je mensi nez do embryi. Navic je znamo, ze se
ujeho embryi prostupnost membrany zvysuje s postupujicim vyvojem.( Arii et al.

1987, Routray et. al., 2002).

Mnozstvi variant experimentalnich pokusii pfi zmrazovani jiker je velmi pocetné,
avsSak dosazené vysledky jsou pomérn¢ Zalostné (Zhang 2004). Bohuzel musime také
konstatovat, ze o problematice zmrazovani jiker, jak pied oplozenim tak po oplozeni, je

jen velmi mélo publikovéno.

Obr. 5: Elektronovy snimek jikry lina obecného s mikropylarnim otvorem (Linhart

et al., 2006)

3.3.3. Rezistence embryi ke kryoprotektiviim pro icely zmrazovani

Uspésné uchovavani rybich embryi pomoci zmrazovani do —196 °C zGstava stale

nedosazenym cilem (Adams et al., 2005). Obdobné¢ jako u jiker, i zde je urcity pocet

limitujicich faktord, jako je nadmérnd velikosti embryi vytvarejici fyzikalné maly
povrch ve vztahu k objemu embrya s velkym tkanovym rozdélenim, vysokou citlivosti
embryi knizkym teplotdim a nizkou membranovou propustnosti (Zhang, 2004;
Hagedorn a Kleinhans, 2000). Nizka membranova propustnost rybich embryi

zpusobuje, ze jen malé mnozstvi kryoprotektiv pronikne membranami béhem
ekvilibrace do vnitinich odd€leni a ven se tak vytlaéi pouze malé mnozstvi vody.
Nasledkem toho jsou rybi embrya malo odvodnéna a béhem chlazeni, pii procesu
formovani vnitrobunéénych krystald, dojde k poruseni bun¢k a tim i k destrukci embryi

(Hagedorn et al., 2004).
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Obr. 6: Obrazek identifikuje hlavni oddé€leni embrya dania pruhovaného (Danio
rerio). YSL — Zloutkova syncitialni vrstva je pro nazornost zvyraznéna (Hagedorn et al.,

1997)

Po oplozeni jikry se vytvaii tzv. oplozovaci obal. Uvnitf oplozovaciho obalu se
vytvaii tzv. perivitelni prostor, vytvoreny z koloidli a enzymt uvolnénych z kortikalni

alveoly a vody, ktera byla aspirovana z externiho prostiedku (Coward et al., 2002).

Povrchova ¢ast chorionu a to pfedevsim tzn. lepiva ¢ast povrchu, je volné propustna

vodou a malymi molekulami (Zhang a Rawson 1996b). Studium prokazalo snizujici se

propustnost pravé v dobé oplozeni vytvorenim perivitelinniho prostoru (Rawson et al.,

2000). Jak se zarodek vyviji, propustnost obalii se postupné znovu zvétsi, ale ziistava
vyznamné niz$i nez pred oplozenim. Vytiené jikry lososa, vykéazaly vyssi permeabilitu
pro vodu v pribéhu oplozeni po inkubaci vupraveném Ringerové roztoku pro

8 DA

lososovité ryby, nez v fi¢ni vod¢€, destilované vodé nebo izotonické glukéze. Podobné

embrya Stiky obecné ukdzaly v fad¢ vyvojovych stadii na vySsi permeabilitu obala pro

vodu pfi inkubaci embryi v Ringrové roztoku pro lososovité ryby (Loeffler, 1971). Na

rozdil od ptedchozich tdaji, embrya a larvy tilapie mosambické (Oreochromis
mossambiscus), signalizovala sniZenou propustnost obalti pro vodu pfi pfeneseni z vody

sladké do motské (Miyazaki et al., 1998). Embrya kambaly velké (Scophthalmus

maximus) nevykazaly zadnou zménu v propustnosti oball pfi rizné koncentraci moiské

soli (Tytler a Ireland, 1993). Snizovéani koncentrace vapniku pfi inkubaci jiker ukazalo

v nékterych studiich na zvy$eni membranové propustnosti pro vodu u embryich tresky

obecné (Gadus mythus) a u nékterych vyvojovych stadii kambaly velké (Tytler
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a Ireland, 1993). Naopak, nizka koncentrace vapniku nebo sodiku v prostiedi inkubace

jiker lososa ma za nasledek, snizeni poklesu propustnosti oballl v oplozené jikie (Potts a
Rudy, 1963). Alternativni vysvétleni zmén membranové propustnosti je zavislé na
druhové specifité a vazbé na prostredi, v kterém ryby ziji a reprodukuji se.

Od pocatku 90. let minulého stoleti byly rozsahlé studie zaméfeny na nalezeni
vhodného kryoprotektiva a optimalniho ¢asu na vyrovnani koncentraci vné a uvnitf

rybich embryi, pro jejich uspésné uchovani pii nizkych teplotdch. Zhang et al. (1993)

zjistil, Ze methylalkohol byl pro embrya dénia pruhovaného efektivnéjSim
kryoprotektivem nez DMSO nebo etandiol. Celé embryo bylo prostoupeno
methylalkoholem zhruba do 15 minut od pocatku inkubace. Pro pozd¢jsi obdobi vyvoje
se prostupnost hlavnich oddéleni embryi tak vyznamné méni, Ze inkubace po
2.5 hodinovém oSetfeni kryoprotektivy od oplozeni nema jiz zadny efekt (Hagedorn et

al., 1997). Zajimavosti je, ze pouzitim ultrazvuku se zvétSuje propustnost oballl

u oplozenych jiker dania pruhované¢ho (Bart, 2000). Snizena citlivost k ochlazovani

azvySena propustnost kryoprotektiva (2 M methylalkoholu) byla zjiSténa
u dechoriovanych embryi v obdobi organogeneze. Z dalSich kryoprotektiv se vedle
methylalkholu rovnéz DMSO a propylenglykol projevovaly toxicky pro embrya déania
az po 30 minutach od aktivace gamet. Rovnéz DMSO se projevilo jako netoxické

kryoprotektivum pro embrya halan¢ika japonského (Arii et al., 1987). Naopak 1.5 M

roztoky glycerinu a etylenglykolu toxické jiz byly (Hagedorn et al., 1997). U kapra

obecného bylo odzkouSeno kryoprotektivum ve slozeni sachar6zy a methylalkoholu

jako nejvhodnéjsi pro uchovani embryi ve stddiu organogeneze (Dinnyes et al., 1998).

Harvey et al. (1983) potvrdil pomoci oznaceného DMSO a glycerinu izotopem, Ze
kryoprotektiva skute¢né€ pronikly do dechoriovanych embryi dania pruhovaného.
Citlivost k chladu u riznych vyvojovych stadii v pribéhu embryogeneze byla
postupné nalezena u celé fady druhti ryb. Obecnym vysledkem bylo zjisténi, ze pfi
ochlazovani embryi jsou nejméné citliva k poSkozenim postgastrularni vyvojova stadia
(Ahammad et al. 2003; Hagedorn et al., 1997; Zhang a Rawson, 1995). Ahammad et al.
(2003) zjistil ze, 24 hodin stard embrya kapra obecného inkubovana pii teploté 20 °C

vroztoku 2.0 M methylalkoholu s 0.1 M trehalosou pouzit¢tho jako ochranny
prostiedek, jsou mozZné pienést do teploty od 4 do —2 °C a nasledné uchovavat po dobu
14 dnd.

Pouziti ,,vitrifikace®, jako metody zmrazovani, bylo prozatim oznaceno za

nejslibnéj§i volbu pro zmrazeni rybich embryi z divodu jeji schopnosti nevytvéaret
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krystaly, ale pouze amorfni hmotu (Zhang a Rawson, 1996a). Hagedorn et al. (2004)

recentn¢ studoval tvorbu ledovych krystalll v zavislosti na zmrazovaci teploté u embryi

déania pruhovaného. Demonstroval, Ze pomalé mrazeni neni vhodnou metodou.

Vitrifika¢ni technika byla uspésné aplikovana na sav¢i embrya (O'Neil et al., 1998)

a u nckterych moiskych bezobratlych (Chao et al., 1997). BohuZzel, u ryb zatim
uspokojivé vyuzita nebyla. Prace na embryich kambaly velké a ddnia pruhovaného
dokazuji, ze vitrifika¢ni metodické postupy musi byt jesté detailné prostudovany. Aby
pozadované roztoky byly pro vitrifikaci efektivni, musi obsahovat vysoké koncentrace
kryoprotektiv a zarovenn maximalné¢ omezit jejich toxicitu. Diky druhové specifité
logicky vyplyvéa nutnost vyvijet pfesna vitrifikacni media a postupy pro jednotlivé

druhy ryb (Cabrita et al., 2003; Robles et al., 2003, 2004).

Prvni Uspésné preziti embryi po vitrifikaci bylo ozndmeno u platyse amerického

(Robles et al., 2005). Jedna se o arkticky druh, ktery je diky pfitomnosti antimrazicich

proteini odolnéjsi vii¢i ochlazovani, zatim vSak jejich vliv u téchto druhti nebyl
potvrzen, rovnéz tak jejich pouziti u jinych druhil nevykazuje zadné Gspéchy.

Vétsina studii popisujici uchovani embryi sladkovodnich ryb zmrazenim byla
provedena zejména na modelovém druhu daniu pruhovaném, halanc¢iku japonském

a kapru obecném (Dinnyes et. al., 1998; Liu et al., 1998; Hagedorn et al., 2004). Pokusy

s moiskymi druhy ryb jsou pomérné recentni a to jak u kambaly tak platyse (Cabrita et

al., 2003; Robles et al., 2004; Zhang et al., 2005, Edashige et al., 2006). Robles et al.

(2004) publikoval, ze po vitrifikaci a nasledném rozmrazeni trpi kambalovd embrya

méné bunéénym poskozenim nez embrya dania pruhovaného. Cabrita et al. (2006)

potvrzuje svymi vysledky pfi studiu embrii japonského platyse zdvéry, ze hlavnim
problémem selhdvani zmrazovani pii vitrifika¢ni metod¢, je Spatny prtnik kryoprotektiv
do embryi, jehoz dusledkem je malé procento odvodnéni a nasledné formovani
ledovych krystalt.

Ziskavané poznatky studii vyznamné ovliviiuji pohled na poskozeni embryi pfi

ochlazovani (Liu et al., 1993; Zhang a Rawson, 1995) a toxicitu kryoprotektiv

v riznych stupnich vyvoje (Liu et al., 1993; Robertson a Lawrence, 1988; Suzuki et al.,

1995). Z dosavadnich pokustu piekvapivé vyplyva, ze je vhodné uchovavat embrya
v kryoprotektivech bez vyznamného snizeni lihnivosti a poSkozeni, v pozdéjSim obdobi

vyvoje, tzn. v obdobi gastrulace (Adams et al., 2005; Rawson a Zhang, 2005).

Dramaticky pokles rybich spoleCenstev vyzaduje nutnou akci pro uchovavani

ohrozenych druht, pfedevsim z diivodu udrzeni vysoké biodiverzity. Zmrazovani gamet
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a embryi je jednim z pfistupti, jak udrzet genofond a zajistit tim pteziti téchto druhd.
Teoreticky by takovy program uchovani zahrnoval kryobanku jiker, spermii a embryi.

Tato prace by méla byt pfinosem pro poznani této problematiky.

OO OB ™™
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Obr. 7: Vyvojova stadia kapra obecného (Cyprinus carpio) v prabéhu embryonalni

periody — vyvojové etapy 1 az 6 (A-N): Casovy usek vyvoje 40 minut az 21 hodin; A, B
blastodisk, C—H morula, CH blastula, I, J gastrula, K-N organogeneze. Podle Pendze
(1983 in Barus a Oliva, 1995 — upraveno)

Type

Freshwater fish

Reproductive Material

b

References

Lahnsteiner, 2000; Leverom and Maisse, 1998, 1999;

Salmonid Sperm, blastomere Maisse, 1996; Rana and Oilmour, 1996
Cyprimds Sperm, blastomere
Silunds Sperm

Marine fish » Bollaetal.. 1987; Gwo. 2000a, b; Labbe et al,.
Clupeiformes Gadiformes  Sperm 1998; Moumb, 1978; Pullin, 1972
Peraiformes Sperm
Pleuronectiformes Sperm
Tetraodontiformes Sperm

Echinoderms » Barros et al., 1997; Dunn and Mclachlan,
Sea urchin Sperm, larvae 1973; Naidenko and Kol'tsova, 1998
Starfish Sperm
Sand dollar Sperm
Molluscs * Chao et al., 1997: Lin and Chao, 2000;
Owster Sperm, embrvo, larvae Pamagua et al., 1998a, b: Tsa1 and Chao. 1994
Abalone Sperm
Clam Embryo
Crustacea » Bhavanishankar and Subramoniam, 1997;
Shrimp Sperm Diwan and Joseph, 2000
Crab Sperm
Rotfer Embryo Toledo and Kurokura, 1990
Polychaste Sperm. larvae Bury and Olive, 1993; Olive and Wang, 1997

Obr. 8: Uspéiné zmrazeni reprodukénich materialii vodnich druhi do roku 2004

(Zhang 2004)

23



4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Charakteristika experimenti

Jako modelové druhy ryb byly zvoleni lin obecny (Tinca tinca) a kapr obecny
(Cyprinus carpio). Experimenty se uskute¢nily v prabéhu let 2005-2006 na lihni
VURH JU oddéleni genetiky a $lechténi ryb VURH JU. Jedna se o experimenty
sembryi kdy bylo v urCitém c¢asovém intervalu od oplozeni s vlastnimi embryi
manipulovano za ucelem nalezeni toxické urovné kryokonservacnich medii, ¢i
ovéfovana Uroveil moznosti zmrazeni

VSechny pouzit¢é chemikalie byly vysoké Cistoty, zakoupené od firmy

Sigma — Aldrich Co. (Deisenhofen, Némecko).
4.2. Generacni ryby

Ryby ur¢ené k umélému vytéru byly do doby samotného vytéru drzeny oddélen¢,
nejprve v rybnicich a poté na lihni v nadrzich o objemu 4 m’, s pfitokem vody asi
0,2 1.s™". Teplota vody v tancich byla udrzovana v rozmezi 18-22 °C, obsah kysliku ve
vodé ¢inil 6-7 mg.l'. Pred kazdou manipulaci byly generaéni ryby anestezovany

v hiebi¢kovém oleji a to v davee 0,3 ml na 100 1 vody.
4.2.1. Vytér a inkubace jiker lina obecného

Experiment probihal v pribéhu mésice cervna. Bylo pouzito deset mlicakt a devét
jikernadek, které byly drzeny oddéleny v nadrzich pii pritoku 0,21s”' a teploté
22-23 °C. Spermiace mlicaka bylo docileno do 24 hodin po injikaci kapti hypofyzou v
davce 10 mgkg' hmotnosti mli¢aki. Ovulace jikernaek probéhla do 30 hodin. po
indikaci sav¢im GnRHa vdavce 5pgkg’. Sperma bylo pfi vytéru jimano do
imobiliza¢niho roztoku (Kurokura 180 = 180 mM NacCl, 2.68 mM KCl, 1.36 mM CacCl,
and 2.38 mM NaHCOs3) a uchovavano v lednic¢ce pii 4—6 °C po dobu 4 hodin (Rodina et
al., 2004). Sm¢s jiker o hmotnosti 100 g na 1 ml spermatu s imobiliza¢nim roztokem
(objemovy pomeér 0,5 dilu spermatu : 1 dilu imobiliza¢niho roztoku) byla aktivovana
100 ml vody z lihné o teploté 22 °C. Po tfech minutich byl piebytek roztoku slit a za

stalého michani nadobou bylo doplnéno 100 ml odlepkovaciho roztoku v koncentraci
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2 ml enzymu Alcalasy, Bacillus licheniformis; CALBIOCHEM cat. no. 12674120,
nafedéného 998 ml vodou z lihné s expozici po dobu dvou minut. Po této expozici byly
oplozené jikry za stdlého michani rychle proplachnuty vodou z lihné a inkubovany

v Zugskych lahvich pti 22 °C do odbéru pro experimentalni ucely.
4.2.2. Vytér a inkubace jiker kapra obecného

Vytér u kapra v pribchu kvétna byl indukovén injekéni aplikaci suspenze kapii
hypofyzy do hibetni svaloviny. Pro mli¢aky v davce 1 mgkg' a to 24 hodin pied
predpokladanou dobou vytéru. JikernaCkam byla nejprve injekéné aplikovana dévka
0,4 mgkg' a to 24 hodin pred vytérem, druhd davka 2,1 mgkg" a to 12 hodin pied
samotnym vytérem. V dobé ocekavaného vytéru byly ryby neustile kontrolovany.
Sperma mli¢akt kapra bylo jimano do suchych plastovych nadob, ptivodné uréenych
pro péstovani bunécnych kultur. Pomérné velky objem nadob vici relativné malému
objemu jimaného spermatu umoznoval skladovani spermatu vtenké vrstvé
a s pfistupem vzduchu pfi 4-6°C po dobu 5 hodin do experimentu. V dob¢ inseminace
byly pouzity jikry od tfi jikernacek v celkové hmotnosti 1 kg a spermatu o objemu
10 ml aktivovaného vodou zlihné¢ o teploté¢ 22 °C po dobu 2 minut a nésledné

odlepovano v suspenzi mléka po dobu 45 minut s inkubaci v Zugské lahvi pti 22 °C pro

experiment 1. a 18 °C pro experiment III. a IV. do odbéru pro experimentalni tcely.
4.3. Vlastni uspoiadani experimentu

4.3.1. 1. Experiment u lina obecného k ovéreni vnimavosti embryi v riizném

stadiu vyvoje k teplotnim zménam a kryokonzervaénim mediim

Experiment probihal v roce 2005. Embrya lina byly odebirany ve staii 11, 17, 23
a29 hodin po oplozeni jiker. Vzdy do jedné Petriho misky o priméru 10 cm bylo
umisténo zhruba 200 embryi. Prob&hly vzdy tfi opakovani pro kazdou proménnou (tzn.
pro stafi embrya a konzervaéni médium) Embrya byla ptfelita 20 ml konzervaéniho
média: 10 % methanolu, 20 % methanolu, 10 % glycerinu a 20 % glycerinu nafedénych

vodou z lihné. Kontrolou byla voda z lihné s nebo bez ochlazovaciho rezimu. Ptred
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vlastnim experimentem byla embrya inkubovédna v Zugskych lahvich. Po experimentu

v experimentalnich Zlabech pti konstantni teploté 22 °C (viz obr. 9, 10 a 11).

Embrya ve stafi 11, 17, 23 a 29-h po aktivaci (~200 pro jedno stafi)

N

Petriho miska 22 °C
10% & 20% | Lihriova voda (LV) |

Vystaveni chladicimu Metanol & Glycerol
programu do 1,1°C
b&hem 21 min pfi
rychlosti -1°C /min

. |

e

Nasledné ohrati do
3 X jedno stafi & jedno medium

22 °C béhem 7 min m—

Inkubace 22 °C

Obr. 9: Schéma experimentu I. ﬂ
o RE i Py ‘l 1 \ |#:

Obr. 10: Experimentalni zlaby
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Obr. 11: Experimentalni zlaby — detail prito¢ného boxu

4.3.1.1. Ochlazovaci rezim

Embrya po umisténi do konzervac¢nich medii nebo vody z lihn¢ ve ¢tyfech stupnich
vyvoje byla v Petriho misce podrobena ochlazovaci proceduie z 22 °C do 1.1 °C
v prib¢hu 21 minut a dale ohfivany po dobu sedmi minut do 22 °C. Nésledné byla
embrya umisténa do experimentdlnich pritoénych boxti o objemu 0,51 kde byla

inkubovana pii 22 °C do vylihnuti (obr. 11).
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Graf 1: SniZovani a zvySovani teploty u embryi lina ve staii 11, 17, 23 a 29 hodin
po oplozeni jiker v péti riznych médiich (10 a 20 % methanol, 10 a 20 % glycerin

a voda z lihn¢)
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4.3.2. 1. Experiment u kapra obecného k ovéieni vnimavosti embryi v rizném

stadiu vyvoje ke kryokonzervaénim mediim p¥i teploté 22 °C

Vzhledem k uvazovanému vyuziti vitrifikatnich metod tzv. Sokového zmrazeni
z+20 °C do —196 °C jsme v roce 2006 upustili od provéfovani ochlazovaci rezistence
embryi k teplotam blizkym 0 °C, nebot’ ztratily na svém vyznamu. Zmrazeni pri
vitrifikaci trvd v fddu 1-3 s a obdobi ochlazeni neni pro pieziti embryi rozhodujici.

Pied vlastnim oSetfenim embryi v kryokonzerva¢nich médiich jsme inkubovana
embrya oSetfili roztokem alkalazy (Calbiochem) po dobu dvou minut v koncentraci
2 ml enzymu s 998 ml vody z lihné. U kapra, obdobné jako u lina, jsme provérovali vliv
methanolu na pfeZiti embryi kapra. Bylo pouzito 10, 20, 30 a 35 % roztoku methanolu
nafedéného vodou z lihn€. Pro dokresleni se jednalo o koncentrace 2.47, 4.94, 7.41
a 8.65 mmol.I". Vzdy 200 kapiich embryi ve staii 2, 6 a 22 hodin po oplozeni bylo
inkubovéno v Petriho miskach o priméru 10 cm ve 20 ml kryokonzervacniho media po
dobu 20 minut pfi teploté 22 °C. Nasledné byla embrya ptenesena do inkubacnich boxt

s obdobnou teplotou a inkubovana az do vylihnuti (viz schéma obr. 12).

Inkubovana embrya oSetfena roztokem alkalazy Calbiochem po dobu 2 minut
v koncentraci 2ml enzymu s 998 ml vody z lihné

Embrya ve stari 2, 6, 22-h po aktivaci (~200 na jedno stari)

Metanol

Petriho miska 22 °C

| Lihiiova voda (LV)

10% ,20%,30% & 35% l
Metanol

na 20 min ve 22 °C

3 X jedno stafi & jedno medium

Inkubac"e ve 22 °C

Obr. 12: Schéma experimentu II.
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4.3.3. III. Experiment u kapra obecného k ovéfeni vnimavosti embryi k

postupnému pridavani kryokonzervaénich médii p¥i teploté 18 °C.

Na podkladé vysledki docilenych u experimentu II. a v zavislosti na poznatcich
z literatury, Ze starSi embrya jsou méné vnimava k toxicité kryoprotektiv jsme testovali
embrya stard 24 hodin od oplozeni a inkubovand pii 18 °C. K testu jsme vyuzili

kryokonzervaéniho roztoku dle Chen a Tian (2005) ¢. 1 (pod ozna¢enim VSI1),

coz je: cukrésa 300 mmol.I"" dopnéna o 23 % propandiolu a 17 % methanolu a roztoku
¢.2 (pod oznacenim VS2), coz byl Hankslv roztok Sigma H1641 natfedény 1:10
destilovanou vodou a doplnény o 23 % propandiolu a 17 % methanolu. Oba roztoky
jsme postupné pridavali k embryim a to vzdy 25 ml (300 embryi v ml) o stafi 24 hodin
+20 ml média a to v intervalu deviti minut se zvySovanim koncentra¢ni fady
kryoprotektivniho media ¢.1 a ¢.2 z25 % na 33 %, 51 %, 67 % a findln¢ na 100 %
zakladniho roztoku (roztoky byly nafedény destilovanou vodou na pfisluSnou
koncentraci). Mezi jednotlivymi koncentraénimi fadami jsme vzdy po 100 embryich (se
tiemi opakovanimi) dali inkubovat do inkuba¢nich boxu s teplotou 18 °C a piislu$né
médium o nizsi koncentraci jsem opatrné slili a ptidali 20 ml koncentrovanéjsiho média.
Casové tak doslo k postupnému zvySovani koncentrace vzdy v 0, 9, 18, 27 a 36
teplota byla zvolena zdmérné¢ vzhledem kteplot¢ vzduchu na lihni. Teplota
z predchoziho experimentu se nedala dodrzet. Odebrané mnozstvi embryi v prabéhu
koncentracni fady jsme k celkovému objemu a nepfesnostem v odstranovani médii

s nizsi koncentraci povazovali za zanedbatelné (viz obr. 13).

4.3.4. IV. Experiment u kapra obecného k vitrifikatnimu zmrazeni embryi do -

196 °C.

Metodicky jsme vyuzili uspésného pokusu III. s pouzitim roztoku ¢. 2 (VS2) tzn.
Hanksova roztoku s 23 % propandiolu a 17 % methanolu v koncentra¢ni a ¢asové fade
kopirujici experiment II1. Na rozdil od experimentu III. jsme pouzili 250 ml oSetfenych
embryi alkalazou ve stafi 42 hodin a ptidévali postupné po 9 minutach 200 ml roztoku
VS2 o koncentraci 33, 51, 67 a 100 %. Vzdy na zavér inkubace ptislusné koncentrace
jsme zmrazili zhruba 100 embryi sopakovanim (3 x). Zmrazovani Vv principu

predstavovalo pouze vhozeni zhruba 0,3—0,4 ml embryi do kapalného dusiku a po
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I minuté¢ nasledovalo rozmrazeni a to pfenesenim zmrazenych embryi z kapalného
dusiku do inkubaéni lazné o teploté 18 °C. Obdobnym zplisobem byla inkubovana

kontrolni embrya bez zmrazeni a inkubace v médiu (viz obr. 13).

Inkubovana embrya osetfena roztokem alkaldazy Calbiochem po dobu 2 minut

v koncentraci 2ml enzymu s 998 ml vody z lihné
Embrya ve stafi 42-h po aktivaci gamet |
‘ Destilovana voda ‘
250 mL
1. 300 mmol/L sucrose
+ 23 % propandiol
200 mL | + 17 % metanol  (100%)
25 % na 9 min ] 2. *HBSS
SR o (1/10 s destilovanou vodou)
33 % na 9 min 20 mL + 23 % propandiol
e + 17 % metanol  (100%)
-100 embryi/1 krok | 51 % na 9 min 20mL
67 % na 9 min 20 mL
il 20mlL 3 X na jedno stafi & jeden krok

*Hanks’Balaned Salt Solution = HBSS
Inkubace v 18 °C (Hanks(v roztok Sigma H1641)

Obr. 13: Spolecné schéma experimentu III. a IV. (neni zndzornéna kontrola)

4.4. Kontrola lihnivosti u v§ech experimenti

Béhem lihnuti byly odstrailovany a zaznamenavany neoplozené jikry a jikry
zasazené plisni. Po vykuleni (cca 1-4 dny pfi 22 °C) byl uréen pocet vykulenych
jedincii a lihnivost viici celkovému poctu jiker takto inkubovanych. Procento lihnivosti
(Hr) bylo urceno pro kazdy inkubacni box kdy mnoZzstvi vylihlych embryi (Hj) bylo
déleno mnozstvi nasazenych embryi (E;): Hy = (H/E;).100

Procento zivotaschopnych embryi (E;) bylo rovnéz urceno pro kazdy inkubacni box,
pficemz mnozstvi zivotaschopnych embryi tedy normalné vyvinutych bylo (E,) déleno

mnozstvim vylihlych embryi (En) kdy: E; = (E/Ep).100
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4.5. Statisticka analyza

Primér byl vzdy vypocitan ze tii opakovani doplnény smeérodatnou odchylkou
souboru (SD). Statistickd prukaznost byla zjistovana pti vyuziti nékolikanasobné

analyzy variance (ANOVA, Statgraphics version 5 (ANONYMUS 2001)), néasledovany

nékolikandsobnym Tukey HSD range testem. Pravdépodobnost na hladin¢ vyznamnosti

p < 0,05 byla povazovéna za pritkaznou.
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5. VYSLEDKY

5.1. 1. Experiment u lina obecného k ovéieni vnimavosti embryi v rizném

stadiu vyvoje k teplotnim zménam a kryokonzervaénim mediim

Z dosazenych vysledkti je patrné, Ze nejlepSi urovné uchovani embryi lina
a vzhledem k 100 % lihnivosti (graf 2) a nulovému poskozeni embryi (graf 3) doslo ve
stafi 29 hodin od oplozeni ve vSech kryokonzervaénich mediich, véetné kontrol.
Embrya jsou vtom to obdobi velmi rezistentni. Pro embrya ve stafi 11 hodin od

oplozeni byl glycerin na urovni 10 nebo 20 % toxicky s nulovou lihnivosti.

120 -
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Embryo stage (h)

Graf 2: Efekt kryokonzervac¢nich médii na lihnivost embryi oSetfenych v rtizném
stafi v hodinach od oplozeni. Control — kontrola s pozitim vody z lihn¢, Cooling kontrol
— kontrola s pouzitim vody zlihné vcetné ochlazovaciho rezimu, MET 10, 20
— methanol v procentech, GLY 10, 20 — glycerin v procentech; U hodnot se stejnym

alfabetickym znakem nebyl nalezen prukazny rozdil.
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Graf 3: Efekt kryokonzervacnich médii na lihnivost Zivotaschopnych
nemalformovanych embryi oSetfenych v riizném stafi v hodinach od oplozeni. Control
— kontrola s pozitim vody z lihng, Cooling kontrol — kontrola s pouzitim vody z lihné
vcetné ochlazovaciho rezimu, MET 10, 20 — methanol v procentech, GLY 10, 20
— glycerin v procentech; U hodnot se stejnym alfabetickym znakem nebyl nalezen

prikazny rozdil.
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5.2. II. Experiment u kapra obecného k ovéfeni vnimavosti embryi v riizném

stadiu vyvoje ke kryokonzervaénim mediim p¥i teploté 22 °C

U embryi kapra obecného obdobn¢ jako u lina nejlepsich hodnot uchovani embryi

bylo dosazeno u nejstarSich embryi. Na rozdil od lina ovS§em doslo k jednozna¢nému

poklesu lihnivosti v zavislosti na zvySujici se koncentraci methanolu. Pouze 10 %

methanol uchoval dostatecnou lihnivost embryi (graf 4). V pfipad¢ inkubace embryi

kapra ve stafi 2 hodin byla rezistence embryi k metanolu nulovd. Embrya v tomto

obdobi nejsou rezistentni ke kryoprotektivum.
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Graf 4: Efekt kryokonzerva¢nich médii na lihnivost embryi oSetfenych v rtizném

stafi (v hodinach) od oplozeni. Control — kontrola s pozitim vody z lihng, M 10, 20, 30,

35 — methanol v procentech; U hodnot se stejnym alfabetickym znakem nebyl nalezen

prukazny rozdil.
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5.3. III. Experiment u kapra obecného k ovéieni vnimavosti embryi k

postupnému pridavani kryokonzervaénich médii p¥i teploté 18 °C.

U embryi kapra obecného ve stafi 24 hodin bylo dosazeno pomérné stabilnich
vysledki uchovani lihnivosti v postupné se zvySujici koncentraci kryoprotektivnich
latek (graf 5) az po docileni Urovné se 40 % obsahem kryoprotektiv (minéno
23 % propandiolu + 17 % methanolu) u roztoku pod oznacenim €. 2 (VS2) obsahujici
dale Hankstv roztok fedény 1/10 (viz. graf 5, cryoprotectant 2, cryo — 100). Cukrosa
obsazena v roztoku ¢. 1 (VS1) se ukazala jako nevhodna, nebot’ dochazelo k lihnuti
velkého mnozstvi malformaci, tzn. nezivotného vackového plidku (graf 6). Postupné
»pumpovani*“ kroprotektiv do embrya se ukéazalo jako velmi dobré, ¢emuz odpovida
dosazend lihnivost u nefedéného roztoku ¢.2 (VS2) urovné 70 %. Lihnivost se sice lisi

od kontroly a nizsich urovni koncentraci, ale pokles lihnivosti nebyl do té miry tak

dramaticky
120
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__g 60 | B cryo33
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@ cryo100
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1 (VS 2 (VS2)
Cryoprotectant %

Graf 5: Efekt kryokonzervacnich médii na lihnivost embryi oSetfenych ve staii
24 hodin od oplozeni. Cont — kontrola s poZzitim vody z lihn¢; cryo — 25, 33, 51, 67
a 100 — koncentra¢ni fada zasobnich roztokli v procentech, tzn. roztoku ¢. 1 obsahujici
300 mmol/l cukrosy a ¢. 2 obsahujici Hankstv roztok, vcetné¢ 23 % propandiolu
a 17 % methanolu u obou roztoki; U hodnot se stejnym alfabetickym znakem nebyl

nalezen prikazny rozdil.
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Graf 6: Efekt kryokonzervaénich médii na lihnivost Zivotaschopnych
a nedeformovanych embryi oSetfenych ve stafi 24 hodin od oplozeni. Cont — kontrola
s pozitim vody z lihn¢; Cryo — 25, 33, 51, 67 a 100 — koncentrac¢ni fada zasobnich
roztoki v procentech, tzn. roztoku ¢. 1 (obsahujici: 300 mmol/l cukrosy a ¢. 2
obsahujici: Hankstv roztok, vcetné 23 % propandiolu a 17 % methanolu u obou

roztokll). U hodnot se stejnym alfabetickym znakem nebyl nalezen prikazny rozdil.

5.4. IV. Experiment u kapra obecného Kk vitrifikaénimu zmrazeni embryi do
-196 °C.

Vysledky dosazené pti zmrazovani 42 hodin starych embryi na Grovni lihnivosti

4% embryi v ptipadé¢ zmrazeni embryi v roztoku obsahujici 100 % koncentraci

zakladniho Hanksova roztoku s kryoprotektivy, ukazuji na perspektivu vyuziti metodiky

postupného ,,pumpovani® kryoprotektivnich latek do embryi s vyuzitim Sokového

zpiisobu zmrazeni bez tvorby krystali tzv. vitrifikace do trovné —196 °C.
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6. DISKUZE

6.1. Vyhodnoceni experimentu I. u lina obecného

Rezistence embryi lina obecného vuc¢i kryoprotektiviim byla ovéfovana vibec
poprvé pro tento druh. V pribéhu poslednich 30 let byla vétsina pokust orientovana na

pstruha obecného (Salmo trutta) Erdahl and Graham (1980), sivena americkeho

(Salvelinus fontinalis) Zell (1978), kapra obecného (Cyprinus carpio) Zhang et al.
(1989), sumecka afrického (Clarias gariepinus) Magyary et al. (1996) a daniu
pruhovaném (Danio rerio) Harvey et al. (1983), Zhang and Rawson (1996a), Zhang et

al. (1993) a Wang et al. (2006). Na zaklad¢ téchto zjisténi jsme v prvni fazi pokusu na

embryich lina postupovali obdobné a jako kryoprotektivum jsem pouzili glycerol
a methanol, které se prokazaly jako nejvhodnéjsi

Nami zvolend vyvojova stadia embryi ve stafi 11, 17, 23 a 29 hodin po oplozeni
jiker, rovnéz koresponduiji s publikovanymi pracemi uvedenych vyse. Uroven ziskanych
vysledkt prokazatelné¢ dokazuje vyssi rezistenci ke kryoprotektivu u embrya ve stafi
29 hodin ve srovnani s kontrolou, nez uembrya ve staii 11 hodin. Prokazatelné je
zaroven vyssi procento lihnivosti tak i niz§i procento deformovanych jedinci. Ke
stejnym zaveérim dospéli ve svych studiich provadénych na kapru obecném (Dinnyes et

al., 1998), halan¢iku japonském a pstruhu duhovém (Suzuki et al..1995) a na déaniu

pruhovaném (Adams et al., 2005; Rawson a Zhang, 2005). Mtzeme tedy potvrdit, ze

tolerance embryi lina ke kryoprotektiviim, je zavisld na vyvojovém stadiu. Pozdéjsi
stadia embryi jsou tak obecné odolngjsi. Dokladem jsou 1 aktualni vysledky Chena

a Tiana (2005), ktefi zjistili, Ze toxicita kryoprotektiv k embryim japonského platyse

(Paralichthys olivaceus), zavisi na vyvojovém stadiu. Je vSak tfeba zdlraznit, ze zde
dilezitou roli nehraje pouze chemicka povaha kryoprotektiva a vyvojové stadium

embrya, ale vyznamna je téz druhova specifika (Cabrita et al., 2006).

Vliv zvySujicich se koncentraci jednotlivych kryoprotektiv byl prikazné zjistén ve
stafi 11, 17 a 23 hodin. Vysledky potvrzuji skutecnost, Ze s vyssi koncentraci se zaroven
zvySuje 1 toxicita v zavislosti na Case vystaveni. Zvolena doba expozice a ochlazovaci

program byly ve shodé s pracemi na daniu pruhovaném (Zhang a Rawson, 1995,

1996a), kteti je uvadi jako perspektivni pro pouziti nasledného skokového zmrazeni,

tzv. vitrifikace, kterd byla i jednim z nasich cilt.
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Diky pozitivnim vysledktim rezistence ke kryoprotektivim u embryi ve stafi
29 hodin, jsme se je pokusili zmrazit metodou vitrifikace. Bohuzel vSechny vysledky
byly negativni, doslo ke zbéleni embryi, tzn. tvorbé ledovych krystalti a tim posSkozeni
bunécnich stén. Jednim z hlavnich vysvétleni je mald membranova propustnost vSech
odd€leni embrya, které zaptiCinilo nedostatecné proniknuti kryoprotektiv, pisobici

tvorbu téchto krystalti. Podobné vysledky uvadi Liu et al. (1998) pfi vitrifikaci embryi

dania pruhovaného. Bude tfeba dalSiho Setfeni pro vytvoieni vhodnéjsich vitrifika¢nich
roztokt, ale hlavné metodickych postuptl, jak dokazuje nésledujici experiment u kapra

obecného.

6.2. Vyhodnoceni experimentu II., III. a I'V. u kapra obecného

V dalS§im roce jsme s ohledem na nové poznatky z literatury a vlastni zkuSenosti
s pfedchozim experimentem na embryich lina obecného, zvolili upraveny postup
v testovani rezistence kryoprotektiv a nasledného zmrazeni metodou vitrifikace na
troveni —196 °C.

Prvné byl opét testovan metanol (experiment II.), ktery, na rozdil od lina, prikazné
vykézal se vzristajici koncentraci snizujici se procento lihnivosti. Rovnéz se potvrdila

zavislost vyvojového stadia na preziti po oSetfeni kryoprotektivem (Dinnyes et al.,

1998). Pozitivni vysledky ve stadiu 22 hodin byly urcujici pro volbu vyvojového stadia
experimentu I1I.
V experimentu III. jsme ovéfovali pouziti vitrifikaCnich roztokl, které uspésné

pouzili Chen a Tian (2005) pii vitrifikaci japonského platyse. Pozitivné€ se tak potvrdila

skutecnost, ze pouzitim kombinace n€kolika kryoprotektiv, jednoho propustného (vici
membrandm embrya) a jednoho nebo vice nepropustnych, dojde k vyznamnému

zlepSeni propustnosti jednotlivych ¢asti embrya (Kuleshova et al., 2001). Procento

lihnivosti nekleslo pod 70 %, coz znamena dosavadni nejlepsi vysledek pro embrya

kapra obecného ve srovnani s dosud publikovanymi pracemi Zhang et al. (1989),

Dinnyes et al. (1998) a Ahammad et al. (2003). Uspé&sné vysledky potvrzuji téZ pouziti

soucasné¢ho trendu postupného ,,pumpovani® kryoprotektiv do embryi jako velmi

perspektivniho. Tento trend popisuje Cabrita et al. (2006) v posledni publikované studii
zabyvajici se zmrazovanim rybich embryi.
Pridavani polymert a cukr, vyznamné meéni vlastnosti vitrifikacnich roztoka

v zavislosti na pouzitém kryoprotektivu (Shaw et al., 1997). Tento fakt se potvrdil
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uroztoku VSI1, jehoz soucasti byla cukrosa. Zaznamenali jsem velké procento
deformovanych embryi ve vSech koncentraci a tim potvrdili jeho nevhodnost jako
vitrifikaéniho média.

Ziskané pozitivni vysledky s roztokem VS2, byly nasledné vyuzité pro zmrazeni
metodou vitrifikace. Preziti 4 % embryi po rozmrazeni, je jednim z prvnich GspéSnych
pokusti u sladkovodniho druhu. Obdobné vysledky byly doposud ziskdné pouze
u motskych druhii Cabrita et al. (2006), Edashige et al. (2006).
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7. ZAVER

Cilem této prace bylo ziskat dalsi zakladni poznatky o kratkodobém uchovavani
embryi v kryoprotektivni médiich, vytvotfeni tzv. vitrifikacnich médii pro budouci
zmrazovani embryi kapra a lina a odzkouSet nasledné prvni metody zmrazovéni.
V literarnim piehledu jsem se pokusil setfidit poznatky o dosavadnich znalostech dané
problematiky uchovavani rybich embryi pomoci zmrazovani a stim souvisejicich
aspektl, na které navazuji s nové ziskanymi udaji, které bude mozno vyuzit pro dalsi
vyzkumnou ¢innost.

Stanovovani rezistence rybich embryi ke kryoprotektivim je prvotnim krokem
k uspésnému zmrazovani embryi dan¢ho druhu. Ziskdnim dalSich znalosti v této
problematice, by nam v budoucnu umoznilo uchovavat ohrozené druhy, tak i otevielo

cestu pro praktické potieby produkéni akvakultur.

Pii vlastni experimentalni praci s embryi lina a kapra provadénou v letech 2005

a 2006 na VURH JU ve Vodiianech jsem dospél k témto zavéram:

Z dosazenych vyznamnych poznatkii mozno uvést zejména UspéSné zmrazeni
embryi kapra metodou in vitro do —196 °C a nasledné rozmrazeni se 4 % prezitim,
kratkodobé uchovani embryi kapra a lina in vitro s vytvofenim potiebnych
vitrifika¢nich roztokl. Metodika postupného ,,pumpovani kryoprotektiva do embryi se
zda byt velmi perspektivni, v zavislosti na pouziti kombinace riznych kryoprotektiv. Pii
navazujicim vyzkumu se bude tieba ddle zaméfit na koncentraci vitrifikaénich medii,
techniku vkladani embryi do tekutého dusiku a nasledného rozmrazeni. Nutné ovSem je
také provéfit otazku vzniku mutaci mitochondridlni a jaderné DNA, pii zavadéni

metody zmrazovani do praxe.

Vyznam uchovéavani reprodukcéniho materialu u ryb vzrista soucasné se zhorsujicim
se stavem zivotniho prostfedi a zaroven stale vétsi celosvétovou spotiebou rybiho masa.
Tato prace predklada UspéSné poznatky na cesté¢ za praktickym vyuzitim uchovani

reprodukéniho materidlu ryb pomoci zmrazovani embryi.
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8. SUMMARY

Different cryoprotectant media for cryopreservation of embryos has been tested on
model species, i.e. common carp (Cyprinus carpio) and common tench (Tinca tinca).

The aim of the study was to obtain such cryoprotectants, which will be acceptable for

freezing embryos up to the temperature —196 °C. Cryoprotectants of 10 % and 20 %
methanol or 10 % and 20 % glycerin have been tested on the tench for 21 minutes of
incubation on embryos of four stages, meaning at 11, 17, 23 and 29-hrs after activation
of gametes. The results showed that the tench embryos were most resistant either to low
temperature and or to the application of cryoprotectants in the stage of 29-hrs post
gametes activation. On the other hand lower resistances were obtained in the stage of

11-hrs post gamete activation.

Embryos of carp 2, 6, 22, 24 and 42-hrs after gametes activation at temperature 18

and 22 °C have been used for testing of concentration series of cryoprotectant methanol
and two solutions marked VS1 and VS2 after previous disruption of egg envelope in
enzyme alcalaze solution. Results showed linear decreasing resistance of embryos
depending on increasing concentration of cryoprotectant methanol. Hatching success
even at highest concentration of solution VS1 and VS2 has not declined below 70 %.
Achieved results with solution VS2 have been subsequently used for freezing of carp
embryos by special methods in cryobiology — vitrification. First results showed up to

4 % success of survival after freezing of embryos at —196 °C.

Keywords: Carp Cyprinus carpio; Tench Tinca tinca; Cryoprotectant; Hatching;

Vitrification; Embryos
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