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Cilem prace bude zjiSténi kvalitativni a kvantitativni charakteristiky spermatu
polyploidnich jeseter (Acipenseridae) jako jednoho z nastroji udrzeni diverzity
téchto svétové ohrozenych druhl ryb, se zvlastnim zietelem k moznostem jejich
spontanni polyploidizace a hybridizace.
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Qualitative and quantitative characteristics of
polyploid sturgeon sperm (Acipenseridae)

This thesis is aimed to compare 4n sterlet (Acipenser ruthenus) and 8n and
12n siberian sturgeon (Acipenser baerii) sperm. Relative quantitative values and %
of live spermatozoa as a qualitative factor have been compared between species. At
the same time influences of four different types of substances (CPE, Ovopel,
GnRHa25 and GnRHa75) on sperm quality were compared.
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1.0vOD

Celed’ jesetefi (Acipenseridae) je vyznamnou piedevsim svou obrovskou
variabilitou ploidnich urovni jednotlivych druhG a moznosti jejich vzajemnych
kombinaci, pficemz se ne vzdy potvrzuji znama pravidla o plodnosti ¢i neplodnosti
jednotlivych hybridd. Je nasnad€, ze maloktera rybi ¢eled’ (rod) se muze holedbat
svou existenci na Zemi jiz od jury (druhohory), coZ je zhruba 200 milionu let. Za tak
dlouhou dobu méli jeseteti dostatek Casu, aby ptizpisobili své genetické zalozeni
ménicim se podminkam a zji$téna piitomnost mikrochromosomu v jejich genetické
struktufe ndm dava veliky prostor k diskuzim ohledné jejich vyznamu a vlivu na
jednotlivé druhy jako takové. Je zajimava hypotéza, Ze primitivni druhy maji vétsi
objem DNA neZ druhy mladé a vice specializované. Navic, Zivotaschopnost a
oplozeni schopnost jesetetich spermii je do znacné miry ovliviiovana pfitomnosti
akrosomu, fungujiciho jako jakési ,.kotva“. PoSkozeni nebo nefunk¢nost akrosomu
ovliviiuje kvalitu spermatu jako takového.

Vzhledem Kk ristovym schopnostem jeseterd, vzrustajici oblibé chovu,
zvysujici se poptavce po jejich mase, kvalitnim kaviaru, a v neposledni fadé také
moznosti vyuZiti dosazenych znalosti k zachrané druht jiz takika vymielych napt.
vyzy velké (Huso huso L. 1758), je dokonald znalost charakteristik pohlavnich
produkti téchto ryb zédkladnim ptedpokladem pro vitézné tazeni na poli vyzkumu a

naslednou uspésnou aplikaci znalosti do praxe.

2.CIL PRACE

Cilem prace je zjisténi kvalitativni a kvantitativni charakteristiky spermatu
polyploidnich jeseterti (Acipenseridae) jako jednoho z nastrojii udrzeni diverzity
téchto svétoveé ohrozenych druhti ryb, se zvlastnim zietelem k moznostem jejich

spontanni polyploidizace a hybridizace.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 ZAKLADNI BIOLOGICKE A REPRODUKCNI CHARAKTERISTIKY
JESETEROVITYCH (ACIPENSERIDAE)

3.1.1 SYSTEMATICKE ZARAZENI JESETEROVITYCH

Taxonomické zafazeni:

e Kmen : Strunatci (Chordata)
e Podkmen : Obratlovci ( Vertebrata)
e Trtida : Ryby ( Osteichthyes)
e Nadfad : Chrupavciti (Chondrostei)

e Rad : Jesetefi (Acipenseriformes)

Rad se vyznaluje protdhlym, vietenovitym tvarem té&la, v zadni &asti
zploStélym, pokrytym 5 fadami kosténych Stitki. Horni lalok ocasni ploutve je
pokryt zvIl&Stnim typem ganoidnich Supin (fulcrae), které maji tvar obraceného v.
Pod nimi po stranach vzhiiru ohnuté distalni ¢asti ocasniho nasadce jsou ganoidni
kosoctvereéné Supiny. Ocasni ploutev je heterocerkni, ale u nekterych druhti je
mohutné¢ vyvinut dolni lalok a vzbuzuje dojem ploutve homocerni. Chorda je
zachovdna a neni zaskrcovana. Primordialni lebka je chrupavéita, obsahuje jen
nékolik zkostnatélych c¢asti, nikdy neni zkostnatéla souvisle. T¢la obratlii chybi,
zebra jsou spodni, podpirna kostra hibetni a fitni ploutve je chrupavcitd, na kazdé
z radialii téchto ploutvi sedi nékolik tésné spojenych paprski. Jedna se prevazné o
diadromni, ale i sladkovodni ryby Eurasie a Severni Ameriky (Barus et al., 1995).
D¢li se na tii ¢eledi: 1) Chondrosteidae - vyhynuld, zndma od spodniho triasu po

svrchni kiidu

Ny

2) Polyodontidae - Zijici v Severni Americe

Ny

3) Acipenseridae - Zijici v Euroasii a Severni Americe



3.1.1.1 CELED ACIPENSERIDAE (BERG, 1911: 129)

Vietenovité télo nese 5 fad kosténych Stitkli — jednu hibetni, dvé bocni a dvé
btisni (u starSich jedinct chybéji). Mezi nimi jsou obvykle malé kosténé struktury
v podobé zrnek nebo destiCek.Ganoinovy povlak exoskeletonu b&hem
fylogenetického vyvoje u jeseterovitych vymizel a je nahrazen pojivem kosténym.
Ocasni ploutev je heterocerkni, se zvlastni typem Supin (fulcrae) na jejim hornim
laloku. Zadni konec ocasniho ndsadce pokryvaji kosocltverecné Supiny. Rypec je
kuzelovity az lopatkovity se 4 vousky na spodni strané v pficné stojici fad€. Spodni
Usta maji tvar Stérbiny (popf. obloukovita) s masitymi pysky, které mohou vybihat az
na boky hlavy. Celisti jsou vysunovatelné, bezzubé. Vickova kost a paprsky Zaberni
blany chybi. Hibetni ploutev je posunuta do posledni ttetiny téla, za inserci bfiSnich
ploutvi. Prvni paprsek prsnich ploutvi je pfeménén v tvrdy trn.

Jsou znamé 4 rody, které se déli do 2 podceledi : 1) Acipenserinae

2) Scaphirhynchinae

Charakteristickou zvlastnosti diadromnich druht je vytvafeni sezonnich ras. Jarni
rasa je velikostné mensi, vstupuje z mote do fek na jafe a tfe se na jafe a v 1ét& téhoz
roku. Trdlisté jsou rozloZzena pobliz usti fek. Podzimni rasa je vétsi, do fek vstupuje
na podzim, pfezimuje zde a na jafe pokracuje vtahu.Vytira se ve vétSich

vzdalenostech od usti (Barus et al., 1995).

3.1.1.2 ROD ACIPENSER (LINNAEUS, 1758)

Zaberni blana je pfirostla ke spodni &asti hlavy a mezi jejimi okraji je mezera
bez zahybu. Usta ve tvaru pfiéné §térbiny, mala, vysunovana. Rypec kuZelovity az
mecovity.Vousky jsou na prifezu kruhové. Je zndmo 16 sladkovodnich a
diadromnich druhti rozsifenych v Evropé, severni Asii a Severni Americe (Barus et
al., 1995). V této studii se budeme zabyvat jeseterem malym (Acipenser ruthenus) a
jeseterem sibitskym (Acipenser baerii).



3.1.1.2.1 ACIPENSER RUTHENUS (Linnaeus 1758)

Nejmensi ptislusnik podéeledi Acipenserinae, obvykle nedosahuje vétsi délky
nez 700mm a hmotnosti 6 - 6,5 kg. Byly vSak zaznamenani jedinci o délce aZ
1250mm a hmotnosti 17kg (Baru$ et al., 1995). Té¢lo jesetera malého je protahlé,
relativné nizké, dolni ret je rozpolceny, vousky na prifezu okrouhlé, kratké, na
vnitini stran¢ zpravidla obrvené. Natazené dosahuji az k pfednimu okraji ust. Profil
hibetu a hlavy je konkévni, Stitky maji dlouhy, dozadu obraceny hrot, pfesahujici
zakladnu Stitku. Boc¢ni Stitky maji kosoctvercovy tvar a vzajemné se prekryvaji.
Hibetni strana je Sedohnéda nebo zelenohnéda, biisni strana je zlutava nebo Spinave
Sedd, n€kdy nartizovéla. Hrbetni a fitni ploutev je rezavé Cervend, ostatni popelave
Sedé. Bo¢ni a biisni $titky jsou bélavé, hibetni zlutavé (Barus et al., 1995) Ploutevni
vzorec je D 32-48, A 16-30, hibetnich stitkti je 10-17, bo¢nich 56-71, bfisnich 11-18,
pocet zabernich tyCinek 14 — 26, pocet fulker 25-45.

Karyotyp uvadi Fontana a kol., (1975) 2n=116+4; 66 m+sm, 40 a+mc, 172 FN.
K podobnym zavérim dosel i Rab a kol., (1996) 2n=118+4; 58 m+sm, 4a, 52-60 mc

3.1.1.2.2 ACIPENSER BAERII (Brandt 1869)

Maximéalni wvelikost tohoto z&stupce jeseterovitych je uvadéna 2 m o
hmotnosti 210kg, nicméné V praxi vétsinou nepiesahuje 65kg, v ruském veletoku
Lena b&zn& nepfesahuje 16kg. Rypec a ocasni nasadec je téméi kuzelovity. Usta ve
tvaru pricné Stérbiny, opatiena hladkymi, obcas fasnatymi vousky. Délka rypce je
velmi variabilni, dosahuje 33,3 — 61% délky hlavy. Ploutevni vzorec je D:30-56.
A:17-33, hibetnich stitki je 10-12, boc¢nich 32-62 a 7-16(20) bfisnich. Mezi
jednotlivymi fadami $titkli, je roztrouSeno pomérné hodné malych kosténych
desti¢ek. Zbarveni miize byt velmi variabilni. Od svétle Sedé po tmavé hnédou na
hibeté a bocich a od bilé po zlutavou na bfi$ni strané. Pohlavni dospélosti vétSinou
nedosahuje diive nez v 9-10 letech.

Karyoptyp je 2n=246+8; 98 m+sm, 150 a+mc, 346 FN (Fontana, 1994)



3.1.2 POLYPLOIDIE U JESETERU

Vétsina mnohobunéénych organismi je diploidnich, tj. jejich geneticka
informace obsahuje 2 sady chromozémii. Bcéhem gametogeneze dochazi k
meiotickému bunéénému déleni, zahrnujici dvé nasledna jaderna déleni, ptiCemz
v8ak dochazi pouze k jedné replikaci DNA, coz umoziiuje segregaci jedné kopie
kazdého homologniho chromozomu do kazdeé nové gamety. Kazda pohlavni buiika je
tedy haploidni a novy organismus, vznikly splynutim 2 pohlavnich bunék, je opét
diploidni. Béhem procesu gametogeneze vSak muze dojit k riznym porucham, které
zpusobi zmnozeni celé chromozémové sady, at’ uz uméle vyvolanych , za ucelnou
produkci napf. triploidnich jedincti, nebo vzniklych pfirozenou cestou. Jeseteti patii
do skupiny evoluénich polyploidd, tedy jedinci, u nichz doslo k polyploidizaci (u
nékterych druhd i opakované) béhem evoluce druhti (PSenic¢ka a kol., 2009). Prvni
Udaje o mnozstvi DNA v jadie bunék jeseterit pochazeji z 50. let 20. stoleti. Bylo
pozorovano, Zze mnozstvi DNA u jesetera malého je 3,2 pg v buné¢ném jadie, coz je
mnohem vice nezZ bylo pfedchozimi pokusy zjisténo u kostnatych ryb. Toto zjiSténa
vedlo Kk hypotéze, ze primitivn€jsi druhy maji vétsi obsah DNA nez druhy vice
specializované (Fontana at al., 2007). Béhem dalSich let mnoho autorii (Ohno et al.,
1969 a dasi) pctitalo chromozémy a jak se zvySovala kvalita ptistroji a technik
preparace, upiesnoval se i pocet zjisténych chromozomil, vcetné dilezitého faktu,
kterym bylo objeveni vysokého poctu mikrochromozémui (Fontana at al., 2007).
Nésledovala méfeni, kterd sméfovala k hypotéze, Zze jeseteti disponuji n¢kdy az
n¢kolikrdte zmnoZenymi sadami chromosomd, pticemz se logicky zvySovala i
velikost pohlavnich produkta (Flajshans a kol., 2009).

Jeseter maly je popisovan jako evoluéni tetraploid (4n), respektive funkéni
diploid (2n) a jeseter sibiisky jako evolu¢ni oktaploid (8n), resp. funkéni tetraploid
(4n). U tohoto druhu byl zjiStén dokonce i jedinec disponujici tirovni 12n podle

evolucni polyploidie, resp. 6n podle funk¢ni polyploidie (PSenicka a kol., 2009).

3.1.3.0BECNA REPRODUKCNI BIOLOGIE JESETERU

V naSich podminkéch nebylo studovano. Pokud neni uvedeno jinak, jsou
informace Cerpany z internetovych stranek FAO Fisheries & Aquaculture — Species
fact sheets dostupné z http://www.fao.org/fishery/species/2879/en pro jesetera
sibifského a z http://www.fao.org/fishery/species/2070/en pro jesetera malého.


http://www.fao.org/fishery/species/2879/en�
http://www.fao.org/fishery/species/2070/en�

Jeseteti jsou obecné pomérn¢ dlouhoveéké ryby, coz se Castecné odrdzi i na véku
pohlavni dospélosti. Jeseter maly je svou délkou Zivota v porovnani s ostatnimi
druhy jeseterd pomérné kratkovéky. Jeho primérny maximalni vék se pohybuje
okolo 22 — 24 let, pticemz samice se obyc¢ejné¢ dozivaji vyssiho veéku nez samci. Ti
dosahuji pohlavni dospélosti ve véku 3-6 let, o rok az dva dfive neZz samice. Ve
srovnani s jeseterem sibifskym, dospivajicim az kolem 10 roku, se jedna o pohlavné
velmi ranny druh. Pro oba druhy je typicka pfedvytérova migrace proti proudu fek
v obdobi velkych jarnich zaplav béhem dubna, kvétna, ¢ervna. Samci dosahuji mista
vytéru o néco diive nez samice. Jeseter maly se vytira pfi teplotach 12°C — 17 °C,
jeseter sibifsky ma ponékud vétsi teplotni toleranci a tie se v rozmezi 9°C — 18°C.
Akt reprodukce trva aZz 45 dni a je prerusovano jen pokud dojde b&hem vytéru
k nahlému zvySeni vodnich stavli nebo ke zvyseni teploty vody na 20°C. (Barus et
al., 1995). Tito autofi dale uvadi, Ze reprodukce probiha v proudnici feky a v misté
reprodukce nenf proudéni niz§i nez 1,9 — 2 m.s™.

Mladsi ro¢niky jesetera malé¢ho se rozmnozuji kazdoroéné. U samic starSich 7
let vSak dochazi k pauzdm a k reprodukci dochazi jednou za dva az tfi roky. U
jesetera sibifského jsou tyto intervaly delsi. U samic piedstavuje pauza minimalng tii

az pét let, u samctl dva az tfi roky nez jsou opé&t pfipraveni ke reprodukci.

3.1.4. CHARAKTERISTIKA SPERMATU JESETERU

Sperma jako takové se sklada ztekuté slozky - semenné plasmy, plnici
predevsim funkci ochrannou a spermii jakoZto nositelek poloviéni genetické
informace. VSechny vlastnosti spermatu jsou druhové velmi specifické a jejich
dokonalé¢ poznani nadm umoziiuje manipulovat se spermatem vice méné dle

momentalnich potieb.

3.1.4.1 SEMENNA PLASMA

Spermie ryb jsou v prostfedi semenné plasmy neaktivni (Alavi et al., 2007).
Tato dulezita inhibi¢ni funkce je jesté navic doplnéna o funkci ochrannou a
vyzivovaci. Procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek je druhové specifické.
Hlavnimi sledovanymi prvky jsou ionty sodiku (Na*), drasliku (K*), hoi¢iku (Mg?*)

a vapniku (Ca?") u n&kterych druhil, predeviim lososovitych, ma v&tsi vyznam i



koncentrace chloridovych iontt (CI). (Linhart, Slechta, Slavik, 1991). Koncentrace
téchto prvki je potom jednim z Cinitelt ovliviiujicich rychlost a dobu pohyblivosti
spermii. PSenicka a kol., (2008) se ve své studii zabyval porovnanim spermatu
jesetera malého a jesetera sibifského, pticemz vychazeli z nésledujicich hodnot pro
Ca®*, Na', K" CI': 8.16 + 0.18, 77.20 + 52.28, 0.24 + 0.06, 31.39 + 10.21, 3.51 +
1.10, 14.00 * 4.30 pro jesetera sibifského a 0.41 + 0.32 - 109, 8.13 + 0.19, 50.74 +
6.27, 0.16 + 0.11, 20.11 + 3.78,1.26 + 0.54, 6.11 + 0.60 pro jesetera maleho.
Vysledkem studie bylo zjisténi, Ze se dané hodnoty znatelné¢ rozchazeji v ptipade
sodnych, draselnych a chloridovych iontt a nasledné i v rychlosti pohybu. Procento
pohyblivosti bylo u obou druhti srovnatelné, bez vétSich odchylek. Alavi a Cosson
(2006) zjistili, ze kliCovym prvkem je obsah draselnych iontd a jejich kombinace s
vysi osmotického tlaku. Piesnéji feceno, draselné ionty plsobi na spermie jako

inhibitor.

3.1.4.2 KONCENTRACE SPERMII

Koncentrace spermii v semenné plasmé je kliCovym faktorem ovliviiujicim
hustotu spermatu. Koncentrace spermii jesetera malé¢ho a sibifského se lehce rlizni a
dosahuje hodnot 2.42 % 0.78 x x10° mlI™ pro jesetera sibitského a 0.55 + 0.14 x x10°
ml™ pro jesetera malého (Piros a kol., 2002). Na opaéném konci druhové specifické
koncentra¢ni fady by mohlo byt napt. sperma okouna fi¢niho o koncentraci spermii
65, 625 x x10° mI™* (Kaspar, 2007). Manipulace s takto hustym spermatem je v praxi
velmi obtiznd a pred vlastnim pouZzitim se doporucuje jej zfedit. NejbéznéjSim
postupem je tzv. dvou krokova metoda fedéni. V prvni fazi se sperma nafedi
Vv poméru 1 : 50 neaktivaénim roztokem a poté se dale fedi dle potiteby (Alaviet al.,
2007). U spermatu jesetert potieba fedéni prakticky odpada, popt. se zkracuje pouze
na jeden krok. Koncentrace spermii u nékterych dalSich druhti ryb zminuje Alavi a
kol., (2007) napt. moic¢ak evropsky (Dicentrarchus labrax) ma hustotu spermii az 50
x 10°ml™. Z nagich ryb je tieba uvést alespoti kapra obecného (Cyprinus carpio)
s jeho 14 az 35 x 10°ml™ (Kagpar, 2007).



3.1.4.3 AKTIVACE A POHYBLIVOST SPERMII

K aktivaci spermii dochazi v okamziku zmény osmotického tlaku a zmény
koncentrace ionti. PSeni¢ka a kol. (2010) uvadi optimalni sloZeni v roztoku pro
aktivaci spermii jesetera sibifského 2.5 mM CaCl,, pH 10, 15 mM Tris. Nejvyssi
sledovana pohyblivost u jesetera perského (Acipenser persicus) byla zaznamenana
pti nasledujicim slozeni aktiva¢niho roztoku: 25mM NaCl, 0.2mM KCI, 3mM
CaS04, 10mM MgSO, (Alavi a kol., 2004). Dale uvadi, ze koncentrace vétsi nez
50mM Na*, ImM K*, 3mM Ca®" a 10mM Mg? ma negativni efekt na pohyblivost.
Pro prodlouZeni doby pohyblivosti a zvyseni % spermii, které jsou schopny aktivovat
akrosom je doporuceno pouzit roztok s ptidavkem MgSOs (Lahnesteiner a kol.,
2004).

Billard a kol., (1999) provedli studii spermatu jesetera sibifské¢ho a dosli
k zavéru, ze nékolik vtefin po aktivaci je zhruba 90% spermii aktivnich a po 2
minutadch se pocet pohybujicich se bunék snizi na 10-20%. PfiCemz se zarovei
rapidn& snizi obsah ATP z 7.58 + 1.85 na 4.05 +1.51 nmol.10® spermii b&hem 5
vtefin. Zaroven bylo zjisténo, ze pokud byly spermie ponechiany 24 hodin
v genitalnim traktu samci, doSlo k prakticky nulovéemu poklesu pohyblivosti. Pokud
ovSem byly spermie uchovany po stejnou dobu pii 4°C, doslo k vysokému sniZeni
procenta pohyblivych spermii z 82 + 14 to 59 + 30 a sniZeni obsahu ATP z 6.15 +
2.410 1.95 + 1.37 nmol.10°® spermif (Billard a kol., 1999).

Doba pohyblivosti jak ryb kostnatych tak chrupavcitych je povaZovéana za
druhové specifickou zalezitost a pohybuje se od nékolika desitek vtefin napt. okoun
fiéni (Perca fluviatilis) ma pohyblivost spermii ve velmi kvalitnich vzorcich cca 35
vtefin (Alavi et al., 2007). Rurangwa a kol., (2004) naproti tomu uvadi u tresky
obecné (Gadus morhua) pohyblivost az 60 minut. Detlaff a kol., (1993) dokonce
popisuji, ze spermie nckterych druhi ryb(jeseterti) jsou schopny si zachovat
pohyblivost az po dobu nékolika hodin. U naSich pivodnich druhi se doba
pohyblivosti pohybuje fadové ve vtetinach az minutach. Jak uvadi Kaspar (2007)
napf. u pstruha poto¢niho ( Salmo trutta m. fario) se spermie po ptidani vody zac¢ne
pohybovat nejprve rychlosti 130pm.s™. Po uplynuti 15 vtetfin se jejich rychlost
snizuje na 44pum.s™ a po uplynuti dalich 15 — 20 s pohyb ustava uplné ( Barus et al.,
1995). Pro orientaci a srovnani je uvedeno jesté nc¢kolik dalSich ptikladf: hlavatka
podunajska (Hucho hucho) 45s, parma obecna (Barbus barbus)1-2 minuty, kapr

obecny (Cyprinus carpio L.) az 5 minut ( Barus et al., 1995).
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3.1.4.4 ZAKLADNI ROZDILY MEZI SPERMIEMI CHRUPAVCITYCH A

KOSTNATYCH RYB

Proti vétSin€ kostnatych ryb maji chrupavcité ryby spermii strukturovangjsi a
s akrosomem. Akrosom je vacek v anteriorni ¢asti hlavicky slouzici k praniku ptes
vajecné obaly. Paradoxné, jikry chrupavcitych ryb se vyznacuji vy$$im mnozstvim
mikropylarnich otvorti, coz jsou otvory ve vajicku slouzici k priniku spermie
(Ginsburg, 1968). U jeseter je pocet mikropyli nejen vyssi, ale také velmi variabilni
jak v ramci jedince, tak i druhu j. maly 5-13, j. sibitsky 2-10, j. hvézdnaty(Acipenser
stellatus) 1-13 mikropyli, j. rusky (Acipenser gueldenstaedti) az 52 (Dettlaff a kol.,
1993, Psenicka a kol., 2010). Jeseterovité ryby tudiz akrosom teoreticky k vlastnimu
priniku nepottebuji. Primér mikropyle u j. sibifského (PSeniCka, nepublikovana
data) i kapra obecného (Kudo, 1980) umoznuje prunik pouze jedné spermie, ¢imz se
do znatné miry redukuje mozZnost polyspermie. V akrosomalnim vacku
chrupavcitych ryb jsou také pfitomny hydrolytické enzymy, zejména pak serinové
proteinasy akrosinového typu, jejichz vyznam v oplozeni u ryb nebyl zatim zcela
objasnén (Psenicka et al., 2007)

Naproti tomu kostnaté ryby se vyznacuji jednoduchou stavbou spermie tzv.
»agua sperm* (Jamieson, 1991), postradajici akrosom. Absence akrosomu je u
kostnatych ryb vynahrazena mikropyli.

Velikost spermii je velmi rozmanitd a zvlasté velikost hlavicky je zéavisla
pfedevS§im na druhu a ploidni Grovni, resp. mnozstvi genetického materidlu, kterym
disponuje (Linhart a kol.,, 2006; Flajshans a kol., 2009; Pseni¢ka a kol., 2009).
FlajShans a kol. (2009) a Psenicka a kol. (2009) popisuji zavislost velikosti hlavicky

spermii jesetera sibifského na ploidni urovni.

6n 4n

N pramér SD N primér SD
Délka akrosomu (pm) 30 1.84 150 220 1.28 0.15
Sitka akrosomu (pm) 30 1.34 0.11 223 0.93 0.13

Délka hlavicky bez akrosomu a stedni ¢asti
30 832 3.89 226 6.11 0.83

(nm)
Sika predni ¢asti hlavicky (um) 30 1.53 0.75 223 1.05 0.12
Siika stéedni ¢asti hlavicky (um) 30 200 1.24 223 1.37 0.12




6n 4n
N pramér SD N primér SD

Sitka koncové &asti hlavicky (um) 30 2.05 1.02 221 142 0.16
Délka stfedni ¢asti (um) 30 1.87 1.30 216 1.80 0.42
Sika predni ¢asti stedni Gasti (um) 30 1.57 0.82 214 0.93 0.25
Siika stéedni ¢asti stiedni &asti (m) 30 0.95 0.80 215 0.66 0.19
Délka biciku (um) 30 50.54 4.18 171 46.46 6.22

MnoZstvi mitochondrii (% stfedni ¢asti) 49 51.23 5.58 109 43.67 3.49

N — pocet méfeni

SD - smérodatna odchylka .

Jeseter ostrorypy (Acipenser oxyrhynchus) ma ze spermii vSech jeseter
nejmensi znamou délku hlavicky 3,02 pm (DiLauro a kol., 1998). Nejvétsi popsanou
hlavicku z jeseterovitych ma spermie jesetera bilého, 10,52 um (Cherr a Clark,
1985). Hlavicka spermie jesetera sibifského byla 7,01 £ 0,83 um dlouhd a tvarove
podobna jako spermie ostatnich chrupavcitych druhti (PSenicka a kol., 2007a), tedy
protahla, se ttemi endonukledrnimi kandlky a zakon€ena akrosomem.

Naproti tomu u kostnatych ryb ma naptiklad. hlavi¢ka spermie lina obecného
(Tinca tinca) témét kulaty tvar hlavicky a 1,71 um v priméru. Timto rozmérem a
s délkou bic¢iku 25.41 pm patii k nejmenSim popsanym spermiim ryb (PSenicka a
kol., 2006). Hlavicka spermie kapra obecného (Cyprinus carpio) ma velikost 2 — 2,5
x 3 um (Billard, 1970), oukleje obecné (Alburnus alburnus) 2 um, parmy obecné
(Barbus bambus) a tlousté obecného (Leuciscus cephalus) 1,8 um (Baccetti a kol.,
1984; Alavi a kol., 2007).

3.1.5 STRUKTURA SPERMII JESETERU

Spermie jeseterti se obecné skladaji ze tii hlavnich ¢asti. Protahlé hlavicky s
akrosomem, na niz jsou jasné patrné vétSinou 3 spiralovité uspotrddané endonuklearni
kanalky, cylindrické stiedni Casti a dlouhého bi¢iku slozeného z 9+2 mikrotubuli s

lateralnimi lemy (Dettlaff a kol., 1993; PSenicka a kol., 2007a).
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3.1.5.1 AKROSOM

Akrosom vznika b&hem spermateliosy z Golgiho aparatu. Sklada se ze
subakrosomalni Casti, kterd nasedd na jadernou membranu, a vlastniho akrosomu.
Ten piekryva subakrosom a jeho posteriorni ¢ast prechazi v tzv. posterolateralni
vybézky (PLV) (Psenicka et al., 2007)
Tito autofi se domnivaji, ze slouzi jako jakasi ,kotva“ a v okamziku prichodu
mikropylarnim otvorem se tyto vybézky zacnou roztahovat a zabrani tak zpétnému
pohybu spermie. Prikkazny je tento jev napt. u j. sibifského, kdy u neaktivnich
spermii byla naméfena vzdalenost PLV 0,14+0,04 um a u spermii prochézejicich
mikropylarnim otvorem 0,204+0,16 um (PSenicka a kol., 2007). Velikost akrosomu
zahrnuje pomérné veliky rozptyl v zavislosti na druhu, napf. u jesetera sibifského
0.93 £ 0.12 pm az 0.95 £ 0.17 um  (Psenicka et al., 2007), u jesetera bilého
(Acipenser transmonatus) 1.31 um az 1.34 um (Cherr a Clark, 1984), u jesetera
¢inského (Acipenser sinensis) 0.54 (0.15) um az 0.68 (0.06) um (Wei et al. (2007).
Soucasné se lisi i poc¢et PVL u jednotlivych druhii. PSenicka a kol. (2008a) uvadi u

jesetera malého 9-10, u j. sibifského potom 10 pravotocivych PLV pii délce 600 nm.

3.15.2 HLAVICKA

U jesetert se hlavicky jednotlivych druhii lisi zvlasté poctem PVL, poctem
endonuklearnich kanalki, jejichZ pocet mize byt rizny, nejcastéji 3 (PSenicka a kol.,
2009) a morfometrickymi vlastnostmi. Velikost je velmi variabilni a zatimco jeseter
bily se mize holedbat hlavickou o délce 10,52 um (Cherr a Clark, 1985), jeseter
ostrorypy se musi smifit s pouhymi 3,02 um. Délka hlavi¢ky u jesetera sibifského je
uvadéna PSenickou a kol. (2007a) 7,01 £+ 0,83 um (v¢etné akrosomu a sttedniho
dilu), délka stejnych casti spermie jesetera malého je 5.14+0.42pum (PSenicka a kol.,
2008a).
Pievazna Cast hlavicky spermie obsahuje jadro, jehoZ objem se s rostouci ploidni

arovni zvySuje (Pseni¢ka a kol., 2009)..
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3.1.5.3 ENDONUKLEARNI KANALKY

Jak popisuje PsSenicka a kol. (2007a), endonuklearni kanalky prochazeji
sttedem jadra od implantacni jamky hlavicky po akrosom. VétSina chrupavcitych ryb
ma 3 endonuklearni kandlky (PSenicka a kol., 2007a), nicméné napf. jeseter
ostrorypy ma endonukleéarni kandlky  pouze 2 (PSenicka, 2007) a u nékterych
jedinct jesetera sibifského byly naopak nalezeny kandlky 4 (PSenicka a kol. 2008a).
Funkci spojeni endonuklearnich kanalkd s centriolou ve stiednim oddilu pini
implanta¢ni jamka, coz je dutinka v centralni poloze posteriorni ¢asti jadra (PSenicka
a kol., 2007, Wei a kol., 2007a). PSenicka a kol. (2007b), prokazali pfitomnost
akrosinu pomoci znaceni pro TEM na obou koncich vyusténi endonukledrnich
kanalkt — jak do akrosomu, tak do implantacni jamky. Lze tedy fici, Ze implanta¢ni
jamka komunikuje s akrosomem pomoci endonuklearnich kanalkti a muze se tak
podilet na formovani tzv. fertilizacniho filamentu, coz je kopi pfipominajici latka
bilkovinného charakteru slouzici jako harpuna pfi penetraci do jikry a zrychlujici
impuls pro vytvoreni perivitelinniho prostoru, branicimu proniknuti dalSich spermii

(PSenicka, 2007).

3.1.5.4 STREDNI ODDIL

Centriolarni komplex, sloZeny z proximéalni a distalni centrioly, svira ahel 90°
a napojeni bi¢iku na hlavicku je u chrupavcitych ryb symetrické (PSenicka a kol.,
2007a), na rozdil napt. od kaprovitych ryb, kdy je napojeni asymetrické a thel
svirany centriolarnim komplexem se zna¢né u jednotlivych druht 1i§i. U lina
obecného (Tinca tinca) svira uhel 140°(PSenicka a kol., 2006), u karase stiibtitého
(Carassius auratus) je to potom 125°(Baccetti a kol., 1984). Stejné tak jsou potom
patrné rozdily v po¢tu a zplsobu rozmisténi mitochondrii. Po¢et mitochondrii je
zna¢n¢ variabilni. Napt. podoustev ficni (Chondrostoma nasus) ma vétSinou 5-6
mitochondrii (Furbock a kol., 2008), karas stiibfity pouze jednou mitochondrii
(Baccetti a kol., 1984). U chrupav¢itych ryb je pocet mitochondrii 3 -8 a jsou
rovnomérné rozlozeny po obvodu bic¢iku. (PSeni¢ka a kol., 2007a). Fakt, Ze napt. u
kaprovitych ryb jsou Casto pfiloZeny jen z jedné strany, jak je tomu napf. u lina, coz
doklada ve své praci Psenicka a kol.( 2006), nam jesté vice podtrhuje symetrické

usporadani u chrupavéitych a asymetrické u kaprovitych ryb.
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3.1.5.5 BICIK

Vétsina spermii ma bicik tvofeny axonémou (fibrilarni cast) s 9+2
mikrotubuly (devét perifernich dublet a jeden centrdlni par mikrotubulil).Vyjimku
tvoii Anguilliformes, u kterych je axonéma tvotfena pouze perifernimi mikrotubuly
(bez centralnich) (Billard a Ginsburg, 1973; Mattei a Mattei, 1975). Tyto spermie
jsou pohyblivé, prestoze vnéjsi dyneinovd raménka chybi (Baccetti a kol., 1979)
Typickym zastupcem tohoto zvlastniho typu usporadani je uhot ficni (Anquilla
anquilla) (Todd, 1976) a uhofovec hvézdnaty (Conger myriaster)(Okamura a
Motonobu, 1999).

U spermii chrupav€itych ryb stejné¢ jako u kostnatych byly nalezeny
statistické rozdily u $itky perifernich a distdlnich mikrotubulti (PSenicka a kol., 2006,
2007a). Ty vychazi ze systému spojeni, nebot’ periferni mikrotubuly maji spole¢nou
sténu. Skladaji se ze dvou subjednotek A a B. Subjednotka A je kompletni
mikrotubul a subjednotka B pouze cast ve tvaru pismene C. Centrdlni par
mikrotubuli mé kompletni subjednotky, které jsou spojeny mistky a obaleny
spirdlou centralni pochvy (Amelar a kol., 1980).

Dalsim specifikem je tvorba jednoho nebo dvou lemt, pfitomnych u
nékterych celedi napt. Poeciliidae  (Nicander, 1970; Lanhsteiner, a kol., 1997)
Podle Lowmana (1953) jsou tyto lemy formovany do spiraly, ktera na bi¢iku tvoii 12
— 15 otacek. Takovéto lemy byly pozorovany rovnéz u spermii chrupavcitych, ale
bez otacek. PSeniCka a kol. (2008a) prokazal, ze kdyZz vezmeme v Uvahu, Ze jsou tyto
lemy vzdy vodorovné s osou centralnich mikrotubulii a tedy i tyto mikrotubuly jsou
VvV jedné roving, nejsou lemy chrupavcitych ryb stoceny do spirdly jako u jinych
druht. Jeseter maly ma tento lem Siroky primérné 568 nm a j. sibifsky 706 nm.
Tyto lemy se napojuji k bi¢iku postupné. Prvni se u j. sibifského napojoval praimérné
3,4 um za stfednim oddilem a druhy 5,1 pm. Ukoncovéni téchto lemt bylo plynulé

(PSenicka a kol., 2008a).
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4. MATERIAL A METODIKA

VSechny odebirané druhy ryb jsou chovany na lihni FROV JU ve Vodnanech.
V ramci této prace se jednalo o jesetera malého (Acipenser ruthenus) jako zastupce
evoluc¢né tetraploidnich jeseter (4n) a o jesetera sibifského (Acipenser baerii) jako
zastupce evoluéné oktaploidnich jeseterti (8n). Cast ryb ptivodné pochazela z chovu
Rybatstvi Hluboka cz. s.r.o. v Mydlovarech, ¢ast byla zakoupena od némecké firmy
Fischzucht Gross a 2 ks pochazeji z odchovu FROV JU. Vék ryb se pohybuje mezi 6
a 14 lety. K pokusu bylo pouzito Cerstvé sperma 51 ks jesetert: 42 ks samcii jesetera
malého a 9 ks samcti jesetera sibifského. Prace byla rozdélena do 3 ¢asti.

1) Odbér spermatu

2) Préce v laboratoti — pocitani koncentrace, stanoveni poméru z/m spermit,

3) Statistické vyhodnoceni
Odbér spermatu probihal v obdobi biezen-kvéten 2009 na lihni FROV JU ve
Vodnanech. Pfehled odbérti shrnuje nasledujici tabulka.

Tab. ¢. 1 Prehled odbéru

Datum odbéru Druh ks
25.3. Jeseter maly 16
26.3. Jeseter maly 20
27.3. Jeseter maly 20
16.4. Jeseter maly + jeseter sibifsky | 7+ 6
13.5. Jeseter maly + jeseter sibifsky 8+7

Tab. €. 2 Seznam vzorkovanych ryb

Chip Druh Kod Stafi (roky)
2108 A. baerii JSIB-VO-95/ 1-411A33583A 14
2107 A. baerii JSIB-VO-95/ 1-411A2D4D2D 14
2112 A. baerii JSIB-VO-95/ 1-411A20764E 14
2115 A. baerii JSIB-VO-04/ 1-42672C7C30 5
2118 A. baerii JSIB-HL-03/ 1-968000003816513 6
2119 A. baerii JSIB-HL-03/ 1-968000003813440 6
2120 A. baerii JSIB-HL-03/ 1-968000003823999 6
2125 A. baerii JSIB-HL-03/ 1-968000003823942 6
2131 A. baerii JSIB-VO-04/ 1-4266700F11 5
4002 A. ruthenus | IMAL-VO-98/ 1-42664E4769 11
4004 A. ruthenus | IMAL-HL-02/ 1-968000002240861 7
4010 A. ruthenus | IMAL-HL-02/ 1-968000002256356 7
4012 A. ruthenus | IMAL-HL-02/ 1-968000002253235 7
4024 A. ruthenus | IMAL-HL-02/ 1-968000003816877 7
4025 A. ruthenus | IMAL-HL-02/ 1-968000003822986 7
4039 A. ruthenus | IMAL-HL-03/ 1-968000001692448 6
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4044 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001691565 |6
4047 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001690504 |6
4051 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001690263 |6
4052 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001691650 |6
4054 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001694734 |6
4057 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001686390 |6
4060 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001688360 |6
4067 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001692543 |6
4070 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001694173 |6
4081 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001691821 |6
4092 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001685504 |6
4095 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001687606 |6
4098 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001693056 |6
4101 A. ruthenus JMAL-HL-02/ 1-968000003821925 |7
4102 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001687126 |6
4105 A. ruthenus JMAL-HL-02/ 1-968000002257846 |7
4107 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001692069 |6
4116 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005336541 |6
4126 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005341192 |6
4131 A. ruthenus JMAL-HL-02/ 1-968000003824112 |7
4134 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001687089 |6
4135 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000001692089 |6
4145 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005163949 |6
4148 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005336470 |6
4152 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005156150 |6
4160 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005162963 |6
4164 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005156840 |6
4170 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005342634 |6
4172 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005337267 |6
4178 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005152479 |6
4181 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005339988 |6
4183 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005338451 |6
4185 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005156707 |6
4186 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005341074 |6
4194 A. ruthenus JMAL-HL-03/ 1-968000005166306 |6
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Tab. €. 3 KIli€¢ k urceni pivodu ryb

Klicova €ast kodu

Pavod

JSIB-VO-95/ 1 dovoz Némecko do Vodnan
JSIB-VO-04/1 odchov Vodnany
JSIB-HL-03/ 1 odchov Hluboka

JMAL-HL-02/ 1

odchov Hluboka

JMAL-HL-03/ 1

odchov Hluboka

U ryb vzorkovanych 25.-27.3 byly pouzity tyto latky stimulujici spermiaci :
Ovopel, CPE, GnRHa 25, GnRHa 75. Jednalo se o simultanni pokus testujici ucinek
riznych preparatt na spermiaci samct. Césti této prace je i porovnani u¢inkd
preparati v porovnani s hypofyzaci a jejich dopad na pomér Z/m spermii. Pfed
vlastnim odbérem byly ryby nejprve stimulovény teplotou a posléze byla u
vybranych ryb provedena stimulace hypofyzou dle metodiky vydané FROV JU ve
Vodnanech (Gela a kol., 2008).

Pocitala se koncentrace spermii a pomér zivych a mrtvych spermii (Z/m; v %)
stanovenych metodou dvojiho barveni dle protokolu Flajshanse a kol. (2004). Tato
metoda vyuziva dvojiho barveni, pfi¢emz barvivo SYBR 14 pronikd membrénou
Zivé buniky a vaze se na DNA. Tyto bunky se jevi pod fluorescen¢nim mikroskopem
jako zelené body. Naproti tomu druhé barvivo — propidium iodid (P1) nepronika pies
membranu zivé bunky, ale pouze porusenou membranou mrtvych nebo
odumirajicich buné¢k a vaze se na jejich DNA. Tyto bunky jsou potom pii
pozorovani zabarveny Cervené. Analyzou obrazu (Olympus Microlmage v. 4.0) je
vyhodnoceno % Z/m spermii. Tato metoda byla GspéSné pouzita pfi stanovovani z/m
spermii byka, vcel, kraliki, mys$i aj. Z ryb byla vyuZita u lina obecného (Tinca
tinca), jesetera sibifského (Acipenser baerii) kapra obecného (Cyprinus carpio) a
sumce velkého (Silurus glanis) (Flajshans a kol., 2004).

4.1 FIXACE VZORKU SPERMIi PRO POCITANI KONCENTRACE A
NASLEDNE REDENI
Do zkumavky Eppendorf bylo napipetovano 100 pl spamatu a 1400 ul
fyziologického roztoku. Vzorek se protiepal a pridal se 1ml formaldehydu. Z takto
fixovaného vzorku se nasledné¢ odebralo potifebné mnozstvi pro dalsi fedéni a

pocitani v Biirkerové komiirce. Dotfed’ovaci pomér byl zavisly na hustoté spermatu.
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Pohyboval se vhodnotach 0 (vzorek byl vhodny pro pocitani koncentrace bez
nutnosti dal$iho fedéni), 10:990, 50:950 a 100:900.

4.2 URCENI VEKU RYB
Ryby pochézejici z vlastniho chovu FROV JU jsou ve véku 5 let. Zbytek ryb

byl nakoupen a stafi bylo uréeno prodejcem.

4.3 FLUORESCENCNI STANOVENI Z/M SPERMII METODOU DVOJIHO
BARVENI
Piiprava vzorku spermatu k fluorescenénimu stanoveni: Do zkumavky
Eppendorf bylo napipetovano 480ul fyziologického roztoku s 20ul spermatu a
nasledné dobte protfepano. Ztéto zkumavky byl posléze odebiran vzorek na

stanoveni.

4.3.1 POSTUP STANOVENI Z/M SPERMII:

Jeden mililitr diive pfipraveného vzorku spermatu (viz. vySe) byl piemistén
do 1,5 ml zkumavky Eppendorf a uloZen k ledu (t = 0 — 4 °C). Metoda dvojiho
barveni byla provedena za pouZiti soupravy pro stanoveni Zivych a mrtvych spermii
(Molecular Probes Inc., USA), obsahujici zasobni roztok zelené¢ho fluorescenéniho
barviva SYBR 14 (100 pl 1mM roztoku v DMSO), které prochazi neporusenou
membranou bunék a roztok Cerveného fluorescencniho barviva propidium iodidu
(5ml 2,4 mM vodného roztoku), které prochazi pouze poruSenou membranou
odumirajicich nebo mrtvych bunék. Postup stanoveni byl nésledujici. 1pl zasobniho
roztoku SYBRu byl natedén 49 ul fyziologického roztoku a ulozen k ledu do tmy.

5 pl prediedéného SYBRu 14 bylo pipetovano do 1ml vzorku spermatu
spolu s 5 pl Pl. Vzorek byl opatrné zamichan. 20 bylo bezprostfedné napipetovano
na ¢isté podlozni, mikroskopické sklicko. KrouZivym pohybem konusu pipety po
povrchu skli¢ka byl uzity objem rozprostien do podoby Siroké ploché kapky
(Flajshans a kol., 2004). Aby nemohlo dojit ke zkresleni vysledkii Brownovym
pohybem bunék, nebylo pouzito Zadného kryciho sklicka.
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Sledovany vzorek byl umistén pod fluorescencni mikroskop Olympus BX 60,
ktery byl predzaostien na povrch sklicka. Epifluorescen¢ni mikroskopie vyuziva 100
W Ushio rtutovou lampu, MWB filtrovou kostku ( Sirokopadsmova, modré excitace
450 — 480 nm, emise nad 515nm) a objektivy Olympus Plan 20x nebo UPlan 40x.

Vzorek byl ponechan 8 minut od naneseni sedimentovat pii pokojové teploté
vV temnu, aby doSlo k usazeni spermii na povrch skla a zaroven byl ukoncen veskery
samovolny pohyb bunék ve vzorku (Kaspar, 2007). Fazovy kontrast i fluorescen¢ni
obrazky byly zaznamenavany barevnou kamerou 3CCD Sony DXC-9100P a uloZeny
pomoci softwaru Olympus Microlmage v. 4.0. Z kazdého vzorku bylo zaznamenano
10-20 rtznych zornych poli, ktera byla nasledovné vyhodnocena. Vzhledem
Kk rychlému blednuti fluorescencénich barviv nebylo mozno zaznamenavat pole déle
nez 1,2 minuty. Aby doSlo k zvySeni jasnosti fluorescen¢niho obrazového signalu,
byla clona CCD kamery upravena na 0,16s namisto ptivodnich 0,04s (Flajshans a
kol., 2004) Od kazdého vzorku bylo pofizeno tolik snimki, aby se vysledny pocet
obarvenych a zaznamenanych spermii ve vzorku byl alesponn 1000. Nicméné

vzhledem Kk velmi fidkym vzorkiim se ne vzdy podafilo tomuto ¢islu ptiblizit.

Obr. 1 Obarveny vzorek spermatu jesetera malého
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Obr. 2 Obarveny vzorek spermii jesetera sibitskeho

4.3.2 VYHODNOCOVANI POMERU Z/M SPERMI:

Pomér zivych a mrtvych spermii byl vyhodnocovan za pouziti softwaru
Olympus Microlmage v. 4.0. KrozliSeni Z/m spermii bylo pouZito dvojiho
prahovani. Zivé spermie (zelend zabarvené body) byly pro vyhodnoceni oznageny
zlutou barvou (tfida 1). Mrtvé byly oznadeny modfe (tfida 2.). Rucnim nastavenim
citlivosti pro kazdou barvu a oznaCenim jednotlivych bodi se docililo co
nejdokonalej$iho spocitani bodu (spermii) (Kaspar, 2007). Body leZici na hranici
snimku nebyly do celkového poctu zapoéitany (Flajshans a kol., 2004). Pomoci
funkce ,,Ranges Statistics* byl spocitdn celkovy pocet bodl (spermii) a zaroven
jejich pocet v 1. a 2. tfidé. Vyhodnoceni bylo znazornéno v tabulce jak poctem
bodu(spermii) tak jejich procentudlnim vyjadienim (Flaj$hans a kol., 2004). Ziskana
data byla nasledné ulozena v programu Microsoft Office Excel 2003 kde byly
posléze vytvoteny prislusné grafy. Pro dalSi zpracovani byla data importovana do

programu Statistika CZ v.6.0, kde byly srovnany jednotlivé skupiny ryb.
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5. VLASTNI VYSLEDKY A VYHODNOCENI

Byly odebrany vzorky 51 ks jesetert. Z toho 9 vzorkt jesetera sibirského a 42
vzorkl jesetera malého. 2 ks pochézeji ptimo z chovu FROV JU Vodiany, 3ks byly
zakoupeny od némecké firmy Fischzucht Gross a 46 ks bylo ziskano z chovu
Vv Mydlovarech. Podle jednotlivych datumi odbérti (Tab. €. 1) jsou ryby rozd€leny do
5 tabulek, v tabulce 4 je zapsana skupina jesetera sibifského a malého, ktera byla po
teplotni a hormonalni stimulaci uméle vytfena. Podatilo se pomérné zdatile stanovit
pomér zZ/m spermii, véetné unikatniho 12n samce jesetera sibifského (vytér 16.4.
2009). Vzhledem ke vzacnosti vyskytu takovéhoto jedince bylo rozhodnuto stanovit
statistické vystupy i pfesto, Ze se pocet jedincti v souboru rovna jedné. V dalSich 3
tabulkach (5, 6, 7) lze prehledné vycist priibéh pokusu s riznymi typy hormonalni
stimulace jesetera malého, véetné stanovenych relativnich plodnosti a % Z/m spermii.
Grafické vyjadteni je vypracovano na grafech 2 az 12. V tabulce 8 jsou shrnuty udaje
z posledniho vytéru (13.5. 2009) a jsou opét srovnavany vlastnosti spz jesetera
malého a sibifského. Hodnoty jsou vyneseny na grafech 13 az 15. Sloupce oznacené
stejnym abecednim indexem se od sebe statisticky nelisi, tabulky s ptislusnym

Fischerovym LSD testem jsou umisténé vzdy pod ptislusSnym grafem.

Tab. ¢. 4 Vysledky z vytéru jesetera malého a sibifského ze dne 16.4.2009

Pocet
spermii | %

Cislo Vék Ploidni | na Zivych | Hmotnost

Cipu Kaéd Druh (roky) | uroven |vzorek spz [kg]
JSIB-VO-95/ 1-

2107 |411A2D4AD2D A. baerii 14 12n 1075 93,93 9,3
JSIB-VO-95/ 1-

2112 |411A20764E A. baerii 14 8n 1589 90,73 7,1
JSIB-VO-04/ 1-

2131 | 4266700F11 A. baerii 5 8n 1134 82,71 3,5
JSIB-VO-95/ 1-

2108 |411A33583A A. baerii 14 8n 1161 98,1 8,3
JSIB-HL-03/ 1-

2125 |968000003823942 | A. baerii 6 8n 1174 99,35 3,9
JMAL-HL-02/ 1-

4131 |968000003824112 | A.ruthenus |7 4n 1384 80,1 1,3
JMAL-HL-03/ 1-

4039 |968000001692448 | A.ruthenus |6 4n 1392 99,33 1
JMAL-HL-03/ 1-

4044 |968000001691565 | A.ruthenus |6 4n 1321 99,75 0,9
JMAL-HL-03/ 1-

4057 |968000001686390 | A.ruthenus |6 4n 1202 97,84 0,7
JMAL-HL-03/ 1-

4152 | 968000005156150 | A.ruthenus |6 4n 1206 98,84 0,8
JMAL-HL-03/ 1-

4164 |968000005156840 | A.ruthenus |6 4n 289 93,9 0,6
JMAL-HL-03/ 1-

4186 |968000005341074 | A.ruthenus |6 4n 1272 96,43 0,7
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Tab. ¢. 5

Vysledky z vytéru jesetera malého ze dne 25.3. 2009

Pocet Relativni | Relativni
spermii | % Objem objem plodnost
Veék Ploidni |na Zivych | Hmotnost | spz Koncentrace |spz [ks x 10° x
Preparat | Davkovani | Cislo &ipu | Kod Druh (roky) |uroveri |vzorek |spz [ka] [mi] spz [10°ml™] | [mixkg™] | kg™
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4178 968000005152479 | A.ruthenus |6 4n 1041 97,08 |05 2,71 14,06 5,42 22,02
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4051 968000001690263 | A. ruthenus |6 4n 1015 99,02 |0,7 18,15 | 2,73 25,93 70,89
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4095 968000001687606 | A. ruthenus |6 4n 1196 97,4 10,8 11,01 | 7,03 13,76 96,76
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4107 968000001692069 A. ruthenus 6 4n 1158 97,8 1 17,11 | 5,00 17,11 85,55
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4081 968000005339988 | A. ruthenus | 6 4n 1217 97,7 1,1 19,57 |5,00 17,79 88,95
JMAL-HL-02/ 1-
CPE 4mg /kg 4105 968000002257846 | A. ruthenus |5 4n 1070 95,77 |13 31,36 | 2,58 24,12 62,19
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4145 968000005163949 | A. ruthenus |6 4n 1487 98,98 |0,6 7,82 2,73 13,03 35,63
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4060 968000005162963 | A. ruthenus | 6 4n 599 98,14 |1 591 0,18 5,91 1,07
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4092 968000001685504 | A. ruthenus |6 4n 669 96,79 |0,6 10,24 | 2,58 17,07 44,00
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4067 968000001692543 | A.ruthenus |6 4n 742 98,64 |0,7 8,30 |2,50 11,86 29,64
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4160 968000005162963 | A. ruthenus | 6 4n 1175 92,38 |0,8 7,68 12,89 9,60 27,74
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4135 968000001692089 A. ruthenus 6 4n 1005 99,41 |1 7,82 1,48 7,82 11,60
3 kulicky JMAL-HL-02/ 1-
Ovopel /kg 4024 968000003816877 A. ruthenus 5 4n 723 99,59 |1,1 19,24 | 2,42 17,49 42,35
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4102 968000001687126 A. ruthenus 6 4n 1115 98,75 |1,4 20,64 |3,13 14,74 46,07
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4047 968000001690504 | A.ruthenus |6 4n 1078 99,47 10,6 16,79 |3,36 27,98 94,00
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4098 968000001693056 | A. ruthenus |6 4n 1057 98,87 |12 7,56 12,89 6,30 18,21




Tab. ¢. 6

Vysledky z vytéru jesetera malého ze dne 26.3. 2009

Pocet Relativni | Relativni
spermii | % Objem objem plodnost
Veék Ploidni |na Zivych | Hmotnost | spz Koncentrace |spz [ks x 10° x
Preparat | Davkovani | Cislo &ipu | Kod Druh (roky) |uroveri |vzorek |spz [ka] [mi] spz [10°ml™] | [mixkg™] | kg™
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4051 968000001690263 | A. ruthenus |6 4n 1211 96,76 |0,7 17,09 |0,73 24,41 17,80
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4095 968000001687606 | A. ruthenus |6 4n 1227 96,94 |0,8 9,4 3,33 11,75 39,16
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4107 968000001692069 | A. ruthenus |6 4n 1011 99,64 |1 11,36 |1,56 11,36 17,74
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4081 968000005339988 | A. ruthenus | 6 4n 1081 99,09 |11 22,8 1,98 20,73 41,02
JMAL-HL-02/ 1-
CPE 4mg /kg 4105 968000002257846 | A. ruthenus |5 4n 1354 89,98 |13 24,47 2,76 18,82 51,95
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4145 968000005163949 | A. ruthenus | 6 4n 1056 99,46 |0,6 4,08 |[1,46 6,80 9,91
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4060 968000005162963 A. ruthenus 6 4n 158 91,12 |1 10,46 |0,38 10,46 4,02
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4092 968000001685504 A. ruthenus 6 4n 1167 99,26 |0,6 11,51 | 2,97 19,18 56,94
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4160 968000005162963 | A. ruthenus | 6 4n 540 98,34 |0,8 8,85 3,80 11,06 42,06
3 kulicky JMAL-HL-02/ 1-
Ovopel /kg 4024 968000003816877 A. ruthenus 5 4n 419 9457 |1,1 16,21 | 4,61 14,74 67,93
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4102 968000001687126 A. ruthenus 6 4n 1060 98,57 |1,4 27,06 |5,55 19,33 107,21
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4047 968000001690504 | A.ruthenus |6 4n 1891 99,37 |0,6 18,63 3,91 31,05 121,28
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4098 968000001693056 | A. ruthenus |6 4n 1199 98,91 |1,2 28,25 | 4,84 23,54 114,01




Pokracovani tabulky 6

Pocet Relativni | Relativni
spermii | % Objem objem plodnost
Veék Ploidni |na Zivych | Hmotnost | spz Koncentrace |spz [ks x 10°
Preparat | Davkovani | Cislo &ipu | Kéd Druh (roky) |uroveri |vzorek |spz [kg] [ml] spz [10°ml™] | [mixkg™] | xkg™]
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa25 4054 968000001694734 | A.ruthenus |6 4n 375 96,93 |0,7 11,84 |0,41 16,91 6,87
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa25 4148 968000005336470 | A.ruthenus | 6 4n 225 83,3 |08 0,96 |0,09 1,20 0,10
JMAL-HL-02/ 1-
GnRHa25 4025 968000003822986 | A. ruthenus |7 4n 206 96,23 |13 2,1 0,01 1,62 0,01
JMAL-HL-02/ 1-
GnRHa25 4101 968000003821925 | A. ruthenus |7 4n 362 64,99 |12 8,45 0,02 7,04 0,11
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa75 4052 968000001691650 | A.ruthenus |6 4n 496 92,88 |0,7 11,99 |151 17,13 25,86
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa75 4070 968000001694173 | A.ruthenus |6 4n 570 7297 |11 21,2 |151 19,27 29,10
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa75 4134 968000001687089 | A. ruthenus | 6 4n 281 84,57 |13 12,64 0,52 9,72 5,06
Tab. ¢. 7
Vysledky z vytéru jesetera malého ze dne 27.3. 2009
Pocet Relativni | Relativni
spermii | % Objem objem plodnost
Veék Ploidni |na Zivych | Hmotnost | spz Koncentrace |spz [ks x 10° x
Preparat | Davkovani | Cislo &ipu | Kéd Druh (roky) | uroveri |vzorek |spz [kg] [ml] spz [10°ml™] | [mixkg™] | kg™
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4051 968000001690263 A.ruthenus |6 4n 189 69,61 |0,7 4 0,17 5,71 0,98
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4095 968000001687606 A.ruthenus |6 4n 1169 68,55 |0,8 7,71 2,69 9,64 25,90
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4107 968000001692069 A.ruthenus |6 4n 1140 88,99 |1 1,82 |0,99 1,82 1,80
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4081 968000005339988 | A. ruthenus |6 4n 674 93,36 | 1,1 15,88 | 0,47 14,44 6,76




Pokracovani tabulky 7

Pocet Relativni | Relativni
spermii | % Objem objem plodnost
Veék Ploidni | na Zivych | Hmotnost | spz Koncentrace |spz [ks x 10°x
Preparat | Davkovani | Cislo &ipu | Kod Druh (roky) |uroveri | vzorek |spz [ka] [mi] spz [10°ml™] | [mixkg™] | kg™
JMAL-HL-02/ 1- Prakticky bez Prakticky
CPE 4mg /kg 4105 968000002257846 | A. ruthenus |5 4n 1241 81,23 1,3 7,5 | bunék 5,77 bez bunék
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4145 968000005163949 | A. ruthenus | 6 4n 467 65,31 |0,6 1,22 |0,63 2,03 1,27
JMAL-HL-03/ 1-
CPE 4mg /kg 4060 968000005162963 | A. ruthenus | 6 4n 399 81,34 |1 0,54 0,19 0,54 0,10
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4067 968000001692543 | A. ruthenus |6 4n 1176 98,38 |0,7 9,91 |1,03 14,16 14,60
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4160 968000005162963 | A. ruthenus | 6 4n 1121 99,83 |0,8 4,96 |0,58 6,20 3,60
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4135 968000001692089 | A. ruthenus |6 4n 1062 98,4 1 5,73 |0,76 5,73 4,34
3 kulicky JMAL-HL-02/ 1-
Ovopel /kg 4024 968000003816877 | A. ruthenus |5 4n 1056 100 1,1 14,33 | 2,60 13,03 33,92
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4102 968000001687126 | A. ruthenus |6 4n 1165 90,34 |1,4 7,44 | 2,50 5,31 13,29
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4047 968000001690504 | A. ruthenus |6 4n 306 93,16 | 0,6 13,42 | 0,17 22,37 3,74
3 kulicky JMAL-HL-03/ 1-
Ovopel /kg 4098 968000001693056 | A. ruthenus |6 4n 1147 97,97 |1,2 22,95 | 2,86 19,13 54,77
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa25 4054 968000001694734 | A.ruthenus |6 4n 268 95,85 |0,7 5,92 |0,08 8,46 0,65
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa25 4148 968000005336470 | A. ruthenus | 6 4n 306 89,04 |0,8 0,49 |0,04 0,61 0,02
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa25 4170 968000001694173 | A.ruthenus |6 4n 85 33,05 |0,7 0,41 |0,01 0,59 0,01
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa75 4052 968000001691650 | A. ruthenus |6 4n 1673 92,55 |0,7 8,43 |0,75 12,04 9,03
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa75 4070 968000001694173 | A.ruthenus |6 4n 911 85,9 1,1 7,73 10,58 7,03 4,08
JMAL-HL-03/ 1-
GnRHa75 4134 968000001687089 | A. ruthenus | 6 4n 234 87,28 |13 4,19 |0,01 3,22 0,03




Tab. ¢. 8
Vysledky z vytéru jesetera malého a jesetera sibii'ského ze 13.5. 2009

% Relativni

Cislo Veék Ploidni | Pocet spermii | Zivych | Hmotnost | Objem Koncentrace | objem spz Relativni plodnost

gipu | Kod Druh (roky) droven | na vzorek spz [kg] spz [ml] | spz [10°mI™] | [mixkg™] [ks x 10° x kg ]
JSIB-VO-95/ 1-

2108 | 411A33583A A. baerii 14 8n 1373 97,68 |7,7 178 0,0330 23,12 0,76
JSIB-VO-04/ 1-

2115 | 42672C7C30 A. baerii 5 8n 1202 95,67 |44 80 0,1945 18,18 3,54
JSIB-HL-03/ 1-

2119 | 968000003813440 A. baerii 6 8n 1142 96,64 |4 115 0,7172 28,75 20,62
JSIB-HL-03/ 1-

2125 | 968000003823942 A. baerii 6 8n 1095 85,45 |34 1 0,0263 0,29 0,01
JSIB-VO-95/ 1-

2112 | 411A20764E A. baerii 14 8n 300 95,39 |6,3 150 0,0204 23,81 0,49
JSIB-HL-03/ 1-

2118 | 968000003816513 A. baerii 6 8n 1244 95,92 |38 100 1,0828 26,32 28,50
JSIB-VO-04/ 1-

2131 | 4266700F11 A. baerii 5 8n 165 76,65 |3,2 5 0,0056 1,56 0,01
JSIB-HL-03/ 1-

2120 | 968000003823999 A. baerii 6 8n 1100 99,44 |3,8 125 0,5578 32,89 18,35
JMAL-VO-98/ 1-

4002 | 42664E4769 A. ruthenus 11 4n 1158 98,73 |15 18 0,7781 12,00 9,34
JMAL-HL-02/ 1-

4012 | 968000002253235 A.ruthenus |7 4n 1265 96,64 |2,3 1 0,0157 0,43 0,01
JMAL-HL-03/ 1-

4126 | 968000005341192 A.ruthenus |6 4n 1223 99,16 |04 14 0,5344 35,00 18,70
JMAL-HL-03/ 1-

4185 | 968000005156707 A.ruthenus |6 4n 1609 97,46 |1 22 0,7875 22,00 17,33
JMAL-HL-02/ 1-

4010 | 968000002256356 A.ruthenus |7 4n 1320 99,09 0,8 25 1,0734 31,25 33,54
JMAL-HL-03/ 1-

4116 | 968000005336541 A.ruthenus |6 4n 1412 98,65 |0,7 10 0,2781 14,29 3,97
JMAL-HL-03/ 1-

4172 | 968000005337267 A.ruthenus |6 4n 1451 98,62 |0,8 16 0,825 20,00 16,50
JMAL-HL-03/ 1-

4194 | 968000005166306 A.ruthenus |6 4n 1295 99,02 |0,7 15 2,1094 21,43 45,20




Graf 1
% zivych spz u riiznych ploidnich Grovni (odbér 16.4. 2009)
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Tab. ¢. 9
Statisticky vyznamné rozdily v % Zivych spz v zavislosti na ploidni Grovni
(odbér 16.4. 2009)

LSD test; proménna % Ziwch spz (Tabulka1)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 46,740, sv= 10,000
ploidie {1} {2} {3}
C. buriky 95,172 | 92,962 | 93,930
1 4n 0,592897 0,868402
2
3

8nf 0,592897 0,899688
12n|| 0,868402 0,899688

Graf 2
Relativni objem spermatu po aplikaci preparati CPE a Ovopel [ml x kg'l]
(odbér 25.3. 2009)
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Tab. ¢. 10
Statisticky vyznamné rozdily v relativnich objemech spermatu v zavislosti na
druhu pouzitého preparatu (odbér 25.3. 2009)

LSD test; proménné Relativni objem (Tabulka1)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 52,317, sv = 14,000

Prepara {1} {2}
C. bunky 15,384 | 14,108
1 CPE 0,729425
2 Owopel|| 0,729425

Graf 3
Relativni plodnost po aplikaci preparatit CPE a Ovopel [ks x 10° x kg™'] (odbér
25.3. 2009)
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Tab. ¢.11

Statisticky vyznamné rozdily v relativnich plodnostech v zavislosti na druhu
ouZitého preparatu (odbér 25.3. 2009)

LSD test; proménna Relativni koncentrace (Tabulka1)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 924,79, sv = 14,000

Prepara {1} {2}
C. buriky 57,882 | 39,201
1 CPE 0,239472
2 Owopel|| 0,239472
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Graf4

% zivych spz po aplikaci preparatii CPE a Ovopel (odbér 25.3. 2009)
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Tab. ¢. 12
Statisticky vyznamné rozdily v % Zivych spz v zavislosti na druhu pouZitého

reparatu (odbér 25.3. 2009)

LSD test; proménna % ziwch spz (Tabulka1)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 3,5162, sv= 14,000

3 Prepara {1} {2}

C. bunky 97,736 | 97,988
1 CPE 0,792624
2 Owopelf| 0,792624
Graf 5

Relativni objem spermatu po aplikaci preparati CPE, Ovopel, GnRHa25 a
GnRHa75 [ml x kg™] (odbér 26.3. 2009)
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Tab. ¢. 13
Statisticky vyznamné rozdily v relativnich objemech spermatu v zavislosti na
druhu pouZitého preparatu (odbér 26.3. 2009)
LSD test; proménna Relativni objem (Tabulka3)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 47,085, sv = 16,000
Preparat {1} {2} {3} {4}
bunky 15,645 18,480 6,6925 15,373
CPE 0,468477 0,060318| 0,956043
Owopel 0,468477 0,014508 0,521091
GnRHa25| 0,060318 0,014508 0,117120
GnRHa75| 0,956043 0,521091 0,117120

-bwl\Jl—‘O<

Graf 6
Relativni plodnost po aplikaci preparata CPE, Ovopel, GnRHa25 a GhnRHa75
[ks x 10° x kg™*] (odbé&r 26.3. 2009)
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Tab. ¢. 14
Statisticky vyznamné rozdily v relativnich plodnostech v zavislosti na druhu
ouZitého preparatu (odbér 26.3. 2009)

LSD test; proménna Relativni koncentrace (Tabulka3)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 809,08, sv = 16,000

Preparat {1} {2} {3} {4}
C. buriky 29,597 | 73,350 | 1,7725 | 20,007
1 CPE 0,013807 0,149173 0,639951
2 Ovopel||0,013807 0,001000/0,015212
3 GnRHa25(0,149173 0,001000 0,413652
4 GnRHa75(0,639951 0,015212 0,413652
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Graf 7

% Zivych spz po aplikaci preparati CPE, Ovopel, GnRHa25 a GnRHa75
(odbér 26.3. 2009)
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Tab. ¢. 15
Statisticky vyznamné rozdily v % Zivych spz v zavislosti na druhu pouZitého

reparatu (odbér 26.3. 2009)

LSD test; proménna % ziwch spz (Tabulka3)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 62,304, sv= 16,000

Preparat {1} {2} {3} {4}
C. burky 96,978 | 97,163 | 85,362 | 83,473
1 CPE 0,967003 0,036671 0,027809
2 Owopel|[ 0,967003 0,029785| 0,023050
3 GnRHa25|| 0,036671 0,029785 0,758050
4 GnRHa75|[ 0,027809 0,023050/ 0,758050
Graf 8

Relativni objem spermatu po aplikaci preparata CPE, Ovopel, GnRHa25 a
GnRHa75 [ml x kg™] (odbér 27.3. 2009)
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Tab. ¢. 16
Statisticky vyznamné rozdily v relativnich objemech spermatu v zavislosti na
druhu pouzitého preparatu (odbér 27.3. 2009)

LSD test; proménna Relativni objem (Tabulka8)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 31,792, sv = 16,000

Preparéat {1 {2 {3} {4
C. buriky 5,7071 | 12,276 | 3,2200 | 7,4300
1 CPE 0,044585/0,531722 0,663842
2 Ovopel([0,044585 0,033392/0,230913
3 GnRHa25([0,531722 0,033392 0,374043
4 GnRHa75(0,663842 0,230913 0,374043
Graf 9

Relativni plodnost po aplikaci preparata CPE, Ovopel, GnRHa25 a GhnRHa75
[ks x 10° x kg™*] (odbér 27.3. 2009)
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Tab. ¢. 17

Statisticky vyznamné rozdily v relativnich plodnostech v zavislosti na druhu

ouZitého preparatu (odbér 27.3. 2009)

LSD test; proménna Relativni koncentrace (Tabulka8)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 184,88, sv = 15,000

Preparéat {1} {2} {3} {4}
C. buriky 6,1350 | 18,323 | ,22667 | 4,3800
1 CPE 0,127985 0,548082 0,857607
2 Ovopel(0,127985 0,072920 0,157995
3 GnRHa25|(0,548082 0,072920 0,713559
4 GnRHa75||0,857607 0,157995/0,713559
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Graf 10
% Zivych spz po aplikaci preparati CPE, Ovopel, GnRHa25 a GnRHa75
(odbér 27.3. 2009)
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Tab. ¢. 18

Statisticky vyznamné rozdily v % Zivych spz v zavislosti na druhu pouZitého

reparatu (odbér 27.3. 2009)

LSD test; proménna %ziwch spz (Tabulka8)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 198,67, sv= 16,000

Preparat {1} {2} {3} {4}

buriky 78,341 | 96,869 | 72,647 | 88,577

CPE 0,025699 0,566383 0,308290

Owopelfl 0,025699 0,024140  0,406510

GnRHa25| 0,566383| 0,024140 0,185302

GnRHa75| 0,308290/ 0,406510 0,185302

-|>CA)NI—‘0<

Graf 11
Pramérné % Zivych spz za v§echny odbéry po aplikaci preparatia CPE, Ovopel,
GnRHa25 a GnRHa75 (25. -27.3. 2009)
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Tab. ¢. 19
Statisticky vyznamné rozdily v % Zivych spz za v§echny odbéry v zavislosti na
druhu pouZitého preparatu (25. — 27.3. 2009)
LSD test; proménna % Ziwch (Tabulka1)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 120,10, sv = 52,000
Preparat {1} {2} {3} {4}
buriky 91,055 | 97,369 | 79,913 | 86,025
CPE 0,064528 0,023750  0,326048
Owopel|| 0,064528 0,000571| 0,028874
GnRHa25| 0,023750/ 0,000571 0,320755
GnRHa75| 0,326048 0,028874| 0,320755

-bOONI—‘O<

Graf 12
Priamérné hodnoty relativnich plodnosti za v§echny odbéry po aplikaci
preparati CPE, Ovopel, GnRHa25 a GnRHa75 (25. —27.3. 2009)
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Tab. ¢. 20
Statisticky vyznamné rozdily v relativnich plodnostechza v§echny odbéry
v zavislosti na druhu pouzitého preparatu (25. — 27.3. 2009)

LSD test; proménna Relatiwni koncentrace (Tabulka1)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 964,66, sv= 51,000

Preparat {1} {2} {3} {4}
C. burky 33,873 | 43,424 | 1,1099 | 12,193
1 CPE 0,324310 0,019983 0,139880
2 Owopell| 0,324310 0,002814 0,033646
3 GnRHa25| 0,019983 0,002814 0,524133
4 GnRHa75| 0,139880 0,033646 0,524133
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Graf 13
Relativni objem spermatu A. ruthenus a A. baerii po hypofyzaci [ml x kg™]
(odbér 13.5. 2009)
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Tab. ¢. 21
Statisticky vyznamné rozdily v relativnich objemech spermatu v zavislosti na
loidni irovni resp. druhu (odbér 13.5. 2009)

LSD test; proménna Relativni objem (Tabulka16)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 133,62, sv = 14,000

Ploidni droven {1} {2}
C. buriky 19,366 | 19,550
1 8n 0,975024
2 4n||0,975024

Graf 14
Relativni plodnost A. ruthenus a A. baerii po hypofyzaci [ks x 10° x kg™'] (odbér
13.5. 2009)
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Tab. ¢. 22
Statisticky vyznamné rozdily v relativnich plodnostech spermatu v zavislosti na
ploidni Urovni resp. druhu (odbér 13.5. 2009)

LSD test; proménna Relativni koncentrace (Tabulka16)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 179,61, sv= 14,000

Ploidni uroven {1} {2}
C. burky 9,0330 | 18,074
1 8n 0,198697
2 4n| 0,198697

Graf 15
% Zivych spz A. ruthenus a A. baerii po hypofyzaci (odbér 13.5.2009)
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Tab. ¢. 23
Statisticky vyznamné rozdily v % Zivych spz v zavislosti na ploidni Grovni resp.
druhu (odbér 13.5. 2009)

LSD test; proménna % Zzivych spz (Tabulka16)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 30,563, sv = 14,000

Ploidni droven {1} {2}
C. bufky 92,855 | 98,421
1 8n 0,063660
2 4n|0,063660

Tab. ¢. 24 a graf 16
Hodnoty % Zivych spz riiznych ploidnich virovni za rok 2008 a 2009

2008 2009
Pocet spz Pocet spz
%Zzivych (celkovy %zivych | (celkovy
spz pocet) Smodch | spz pocet) Smodch
A. ruthenus
(4n) 92,24 1874 8,18 95,17 8066 3,50
A. baerii
(8n) 83,24 11021 3,65 92,96 4737 3,95
A. baerii
(12n) 67,16 1291 12,54 93,93 1075 3,29
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Graf 16
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6. Diskuze

Porovnavacimi a popisnymi pokusy se spermatem jednotlivych druhti jesetera
resp. jejich rGznych ploidnich urovni se zabyvalo hned né€kolik autorti napf. Wei a
kol (2007a), ktery se zabyval studiem jesetera ¢inského nebo Alavi a kol. (2004),
popisujici sam¢i pohlavni buniky jesetera perského. Tématem porovnavani ploidnich
urovni jeseterti malého a sibifského a jejich spermatu jako takového se v riznych
studiich zabyva predev§im Psenicka (2006, 2009, 2010) a Flajshans (2009), po
strance molekularni genetiky se zminénému tématu vénuje Fontana (1975, 1994,
2007 a dalsi). Procento Zivych spermii (spz) ve vzorku je spolu s koncentraci spermii
jednim ze zakladnich ukazateli kvality spermatu. Hodnoty % zivych spz se mohou u
vzorkl jednotlivych ryb, i v rdmci druhu, velmi zdsadné lisit. Hlavnim faktorem byva
sprdvna volba hormonalni stimulace. Napiiklad pti odbéru 26.3. byla ve vzorku po
aplikaci GnRHa25 naméfena hodnota zivych spermii 64,99 + 15,25 %. Naproti tomu
byla u ryby chované ve stejnych podminkach a stimulované totoznym zpiisobem
zjisténa hodnota 96,93 + 2,62%. Dalsim ¢initelem je precizni naplanovani spermiace
a dodrzeni vSech metodickych pokynti pro umély odbér spermatu (teplota vody, pH,
obsah O3). Z pokust je patrné, Ze Spatné naCasovani odbéru muize vést nejen ke
zbyte€nému stresovani ryb (a tim ke sniZeni kvality pohlavnich produktd), ale na
ptiklad i k naprostému selhani principu stimulace viz. odbéry 25.-27.3., kdy u zadné
z ryb stimulovanych GnRH hormonem nedosSlo ke spermiaci. Neni vyjimkou, Ze se
odebrané vzorky lisi v fadu ne %, ale desitek %. Jedna se tedy o siln¢ individualni
kvalitativni vlastnost, kterd ndm usnadiuje selekci ryb do genera¢niho hejna.

Ze vzorkG odebranych 16.4. vyplynulo, Ze ploidni Grovenn nema vliv na %
zivych spermii (p=0,05). Hodnoty zjisténé metodou dvojiho barveni (FlajShans a
kol., 2004) byly nasledujici: 95,17 + 6,43 % pro jesetera malého (4n), 92,72 + 6,65
% pro jesetera sibiiského (8n) a 93,93 + 3,29% pro jesetera sibifského, jediného
zastupce 12n. U stejnych ploidnich Grovni ziskal Flajshans (2008, nepublikovana
data) hodnoty 92,24 + 8,18 % ; 83,24 £ 3,65 % a 67,16 + 2,54 %. Statisticky se %
Zivych spz mezi sebou nelisi, vyjma srovnéni 12n za rok 2008 a 2009. Rozdil vice
nez 25% u tohoto jedince Ize vzhledem k jediné rybé disponujici takto vysokou
urovni ploidie jen tézko zdivodnit. Zvlasté, kdyz vime, ze ryba pochazi ze stejnych

podminek a stimulace i vytér v roce 2009 probihal podle stejné metodiky jako v roce
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2008. Mezi mozné pfi¢iny by patfila napf. manipulace se vzorkem po odbéru,
nedostatecné dozralé pohlavni buiiky, nadmérny stres nebo neocekavané vykyvy
teplot v roce 2008.

Aplikace preparati CPE, Ovopel, dvou riznych davek GnRH hormonu a
nasledné tfi po sob¢ jdouci odbéry poskytli dostatecné mnozstvi dat pro jednozna¢né
stanoveni nejlepSiho preparatu, kterym se na zaklad¢ statistickych vyhodnoceni
Fischerova LSD testu (p=0,05) stal Ovopel s nejvyssim procentem Zivych spermii
97,37 + 2,91 a zaroved nejvyssi relativni plodnosti 43,42 + 36,15 [ ks x 10° x kg ™'].
Ostatni preparaty bylo mozné sefadit podle stejnych kriterii nasledovné ( % Zivych
spz ; relativni plodnost [ ks x 10° x kg™']) : CPE (91,05 + 10,85 ; 33,87 + 31,36),
GnRHa75 (86,03 + 6,63 ; 12,19 + 11,16), GnRHa25 (79,91 + 21,79 ; 1,11 + 2,36).

v v

cvwvr

nezbytny pro odstranéni v€kové a hmotnostni kategorizace jednotlivych ryb, jejichz
puvod ani vék nejsou totozné.

Porovnanim hypofyzované skupiny jesetera malého a jesetera sibifského se
dospélo k zavéru, ze se kvalita a kvantita odebranych vzorka statisticky nelisi ani
V jednom ze sledovanych ukazatell tj. % Zivych spermii, relativnim objemu spermii
[ mixkg™] a relativni plodnosti [ ks x 10° x kg™']. Vysledné pramé&mé hodnoty byly
92,85 + 0,84 ; 19,55 + 10,22 ; 18,07 + 14,05 pro jesetera malého a 98,42 + 7,27 ;
19,37 + 11,38 ; 9,03 + 10,81 pro jesetera sibifského. Ke stejnému zavéru dospél i
Pienicka a kol. (2008), ktery po vyhodnoceni ziskal koncentraci spermii [10°ml™]
0,41 £+ 0,32 pro jesetera malého a 0,61 + 0,37 pro jesetera sibifského. Je ziejmé, ze
koncentrace spermii je vyrazné niz$i nez u kostnatych ryb. Nejvys$si nami zjisténa
hodnota patfila jeseteru malému po aplikaci preparatu Ovopel a to 5,55[10°mlI™"]. U
kapra obecného dosahuje koncentrace spermii hodnot 14 a7 35 [10°ml™Y], u lina
obecného 5 — 34 [10°ml™"] a u tiky obecné 10 — 30 [10°mI™"], vyrazng vy3si je potom
u okouna Fiéniho, kde bylo naméfeno 95 [10°ml™] (Kaspar 2007).

Porovnanim jednotlivych druhti jsem dospél k zavéru, ze kvalita a kvantita
samcich pohlavnich bun¢k sledovanych druhti se nelisi. Jednofaktorovdi ANOVA
tento zaveér jednoznacné podporuje (p=0,05). Ke stejnému vysledku dospél i
Psenicka a kol. (2008).

Pohlédneme-li na dosazené vysledky, musime konstatovat, Ze velika

podobnost druhti jeseterii nechava prostor pro mezidruhové kiizeni, které popisuje ve
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sve studii Ludwig a kol. (2009). Vyskyt téchto kiiZenct, jejich odolnost a predevsim
reprodukéni schopnosti budou klicové pro udrzitelnost piivodnich druhti jeseterii at’
Uz zpohledu svétové ichtyofauny nebo zpohledu produkénich systémi chovu.
Podrobné studie charakteristik jednotlivych druhil jsou prvnim krokem pro poznéani a
zachranu jednotlivych unikatnich druht této celedi a mohou vyznamné pomoci
v zachrannych programech ohrozenych druht napi. vyzy velké, stejné jako pomohou
zdokonalit intenzivni chovy jeseterovitych ryb, zmirnit tlak ze strany odlov jeseterti
Zvolnych vod a umoZnit tak témto dlouho dospivajicim rybam reprodukci

V ptirozeném prostiedi.
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7. Souhrn

V provedeném sledovani spermatu 2 druhd jeseterti (j. malého, Acipenser
ruthenus a j. sibifského, A. baerii) a porovnani 4 riznych stimulacnich preparatt
byly odebrany vzorky 51 ks jeseterti. Z toho 9 vzorki jesetera sibifského a 42 vzorki
jesetera malého ve véku 5 az 14 let a hmotnosti 0,5 az 9,3 kg piivodem ze 3 rliznych
chovii. Krom& % zivych spermii bylo pracovano s relativnimi hodnotami,
pfepoCtenych na kg zivé hmotnosti ryb. VSechny pokusy a sledovani byly
porovnavany v programu Statistika v.6 pomoci analyzy variance (ANOVA)
Fischerovym LSD testem na hladin€ vyznamnosti P = 0,05.

U vzorkl uréenych k porovnani vlivu ploidni trovné na % zivych spermii
byly stanoveny nasledujici hodnoty: 95,17 + 6,43 % pro jesetera malého (4n), 92,72
+ 6,65 % pro jesetera sibifského (8n) a 93,93 + 3,29% pro jesetera sibifského,
jediného zéstupce 12n. Nebyl prokazan vliv ploidni urovné na % zivych spermii
(hodnoty testu 0,59 ; 0,87 ; 0,90).

Pokus sledujici vliv stimula¢nich preparati CPE, Ovopel, GnRHa25 a
GnRHa75 probihal ve 3 dnech, kdy v prvnim dni odbéru (25.3.2009) doslo ke
spermiaci pouze u ryb stimulovanych pomoci CPE a Ovopelem. U Zadnych ze
sledovanych charakteristik nebyl prokazan rozdil v zavislosti na pouZitém typu
prepardtu. Druhy den (26.3.2009) prob¢hla spermiace i u ryb stimulovanych
GnRHa25 a GnRHa75. Jednoznaéné nejvyssi relativni plodnost vykazovaly vzorky
odebrané po aplikaci Ovopelu (% Zivych spz ; relativni plodnost [ ks x 10° x kg '] :
97,16 £ 2,9 ; 73,35 £ 39,97 ) . U ostatnich vzorkii nebyla prokazana statisticka
odlidnost. V relativnim objemu spermatu se odliSoval pouze vzorek po aplikaci
GnRHa25, ktery mél niz8i hodnoty (6,69 + 6,34 [ ml x kg" ] ) . V porovnani %
Zivych spermii se odliSovaly hodnoty po aplikaci CPE a Ovopelu od GnRHa25 a
GnRHa75. Tteti den odbéru (27.3. 2009) spermiovaly opét ryby stimulované vSemi
preparaty. Jako v ptedeslych dnech nejlépe vysly hodnoty po aplikaci Ovopelu ( %
Zivych spz ; relativni plodnost [ ks x 10° x kg '] : 97,37 2,91 ; 43,42 +36,15) . Po
porovnani vSech 3 dni, po které probihaly odbéry, vysSlo najevo konecné potadi
preparatt podle tspésnosti, sefazené dle stejnych kriterii nasledovné % Zivych spz ;

relativni plodnost [ ks x 10° x kg™'] : Ovopel (97,37 + 2,91 ; 43,42 + 36,15 CPE
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(91,05 + 10,85 ; 33,87 + 31,36), GnRHa75 (86,03 £ 6,63 ; 12,19 + 11,16), GnRHa25
(79,91 £ 21,79 ; 1,11 + 2,36).

Porovnani spermatu jesetera malého a sibifského ze dne 13.5. 2009
neprokéazalo ve sledovanych vlastnostech Zadné rozdily. Hodnoty Fischerova LSD
pro p = 0,05 €inily 0,975 pro relativni objem spermatu, 0,199 pro relativni plodnost a
0,064 pro % zivych spermii.. Srovnani vysledkt zroku 2008 a 2009 potvrdilo
ocekavani a nevykazalo rozdil mezi jednotlivymi roky. Vysoky rozdil v % zivych
Spz u jesetera sibiiského (12n) za rok 2008 a 2009 (67,16 + 12,54 ; 93,93 + 3,29) je

vzhledem Kk vyjimecnosti vyskytu této ploidni irovné velmi diskutabilni.
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