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1. Uvod

Zastupciiadu jesetdr (Acipenseriformes) p#t mezi nejpozoruhodijsi ryby,
které se na naSi plagetstdle dochovaly. #sluSeji do naihdu chrupasitych
(Chondrostei) a vyzrigaji se mnoha odliSnostmi od ryb kostnatych (Teleipst

Patatky vyskytu jesetdrna planet Zemi jsou podle paleontologickych nalez
datovany do obdobi spodniho triasu, recetgiedi Acipenseridae Polyodontidagsou
znamy od svrchnitikdy. To odpovida&asovému useku 66 az 97 milioety (Berg,
1940). Hovaeime tedy o rybach, které obyvaly sladké i slanépnjddza éry dinosadir

V prab¢hu 20. stoleti se vSak jeseterovité ryby dostalgemnamy ohroZenych i
kriticky ohroZenych drul a reékteré populace jeseterstaly na pokraji vyhynuti,
pievazre vlivem nadmérného rybolovu a pytlactvi, ztigtenim a antropogennimi
zmeénami Zivotniho progedi.

Tato nepizniva situace vSak vedla ke zvySenému zajmu odytby. Pro jejich
zachranu bylo nutné Z# jesetery blize studovat a poznavat. Déle dikgtaaci
oblibenosti produki z jesetell (zejména kaviaru) a vlivem jejich ubytku ve volhyc
vodach, se zZmlo s chovem ¥izenych podminkach (tzv. jes&téarmy).

Oba tyto smiry, zachrana i komeéni chov, vSak pdebovaly mnohem detaidisi
poznatky o jeseterech jako takovych. O jejich hpeth, potra¥, vyskytu, migraci,
rozmnoZzovani, biologii a fyziologii.

V tizenych chovech byly tyto informace podstatné pybryd ekonomicky chod
farem. Oproti tomu v chovech zachrannych, kterkoseem 20. stoleti 2aly zakladat,
byla otazka ekonomického vysledku odsunuta a manjisto nastoupily otazky a'@ziti
druhu v jehasisté podob. Jednalo seipdevSim o otazky genetickych vyzkim

Jeset# jsou totiZz druhy blizceibuzné a jsou schopni se mezi sebou vzafemn
kiizit. Tato druhova fibuznost je tak blizka, Ze davaji moznost vznikadpEho
potomstva. Dale jsou jeseterovité rybirpzerg polyploidni. Pokud si tyto genetické
vlastnosti jesetér spojime s jejich evolinim st&im, zésahyc¢lovéka do jejich
vytérovych cykl, umélou reprodukci a mnohdy az nahodnym zakladanimraactych
chowvi generanimi rybami z volnych vod, tak je naprosto logické,genetické studie u

jeseterovitych ryb jsou nevyhnutelné a museji bgvadny s paticnou podrobnosti.



Z vySe uvedenych faktby vSak bylo nespravné se domnivat, Ze jsou zadany
pouze cCisté druhy jesetér Postupem let zali byt i velmi intenziveé studovani
mezidruhovi hybridi jesetéy a to jak hybridi spontanni, tak i cikeprodukovani
hybridi. Davodem tohoto zajmu je odliSnost jejich vlastnoggjména uzitkovych,
oproti vlastnostem rodovskych druli (viz kapitola 2.4.1).

S rozvojem moderni techniky a zdokonalenim poZng#netiky je dnes mozné
studovat genom jeseterovitych déulhyb z fiznych pohled a miznymi metodami.

S timto zdokonalenim moderni techniky vSak vyvstgvablém, kterou metodu na
danou problematiku pouzit? V§tbnespravné metodiasto znesnadni nebo i znemozni
dosaZeni spravného vysledku nebosrav

Cilem této prace je tedy popsat studium velikgstiomu jesetérmetodami 2-D
obrazu a 3-D obrazu. Siplédnutim ke zrénam prostorové konformace higného
jadra popsat rozdily ve velikosti genomu u vybrdngistych drulii paleopolyploidnich
jeseterovitych ryb a neopolyploidnich jedinet’ jiz spontana autopolyploidnich nebo
allopolyploidnich mezidruhovych hybifid V souvislosti se zeémami velikosti genomu
se pokusit odvodit mozné dopady na fyziologihto ryb a pokusit se zohlednit vyhody

i nevyhody pouzitych metod pro studovani genomu.



2. Literarni prehled

2.1 Systematika a vyskyt jeseterovitych druta ryb (Acipenseridae)

Jeseterovité ryby pétdo nadadu chrupagiti (Chondrostei) a nejedna se o
nejpaetrejSi druhy na nasi planetisou to vSak nesmirzajimavé druhy a to jak svym
evolwnim st&im, tak genetickym zaloZenim. Tyto zajimavosti viaisobi velké
problémy v jejich systematickém izaeni. Vlivem novych genetickych poznatk
mohou byt &které taxony jesetémpiehodnocovany, spojovary mohou vznikat nove.
DalSi nemé# podstatnou otazkou je, zda byl dany taxon vlivertréenniho snizeni
poctu jeho jedind pozorovan ve sve&isté podob, jestli jiz nemohlo dojit k jeho

ovlivnéni a je tedy systematicky spréavmaazen.

Chrupavité ryby jsou systematickiazeny (Rochard, et al., 1991; Hochleitner, 2004;

WWW.wscs.infg takto:

Trida: Osteichthyes Ryby
Podtida: Actinopterygii- Paprskoploutvi
Nadad: Chondrostetr Chrupa¥iti
Celed: Polyontidae- Veslonosoviti
Polyodon spathulaveslonos americky
Psephurus gladiusreslonosinsky
Celed: Acipenseridae Jeseteroviti
Rod: Pseudoscaphirhynchus
Pseudoscaphirhynchus kaufmarlapatonos Kaufmaniv
Pseudoscaphirhynchus hermantopatonos Hermariiv
Pseudoscaphirhynchus fedtschenkopatonos Fetenkiv
Rod: Scaphirhynchus
Scaphirhynchus albudopatonos velky
Scaphirhynchus platorhynchdepatonos americky

Scaphirhynchus suttkusbpatonos alabamsky



Rod:Huso
Huso dauricus*kaluga vyza mala
Huso husovyza velka

Rod: Acipenser Jeseter
Acipenser brevirostrunjeseter kratkorypy
Acipenser fulvescengseter jezerni
Acipenser medirostrigeseter sachalinsky
Acipenser oxyrinchudsjeseter ostrorypy
Acipenser transmontanugseter bily
Acipenser gueldenstaedtieseter rusky
Acipenser naccariijeseter jadransky
Acipenser nudiventrigeseter hladky
Acipenser ruthenugeseter maly
Acipenser stellatugeseter hvzdnaty
Acipenser sturibjeseter velky
Acipenser baeriijeseter silisky
Acipenser dabryanugeseter jinginsky
Acipenser colchicugeseter kolchicky
Acipenser mikadojeseter severni
Acipenser persicugeseter persky
Acipenser schrenckiijeseter amursky
Acipenser sinensigeseteinsky

* V dosud platné taxonomické klasifikaesgtelt pretrvavarada rozpak, které
jsou v sodasné dob ve wdeckych kruzichtasto diskutovany. Ptk nim nag. 1)
existence rHuso jako ungle vytvareného, @ ptibuznostiH. husok A. ruthenusa
piibuznosti H. dauricus sA. schrenckii 2) fylogenetické vni@ni r.
Pseudoscaphirhynchudo A. stellatus a 3) rozpor ufazeni drufh A. sturio a A.
oxyrinchus Vysledky provedenych analyz vzariONA u techto dvou drufl poskytuji
dvé mozné hypotézy, ZA. sturioa A. oxyrinchugsou samostatnou z vyvojovycktvi
roduAcipenser
1. Predpoklada se, Zergd 90 miliony let byla na Zemiugodni forma jesetera
atlantského, ktera dala zaklad pro vznik dvou Wiézkdruhi a toA. sturioaA.

oxyrinchus
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2. Je zastavan nazor, ze druhova podobnost je danal@orevoluci genomu
jeseterovitych ryb a jedna se stale o jeden drgia(2008).

Molekularni analyzy muzealnich vzorkrokazaly pirozeny vyskyt hybridni
populace.A. oxyrinchus— A. sturio v Baltském mé a jeho pitocich. Tato hybridni
populace prawpodobré vznikla roz&tenim americké populace ze Severovychodniho
poliezi Ameriky k Evrop v obdobi posledni malé doby ledové (Fontana eRaDb8).
Tiedemann et al. (2007) potvrdititpmnost alel obou druha predpokladal imigraciA.
oxyrinchus adaptovaného na chlad &Zeni hlaveé samic A. oxyrinchusse samci
baltické populaceA. sturia Na zaklad téchto vysledk probihd vysazovanA.

oxyrinchusdo polskychek (Kolman, 2008).

Velmi podstatnym faktem je i to, Zze jeseteroviyyr nalezneme pouze na
severni polokouli. Jesétdotiz potebuji ke svému Zivotu a naslednému rozmnoZzovani
cisté, chladgjSi vody s naslednou moznosti &ivé migrace. Coz jsou velka usek
pievazrt na severni polokouli. Mezi jeseterovitymi rybamalezneme druhy jak
sladkovodni, tak i brakické. Prakticky vSechny druamaji ugitou migrasni aktivitu a to
pievazrié v obdobi vy&ru (migrani vytérova aktivita). Jedna se jak o druhy katadromni,
anadromni, tak i o druhy s pouhou poproudogiqurotiproudovou migraci.

V dnesni dob samozejm¢ nalezneme jeseterovité ryby i na jizni polokotib.
je vSak zfisobeno vliventloveéka, wtSinou za Gelem konkrétniho komeéniho vyuziti.
Vyskyt chrupavitych ryb uvadi Birstein (1998) takto:

Celed’: Polyontidae

Druh Vyskyt
Polyodon spathula Mississippi, Missouri, Ohio
Psephurus gladius Yangtze

Celed’: Acipenseridae - Jeseteroviti: Rod:Pseudoscaphirhynchus

Druh Vyskyt
Pseudoscaphirhynchus kaufmanni Povodi fek Amudarji a Syrdarji
Pseudoscaphirhynchus hermannii Povodi fek Amudarji a Syrdarji

Pseudoscaphirhynchus fedtschenkoi Povodi fek Amudarji a Syrdarji
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Celed’ Acipenseridae; Rod: Scaphirhynchus

Druh Vyskyt
Scaphirhynchus albus Mississippi
Scaphirhynchus platorhynchus Mississippi

Scaphirhynchus suttkusi

Mississippi, Mexicky zaliv

Celed’ Acipenseridae; Rod: Huso

Druh Vyskyt
Huso dauricus Amur
Huso huso Eurasie
Celed’ Acipenseridae; Rod: Acipenser
Druh Vyskyt
Acipenser brevirostrum Amerika, Nebraska
Acipenser fulvescens Amerika
Acipenser medirostris Amerika
Acipenser oxyrinchus Pobfezi Atlantského oceanu
Acipenser transmontanus Amerika
Acipenser gueldenstaedtii Eurasie
Acipenser naccarii Jadran
Acipenser nudiventris Eurasie
Acipenser ruthenus Eurasie
Acipenser stellatus Eurasie
Acipenser sturio Evropa a Amerika
Acipenser baerii Eurasie
Acipenser dabryanus Jizni Cina
Acipenser colchicus Cerné more
Acipenser persicus Eurasie
Acipenser schrenckii Amur
Acipenser sinensis Yangtze
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2.2 Biologie a fyziologie jesetdr

Jeset@# pafi do radu Acipenseriformes coZz je evoliné velmi stary fad
chrupavitych ryb (Chondrostei). Prvni zastupci tohdémlu na Zemi Zili jiz v obdobi
svrchni Kidy. Vlivem tohoto vyznamného evéhiho stéi a velmi pomalého
evolwniho vyvoje sefad jesetar od evoléné mladSich ryb kostnatych (Teleostei)

vyrazre odlisuje.

Dle Berga (1911, 1940) a Hochleitnera (2004é@ jesetar popsan takto:

Jeset# maji protahlé dlo vietenovitého tvaru, v kaudalrdasti se laterath
zplo%'uje. Telo je pokryto Kizi s kostnymi Stitky, které se nachazeji stpfadach a
nazyvaji se ganoidni Supiny.uKe vSak nmiZe byt i zcela hola s vyjimkou lemu
n¢kterych ploutvi. Jedna serqulevSim o horni lalok ocasni ploutve. Terzm byt
pokryt zvlastnim typem ganoidnich Supfalérae). Tyto Supiny jsou ve tvari. Pod
nimi po stranach valru ohnuté distalni¢asti ocasniho nasadce jsou ganoidni
kosatverené Supiny.Fulcrae se také mohou vyskytnout gedni hras neparovych
ploutvi, které tak v podstamnahrazuji prvni tvrdy ploutevni paprsek. Ostatapnsky
jsou jiz velmi podobné jako u kostnatych ryb.

Rady kosgnych &titki vedou podél tbetu, dale podél postratéry a po obou
okrajich licha. Telo jesetera se tak natezu jevi jako ptidhelnikovité. U juvenilnich
ryb jsou tyto kosiné Stitky zakoteny WtSinou oste (Sptat), s gibyvajicim wkem se
v8ak stavaji ploché. U adultnich jedinenohou kosiné Stitky na KSe postup#
vymizet.

Velmi napadné je posunutitdetni ploutve k ploutvi ocasni (nachazi se
v posledni itetiné téla) a nesourrnost ocasni ploutve. Jedna se o tzv. heterocerkni
ploutev, kdy je hornéast mnohem delSi ne&ast spodni. Bvodem této nesowrmosti
je vyuseni patée (chordy) do horndasti ocasni ploutve. Ughterych druli jesetei je
hornic¢ast protazena do tenkého vlak&zdphirhynchus

Na spodni stranrypce se nachazeji vysuvn&rbinovitd uUsta s mohutnymi
pysky. Pysky mohou zasahovat az na boky hladys6 hush Postaveni Ust je tedy
spodni. Usta jsou opganadtyimi vyraznymi hmatovymi vousky, v jednéigné rads,
na nichz se nachazeji hmatové atdwé buiky. Adultni jedinci jsou bezzubi. U

vyjimek je mozné naleznout drobné zuby nachazsgcia pae.
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Lebka je velmi masivni a vzadugghazi do bazidorzalni, resp. baziventralni
chrupavky chordy. Spojertlisti je hyostylni (voln€). Rypec je protahly, ékterych
druhi znané dlouhy. Odbora se nazyva rostrum. Vytiiaho prodlouzena stdni
cichova chrupavkacartilago ethmoidalis medialjsU mladych ryb je rypec v pafru
k celkové délceé&ta obvykle delSi nez u starSich jedindNa rypci se dale nachazeji
receptory idla), ktera dokazou vnimat elektrické p&tinz okoli a tim rozliSit moznou
kotist. V kranialnim srru od @i jsou umistny mirrg ovalnécichové otvory s 20-30
cichovymi lamelami. Chrupasta je i kost kléni (claviculd). Nada@nicovy kanal
prochazi mezifedni a zadni nozdrou a spojuje se s poob@vym kanalem.

Za dutinou hitanu, se nachazi dutina Zaberni,oktenaji jesetié prakticky
stejnou jako ryby kostnaté. Dutina obsahtigi Zaberni oblouky, kazdy se &wa
fadami lamel, které jsou opahy Zebernimi %inkami. Zatimco paty Zeberni oblouk ma
funkci nosnou a jéasté&ne propojen s ploutevnim pletencem prsnich ploutvtkbva
kost perculun) a paprsky Zaberni blany zcela chybi. Zaberinky se vyskytuji
v malém poétu (problematické dychani).

Jeset®# maji osifikovanoucasté&né pouze lebku. Je u nich zachovana chorda
(chorda dorsali}, kterd neni zasSkrcena. Chorda je velmi pevnaglalsticka jako jeden
dlouhy podélny vaz. dla obrath u jeseterovitych ryb zcela chybi. Zebra jsou sjpodn
Podpirna kostra tbetni afitni ploutve je taktéz chrupanwa. Na kazdé z radialigthto
ploutvi je rekolik tésne spojenych paprsk

Travici trakt u jesetdrje ponerné kratky (cca 70 — 100% délkyla). Zaludek je
jednoduchy a travici trakt obsahuje i pylorické&ivpsky, které se spojily do
vyrovnaného trojuhelnikovitého tvaru. Konedest je spirdlovit zata@en se 4-8
otocenimi coz zvySuje délku a objentesta aZz trojnasokén Jatra tvéi tii laloky.

Jeset®# maji jednoduchy plynovy gthyt. Presto se jedna o pammé dobré a
rychlé plavce, coZ je umoZno diky tzv. bilé svalovif) kter4 se u nich vyskytuje ze
70% celkové svalové hmoty.

Velmi neobvyklé je pekryti poslednicasti vejcovodu, ktery se ve své koné
casti sté&i a napojuje se na mové cesty. Pohlavni produkty jsou ukovany gimo do
dutiny kisni. To zgisobuje velmi problematicky uty vytér (viz kapitolac. 2.3).

Télo je wtSinou na kbetu jednotd tmavé (tmavé hiué az Sedgerné), s¥tlejsi
na bocich aificho je Zluté aZisté bile. Kosiné Stitky jsou obeenjasrejSi nez jejich
pozadi. | u jesetérse vyskytuji barevné variace. Jsou vSak ¢né&sté a ¥tSinou se

jedna o albinismus.
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Biologické a fyziologické odliSnosti u jeseler

» Jedna se o jedny z néfgich ryb wibec. Rikladem je druiHuso husdLinnaeus,
1758). Jedinci toho druhu mohou dosahovat az 18r2@0kg (Barus, 1995).

« Jesetd jsou migrujici druhy. Maji fevazre vytérovou migraci, p které
proplouvaji sladkymi i slanymi vodami. Jde tedy lad&kovodni i diadromni
druhy ryb.

* Diadromni druhy vytvi&ji sezonni ,rasy”. Jarni ,rasa“ je obvykle mengfea
se na jee a vlét stejného roku. Podzimni ,rasa” byva zastoupes@imi
jedinci a gezimuje viekach (Barus, 1995).

» Z hlediska vy&ru pati jeseteroviti do skupiny jikry neochajici a litofilni.

* Vlivem velké genetické podobnosti mohou u jedeteznikat nejtiznéjSi
mezidruhovi hybridi, kt# jsou schopni se nadale mnozit.

* Pohlavre zralé samice nejsou schopny&mit kazdoréné (Hochleitner, 2004).

» Jeseterovité ryby postradajkteré reflexy, pevazi reflex unikovy.

* Vlivem jednoduchého Zaludku nejsou schop#ptdlouhé proteinovéetézce.

* U jesete je paet mikropyli nejen vysSi, ale také velmi variabilmramci
jedince i druhu:Acipenser ruthenu$-13, Acipenser baerii2-10, Acipenser
stellatus1-13 mikropyli,Acipenser gueldenstaedé 52 (Dettlaff a kol., 1993)

e Spermie #stavaji po 2 minutach stale aktivni az ze 70%r{REa a kol., 2010).

» Jesetdi spermie ma aktivni akrozémoveéepicku (PSenika a kol., 2010).

Obr.¢. 1: Ulozeni a stavba orgém jesetei.
S —— -

o i ¥ e e T SR
N A Y, &

L = ; 2 ' = v o ‘ “AB -f’ 5‘ 4
* Viditelny Zaberni oblouk, jednoduchy Zaludek a mgh@ p-ivesky, jatra, stevo a
jednoduchy plynovy #ohyr. Hochleitner (2004)
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2.3 Rozmnozovani jesetdr

Tato oblast chovu péAtmezi nejnardnéjsi casti vibec a neni podstatné, zda se
jedna o komemi nebo zachranné chovy. Rozmnozovani jeseterdvityb je diky
zneisténi a slozité migraci obtizné i pro jedince ve vopitrodk. Jesetd patti mezi
litofilni ryby a o nakladené jikry ani o potomstngak nepeéuji. Vytér probiha vzdy na
stejnych mistech (tzv. trdliStich). Na tato &ngiva mista jesete casto putuji nemalé
vzdalenosti (tzv. vyrova migrace). Bohuzel v minulém stoleti doSlo diky
antropogennim vligm k Ubytku genemich ryb, znieni trdli¥ a zamezeni
prostupnosti migrgich cest.

Z téchto divodi Ubytku jeseterovitych ryb ve volnych vodach, ase istoupajici
oblibenosti jejich produkt(maso, kaviar), bylo nutné &as unglou reprodukci tohoto
druhu. Rirozeny vygr jesetefi byl na mnoha mistech nasi planety antropogennimi
zménami omezen aZz znemaim Stéle vSak vdkterych oblastech fpozeny vygr
probih&a (nap Kaspické mie, Dunaj, velkéeky Asie). OvSem ani na mistech kde stéle
tento proces probiha, nenfirpzeny vygr dostaténé veliky, aby zajistil patebné
mnoZstvi potomstva a vznik dalSi generace v jejtagované velikosti. Populace
z prirozenych vygri jsou dnes také podporovany vysazovanim jedimainglych
chowui, ziskanych uglym vytérem.

Prvni zemi, ktera se &la touto problematikou zabyvat a byla schopn&lyim
vytér provest, byl byvaly Sastsky svaz v roce 1930 (Doroshov, 1985). &fytyb byl
zaloZen na odchytu genérdch jediné pii migraci na trdlis& nebo pimo na mistech
piirozeného vyiru. Pro nésledné odebrani ovulovanych owvibdyylo nutné samice
usmrtit. Teprve poté nasledovalo ¢lsnosemedni, aktivace a inkubace jiker.

Klasicka metoda ufiého vytru, kdy je pouzivana masa#idni dutiny, je u
jeseterovitych ryb velmi komplikovana diky anatorgionad a vejcovad Nalevka
vejcovodu se nachazi v dorzalsasti €Ini dutiny giblizn¢ v polovine délky €la.
Ovulované jikry vypadavaji ffmo do dutiny &ni. P vytéru klasickou
metodou”“ dojde k vyeni pouzeasti ovulovanych jiker, jelikoz tlakem naigni partie
dochéazi k pmacknuti gonad na klenbglhi dutiny a tim dochazi k uzgesni vejcovodu.
Proto je tato metoda zdlouhava a /@@ jak pro rybu tak personal. \éftmaze trvat
s prestavkami aZz 8 hodin (Linhart et al., 2000).
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Vyrazné usnadni a pokrok p vytéru piinesla metoda tzv. ,cigskéhotrezu®,
kterd sphovala poZadavky ieZiti a moznosti opakované reprodukce ryby
v nasledujicich letech. Je znamo &k @s@sSnych operaci u jedné ryby (Conte et al.,
1988, Speer et al., 2000). Operace byla préwadtevenim isni dutiny ventralnim
fezem v délce 100 — 200mm (dle velikosti samiceklédtny odbr ovulovanych jiker
probihal pomoci IZice. Po odebréni vSech ovuloviaiiter bylo nutné&ez dezinfikovat
a. V sodasné dob se od této metody také ustupuje a jiz je vyuzij@naokrajo¥. Je
to z divodu nargnosti a velkého zasahu do organismu jedince (qedéace trva cca 30
minut). NejlepSi vysledky sipZitim a rekonvalescenci ryb dava miniinvazivni
chirurgické praiznuti vejcovodu a vt jiker (S&ch et al., 1999).

Rivodni zpisob ziskavani genemich ryb odlovem zifrozeného progedi se
v soutasnosti vyuziva jen okrajéwa to pro zachovani druhu (odlovyOing Acipenser
sinensisna Yangtze River — Williot et al., 2001; Wei et, &006).

Dnes je proto nejobvyklejSi drzeni vlastnich gatréch hejn, ktera jsme si od
juvenilnich jedind sami vybrali. Zné&nou prostorovou i ekonomickou 2at chovu

generanich hejn je velmi pozdni pohlavni dégpst jesetet.

Tab.¢. 1: Vek pfi dosazeni pohlavni do&psti (Hochleitner, 2004).

Druh Samci (roky) Samice (roky)
A. ruthenus 3-7 5-9
A. gueldenstaedltii 8-14 10-20
A. stellatus 9-14 11-15
H. huso * 10-16 14 -20

* Podle zkuSenosti firmy Gross (Fischzucht Petett Wido Gross GmbH & Co. KG,
Némecko) nastava pohlavni despst u Huso huso v chovu na oteplenédvodsamdé
v 7 —9 letech a u samic v 11 — 13 letéBkla, 2008)

Pokud chovatel jesetethospod# s tzv. uzatenym obratem, tj. odchovéava z
juvenilnich jedind vlastni generni hejno, je bezpodmites nutné, aby o échto
jedincich n¢l dokonaly gehled. To umozni podrobna dokumentace o kazdémdedi
ktery musi byt ufitym zpisobem od ostatnich jediincodliSen. Kazdy jedinec
v budoucim genetaim chovném hejnu musi byt ditym zpisobem ozngEen pro

snadnou identifikaci.
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V Ceské republice jsou pro jeseterovité ryby vyuZiviy ti typy znaseni:

1. Barevné ploutevni zihky: Jednd se o velm]

jednoduchou, ale praktickou metodu. Jetlincje po
uréeni pohlavi pipevréena do levé prsni ploutve
barevna zn&ka s identifik&nim ¢islem. V rdmci
dodrzeni zavedeného zootechnického systému
samicim pidélena znaka Zluté barvy a samim znaka
cervené barvy. Nezbytnou st@asti je zavedeni da
individualne znaenych ryb do databaze (nejléf
pocitatoveé nap. ,,Evidence 2003", Gela et. al., 2006).

Zngka je levna a neporuchova. Obr.¢. 2: Ploutevni zriky.

2. PIT zna&ky: Jde o pidélovani identifika&nich ¢ipu typu
P.L.T. (passive integrated transponder tags) picichj
nag. na frekvenci 134,2 kHz (Rodina a Flajsha
2008). Cipy jsou nejasgji zavadny injekenimi
aplikatory do levé partiethetu. Pro jejich identifikaci
je zapotebi ¢teci zdizeni. Vyhodou této metody je
unikatni identifik&ni kod, ktery je ¢ip schopen
poskytnout. Naopak nevyhodou je velké mnoZs
doprovodné ¢teci  elektroniky a vysoké p@aovaci

naklady. Obr.&. 3: Injekeni aplikator.

3. VIE systém:Je uten gedevSim pro skupinové zteni
ryb. Vyuziva vizualni elastomerové kg tzv. VIE
(Visible Implant Elastomer tags). Jedna se o bare
znaky, které jsou viditelné pouhym okem, gitgad
pomoci UV lampy. Tyto znky se aplikuji pod
prihlednou epidermis (bez pigmentu). U jesitse
oswdcila ventralni strana rypce (rostrum). Jde

nejmodergjSi metodu. OvSem ztratovost el ¢ini az

50%. Elastomery se implantuji pomoci specialn
aplikatoru. Obr.¢. 4: Znaky VIE.
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Pokud jiz mame geneta hejno s jedinci vedku a velikosti, kdy by jiz mohli
mit pati¢né vyvinuté gonady (viz tabulk& 1), musime it pohlavi jedin@ atradre je
ozn&it (zalozeni databaze). Pro dlouhodoby a¢@ep chov je z genetického hlediska
doporiovano udrzovat alespaii pivodem odliSné populace od kazdého chovaného
druhu s odstupem sfaryb nejmég dvou let a postupnym ozeenim po 300 kusech
remontnich ryb z kazdé populace. \ilpfhu budouci reprodukce je totiz nezbytné
vzajemrt kiizeni jednotlivych jedint z jednotlivych populaci. Jde se o velmi ridnyy
zpiasob chovu. AvSak takto je mozné zamezit neb&zpgbuzenské plemenitby a
genetického driftu, jez fife nastat v populacich s malym¢mon KiZzenych jeding.

Z genetického hlediska je pro vyvazeny chov nutizémi alespib 900 kus juvenilnich
ryb a finalniho hejna 300 kaisdosglych ryb (Gela, 2008). i umelém vygru je

nezbytné spravné &eni pohlavi a zralost ovodyt

Rozpoznani pohlavi je v principu mozné vicésqgby:
» Biopsii tkar¢ gonad
* Sonograficky

* Podle hormonalniho profilu krve

K uteni stadia zralosti ovodytse na ¥tSin¢ farem provadi tzv. biopsie tk&n
(obrazeke. 5). Toto uéeni jde vSak provad pouze u dospych a zralych jedint (viz
tabulkac¢. 1). K biopsii se vyuziva specialni trokar (sondéazanskii et al., 1978),

ktery musi byt fizpasoben velikosti ovocytdle druhu ryby, aby nedoSlo k poskozeni.

Obr.¢. 5: Biopsie gonad sondou u jesetera malého.

Gela (2008)

19



Tab.¢. 2: Pimérna velikost jiker a peet zralych wyitenych jiker v 1g (Hochleitner, 2004).

Druh Velikost jiker (mm) Pocet jikerv 1g
A. ruthenus 1,9-25 110 -1120
A. baerii 24-29 50-55
A. gueldenstaedtii 28-38 45-70
A. stellatus 2,7-32 70-100
H. huso 3,3-45 27 -45

Pred vlastnim odérem musi byt sonda dezinfikovana (fi&fad roztokem
hypermanganu 1g'l teplé pitné vody). Trokarem poté penetrujeniér stnu a
zasuneme ho dostéteé hluboko. Pi tomto Ukonu je nutna velka opatrnost a Setrnost,
aby nedoslo k poskozeni vimifch orgaf (predevSim dkeva). Nasled® Sroubovitym
ota’enim odeberem&ast tkaw. Pokud byl dodrzen stna hloubku vpichu, tak se misto
penetrace #éhem rékolika tydni zahoji. Po ukoteni odiru je nutné misto odbu opst
dezinfikovat.

Po odebrani vzorky fixujeme jikry v Ser¢aroztoku (slozeni na 100ml: 60ml

ethanolu 96%, 30ml formaldehydu 38%, 10ml ledovéekiny octové 99%; Rodina,
2006).
Tento roztok zfisobuje konzervaci ovoayt a proto je mozné s jejich dgvanim zait
nejdiive po 24 hodinach. Wovani probiha pod stereomikroskopem, kde geplocha
jadra (Kazanski et al., 1978; Rodina, 2006). Opliingolohu udava klasifikani index
() na arovni 0,06.

Obr.¢. 6: Ukeni zralosti ovocytu dle Conte (1988). t=A/B

AP — animalni pdl, VP — vegetai pol, GV — jadro
A — Vzdéalenost mezi jadrem a membranou ovocy
B — Pimér mezi animalnim a vegetaim polem

£ - klasifikatni index

VP
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Pred vlastnim vyirem je dilezitq také teplotni stimulace remontnich jedinc
Vybrané samce a samicéepuneme doijpravenych bazén kde zajistime postupné
navysovani teploty vody (s maximalnim dennim nani®e3 °C). Konéna teplota by
meéla byt 14 — 15 °C. Tato teplota je udrzovana miniméad — 7 dni ped planovanou
hormonalni stimulaci ryb (Gela, 2008). Jedince merné rozédlovat podle pohlavi. U
jeseterovitych ryb ani po hormonalni stimulaci rjddoke spontannimu wtu jako
nag. u ryb kaprovitych.

K hormonalni stimulaci samicse pouziva jednordzova nitrosvalova injekce
suspenze kd&p hypofyzy a fyziologického roztoku v davce 4mgikgivé hmotnosti
ryby (Gela, 2008). K optimalni spermiaci dochazi @s 36 hodinach od aplikovani

suspenzeipzminované teplat 14-15°C.

Ke spermiaci se d& téZ pouzit jednorazova nitrosvatiavka:
 Kobarelinu v mnoZstvi 50g.kg* Zivé hmotnosti

« Ovopelu v davce 1 peletky.Rgivé hmotnosti ryby

Pri pouZiti €chto latek se spermiace dostavi jiZ po 20 hodirgatinormonalni
stimulace (Rzemieniecki et al., 2004). Anestéziaussamé neprovadi, pokud se jiz
nejedna o jedincegtSich rozmdra, se kterymi je manipulace jiz slozita.

Pokud jiz nastala spermiace je samecZgoldtbetem na vyirovy stil. Velmi
dulezité je osuSeni pohlavniho otvoru a jeho okofier®a je poté odebirano suchou
kanylou, ktera je upravena do &py. Velikost a pimér kanyly musime fizptisobit
jedinci, kterému je sperma odebirano. Kanyla jeé psunuta upravenym koncem do
chamovodu a jeji volny konec se vlozi degem pipravené suché nadobkytilobré
piipravenosti samc neni masaz iisni dutiny nutnd. Odebrané sperma je mozné
uchovavat az na dobu 72 hodin. Nezbytné je vSakzeéod teploty 0 az 4°C. Sperma
jeseted je kelavé az mléné a ma vodnatou konzistenci. Koncentrace spemni |
rozmezi 0,01 — 1x£for 1ml.

Ke stimulaci samic je téZ pouZzivana nitrosvalovigkioe suspenze képhypofyzy a
fyziologického roztoku. Je jizZ ovSem podavana veulstavkach:

1. Déavka je 0,5 mg.k§Zivé hmotnosti ryby (Gela, 2008).

2. Davka po 12-ti hodinach, a to 4,5 mgkzjvé hmotnosti ryby (Gela, 2008).
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Casovy rozdil mezi prvni a druhou davnsini 12 hodin. Ovulace poté nastava
do 42 hodin od prvni davky suspenze hypofyzy. Nekigm signalem pro chovatele je
objeveni se prvnicternych jiker na danadrze.

Ovulujici samici jefeba ped vytrem anestetizovat ke zmém stresu, snazsi
manipulaci, a také k minimalizaci mozného nasledngbrarni pi neaiekdvaném
pohybu ryby v momest provadni chirurgickéhoiezu. K anestezii je mozné pouzit
nag. roztok ebitkového oleje o koncentraci 0,07 ril.(Gela, 2008). Po anestézii
samici vyzvedneme z laZra premistime ji na vyrovy sftil opét hibetem dal. Velmi
podstatné je pdivé osuSeni pohlavniho otvoru a jeho okoli. Viastmrurgicky zakrok
dle Stcha a kol. (1999) sgéva v prdiznuti vejcovodu v délce 20mm v mispied
vyusenim do pohlavniho otvoru. Poté nasleduje klasicksaw biSnich partii. Cely
zakrok by nerl piekradit dobu 10 minut. Nejilezit¢jSi je Uplré zbavit rybu vSech
postupr ovulovanych jiker. Proto se ryby peékolika hodinach nebo nejpogddruhy
den tzv. ,dotiraji“. Jikry, které by tstaly v isSni dutire, by za&aly podléhat
naslednému rozpadu atgwbily by sepsi, jeZ by vedla az k uUhynu samice.

Jikry vytirame dofpravenych, jash ozna&enych a suchych misek. \fghe
jikry maji dle druhu Sed@rnou az¢ernou barvu a jsou v ovarialni tekutinvelmi
dolre Zetelny je animalni pol. Vyené ovocyty je nutné pkvé chranit ged kontaktem
svodou a fimym slunénim svitem. Hmotnost vignych jiker se pohybuje okolo
10 — 15% hmotnosti samice. Samice je schopna dalyjtEru za 2 — 3 roky dle
podminek progedi (Hochleitner, 2004).

K oplozeni a aktivaci 1000g jiker je vhodné pouZ0 — 25ml heterospermatu,
které je n&edéno ctyifmi litry aktivaéni vody. Jikry je poté nutnoékolikrat dikladns
proplachnout. Z @vodu lepivosti jiker je nutné ihned &as jejich odlepkovanim. Jako
odlepkovaci suspenze je &&$tji vyuzivan jil a to z dvoda chladné vody (cca 15°C),
pii které ostatni odlepkovaci préstiky (nap. mléko) nefunguji nebo jsou nedostate.
Vlastni odlepkovani trva 60 minut (Gela et al., 20QJikry je nutno po celou dobu
procesu michat (Setrné zachazeni). Po odlepkoeaniitho jikry proplachnout &sté
jikry umistit na inkubani aparaty. Jikry jsou extréragitlivé na nasledné tsy.

Lihnuti neprobihd hromadrProbih& v dlouhérasovém intervalu po dobu 2 — 3
dni (Gela, 2008). Vykuleny pHek velice ochoth plave s vodou a je umést na

odchovné Zlaby, kde se nasléadnzplavava a je rozkrmovan.
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2.4 Genetika jeseteil

Vyzkum systematickych vztah ¢eledi Acipenseridage v sodasné dob velmi
komplikovan gitomnosti mezidruhovychti mezirodovych hybrid a rozSfenym
anatomickym a ontogenetickym polymorfismem (Berg962). Nejk&zrejsi
taxonomicka kritéria jsou zaloZzena na morfologidkyetologickych a ekologickych
znacich. Velmi podstatné je téz biogeografickéiren$ druti (Rochard, 1991).

Cytogeneticka a molekularni data tepredavno poskytla lepSi a hlubsi pohled
na moznosti druhového rozliSeni uv¥nithdu. Diky tomu jsou objevovany nové

Mrivrw s

poznatky se tykaji i typickych vlastnosti jesétgez je nagiklad polyploidie.

a) Cytogenetika

Podle fehledu Fontana a Zane (2007), prvni data o mnoaskiearni DNA u
jeseteti byla ziskdna v 50. letech 20 stol. Mirsky a RisEO51) si pomoci
histofotometrickych metod vsSimli, Zécipenser sturioma 3,2pg nuklearni DNA
v burgéném jadru. Toto mnozstvi nuklearni DNA bylo prokaha vySSi nez u
modelovych kostnatych ryb. Tento poznatek tak péitihgpotézy, ze primitivni ryby
mohou mit vy$5i mnozstvi DNA neZ mladsi kostnabd/ ry

Prvni data o gtu chromozom u jesetel byla ziskana kolem roku 1965 ruskou
autorkou Serebryakovou (Serebryakova, 1972), ktaznamenala 60 chromozom
Huso husoa Acipenser ruthenusl pres velky aspch byly dané vysledky velmi
nedostaténé kvality.

Ve stejné d@bpozoroval Ohno (1969), Ze karyotyp jeset&eaphirhynchus
platorynchusbyl tvoren 112 chromozémy, z nichZz 48 byly mikrochromozomgké
zjistil, Ze mnoZstvi nuklearni DNA bylo 3,6pg.jadroTento velky rozdil v piu
chromozdéni v porovnani s tim co bylo pozorovano ruskymi vymkiiky, byl zZejme
mikrochromozomy.

DalSi zlepSeni metody stanoveni &jst karyotypu bylo pedoSeteni
mitotickymi inhibitory a poté suSeni chromozomovyareparai na vzduchu (Fontana a
Colombo, 1974). Touto metodou bylo zisb, ze karyotyp iHuso husa A. sturiose

sklada ze 116 chromozdipale UA. naccariije jiz z 240 chromozom
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Kolem roku 1980 se zvySilo mnoZstvi datasyotypech jesetérzejména diky
praci ruskych ¥deckych pracovnik

Tab.¢. 3: Stanoveny karyotyp u vybranych déjbseterovitych ryb.

Druh Karyotyp Autor
A. nudiventris 4n=118 Arefjev, 1983
A. stellatus 4n=118 Birstein, 1987
H. dauricus 4n=120 Burtzev et al., 1976
A. schrenckii 8n =240 Vasil' ev et al., 1980
A. baerii 8n =250 Vasil ev et al., 1980
A. gueldenstaedltii 8n =250 Birstein, 1987
A. sinensis 8n = 264 Yu et al., 1987

VSechna zmiovana data podpita piitomnost dvou skupin jeseter
» Skupina A je charakterizovana karyotypem se 116 — 120 chzrémgy
» Skupina B je charakterizovana karyotypem s 240 — 260 chré@mgyz

Autdi tak hajili nazor, Ze vztah ploidie meznito dwma skupinami byl tetra-
oktaploidni (4n — 8n). AvSaké¢htera data nesouhlasila s vySe uvedenou hypotérou,
vtomto fipact zastanci tetra-oktaploidni hypotézy obhajovali s&né vysledky
ne@ilis jasnym diploidiz&nim procesem (Birstein, 1987).

Zavedeni metody jgokové cytometrie do rybi genetikyinilo kvantitativni
stanoveni obsahu nuklearni DNA mnohem sigiiim a rychlejSim. Tato metoda je téz
povazovana za jednu z nejspoleljich. Velikost genomu u sedmi dfulamerickych
jesetef byla nalezena v rozmezi 4,6 — 13,1pgDNA jad¢Blacklidge a Bidwell, 1993).

Autori nasledi rozcElili zminovanych 7 druth jeseteit do 3 skupin a to v poénu 1:2:3,
kde byly povazovany:

» Tetraploidni (4n) druhy za ty s nejnizSi hodnotou.

* Oktaploidni (8n) druhy dosahovalyetinich hodnot.

» Dodekaploidni (12n) druhy dosahovaly nejvysSichrodd
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Portkud odliSné vysledky stanoveni byly ziskany u 1@hdrjeseterovitych ryb
z amerického a euroasijského regionu (Birsteinlet1893). Uvedenych deset diuh
bylo také rozdleno do 3 skupin. OvSem do piud rozdilnych:
» Tetraploidni
o Oktaploidni
» Hexadekaploidni (16n)

Podle vySe uvedenych dat dosidai k za¥ram, Ze druhy skupiny A byly

tetraploidni a druhy skupiny B musely byt oktapldid
Velky ginos pro porozugni vztahi ploidie mezi jesetémi skupinami A a B byl

poskytnut barvenim chromozdnza tepla srisi roztoki Zelatiny a dushanu stibrného,
které pomaha stanovit ribosomalni genové aktivitigentifikuje oblasti nuklearniho
uspdadani (NOR = nucleolar organizing regions) (Gootipasa Bloom, 1975). NOR
pocet chromozém u druhi skupiny A dosahoval 4 — 6 chromozémzatimco u skupiny
B dosahoval p&et 8 — 13 chromozéin (Fontana et al., 2001). Zdhto vysledk
vyplyva, Ze u drut skupiny A mohou byt NOR chromozomy shromé&igd v parech.
OvSem u druth skupiny B mohou byt chromozomy shromé&ig v sadachdétyr
podobnych chromozoim

DalSi pehled o ploidni Urovni jesefermiuze byt vyvozen pomoci metody
fluoresceini in situ hybridizace (FISH). Satelitni DNA, ktebgla izolovana z genomu
Acipenser naccaria byla oSdtna restriknim enzymem (Hindlll), je vyuZivana jako
tzv. FISH sonda na metafaznich chromozémech. Higaidi signaly byly jasé
rozpoznatelné v centrometrickych oblastech vSecimianych druf, kroms A. sturia
U vSech zkoumanych drttve skupig A bylo signaly detekovano 8 — 10 chromozom
a ve skupid B signaly dosahovaly 40 — 80 chromozortLandfredi et al.,, 2001,
Fontana et al., 2004).
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Tab.¢. 4: P&et chromozor a obsah DNA Wcipenseriformeskupiny A (evoldné tetraploidni, 4n).

Druh Pocet chromozom(i Obsah DNA (pg) Autor
A. oxyrinchus 4n=99-112 4,55 Blackklidge, 1993
S. platyrhynchus 4n =112 3,6 Ohno et al., 1969
A. ruthenus 4n=116+4 3,74 Birstein et al., 1993
A. sturio 4n=116+4 3,2 Mirsky, 1951
H. huso 4n =116 4 3,6 Fontana, 1976
A. stellatus 4n=118%2 3,74 Birsten et al., 1993
A. nudiventris 4n=118%3 3,9 Birstein et al., 1993
H. dauricus 4n=120 3,78 Birstein et al., 1993
P. spathula 4n=120 39 Tiersch et al., 1989

Tab.¢. 5: P&et chromozo6m a obsahu DNA écipenseriformeskupiny B (evoldng oktaploidni, 8n).

Druh Pocet chromozomi Obsah DNA (pg) Autor
A. naccarii 8n=239+7 6,26 Fontana, 1976

A. schrenckii 8n =240 6,07 Zhang et al., 1999
A. baerii 8n=249+%5 8,3 Birstein et al., 1993

A. medirostris 8n=249+8 8,82 Blacklidge, 1993
A. gueldenstaedtii 8n=250+8 7,87 Birstein et al., 1993

A. fulvescens 8n=262+6 8,9 Blacklidge, 1993
A. sinensis 8n=264+4 9,07 Zhang et al. 1999

A. transmontanus 8n =271 9,55 Blacklidge, 1993

* U diploidnich organism pojem velikosti genomu odpovida mnozstvi DNA
v jedné kopii genomuiemuz rovez odpovida pojem C-hodnota jako obsah haploidni
jaderné DNA. Ale jelikoz polyploidi mohou obsahowiita nebo vice genam
v haploidnim jade, tak by pouZiti terminu C-hodnota mohlo véstdormzuneni. Proto
v této praci je radji pouzivan vyraz obsah DNA, ktery odpovida celkavénnozstvi
DNA v somatické bice.

VSechny tyto cytogenetické poznatky silpodporuji hypotézu, Ze jesttese
120 chromozémy p#ti do skupiny A jsou tetraploidni. Zatimco jeseteatici do
skupiny B s 240 — 260 chromozdmy jsou oktaploidni.

V roce 2005 Kim et al. popsali karyotyg\ubrevirostrum ktery obsahoval 372
chromozoni. Blacklidge (1993) si vSak jiz vSiml, Ze tentaudrma obsah nuklearni
DNA 13,08pg. To je 2,78 x vySSi hodnota nez jénmr skupiny A a 1,44x vySSi
hodnota nez skupiny B. Dl€dhto poznatk je A. brevirostrumodvozenym druhem,

jehoz givod mizZe byt v hybridizaci mezi druhy u skupin A a B.
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b) Molekularni genetika:

Fontana a Zane (2007) shrnuji k&gprimé vizualizace chromozdm vyuZziti
molekularrgé biologickych technik u jeseterovitych ryb. U jem®ivitych ryb je mozné
vyuzit metodu fylogenetické rekonstrukce, jez jwzana na molekularnich markerech
(Birstein et al, 1997, 1998; Zhangt al, 2000; Ludwiget al, 2001). Steja tak je
mozné vyuZzit metodu mapovani ¢w chromozom na fylogenetickych stromech
(Maddison a Maddison, 1992). Nyni je metoda fylagekych strond vyuZivana pro
22 z 27 drub AcipenseriformegéLudwig et al 2001).

Molekularni markery mohou byt pouzitypikmému vyvozeni ploidni Groen
genomu analyzovanim maximalnihocpo alel, jez byly nalezeny v daném lokusu.
Napiiklad maximum dvou alel jecekavano v diploidnim lokusu, zatimco tetraploidni
lokus by n&l obsahovat maximain4 alely. Tato metoda ovSentimesla nesltitelné
vysledky (Fontana a Zane, 2007).

Nejpouzivat)Simi markery jsou mikrosatelitni DNA markery, kéerbyly
nalezeny ve vSech prokaryotickych a eukariotickyggnomech analyzovanych do
dnesni doby. Jsou obsazeny hkavmekddujicich oblastech. Jedna se o nesncignny
nastroj studia genetické variability (Zane et 2002). Mikrosatelitni markery byly
poprvé izolovany A. fulvescens 240 chromozomy (May et al. 1997).

Mikrosatelitni markery mohou byt postizenyiymi problémy:
» P¥itomnost ne vice nez dvou aletibe indikovat diploidii na lokusu.
* Po genové duplikaci nemusi multilokusova analyzdkasit

» Jedin& duplikace lokusutrke vést ve zdanlivou polyploidii.

Kromé studia potu alel byly mikrosatelity pouzity i v segrega analyze
k identifikaci disomickych, tetrasomickych a oktasokych genosovych znaku A.
fulvescens(Pyatskowitet al, 2001; McQuownet al, 2002). Disomicky geneticky
odkaz je typicky pro alotetraploidy, u nichZ jsoantologické chromozomy ze dvou
rodicovskych druli naprosto odliSné od ostatnich (Olson, 1997). Zaiitetrasomicky
geneticky odkaz je typicky pro autotetraploidy, latetraploidie setyii chromozémy
nesouci stejny tetraploidni lokus chovaji jako mesalva diploidni lokusy. Proto se
pouze jeden chromozom z kazdého paruéhgel do kazdé gamety (Fontana a Zane,
2007).
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Tab.¢. 6: Testovani a izolovani mikrosatelitnich lokule May et al. (1997)M) a Ludwig et al. (2001)(). p = Polymorfni;m = Monomorfni;n = Neaktivni.
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2.4.1 ldentifikace mezirodovych a mezidruhovych hykd a

Hybrid je jedinec, ktery vznikl procesem hybridira¢kiizeni). Hybridem
rozumime potomka (potomstvo) vzajemnéhoepé mezi jedinci pdfcimi do fiznych
rodi, druhi, k riznym plemefim, populaciméi liniim, a pak rozliSujeme hybridy
mezirodove&si mezidruhové, a hybridy vnitrodruhové (mezipogulia meziplemenné a
meziliniové; FlajShans a kol., 2008). Hybridizaciizeme dale¢lenit na spontanni

(ptirozenou, k niz dochazi wipodé bez zasahtloveka) a unglou.

U jesetell je schopnost firozené hybridizace (a ro¥h poskytovat Zivotaschopné
potomstvo po urié hybridizaci) oproti ostatnim drim ryb vyrazg podpdena
dalSimi faktory:

e pfirozena evoltni polyploidie

» blizka genetickaifbuznost

* evolwni st&i

* velmi shodné naroky na rozmnoZzovani

Tyto faktory navic nejsobi jednotli¢, ale vzdjemé se dopiuji. Davaji tak
moznost vzniku nejizngjSich typi hybridi. Nékteré teorie dokonce uvdd Ze
spojenim &chto faktofi doSlo k vytvéenim novych druil jesetei.

Na zaklad paitu chromozom jsou jeset# rozdkleni do dvou skupin, jez prvni
obsahuje 116 — 120 chromozdra druhd 240 — 260 chromozonfviz kapitola 2.4).
Pokud ke kiZzeni jesetdr dochazi uvnit skupiny, tak vznika plodné potomstvo. Pokud
ovSem dochazi k mezidruhovémtideni mezi skupinami, &o by vznikat triploidni
potomstvo, které by &o byt neplodné (Hochleitner, 2004).

OvSem u jesetér toto pravidlo neplati vzdy jednozirv@&. Diky evoli&ni
polyploidii miZze dochéazet k situacim, kdy mezidruhovi hybridujgokonale plodni. Je
to mozné diky sudému Pt chromozon, které dany jedinec ziska. Jelikoz tento sudy
pocet chromozém se pak velmi snadno rodddo pohlavnich produfitv nasledném
procesu spermatogenefievogeneze.

Zmény paitu chromozom pii rozmnozovani vSak nejsou otazkou pouze
mezidruhovych hybril U jeseterovitych ryb je mozny i jev tzv. autopabidie. Ri
némz dochazi k navysSeni sad chromoadmagiklad pi gametogenezi nebo vid&hu
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procesu oplozeni a reprodukci jedinstejného druhu o obvyklé Urovni ploidie pak

vvvvv

k tomu, Ze geneticky zaklad v Generaci nebude shodny se zakladem:todi

Hybridi ve volnych vodach se vyskytuji u diylkteré Ziji ve stejném biotopu na
stejném mist NegasgjSim divodem jejich vzniku jsou spalea vy€rova mista
(trdliste), ktera vyuZivaji oba druhy ve stejnou dobu. Je n@ozné, aby doSlo ke
splynuti gamet obou rozdilnych dfuhTento druh hybridizace jetippzeny. OvSem
diky antropogennim vlism je mnohentasgjsi. Je to zaficinéno nicenim trdli§ nebo
zamezenim ipstupu k nim vytvéenim migré&nich bariér (nap piehrad) v toku, coz
nuti jeseterovité ryby hledat nova moZznéect mista. To vSak velmi zvySuje
pravdpodobnost vyskytu vice drima trdlisti.

Velmi zajimavym faktem je, Zze pokud dojde k&Zzkni, @i kterém vznika
triploidni jedinec (neplodny jedinec), tak tentdijgec Zistdva prakticky cely sy Zivot
v fece. Dochazi k pottani instinkfi a migra&nich tafi do slanycki brakickych vod za
Gcelem dospni. Tato skuténost je vSak velmi fnosna pro mozné monitorovani
hybridnich jediné (Hochleitner, 2004).

Napiklad viece Volze se odhaduje, Ze Zije 0,02 — 3,10% jdshtdnybridi.
Podle prvnich vyzkuin které natece Volze proéhly vletech 1964 - 1981 bylo
zZjisténo, Ze nejastjSi hybrid je Acipenser ruthenusAcipenser gueldenstaedti to
z51,3%. Dale nasledovalAcipenser stellatus sAcipenser ruthenusz 28,2%
(Hochleitner, 2004).

DalSi vyzkumy z let 1982 — 1994 vSak ukazaly, @st@upeni hybritlv populaci
je schopné se velmi rychle émt. Nyni byl nefasgjSim hybridem Acipenser
gueldenstaedtiis Acipenser stellatuz 55,7%. Nasledovahcipenser gueldenstaedtii
sAcipenser ruthenug 33,9% aAcipenser stellatus Acipenser ruthenug 10,4%. To
dokazuje, Ze vyvoj hybridje velmi dynamicky a je schopen se&mit v kratké dok
(Hochleitner, 2004).

Bylo by vSak chybné se domnivat, Ze vznik hybri@¢ pouze nahodny a
v podstat nezadouci. Od roku 1950 se v Rusktiaka s cilenym vytvienim a chovem
hybridi. Dale se chov hybridrozvinul v severntasti NNmecka (1970) a v Japonsku
(1980). Dnes se cilené vytehi a chov hybriél provadi prakticky na vSech jesitdn
komegnich farmach. Hlavnimi hybridy, kiestali na poatku €chto chow, byli tzv.
Bestr a Sibster. Jednalo se o potomskso husas Acipenser ruthenua Acipenser

baerii sAcipenser ruthenus
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Duvodem pré se s&mito chovy hybrid za&alo, byla snaha o zlepSeni
uzitkovych vlastnosti potomstva pro korer (ely za vyuZiti heter6zniho efektu.
Tento jev ma Uzkou navaznost na varianci neaditoiky genetické pro#émlivosti a
vyskytuje se zejménafip kiizeni geneticky vzdalenych plemen téhoz druhiu
inbrednich linii. Jeho vysledkem je zlepSeni ¢aldy fyziologickych funkci (FlajShans
a kol., 2008). V pib¢hu let se vSak zjistilo, Zefipheteroznim efektu neni mozné
piekonat vlastnosti obou ragi. Dochazi pouze k jakémusi souladu a pozitivnimu
praméru vSech pozadovanych vlastnosti.

Nevyhodou heter6zniho efektu je jehataenost. Objevuje se zpravidla jen u
prvni filidlni generace (. V generaci kse jiz heter6zni efekt prakticky neobjevuje.
Proto se vyuZziva pouze na produkgigénerace, kterda je vyuZita pro trzgely.

Velkym nebezp&im téchto chowi bylo zjiS€éni, Zze dani hybridi se nejlépe
projevuji ve slanych nebo brakickych vodach. Bydytéasto vyuzivano jejich chdv
nag. v raiznych klecich, jez byly umisty ve volnych vodach. Zthto chow ovSem
hrozilo nebezpd Gniku danych hybridl, ktei by se mohli zapojit do reprodékich
cykli jeseted z volnych vod (pvodnich populaci) a tim je znehodnotit neb@itni

Velmi zajimavym faktem je, Ze dani hybridi nenegen spoléné znaky
riznych kometné vyuzitelnych vlastnosti. Dochazi i k jisté komhkihanorfologickych

znaki sledovatelné na exteriéru ryb (viz obrazek) a zpisobu Zivota daného jedince.

Obr.¢. 7: Hybrid tzv. besr s dlouhym rypcem, velkymi Gsty a zbarvertiiuso huso.

(Hochleitner, 2004)
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2.5 Metody stanovuijici Urove ploidie a velikost genomu u jesetdr

Pro ugeni velikosti genomu je velmi podstatné giegem zvolit metodu
stanoveni, ktera je pro nas dany pokus nejvi§8da jsme schopni ji technicky provést.
Diky vyspelé technologii a neustalému vyvoji ve studiu gdnefe dnes mozné pouzit
nékolik metod, které stanovuji Urokeploidie a velikost genomu naidzanych
vypovidacich drovnich.

Velmi vhodnym pikladem rozdilné velikosti genomu vlivem pozitiznych
metod stanoveni je lin obecnYirfca tinca) Velikost genomuTinca tincabyla jiz
mnohokrat popsana a publikovana. Stanovené hodeotgak liSi az to desitky procent
(viz tabulkac. 7).

Tab. ¢. 7: Popsané velikosti genomu Tinca tinca. BCA = Biochemicka analyza, FD = Feulgen

denzitometrick& analyza, NS = Nespecifikovano, FEMIitokova cytometrie.

Druh Obsah DNA (pg) Metoda stanoveni Autor
Tinca tinca 0,81 BCA Mauro, 1979
Tinca tinca 0,85 FD Fontana, 1976
Tinca tinca 0,93 NS Gerzeli, 1956
Tinca tinca 0,95 NS Vialli, 1957a
Tinca tinca 0,97 BCA Vendrely, 1953
Tinca tinca 0,98 BCA Vendrely, 1952b
Tinca tinca 1,04 FD Hafez, 1978
Tinca tinca 1,05 FD Wolf, 1969
Tinca tinca 1,05 BCA Vendrely, 1950
Tinca tinca 1,13 FCM Collares, 1999

Prakticky stejné odliSnosti nalezneme i u vSealhidijeseterovitych ryb, které

byly pozorovany #kolika riznymi metodami stanoveni velikosti genomu.

Pro piikaznost a moZznost porovnani stanovené velikosbmerje tedy nutné:
» Zvolit si autora, s nimz chceme stanovené hodnotgymat
* Pouzit stejnou metodudgieni

* Pouzit stejné vzorky prod&feni (nap. erytrocyty)
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Pro stanoveni velikosti genomu se u jeseterovitydthvyuZiva nejastji ctyt
metod stanoveni. Jedna se o:
1. Pritokova cytometrie (Flow Cytometry, FCM)
2. Denzitometricka analyza obrazu kknobarvenych Feulgenovou reakci
(Feulgen Image Analysis Densitometry, FIA)
Denzitometricka analyza (Mikrodenzitometrie) (Feigdensitometry, FD)

Fluorometrick& analyza objemu (Bulk FluorometricsAg, BFA)

1. Pritokova cytometrie:

Jde se o ifmou metodu stanoveni, ktera vychazi z kvantifikabsahu DNA.
Tato metoda je zaloZzena na obarveni jaderné DNRtenym DNA-specifickym
barvivem dle Pisano a kol. (2007). Vysledky jsobraaeny formou histogramu.

Metoda je velmi rychld aipsna. Je mozné s ni stanovovat velikost genomu, ale
piedevSim urové ploidie. Jak uvadi tabulk& 8, jedna se o nejvyuzivgai metodu

stanoveni u jeseterovitych ryb.

Tab.¢. 8: Stanovena velikost genomu jeséteomoci metody FCM.

Druh Obsah DNA (pg) Autor
Acipenser baerii 415 Birstein, 1993
Acipenser brevirostrum 6,54 Blacklidge, 1993
Acipenser fulvescens 4,45 Blacklidge, 1993
Acipenser gueldenstaedtii 3,94 Birstein, 1993
Acipenser medirostris 4,41 Blacklidge, 1993
Acipenser medirostris 717 Birstein, 1993
Acipenser nudiventris 1,97 Birstein, 1993
Acipenser oxyrinchus 2,28 Blacklidge, 1993
Acipenser ruthenus 1,87 Birstein, 1993
Acipenser stellatus 2,35 Kafiani, 1958
Acipenser transmontanus 4,73 Blacklidge, 1993
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2. Denzitometrickd analyza obrazu Burobarvenych Feulgenovou reakci:

Jednd se o instrumentalni metodu, kterd je zalozemaobarveni DNA
Feulgenovou reakci (Feulgen a Rossenbeck, 1924arveimé biikky jsou nasled&
snimany a fevedeny do elektronické podoby, kde pomoditadovych analyz probiha
jejich vlastni néteni (FlajShans a kol, 2008; Hardie, 2002).

Metoda je por&rné ¢aso¥ nara@na na pipravu vzork a vlastni msfeni. Jedna
se vSak o velmiigsnou metodu stanoveni. Je mozné ji vyuZzit ke stamovelikosti

genomu i ke stanoveni uroyploidie.

Tab.¢. 9: Stanoveni velikosti genomu jesétpomoci metody FIA.

Druh Obsah DNA (pg) Autor
Acipenser brevirostrum 6,89 Hardie, 2004
Acipenser oxyrinchus 2,19 Hardie, 2004

3. Denzitometrick&a analyza:
Jde o kvantitativni instrumentalni metodu (Goldriad? 1985; Gold a Amemiya,
1987; Gold a kol., 1990), ktera je zaloZzena ngemi absorbance barviva vitkach

nagru obarveného Feulgenovou reakci (Feulgen a Rossknb924).

Tab.¢. 10: Stanoveni velikosti genomu jesétpomoci metody FD.

Druh Obsah DNA (pg) Autor
Acipenser naccarii 2,89 Fontana, 1976
Acipenser sturio 1,60 Mirsky, 1951

4. Fluorometricka analyza objemu:

Jedna se o kvantifikai metodu, ktera je zaloZzena na obarveni jadern& DN
uréitym DNA barvivem a na w®feni fluorescence emitované komplexem obarvené
DNA (Pisano, 2007).

Metoda je vhodna spiSe pro stanoveni Gkoploidie. Pro mdteni velikosti

genomu sefifdliS nevyuZziva a u jeseterovitych ryb je touto naeto popsan jeden druh.

Tab.¢. 11: Stanoveni velikosti genomu jesétpomoci metody BFA.

Druh Obsah DNA (pg) Autor

Acipenser transmontanus 510 Hinegardner, 1976a
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2.6 Fyziologické zngny zavislé na velikosti genomu

Za nejpodstait)Si fyziologickou zménu, jez zavisi na velikosti genomu, by se
dala povazovat velikosglhich burgk. Je prokazano, Ze s rostouci velikosti genomu
roste i velikost buék (Bytyutskyy, 2012). To je zd@inéno zwtSujicim se obsahem
DNA, které zfisobuje @ist jadra a tim i celé hiky.

Tato odliSnost samégimé prinaSi a zpsobuje celou fadu dalSich
fyziologickych znén. Je prokazano, Ze vlivem fatu velikosti busk se jejich poet
piiméiere reguluje (klesa). Tento fakt je velmi problemayigitedevSim u erytrocyt
(cervené krvinky), které u ryb také obsahuji jadrprenaseji kyslik (Flajshans a kol.,
2008). Vlivem jejich Ubytku a po#nné primitivnimu Zabernimu aparatu jesdéter
s nizkym pdtem Zabernich tynek mize dochazet k respimaim problénim. To se
projevuje pedevsim fi zhorSenych kyslikovych podminkach (hapievozy, loveni
ryb).

Za dalSi zmnu zavislou na velikosti genomu je mozné povazowité
exteriérové vlastnosti jeseter jez vychazeji z fyziologického zakladu. Jedna se
piedevsim o tvaréta a jeho velikost. U jistych drdhryb (nag. lin obecny) dochazi
vlivem néfistu velikosti genomu ke ztnam tvaru ploutvi (FlajShans a kol., 2008).
Jeset#i vSak maji tento typ exteriérové Zny prakticky neprokazatelny. OvSem velmi
zajimavou je otazka nistu velikosti &a. Prvni teorie vychazeli z prakticky prosté
dedukce, Ze pokud dochazi kimtu €Inich burgk, musi zakonit dochazet i k ndistu
celého ¢la, jeZ je z&chto burk tvoreno. DalSi vyzkumy vSak prokazaly, Ze dochazi
k vySe zmhované redukci pdu tInich burgk.

Narist genomu v3ak za jistych okolnostiize ovlivnit velikost a rychlostistu
téla. Jedna se oifpady, kdy naistem ploidie a tedy i velikosti genomu vznika tzv.
triploidni jedinec, ktery je neplodny. Tim nedoch&zukladani energie do tvorby
pohlavnich produkt, ale tato energie je vkladana dstu svaloviny. Je tak z&pinéno,

Ze triploidni jedinci maji lepSitastové schopnosti nez jedinci stejného druhu #,stéa
ktefi jsou plodni. U jeseterovitych ryb vSak dochambiku, Ze i vyskytujici se triploidni

jedinci jsou zcela plodni.
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Zajimavosti také je, Ze mnoho dtufeseteit jsou tzv. anadromni druhy, které
potiebuji k dospni migrovat ztek do slanycki brakickych vod. U sterilnich jediic
vétSinou k této migraci nedochazi a dany jedinec wiktkopusti sladké vody
(Hochleitner, 2004).

Problematika reprodé@kich schopnosti jeseters vySSi velikosti genomu je
studovéana jiz &kolik let. Jedn& se n&po moznost Spatné pohyblivosti spermii a jejich
malé schopnosti oplozeni (KaSpar, 2007). Dale jdgharSenou inkubaci oplozenych
jiker. Nasledné zhorsené kuleniigku a velké ztraty ip raném odchovu. Dodnes jsou
vSak v8echny tyto otazkyigdnetem dalSiho zkouméni. Dosavadnim vyzkiamse
nepodélo dané teorie potvrdit ani vyvratit.

Bylo by zde vhodné také zminit, Ze &my zavislé na velikosti genomu nejsou
pouze fyziologického charakteru. Takovatoéna v genetickém zakladuipasi dopady

i v jinych odwtvich.
Rozdleni dopad naristu velikosti genomu dle Otta (2007):
1. Fyziologické dopady
2. Genetické dopady
» Stabilita genomu
» Stabilita exprese gén
3. Evolwni dopady
* Nasledny evoléni vyvoj
* Vznik novych rod, ¢eledi a drub
Pokud si vSechny tyto mozné dopady tuséw velikosti genomu spojime,

dojdeme k zakru, Ze timto zpsobem v podstatdochazi k utvieni nové evoluce
celého druhu. Je tedy velmi diskutabilni zda sedea negativni jevi nikoliv.
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2.6.1 Genofond jeseterovitych ryb a jeho ochrana

Z vySe uvedenych kapitol je patrné, Ze¢man velikosti genomu ma vliv na dalSi
fyziologické i genetické vlastnosti daného druhocBazi tak ke z&mam v genofondu,
ktery je ovSemitba chréanit v jehotwodni podob.

Pod pojmem genofond rozumime soubor vSech geagéghna, které populaci
nebo dany druh tw@ Jeho podstatu t¥bgeneticka diverzitafsluSného druhu, ktera je
v ramci jednotlivych populaciédicna. Ugitym zpisobem je tedy adaptabilni. To je
vyznamny pedpoklad zdarné existence a evoluce (Hanel a 1280%). Genofond neni
nentnny. Jedna se o dynamicky systém, jeZ isepfisobuje biotickym a abiotickym
podminkdm svého prdsdi.

Genofond je dale zakladnim pojmem tzv. konzé&mvgenetiky. Tento geneticky
sner je zandten na odbor& podloZzenou ochranu biodiverzity, a také na jejizadi.

Velmi podstatnowasti konzervéni genetiky je také odborné Slegit

Ochranu genofondu je mozné shrnout@iinto # bodi:

1. Je nezbyté nutné udrzeni Zivotaschopné populace daného didnse irici,
Ze je nutné udrzet Zivotaschopnou populaci za jedddu cenu. Velmi vyznamny je
casovy aspekt. Populace musi byt Zivotaschopna dital® (nekonéng) (FlajShans a
kol., 2008). Pokud druh jiz jednou vya) neni dale co ochtavat ani zachigovat.

Evolueni linie jsou totiZ jedinéné a neni mozné je opakovat.

2. Musi byt zachovana schopnostzpusobovat se gmicimu prostedi a jeho
VYVOji, to znamenda udrzet dané genetické adaptachopnosti. Cely druh musi byt
dlouhodol geneticky zdravy (FlajShans a kol., 2008). Pokya fstych divodi doslo
ke ztrat genetickécistoty druhu, je naslednvelmi obtizné (az nemozné) genetickou
Cistotu daného druhu &p zajistit. To miZze znamenat aZz vyhynuti druhu tak jak byl

znam.

3.  MozZnost udrZzeni schopnosti pro dal$ippdné specimi udalosti. Tohoto
bodu neni mozné nikdy dosahnout, jelikoz vyvoj demdéruhu nikdy nekafi. Vyvoj
muze skowit jen tim, Ze dojde k vyhynuti druhu. Tento extrdm¥ipad v3ak znamena4,

Ze ochrangska opateni genofondu selhala a genofond daného druhuttagden.
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3. Material a metodika

3.1 Studovan&isté druhy jeseteri

7

V praktické casti této diplomové prace bylo studovanét gistych druli
jeseterovitych ryb, které jsouGR nebo okolnich statech dostupné a bylo mozné tziska

jejich krevni vzorky.

Jednalo se o tyto druhy:

1. Jeseter malyAcipenser ruthengs
Jeseter silbsky (Acipenser baer)i
Jeseter ruskyAcipenser gueldenstaedtii
Jeseter hizdnaty Acipenser stellatys

a kM 0D

Vyza velka Huso husd

Tab.¢. 12: Studovani jedingistého druhtAcipenser ruthenus

Acipenser ruthenus
Jedinec Identifikacni Eislo Datum odbéru Soucasny nazev chovatele
Liher Velky Dv(r,
1 171 28.2.2008
Rybnikarstvi Pohorelice a.s.
2 12 14.2. 2008 FROV JU
3 16. 4. 2008 FROV JU
4 2224 15. 3. 2006 FROV JU
5 47 14.2. 2008 FROV JU
6 2183 FROV JU
7 26 FROV JU
8 2161 15. 3. 2006 FROV JU
Liher Velky Dv(r,
9 1 13. 11. 2009
Rybnikarstvi Pohorelice a.s.
Lihen Velky Dvdr,
10 2 13.11. 2009
Rybnikéfstvi Pohofelice a.s.
Liher Velky Dv(r,
1 4 13. 11. 2009
Rybnikarstvi Pohorelice a.s.
Lihen Velky Dvdr,
12 6 13.11. 2009
Rybnikéafstvi Pohofelice a.s.
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Lihed Velky Dvr,

13 7 13.11. 2009
Rybnikéfstvi Pohofelice a.s.
Liher Velky Dv(r,
14 8 13.11. 2009
Rybnikarstvi Pohorelice a.s.
Lihen Velky Dv(r,
15 9 13.11. 2009
Rybnikéafstvi Pohorelice a.s..
Liher Velky Dv(r,
16 10 13.11. 2009
Rybnikarstvi Pohorelice a.s.
17 - 16.2.2010 FROV JU
18 2172 16.2.2010 FROV JU
19 - 16.2.2010 FROV JU
20 - 16.2.2010 FROV JU

Tab.¢. 13: Studovani jedingistého druhtAcipenser baerii.

Acipenser baerii
Jedinec Identifikaéni Eislo Datum odbéru Soucasny nazev chovatele
1 2117 16. 4. 2008 FROV JU
2 4020 14.2.2008 FROV JU
3 2 FROV JU
4 2346 16. 4. 2008 FROV JU
5 4.3.2008 FROV JU
6 2264 FROV JU
7 4190 14.2.2008 FROV JU
8 3520 16. 4. 2008 FROV JU
9 16. 4. 2008 FROV JU
10 2329 4.3.2008 FROV JU
11 2107 FROV JU
12 13 16. 4. 2008 FROV JU
13 2200 4.3.2008 FROV JU
14 2876 FROV JU
15 3482 4.3.2008 FROV JU
16 2332 FROV JU
17 16. 4. 2008 FROV JU
18 69 FROV JU
19 4085 13.3.2010 FROV JU
20 3569 4.3.2010 FROV JU
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Tab.¢. 14: Studovani jedingistého druhtAcipenser gueldenstaedtii.

Acipenser gueldenstaedtii

Jedinec Identifikaéni Eislo Datum odbéru Soucasny nazev chovatele
1 21 6. 4. 2008 FROV JU
2 2101 16. 4. 2008 FROV JU
3 16. 4. 2008 FROV JU
4 R23 22.11. 2001 FROV JU
5 39 6. 4.2008 FROV JU
6 6. 4.2008 FROV JU
7 4467 FROV JU
8 R11 22.11. 2001 FROV JU
9 2905 22.11. 2001 FROV JU
10 33 FROV JU
11 2616 FROV JU
12 2592 16. 4. 2008 FROV JU
Rybi lihefi Mydlovary,
13 R1 17.3.1997 Y g Y
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
14 R3 17.3.1997
Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
15 R4 17.3.1997 Y g Y
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
16 1 19.9. 2000 FROV JU
Rybi lihefi Mydlovary,
17 R5 17.3.1997
Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
18 2 19.9. 2000 FROV JU
19 3 19.9. 2000 FROV JU
Rybi lihefi Mydlovary,
20 R2 17.3.1997

Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.

Tab.¢. 15: Studovani jedingiistého druhiAcipenser stellatus.

Acipenser stellatus
Jedinec Identifikacni islo Datum odbéru Soucasny nazev chovatele
Lihen Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
1 19 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Liher Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
2 61 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Lihen Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
3 62 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
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Lihen Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
4 66 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Liher Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
5 69 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Lihen Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
6 18 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Liher Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
7 5 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Lihen Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
8 7 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Liher Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
9 31 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Lihen Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
10 38 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Liher Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
1 45 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
12 11.3.2011 FROV JU
Lihen Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
13 46 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Liher Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
14 49 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Lihen Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
15 51 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Liher Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
16 55 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
17 11.3.2011 FROV JU
Liher Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
18 57 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Lihen Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
19 58 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko
Liher Marjoss, Fischzucht Rhénforelle GmbH &
20 59 6. 3. 2008
Co. KG, Némecko

Tab.¢. 16: Studovani jedingiistého druhtHuso huso.

Huso huso

Jedinec

Identifikacni ¢islo

Datum odbéru

Soucéasny nazev chovatele

136

20. 4. 1999

Rybi lihefi Mydlovary,

Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
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Rybi lihert Mydlovary,

2 135 20.4.1999
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
3 134 20.4.1999
Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
4 133 20.4.1999 d 4 y
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
5 132 20.4.1999
Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
6 131 20.4.1999 d 4 y
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
7 130 20.4.1999
Rybafrstvi Hluboka cz s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
8 129 20.4.1999 d 4 y
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
9 128 20.4.1999
Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
Rybi liheri Mydlovary,
10 127 20.4.1999
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
1 126 20.4.1999
Rybéafstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
12 125 20.4.1999 d ¢ y
Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
13 124 20.4.1999
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
14 123 20.4.1999 d ¢ y
Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
15 122 20.4.1999
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
16 121 20.4.1999 d ¢ y
Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
17 119 20.4.1999
Rybéafstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
18 118 20.4.1999 d ¢ y
Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
19 117 20.4.1999
Rybéfstvi Hluboka ¢z s.r.o.
Rybi lihefi Mydlovary,
20 116 20.4.1999 d ¢ y

Rybarstvi Hluboka cz s.r.o.
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3.2 Studovani hybridi

7

asti této diplomové prace byly studovany nejeté druhy jesetér

Z v

V praktické¢
ale i jejich zamrné vytvoreni hybridi. Ti byli vytvdeni pro wdecké pozorovani na rybi
lihni FROV JU ve Vodanech. VSichni hybridi, kt€ byli pozorovani v této diplomové
praci, dosahovali sthcca jednoho roku.

Jednalo se o tyto typy hybtid
(Dle zootechnickych pravidel je samice uyaad vzdy na prvnim mi&x
1. Acipenser gueldenstaedf8n) x Acipenser baeri{12n)
2. Acipenser baeri(8n) xAcipenser ruthenu@n)
3. Acipenser gueldenstaed(8n) x Acipenser baeri{10n)
4

. Acipenser gueldenstaed(8n) x Acipenser ruthenu@n)

Tab.¢. 17: Studovani hybridhcipenser gueldenstaedfBn) x Acipenser baeri(12n).

Acipenser gueldenstaedtii (8n) x Acipenser baerii (12n)

Jedinec Identifikacni ¢islo Datum odbéru Pavod
1 339 (3edy Zlab €. 11) 10. 2. 2011 FROV JU
2 340 (Sedy zlab €. 11) 10. 2. 2011 FROV JU
3 341 (Sedy Zlab €. 11) 10. 2. 2011 FROV JU
4 342 (Sedy Zlab €. 11) 10. 2. 2011 FROV JU
5 343 (Sedy Zlab €. 11) 10. 2. 2011 FROV JU
6 344 (Sedy zlab €. 11) 10. 2. 2011 FROV JU
7 345 (Sedy zlab €. 11) 10. 2. 2011 FROV JU
8 346 (Sedy Zlab €. 11) 10. 2. 2011 FROV JU
9 347 (Sedy Zlab €. 11) 10. 2. 2011 FROV JU
10 348 (3edy Zlab ¢. 11) 10. 2. 2011 FROV JU

Tab.¢. 18: Studovani hybridhcipenser baeri{8n) xAcipenser ruthenu@tn).

Acipenser baerii (8n) x Acipenser ruthenus (4n)
Jedinec Identifikacni islo Datum odbéru Pivod
1 219 6.2.2011 FROV JU
2 221 6. 2. 2011 FROV JU
3 223 6. 2. 2011 FROV JU
4 226 6.2. 2011 FROV JU
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5 227 6.2. 2011 FROV JU
6 229 6.2.2011 FROV JU
7 230 6.2.2011 FROV JU
8 231 6.2.2011 FROV JU
9 232 6.2. 2011 FROV JU
10 233 6.2. 2011 FROV JU
Tab.¢. 19: Studovani hybridhcipenser gueldenstaed{Bn) x Acipenser baeri{10n).
Acipenser gueldenstaedltii (8n) x Acipenser baerii (10n)
Jedinec Identifikacni islo Datum odbéru Pivod
1 243 11.2. 2011 FROV JU
2 244 11. 2. 2011 FROV JU
3 245 11. 2. 2011 FROV JU
4 246 11. 2. 2011 FROV JU
5 247 11. 2. 2011 FROV JU
6 248 11. 2. 2011 FROV JU
7 249 11. 2. 2011 FROV JU
8 250 11. 2. 2011 FROV JU
9 251 11. 2. 2011 FROV JU
10 252 11. 2. 2011 FROV JU
Tab.¢. 20: Studovani hybridhcipenser gueldenstaed(Bn) xAcipenser ruthenugin):
Acipenser gueldenstaedtii (8n) x Acipenser ruthenus (4n)
Jedinec Identifikacni islo Datum odbéru Pivod
1 363 6.2.2011 FROV JU
2 364 6.2.2011 FROV JU
3 365 6.2.2011 FROV JU
4 366 6.2.2011 FROV JU
5 367 6.2. 2011 FROV JU
6 368 6.2. 2011 FROV JU
7 369 6.2.2011 FROV JU
8 370 6.2.2011 FROV JU
9 371 6.2.2011 FROV JU
10 372 6.2. 2011 FROV JU
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3.3 Ziskavani vzorki

V experimentalnicasti této diplomové prace bylo pouzii tozdilnych metod
pozorovani. Jednalo se o obrazovou cytometriifgiiovou cytometrii a konfokalni
mikroskopii (viz kapitola 3.5).

| presto, Ze vySe uvedené metody se od sebe liSi jakobpm pozorovani,
provadni, tak i vyslednym zobrazenim, bylo ziskavani #opro jejich pozorovani
identické. VSechny uvedené metody vychazely z an@gvenych krvinek (erytrocy),
piesrEji jader erytrocyl, ve kterych je uloZzena DNA. Vlastni¢heni vychazela z krve
studovanych jeding kterou bylo teba nalezitym zjsobem odebrat.

Veskeré odéry krve probihaly dle metodiky Svobodové a kol.§&Y jez byla
upravena a roz&na Pravdou a Svobodovou (2003).

Vlastni odiér krve byl vzdy provaéh u jeseterovitych ryb s hmotnosti
piesahujici 200g, a to prastinictvim punkce ocasnich cév. Krev byla odebirana
injekéni jehlou nasazenou na 1ml infek skikacku. K zamezeni srdZeni odebraného
krevniho vzorku byly jehly i injedni stikacky predem vyplachnuty vodnym roztokem
sodné soli heparinu (Heparin SPOFA). Po odeb

pottebného mnozstvi krve byl vzorekepeden do
piedem pipravené sklegné uzaviratelné nadob
vhodného objemu (viz obt. 8). Tato nadoba byle™

piedem vymyta, vysuSena, vyplachnuta vodn'f

RN SRV

roztokem sodné soli heparinu agbpysuSena. Tim ‘i‘fﬂ‘ '
bylo zajiS€no, Ze vzorek nebude kontaminovan
nedojde k nezadoucimu srazeni odebran
krevniho vzorku do doby jehdipravy v laboratt.

Po gevedeni krve do nadoby bylo na jeji zatl

zapsano identifikeni ¢islo vzorku. Obr.¢&. 8: Vybaveni na odis vzorki.

Pro gemiseni krevnich vzork z rybi lihré do laboratée bylo pouZzito tzv.

termotasek, které byly z 10% vyghy Supinkovym ledem.
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Oproti kostnatym rybam, kde techniku @édib popisuje Pravda a Svobodova
(2003), bylo nutné postup u jeseterovitych ryb rfikdvat. JelikoZz céva, ze které byla
krev odebirana, lezi v fseiku horizontalni pimky vedené naiji ocasnim nasadcem
v roviné fitni ploutve, a vertikalni fdmky (tj. kolmice na prvni fimku) spustné ze
spodniho cipu ko&hého Stitku v béni fad (FlajShans, 2008, Ust.&d

Jesetera, kterému byla krev odebira

bylo nutné fixovat. Toho se doséahlo
horizontalni podloZce zakrytim hlavy a oca
vihkou tkaninou. U wtSich jedind vsSak
fixace pouhou vihkou tkaninou nebyl
dostaténa a bylo nutné vyuzit fixace rukantg
piitomnych pracovnik, ktefi daného jedince
pfidrzovali na  horizontalni  podloZce
Injek¢ni  stikatka s jehlou byla nasazen

v oblasti ocasniho nasadce kolmo, pod spo

cip dolie viditelného kosiného Stitku (viz
obrazelg. 9). Obr.&. 9: Odebirani krve z ocasni cévy.

Jedina tka, ktera i tomto zmisobu odbru kladla jehle odpor, byla&ta cévni.
Jeji grekonani bylo signalizovano n&kem krve do stkacky (FlajShans, 2008, ust. &d.
Velmi ¢astou komplikaci bylo v8ak proniknuti jehly skraeépri kterém se jiz krev ve
stiikatce objevi, ale dale ne® V tomto pipact bylo nutné jehlu off povytahnout,
dokud se nevrati Zpdo stedu cévy.

Vyhodou metody byla jeji nenamost a dostateié mnozstvi ziskané krvetiP
dodrzeni vSech postipoy také nerlo dochazet ani k minimalnim ztratam. Proto je
nutna @&inna, ale Setrna manipulace s rybami, ktera je msdma dezinfekci mista
odkéru. Nevyhodou byla obtizna manipulaceésSsimi jedinci a nebezgé nahodného
pohybu ryb pi provadni vpichu. U genekaich ryb bylo tedy vhodné provéau

anestézigi fixace ryby vice rukamaifitomnych pracovnik
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3.4 Hiprava vzorkua pro poéita¢ové analyzy 2-D a 3-D obrazu

Jelikoz v experimentalriiasti této diplomové prace bylo vybranékalik metod
pro stanoveni arownploidie a velikosti genomu jesetetbylo nutné pozorované vzorky

piipravovat pro veskeré metody samostatn

1. Priprava vzork pro metodu obrazové cytometrie:

Jedna se o denzitometrickou analyzu mnozstvi DNédrech erytrocyt, kterou
je nutné pro dané pozorovani kvantitativwbarvit. Pro obarveni DNA se vyuZiva tzv.
Feulgenovy reakce (Feulgen a Rossenbeck, 1924ya ke sérii specifickych
histochemickych reakci a vyuziva:

a) Hydrolyzy DNA na preparatu silnou kyselinou (kyslarovodikovou), ktera
vede ke vzniku aldehydovych skupin v molekule DNA.

b) Barveni preparatu — tj. volnych aldehydovych skupimmolekule DNA
Schiffovym ¢inidlem (fuchsinem odbarvenym $0kdy obarvena DNA ziskava

razovoiervenou barvu.

VeSkerd niteni obrazové cytometrie vychazela z krevnichéndatTy byly
vytvoieny dle metodiky Svobodové a kol. (1986), kterdabypravena Pravdou a
Svobodovou (2003).

Spravee vytvoreny krevni natr byl ihned ozn&en gislusnymi informacemi a
ponechan uschnout. Po uplynuti cca 2 hodin bylazsathy krevni n&t oSeten 96%
methylalkoholem a ponechan&pischnout. Proifpravu vzork obrazové cytometrie
bylo pouzito kitu fy. Merck ,DNA Staining Kit Accating to Feulgen* (Merck Co.;
Darmstadt, Germany). Postup barveni DNA Feulgenawakci byl provagh podle
protokolu Hardie a kol. (2002).

VSechny operace probihaly v atldvaném prostoru (digesip a za pouziti
vhodnych ochrannych prastiki.

Do prvni kyvety, ktera byla ozteana jako ,HCI", byla vioZena skla s &ét, tak
aby nedochézelo k jejich dotyku. Naslédwylo pridano 5M HCI na hydrolyzu DNA.
Hydrolyza DNA probihala 50 minut. Po uplynuti tétoby byla kys. chlorovodikova
pielita z kyvety do pedem pipravenych sérnych nadob. Po vyliti kyseliny nasledovalo
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proplachnuti vzork destilovanou vodou na dobu 2 minut. Poté bylaildesina voda
také vylita a proplachnuti bylo jé§ednou opakovano.

Dale byla proplachnuta skla se vzorkgspnuta do dalSi kyvety, ktera byla
piedem vyhrazena pro aplikaci Schiffogmidla. Roztok¢inidla byl nalévan pouze
k zabrouSenym okram vzorki. Aplikace Schiffovainidla trvala 60 minut.

Ri hodinové prodled, kdy pisobilo Schiffovoginidlo, byl pfipravovan pracovni
roztok pyrosiicitanu sodného N&,Os, ktery musel byt na kazdé barveni tzerstvy.
Tento pracovni roztok byl namichan ze 190ml desth@ vody, 10ml zasobniho
roztoku pyrodgicitanu sodného a 2ml 5M HCI. Tyto mnoZstvi odpowidabuzité
kyvett s osmi skly se dima opakovanimi.

Po uplynuti 60 minut bylo Schiffowinidlo prevedeno z kyvety doipdem
piipravené nadoby. Nasledlibyla kyveta napkna gipravenym pracovnim roztokem
pyrosiicitanu sodného a to na dobu 3 minut. Tento krokdwgkrat opakovan. Pokud
jiz byla ok opakovani spkna, bylo teba skla ogt proplachnout destilovanou vodou
po dobu 2 minut ve dvou opakovanich.

Redposlednim krokem bylorgvedeni vzork do Cisté kyvety a postupné lazn
ve zvysujicich se koncentracich alkoholu (etanolu):

Tab.&. 21: Alkoholové lazi.

Doba lazné (minuty) Koncentrace alkoholu (%)
1 50
1 70
1 80
1 96

Poslednim krokemiipravy vzorki bylo presunuti skel do kyvety s xylenem,
kde byly ponechany po dobu jedné minuty. Pouzitiemxyyl poté peveden do fedem
piipravené nadoby. Skla byla naslédopatr# osusSena, op&na popisem a uloZena.
Patet nabarvenych skel byl zaznamenanlkexpiracicinidel.

Nakonec vesSkeré péoky ¢i laboratorni sklo, které se dostalo do kontaktu
se Schiffovym ¢inidlem bylo nutné nejprve oplachnout v kyselé lazmoté pitnou
vodou a nakonec destilovanou vodou.

Po sériiéchto kroki byly vzorky gipraveny k ndteni Urovi ploidie, resp.

velikosti genomu pomoci metody obrazové cytometrie.
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2. Priprava vzork pro metodu prtokoveé cytometrie:

Jednd se o instrumentélni metodu, ktera vyuziaveni jaderné DNA a jeji
nasledné nasteni fluorescence, ktera je emitovana komplexem vapgr DNA (viz
kapitola 2.5).

Pro barveni jaderné DNA natpokovém cytometru bylo vyuzito DNA barvivo
4',6-diamidino-2-phenylindolem (DAPI). Na &tku samotného barveni bylo velmi
dulezité gipravit si veSkeré poictky, které byly k barveni jaderné DNA peba.
Jednalo se o stojan na zkumavky o vhodné kapak#librované zkumavkygista
filtra¢ni sitka na zkumavky, mikropipeta o objemu 1 @@0mikropipeta o objemu 20

Cisté kalibrované zkumavky byly vkladany diigsaveného stojanu. Zkumavky
byly umisgny ve tech stejnyclfadach za sebou. Posledada zkumavek byla ofganha
filtra¢nimi sitky (viz gilohy ¢. 3).

Po rozmisini zkumavek byly ineseny na misto barveni petbné chemikalie,
kterym bylo barvivo DAPI. Naslednbyly také vyjmuty ze Supinkového ledu nadoby
s odebranou krvi jeseter

Do prvnifady zkumavek bylo fievedeno pomoci mikropipety 1 QQONacCl.
Dale do kazdé zkumavky, jez se nachazela v pfadi, bylo pidano mikropipetou
20ul jesetéi krve. Kazda zkumavka byla poté vyjmuta ze stojareji obsah byl velmi
dohe promichan. f&d jejim navratem do stojanu byla aeat popiskem.

Nasledw do druhé&ady zkumavek byloigvedeno mikropipetou 1 OQDDNA
barviva DAPI. Po napkni vSech zkumavek drultédy do nich bylo dalefmano 2@l
roztoku NaCl s jesetekrvi ziady prvni. Vznikly roztok byl oft dikladng promichén.

Poslednim krokem ifpravy bylo gevedeni obsahu druh@dy zkumavek do
fady teti pres filtrani sitka. Po fefiltrovani roztoku byla filtréni sitka odstraina a
stojan se zkumavkami byl na 20 minut zakryt a wiistimo gimé s¥telné zéeni.

Po uplynuti vySe zmibvané doby byly jiz vzorky jednotlév odebirany a
vkladany gimo do ptitokového cytometru, kde nasledorobiha jejich nsteni.

3. Priprava vzork pro metodu konfokalni mikroskopie:

Jde o typ optického mikroskopu s vy3Si rozliSoveatiopnosti, kterd je dana
detekci swtla pouze z ohniskové roviny mikroskopu (ClaxtonQ02). Snimky
fluorescekiné znaeného objektu v jednotlivych rovinach jsou skengvarspecifickym
softwarem se pak vyt¥&3-D rekonstrukce zobrazeného objektu, v tontipgat jadra

erytrocytu.
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V experimentalni ¢asti bylo pro barveni jaderné DNA a fixaci kln
v konfokalni mikroskopii pouzito prepatdDRAQ5 a fixace buk v gelu CyGEL,
oboji od BioStatus Ltd. (Anglie).

Proces fipravy vzorki pro konfokalni mikroskopii byl rozden do ti nasledujicich
¢asti dle protokolu Bytyutskyy et al.. (2012):
a) Priprava CyGEL a DRAQ5

CyGEL byl vyjmut z chladriky a vloZzen do Supinkového ledu na dobu 1 — 2
minut. Do ledu byly také umisty nasadky od mikropipet a zkumavky Eppendorf.
Nasled® bylo naberdno 250 CyGEL a gevedeno do vychlazené zkumavky
Eppendorf. Dale bylo fidano 6,4 preparatu PBS a nasledovalo velmikihdné
promichani. B promichani vSak nestio dojit ke tvorkd bublin. Dale bylo do
zkumavky gidano 1,021 DRAQS5 a oggt velmi pe&livé promichdno. Poté se zkumavka
uzawvela a umistila do Supinkového ledu nebo chiédni

b) Barveni butk pomoci DRAQ5
Nejprve bylo nutné ifipravit buré¢nou suspenzi. Ta byla vytiena tak, Ze bylo
nabrano 0,5ml fyziologického roztoku &dano do &j 20ul jesetdi krve, kterd byla jiz
pii odebirani oSéena heparinem (viz kapitola 3.3). Dale bylo mikpgtou pevedeno
20ul pripraveného roztoku DRAQ5 + PBS + CyGEL do vychlazerkumavky
Eppendorf. Do této zkumavky byly potéigany il bunééné suspenze a poté byla
velmi dolfe promichana. Zkumavka Eppendorf byla nasiedizna&ena cislem

piisluSného vzorku a uzgana. Poté byla umigta do Supinkového ledu na dobu 60 min.

c) Fixace vzorku na pozorovaci sid

Na cisté podlozni sklo s teflonovymi kairkami byl mikropipetou feveden jiz
pripraveny vzorek s obarvenymi tikami. Kapka umisha do oblasti korirky byla
zakryta krycim sktikem o rozndrech 20x40mm. Po tomto ukonu byl jegely vzorek
poloZen na Supinkovy led (cca 5 minut). Po uplyrigtd doby byl vzorek vyjmut,
pe&slivé osuSen a ponechan k tath na pokojovou teplotu.

Na horni povrch kryciho skla byl aplikovan imeraigj. Pro prvotni hledani
burgk bylo zvoleno nizSi rozliSeni mikroskopu (25x).phee po zaogeni mikroskopu a
nalezeni buék bylo nastaveno vysSSi rozliSeni (100x) pro skenovikonfokalni

mikroskopii.
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3.5 Pouzité metody stanovujici Grouvé ploidie a velikost genomu

Pro tuto diplomovou praci byly vybranii ¥hodné metody ke stanoveni Urévn
ploidie a velikosti genomu jeseter Jednalo se o dvmetody, jez vychazeji ze
zpracovani obrazu ve foe2-D a 3-D a metodu prokové cytometrie, ktera byla
vyuzita jako kontrolni réreni k owieni ploidie.

Jako hlavni zfisob stanoveni byla zvolena denzitometrickd anadaalutniho
objemu DNA v jadrech krvinek obarvenych Feulgenoveakci. Sotasré byly u
meienych jader zjifovany i geometrické charakteristiky (obvod, déjaina osa).

Konfokalni mikroskopie byla pro tuto diplomovouapr zvolena k pozorovani
stavby jader erytrocytmetodou 3-D zobrazeni. Jedna se vSak @&jabwmetodu, ktera
v dané problematice (prostorové konformace a old3W\) neni standardni a jeji

vyuziti neni plosa praktikovano.

1. Denzitometricka analyza obrazu (obrazova cytomgetrie

V této diplomové praci byla jako nejvhogéi metoda vybrana denzitometricka
analyza obrazu bgk, které jsou obarveny Feulgenovou reakci (viz tkdgi2.5).

Jako interni standard byl pouZifinca tinca (obsah DNA 2.04 a 3.10
pgDNA .jadra') jez byl vytvden dle metodiky Flajshans a kol. (2004). V8echnyrky
byly obarveny pomoci DNA barviva Kit According teigen (Merck Co.; Darmstadt,
Germany). Denzitometricka analyza obrazu byla pilewa dle Hardie a kol. (2002).
Pro n&feni integrované optické hustoty (IOD) v jadrechtergyti byla pouZita kamera
3CCD Sony DXC-9100P, jez bylaipojena k mikroskopu Olympus BX50 (objektiv
100x). Pro analyzu obrazu byl pouzit softwar Olympicrolmage v. 4.0 (Olympus
Corp., Tokio, Japonsko). Software pracuje v RGBetaém modelu. Barva byla
nastavena na zeleném kanalu s maximalni intenZBOupixeti, svitivost kalibrace byla
nastavena na standardni optické hgstot

Vypocet mnozstvi DNA v bwtném jade je zaloZzen na mezinarodnich
standardech. V tomtaipads na linu obecném (obsah DNA 2.04 a 3.10 pgDNA.j&dra

Pro vypaet je nutné naxit 10D standardu a 10D giteného vzorku.

Vzorec Obsahu DNA:
Obsah DNAzorek = DNA standard X (prﬁm- IOD vzorek/prﬁm- IOD standard)
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Primérné hodnoty a s#modatné odchylky (SD) byly vygteny pro kazdy
vzorek a kazdou uUrovieploidie samostatn Vliv irovné ploidie na relativni obsah DNA,
na absolutni obsah DNA a na jadra erytrchyly hodnoceny pomoci ANOVA
nasledovana roztrousené v Tukey v srovnavacim tegiouzitim Statgraphics v. 5.

Hladina vyznamnosti byla stanovena na p <0,01.

2. Konfokalni epi-fluorescaemi mikroskopie s laserovym skenovanim (konfokalni

mikroskopie) dle Fellers a Davidson (2009):

Snimky jednotlivych jader erytrodytbyly ziskany na excitai viné o délce
568nm (KR-Ar laser, opetai nagti 12mW) s UPlanApo objektivem 100X a filtrem
BAS85IF ve dvou kanalech.

V prvnim kanale byl obraz prochazejicimétse®m zaznamenan a ve druhém
kanale o rozsahu 585nm byl obraz detekovan. Velikokroskopického otvoru clonky
byla 150nm. Konfokalni obrazy jader byly ziskavépg krocich 0,20m. Kazdy
jednotlivy snimek byl poziji zpracovan v programu ImageJ 1.44 (Abramof e2@04).
Dale byly pouzity Bio-Formaty pro import adgeni biologickeho obrazového formatu a
MicroSCoBioJ pro vytvéeni a zobrazovani 3-D fluores¢emintenzity. Také byl pouZzit
3-D Objekt Counter pro vyget povrchu a objemu kazdého jadra erytrocytu (Bé&lte
Cordelieres, 2009).

Praimérné hodnoty a semodatné odchylky byly stanoveny pro kazdy vzorek a
kazdou velikost genomu samostatrovei velikosti genomu a objem jader erytratyt
byly hodnoceny v programu ANOVA a Tukey’s Multiglemparison testu v programu

Statgraphics v.5.

3. Kvantifikace obsahu DNA instrumentalnimi megtod (pritokova cytometrie):
Pred gipravou vzork pro obrazovou cytometrii a konfokalni mikroskopyjila
kazdému vzorku affena urove ploidie, jako relativni obsah DNA v krevnichitkdéch
(erytrocytech) pomoci fitokové cytometrie pomoci 4 ', 6-diamidino-2-phengble
(DAPI) (Partec GmbH, Minster,dhecko) dle Linhart a kol. (2006).
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3.6 Pofebné vybaveni pro pdéitacové analyzy a jejich pouziti

V experimentalntasti této diplomové prace na FROV JU ve Yawdech, kde vSechna

méteni probihala, bylo pouZzito pro dané metody nagieidh pristroji a vybaveni:

1. Denzitometricka analyza mnozstvi DNA v jadrech kek obarvenych
Feulgenovou reakci (denzitometricka analyza obnaesp. obrazova cytometrie):
* Swtelny mikroskop Olympus BX50 s kamerou Sony DXC@RO0

* PC se software Windows XP a Olympus Microlmage.®. 4

Postup praci ip nastaveni pro kvantitativni ¢eni byl podle nasledujicich krdk
(Flajshans a Drozd, 2009, usteky

- Zapnout pislusné PC

- Zapnout kameru, ktera snima obraz z mikroskopu

- Spustit program Micro Image

-V programu Micro Image zapnout snimani obrazu

- Zaostit na plochu preparatu, ktera je bez &lua sejmout snimek

- Vyvazit bilou barvu pomoci ttdtka White Balance

- Sejmout obraz s nabarvenymi jadry a vypnout livagm

- Nastaveni Standard optical na Free form density

- OteWit intenzitu s¥tla u kanélu Green, ktera musi byt 170 az 190

- Nastaveni z Free forntgpnout na Standard optical density

- U kazdého snimku zvolit zobrazovani pouze kanakeGr

- Nastaveni kalibrace na obj. conf 100x

- Nacteni souboru Feulgen ery

- Namefeni hodnot jader

- Import nangtenych dat do programu Excel
Pro uteni vzorku bylo fieba nan¥it minimalné 50 kvalitre vybarvenych jader

s koncentrovanym chromatinem. Yipadt absolutd@ neznamého vzorku byl &en

vySSi p@et jader (kolem 100).
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2. Kvantifikace obsahu DNA instrumentalnimi metodapriifokova cytometrie):
M¢éteni pitokové cytometrie probihalo natpokovém cytometru Partec CCA
(Partec GmbH, Munster,dhecko).

Priprava a nastavenijiokového cytometru (FlajShans, 2009, Us#l.3d
- Zapnout piitokovy cytometr
- Vydistit aplikator
- Vlozit preparat standardu
- Vytvorit histogram standardu
- Stisknout tlgitko CLEAR
- Vlozit preparat vzorku
- Vytvorit histogram vzorku
- Porovnat histogramy
- Vyhodnotit a zapsat idaje MEAN a CV%
- Stisknout tl&itko CLEAR

P¥i stanovovani nizSiho gtu vzorki bylo dostéujici piipravit a pouzit pouze
jeden standardinca tinca Pokud vSak bylo pozorovano vysSi mnoZzstvi vionia

praitokovém cytometru, bylo vhodné mitigraveno ®kolik standard Tinca tinca

3. Konfokalni epi-fluorescemmi mikroskopie s laserovym skenovanim (konfokalni

mikroskopie).

a) Hardware:
* Mikroskop BX50
» Kamera Sony DXC 9100P
e Laser Olympus FluoView
* Napdajeni laseru Omnichrome
* Chlazeni laseru Omnichrome
« PC
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b) Software:
*  Windows XP

FluoView

* Imaged 1.44

* Bio Formats

* MicroSCoBioJ
e Objekt Counter

Postup stanoveni pro konfokalni mikroskopii (barve®DRAQS5) dle protokolu
Bytyutskyy (2012):

- Zapnout napajeni

- Zapnout PC

- Spustit Software FluoView

- Zapnout a zafat laser otdenim klckem na START

- Vybrat laserovy paprsek o interizB68nm

- Nastavit filtry

- Kanal 1 nastavit naipnos obrazu

- Kanal 2 nastavit pro fluorescenci

- VloZit pasmo propustnosti BA585IF

- Zadat laserovou intenzitu na 20%

- Vybrat konfokalni clonu pro 2¢Seni 100x

- Nastavit s¥tlo na binocular

- Vybrat nastaveni LSM

- Nastavit prahovani

- Zvolit napeti PMT (1/3), Gain (1/3) a Offset (1/10)

- Nastavit Fast Scan Speed

- Vybrat XY

- Stisknout tlgitko Once

P¥i dodrZeni vySe uvedeného postupu byly ziskanytideshimka burgk, které
byly ve své podstat jejimi fezy po krocich Og@m. Ztezi byla sestavena 3-D
rekonstrukce. K tomu byl jako nejvha#jsi program zvolen ImageJ 1.44 (Abramof et al,
2004).
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Sestaveni vizualizace vzorku ve 3-D formatu a vgboobejmu bitky pomoci

programu ImageJ 1.44 dle protokolu Bytyutskyy (2012

a)
b)

d)

f)
9)
h)

Instalace programu ImageJ (http://rsbweb.nih.gQv/ij

Stahnout Bio-formaty Java knihovny péteni a zapis obrazovych forniat
biologickych na odkazu: http://www.loci.wisc.edutseare/bio-formats.
Stazené Bio-formaty byly umisty do C: \ Program Files \ \ ImageJ slozky
plugins.

Stahnout program MicroscobioJ Plugin na repeych strankach
http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:stsckicroscobioj:start.
Program byl rozbalen a uméatho do C:\Program Files\ImageJ\plugins.
Stahnout program 3D-Object Counter plugin. Tatda&pk byla stahnuta zde:
(http://imagejdocu.tudor.lu/lib/exe/fetch.php?megtilugin:analysis:3d_object_
counter:3d-oc_.jar). Po stazeni byl program wnistdo C:\Program
Files\imageJ\plugins.

Spustit aplikaci ImageJ. Oty zalozku Bioformats importer: Plugins LOCI
Bioformats Importer (zaloZzka byda mit pouze jeden kanal).

Zkontrolovat RGB kanél, Autoscale a Split channBis kontrole stisknout OK.
Zkontrolovat vlastnosti obrazku: Image-Properties.

Spustit 3D-OC: Plugins - 3D Object Counter - 3D &bjcounter. Zkontrolovat

jednotlivé vrstvy. Vybrat Summary a stisknout OK.
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4. Vysledky

4.1 Vysledky néreni velikosti genomu

M¢éteni velikosti genomu probihalo wstych drulii a 4 ungle vytvarenych

hybridi jeseterovitych ryb.

Jednalo se o zastupeehtocistych druti:
* Acipenser ruthenus
« Acipenser baerii
« Acipenser gueldenstaedtii
* Acipenser stellatus

¢+ Huso huso

Jednalo se o zastupaehto hybridi:
* Acipenser gueldenstaed(8n) x Acipenser baeri(12n)
» Acipenser baeri(8n) xAcipenser ruthenu@in)
» Acipenser gueldenstaed(8n) x Acipenser baeri{10n)

* Acipenser gueldenstaed(8n) x Acipenser ruthenugin)

Pt stanovovani velikosti genomu vySe uvedenych @settych ryb byl pouzit
jako standardinca tinca2n a 3n. Standard byhipodem z FROV JU ve Vatnech.
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Cisté druhy jesetér

Tab.¢. 22: Vysledky niteni obsahu DNA (pgDNA.jadr) u Acipenser ruthenus.

Acipenser ruthenus

Jedinec 1 2 3 4 5
Obsah DNA 3,72+0,013 3,74 £ 0,021 3,68 £ 0,015 3,70£0,019 3,68 £0,013

Jedinec 6 7 8 9 10
Obsah DNA 5,90 £ 0,023 5,96 + 0,011 5,84 + 0,026 3,96 £ 0,013 3,80 £0,016

Jedinec 1 12 13 14 15
Obsah DNA 3,74 £ 0,019 3,78 £0,016 3,68 £ 0,010 3,700,017 3,72 £ 0,021

Jedinec 16 17 18 19 20
Obsah DNA 3,78 £ 0,019 3,74 £ 0,012 3,68 £ 0,016 3,70 £ 0,014 3,72+0,015

Tab.&. 23: Vysledky niteni obsahu DNA (pgDNA.jadi) u Acipenser baerii
Acipenser baerii

Jedinec 1 2 3 4 5
Obsah DNA 8,30 £ 0,017 8,34 + 0,025 8,20 £ 0,029 8,36 + 0,031 8,22 + 0,017

Jedinec 6 7 8 9 10
Obsah DNA 8,36 £ 0,030 8,32+ 0,019 8,32 £ 0,022 8,34 £ 0,026 8,26 £ 0,033

Jedinec 1 12 13 14 15
Obsah DNA 12,90 + 0,043 12,38 + 0,029 6,22 + 0,030 6,28 + 0,029 6,26 + 0,027

Jedinec 16 17 18 19 20
Obsah DNA 6,22 + 0,036 8,32+ 0,019 8,24 £ 0,023 10,32 + 0,036 10,16 + 0,041
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Tab.&. 24: Vysledky niteni obsahu DNA (pgDNA.jadi) u Acipenser gueldenstaedtii

Acipenser gueldenstaedtii

Jedinec 1 2 3 4 5
Obsah DNA 7,92 £ 0,028 7,74 £0,035 7,84 £0,018 7,90 + 0,035 7,88 0,039

Jedinec 6 7 8 9 10
Obsah DNA 7,90 £ 0,027 7,86 + 0,022 7,90 £ 0,020 7,72+ 0,026 7,80 + 0,031

Jedinec 1 12 13 14 15
Obsah DNA 12,10 £ 0,052 11,84 + 0,043 7,98 0,023 7,80 £ 0,019 8,84 + 0,034

Jedinec 16 17 18 19 20
Obsah DNA 9,74 £ 0,025 9,72+ 0,017 9,74 £ 0,041 9,78 £ 0,035 13,86 + 0,039

Tab.¢. 25: Vysledky niteni obsahu DNA (pgDNA.jadr) u Acipenser stellatus.
Acipenser stellatus

Jedinec 1 2 3 4 5
Obsah DNA 4,74 +0,022 4,64 +0,031 4,64 0,029 4,70 £ 0,025 4,62 £ 0,028

Jedinec 6 7 8 9 10
Obsah DNA 4,62 + 0,033 4,58 £ 0,019 4,56 + 0,034 4,58 + 0,029 4,72 £ 0,031

Jedinec 1 12 13 14 15
Obsah DNA 4,60 £ 0,019 4,74 £0,028 4,56 +£0,018 4,60 £ 0,031 4,76 £ 0,026

Jedinec 16 17 18 19 20
Obsah DNA 4,56 + 0,022 4,58 0,028 4,56 + 0,023 4,68 +0,033 4,70 £ 0,029




Tab.&. 26: Vysledky niteni obsahu DNA (pgDNA.jadry) u Huso huso.

Huso huso
Jedinec 1 2 3 4 5
Obsah DNA 3,78 £ 0,027 3,60 + 0,031 3,72.£0,027 3,68 +0,019 3,72+ 0,036
Jedinec 6 7 8 9 10
Obsah DNA 3,64 0,043 3,62+ 0,029 3,70 £ 0,035 3,68 + 0,026 3,60 + 0,033
Jedinec 1 12 13 14 15
Obsah DNA 3,70 £ 0,031 3,62 0,029 3,72 £ 0,046 3,70 £ 0,019 3,68 0,028
Jedinec 16 17 18 19 20
Obsah DNA 3,60 £ 0,034 3,66 + 0,022 3,64 £ 0,026 3,60 + 0,037 3,74 £ 0,025
Hybridi jesetei:
Tab.¢. 27: Vysledky nsteni obsahu DNA (pgDNA.jadr) u hybridaAcipenser gueldenstaedBn) xAcipenser baeri{12n).
Acipenser gueldenstaedtii (8n) x Acipenser baerii (12n)
Jedinec 1 2 3 4 5
Obsah DNA 10,00 + 0,026 12,16 + 0,041 12,12+ 0,035 12,16 + 0,039 10,06 + 0,027
Jedinec 6 7 8 9 10
Obsah DNA 10,02 + 0,045 10,04 + 0,032 9,16 £ 0,022 10,04 + 0,038 9,84 + 0,043
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Tab.&. 28: Vysledky niteni obsahu DNA (pgDNA.jadiY) u Acipenser baeri{8n) xAcipenser ruthenug@n).

Acipenser baerii (8n) x Acipenser ruthenus (4n)

Jedinec 1 2 3 4 5
Obsah DNA 5,94 + 0,042 6,06 + 0,032 6,00 + 0,028 6,04 + 0,029 6,16 + 0,037
Jedinec 6 7 8 9 10
Obsah DNA 6,16 0,041 6,18 £ 0,027 6,16 + 0,035 6,14 £ 0,033 6,12 £ 0,027
Tab.¢. 29: Vysledky nsteni obsahu DNA (pgDNA.jadr) u Acipenser gueldenstaed(Bn) x Acipenser baeri(10n).
Acipenser gueldenstaedltii (8n) x Acipenser baerii (10n)
Jedinec 1 2 3 4 5
Obsah DNA 13,06 + 0,049 9,14 £ 0,038 9,16 £ 0,027 9,06 % 0,031 9,14 £ 0,029
Jedinec 6 7 8 9 10
Obsah DNA 9,08 £ 0,022 9,10 + 0,021 9,12 £ 0,034 9,18 £ 0,019 9,16 + 0,036
Tab.&. 30: Vysledky niteni obsahu DNA (pgDNA.jadi)) u Acipenser gueldenstaed¢Bn) xAcipenser ruthenugn).
Acipenser gueldenstaedtii (8n) x Acipenser ruthenus (4n)
Jedinec 1 2 3 4 5
Obsah DNA 5,86 + 0,028 5,86 + 0,031 5,820,019 5,84 + 0,024 5,82 + 0,021
Jedinec 6 7 8 9 10
Obsah DNA 5,84 + 0,025 5,82 £ 0,026 5,82 £ 0,020 5,84 £ 0,031 5,84 £ 0,022




Cisté druhy jesetér

Graf & 1: M&feni obsahu DNA (pgDNA.jadr) u Acipenser ruthenusSkupiny A a B se mezi sebou
statisticky vyznamalisi (P < 0,05).
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Graf¢. 2: Méfeni obsahu DNA (pgDNA.jadid u Acipenser baeriiSkupiny A, B, C a D se mezi sebou
statisticky vyznamalisi (P < 0,05).
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Graf¢&. 3: Meieni obsahu DNA (pgDNA.jadr) u Acipenser gueldenstaedtBkupiny A, B, C, D a E se
mezi sebou statisticky vyznahsi (P < 0,05).
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Graf¢. 4: M&teni obsahu DNA (pgDNA.jadr9 u Acipenser stellatyskde byla nalezena jen skupina A.
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Graf&. 5: M&teni obsahu DNA (pgDNA.jadrd u Huso huspkde byla nalezena pouze skupina A
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Hybridi jesetei:

Graf & 6: Méfeni obsahu DNA (pgDNA.jadr u Acipenser gueldenstaed(i8n) x Acipenser baerii
(12n). Skupiny A, B a C se mezi sebou statisticjgnamrt lisi (P < 0,05).
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Graf & 7: Méteni obsahu DNA (pgDNA.jadrd) u Acipenser baeri(8n) x Acipenser ruthenug4n), kde

byla nalezena pouze skupina A.
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Graf & 8: M&feni obsahu DNA (pgDNA.jadr u Acipenser gueldenstaed(i8n) x Acipenser baerii
(10n). Skupiny A a B se mezi sebou statisticky amre lisi (P < 0,05).
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Graf &. 9: M&teni obsahu DNA (pgDNA.jadrd u Acipenser gueldenstaed{Bn) x Acipenser ruthenus
(4n), kde byla nalezena pouze skupina A.
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4.2 Porovnani standardni a nestandardni velikostignomu

Z vysledki mereni velikosti genomu (viz kapitola 4.1) je jagmatrné, Ze uit z
Cistych drulii jesetei a dvou drufi hybridi byli nalezeni jedinci, ki¢ se svymi

hodnotami vyraz& odliSovali od ostatnich zkoumanych jedirevého druhu.

Na zaklad techto vysledk bylo dale nar&eno a zjistno:

 Plocha jadraym?)

« Koncentrace DNA v bufgném jadru (v pgDNA na gm? jadra erytrocytu)

Tab.¢. 31: Hodnoty pro standardni velikost genomiicipenser ruthenus.

Acipenser ruthenus standardni

Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm?
(pgDNA jadro-')
1 19,210,813 3,72+0,013 0,194 + 0,002
2 20,03 + 0,752 3,740,021 0,188 + 0,003
3 18,27 + 0,874 3,68+0,015 0,202 + 0,006
4 21,06 0,101 3,70+0,019 0,176 + 0,004
5 20,32 40,937 3,68+0,013 0,182 + 0,003
9 19,65 + 0,429 3,96+0,013 0,192 + 0,003
10 19,85 + 0,791 3,80 + 0,016 0,190 + 0,004
11 19,41 0,553 3,74+0,019 0,192 + 0,002
12 19,97 + 0,194 3,78 +0,016 0,188 + 0,003
13 20,32 + 0,439 3,680,010 0,180 + 0,002
14 19,48 + 0,232 3,70 +£ 0,017 0,188 0,003
15 19,61 + 0,682 3,72 +0,021 0,188 0,003
16 19,94 + 0,381 3,78+0,019 0,190 + 0,002
17 20,47 + 0,671 3,740,012 0,182 + 0,004
18 20,36 + 0,753 3,68+0,016 0,180 + 0,004
19 19,92 + 0,364 3,70+ 0,014 0,184 0,003
20 19,69 + 0,492 3,720,015 0,188 + 0,002
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Tab.¢. 32: Hodnoty pro nestandardni velikosti genonAcipenser ruthenus.

Acipenser ruthenus nestandardni

Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm?
(pgDNA jadro-)

6 23,84 + 0,511 5,90 + 0,023 0,246 + 0,004

7 22,93 +0,325 5,96 + 0,011 0,258 + 0,004

8 23,74 0,830 5,84 + 0,026 0,244 0,003

Tab.¢. 33: Hodnoty pro standardni velikost genomAcipenser baerii.
Acipenser baerii standardni

Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm?
(pgDNA jadro-)

1 29,16 + 0,836 8,30 + 0,017 0,284 + 0,005

2 29,40 +0,776 8,34 + 0,025 0,284 + 0,002

3 33,12+ 0,948 8,20 + 0,029 0,248 + 0,006

4 32,72 + 0,491 8,36 + 0,031 0,256 + 0,003

S 33,07 + 0,843 8,22 + 0,017 0,248 + 0,003

6 29,92 + 1,023 8,36 + 0,030 0,280 + 0,005

7 30,66 + 0,740 8,32 +0,019 0,272 + 0,004

8 30,00 + 0,639 8,32 + 0,022 0,278 + 0,002

9 29,98 + 0,538 8,34 + 0,026 0,278 + 0,004

10 29,95 + 0,980 8,26 + 0,033 0,276 + 0,006

17 29,59 + 0,832 8,32 +0,019 0,282 + 0,005

18 29,88 + 0,947 8,24 0,023 0,276 + 0,002

Tab.¢. 34: Hodnoty pro nestandardni velikosti genonAcipenser baerii.
Acipenser baerii nestandardni

Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm2
(pgDNA jadro-)

13 22,08 £ 0,550 6,22 £ 0,030 0,282 £ 0,010

14 23,17 £ 1,280 6,28 + 0,029 0,266 + 0,002

15 23,910,582 6,26 + 0,027 0,262 0,003

16 23,44 +0,712 6,22 + 0,036 0,264 + 0,004

19 35,25 + 0,984 10,32 + 0,036 0,292 + 0,004

20 34,98 + 1,022 10,16 + 0,041 0,290 + 0,003

" 46,59 + 1,120 12,90 + 0,043 0,280 0,010

12 37,32+ 1,103 12,38 +0,029 0,332 +0,018
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Tab.¢. 35: Hodnoty pro standardni velikost genomiicipenser gueldenstaedtii

Acipenser gueldenstaedtii standardni

Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm?
(pgDNA jadro-)
1 31,55 + 0,821 7,92 +0,028 0,252 + 0,003
2 32,10 + 1,020 7,74 +0,035 0,242 + 0,002
3 30,84 + 0,746 7,84 +0,018 0,254 + 0,004
4 28,48 + 0,938 7,90 0,035 0,276 + 0,006
5 30,140,743 7,88 0,039 0,262 + 0,006
6 29,14 + 0,884 7,90 + 0,027 0,272 + 0,004
7 28,74 + 1,249 7,86 + 0,022 0,274 0,003
8 30,45 + 0,930 7,90 + 0,020 0,260 # 0,002
9 28,17 + 1,036 7,72 +0,026 0,274 + 0,005
10 29,32 +0,733 7,80 0,031 0,266 + 0,003
13 30,91 + 0,835 7,98 +0,023 0,248 + 0,003
14 30,38 + 0,937 7,80 +0,019 0,256 + 0,015
Tab.¢. 36: Hodnoty pro nestandardni velikosti genonAcipenser gueldenstaedtii
Acipenser gueldenstaedtii nestandardni
Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm2
(pgDNA.jadro-1)

15 32,39 + 0,992 8,84 40,034 0,272 + 0,004
16 34,21 +1,031 9,74 + 0,025 0,286 + 0,005
17 34,38 + 0,851 9,72 +0,017 0,282 + 0,005
18 33,95 + 0,897 9,74 + 0,041 0,286 + 0,004
19 34,01 + 0,945 9,78 +0,035 0,286 + 0,003
11 35,10 + 1,230 12,10 + 0,052 0,344 + 0,009
12 38,10 + 1,330 11,84 + 0,043 0,310 £0,015
20 39,76 + 0,979 13,86 + 0,039 0,348 £ 0,005
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Tab.¢. 37: Hodnoty pro standardni velikost genomA. gueldenstaedt{i8n) xA. baerii(12n).

Acipenser gueldenstaedtii (8n) x Acipenser baerii (12n) standardni

Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm2
(pgDNA jadro-)
1 26,46 + 0,430 10,00 + 0,026 0,378 + 0,002
5 26,45 + 0,328 10,06 + 0,027 0,380 + 0,002
6 26,45 + 0,279 10,02 + 0,045 0,378 0,003
7 26,56 + 0,243 10,04 + 0,032 0,378 + 0,002
9 27,65 + 0,452 10,04 +0,038 0,362 + 0,003
10 27,12 0,366 9,84 + 0,043 0,362 + 0,003

Tab.¢. 38: Hodnoty pro nestandardni velikosti genonfu gueldenstaedt{n) xA. baerii (12n).

Acipenser gueldenstaedtii (8n) x Acipenser baerii (12n) nestandardni

Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm2
(pgDNA jadro)
8 24,26 + 0,847 9,16 + 0,022 0,378 + 0,002
2 32,16 +0,237 12,16 + 0,041 0,379 + 0,003
3 32,10 + 0,374 12,12+ 0,035 0,376 + 0,002
4 32,20 + 0,279 12,16 + 0,039 0,378 + 0,002

Tab.¢. 39: Hodnoty pro standardni velikost genomA. gueldenstaedt{i8n) xA. baerii (10n).

Acipenser gueldenstaedtii (8n) x Acipenser baerii (10n) standardni

Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm2
(pgDNA jadro-')
2 25,06 0,218 9,140,038 0,364 + 0,002
3 25,37 + 0,225 9,16 0,027 0,360 + 0,003
4 25,05 + 0,218 9,06 + 0,031 0,361 + 0,003
5 25,31+ 0,306 9,14 0,029 0,360 + 0,003
6 25,15 + 0,274 9,08 + 0,022 0,361 + 0,003
7 25,20 + 0,277 9,10 0,021 0,360 + 0,003
8 25,26 + 0,282 9,120,034 0,360 + 0,002
9 25,43 + 0,206 9,180,019 0,360 + 0,003
10 25,36 + 0,267 9,16 0,036 0,361 + 0,003

Tab.¢. 40: Hodnoty pro nestandardni velikosti genonAl gueldenstaedt{@n) xA. baerii (10n).

Acipenser gueldenstaedtii (8n) x Acipenser baerii (10n) nestandardni

Jedi Plocha jadra (um?) Obsah DNA DNA 2

edinec ocha jadra (um na pgm
J . (pgDNA.jadro-1) kg y

1 35,78 + 0,893 13,06 £ 0,049 0,364 + 0,002
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Graf&. 10: Znména velikosti plochy jadenn?) u Acipenser ruthenus
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Graf¢. 11: Zmeéna velikosti plochy jadenn?) u Acipenser baerii.
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Graf¢. 12. Znéna velikosti plochy jadenn?) u Acipenser gueldenstaedtii.
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Graf¢. 13: Zména velikosti plochy jadenn?) u Acipenser gueldenstaed(Bn) xAcipenser baeri(12n).
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Graf¢. 14: Zmeéna velikosti plochy jadenn?) u Acipenser gueldenstaed(Bn) xAcipenser baeri(10n).
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* U druha Acipenser stellatus, Huso huadybridi Acipenser baeri(8n) sAcipenser
ruthenus (4n) a Acipenser gueldenstaedt{®n) s Acipenser ruthenug4n) nebyli
nalezeni jedinci s nestandardni velikosti genomu.

* Pfi nalezeni pouze jednoho jedince dané velikostiogen z utitého druhu neni
mozné stanovit mer, smeérodatnou odchylku ani vakiai koeficient. Z &chto divoda
byli jedinci daného druhu rozkéni do skupin dle velikosti genomu (viz kapitold Ya
pro porovnani byl vzdy vybran jeden jedinec, ktewymi hodnotami charakterizoval

danou skupinu.
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4.3 Zmény prostorové konformace jadra v zavislosti na vekosti

genomu

Z vysledki vySe uvedenych kapitol (viz kapitoly 4.1 a 4.2)pjékazné, Ze §
zvySeni hodnot obsahu DNA také dochazi kustr velikosti jadra. D& se tedigci, ze

velikost jadra je zavisla na obsahu DNA vifad

Tab.¢. 41: Prokazani vztahu mezi darem velikosti jadra a zvySujicim se obsahem DNA.

Druh Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm?
(pgDNA jadro-')

T. tinca X 12,6 + 0,450 2,04 0,022 0,161 0,003

T. tinca X 16,05 + 0,610 3,00 0,028 0,181 % 0,001

A. stellatus 9 20,67 + 0,375 4,58 +0,029 0,220 + 0,004

A. ruthenus 7 22,93 +0,325 596+ 0,011 0,258 + 0,004

A. baerii 15 2391 + 0,582 6,26 + 0,027 0,262 + 0,003

A. gueldenstaedtii 6 29,14 + 0,884 7,90 +£0,027 0,272 £ 0,004
A. baerii 4 32,72 + 0,491 8,36 + 0,031 0,256 + 0,003

A. baerii 19 35,25 + 0,984 10,32 + 0,036 0,292 + 0,004

A. gueldenstaedtii 12 38,10 + 1,330 11,84 +0,043 0,310 0,015
A. baerii 1 46,59 + 1,120 12,90 + 0,043 0,280 0,010

Graf¢. 15: Grafické znazoemi vztahu mezi ndistem velikosti jadra a zvySujicim se obsahem DNA.
a . _— ) . . D
Rust velikosti plochy jadra p i rastu obsahu DNA
50 -

45 | A. baerii 11
A. gueldenstaedtii
«— 40 -
< |
5 3 ~Daerii 4
= 30 ¢ A. gueldenstaedtii
8 2 ¢ ® A baerii 15 6
© 20 1 A. stellatus 9
S 15 . tinca x
2 @ JAAinca x
10 A
5 .
0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Obsah DNA (pgDNA.jadro ™)
\_ /

73




Dale je z vysledk patrné, Ze b naristu obsahu DNA nedochazi pouzeistu

velikosti jadra erytrocytu, ale také dochazi kedanji mnozstvi DNA v pg. na?, a

to vlivem kondenzace DNA.

Tab.&. 42: Nafist mnozstvi DNA v pg. nam? vlivem nafistu obsahu DNA écipenser ruthenus

Acipenser ruthenus
Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm?
(pgDNA jadro-')
2 20,03+ 0,752 3,74 £ 0,021 0,188 + 0,003
6 23,84 + 0,511 5,90 £ 0,023 0,246 + 0,004

Graf ¢&. 16: Grafické znazowmi nafstu DNA v pg. naum? vlivem nafistu obsahu DNA WAcipenser

ruthenus
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Tab.&. 43: Nafist mnozstvi DNA v pg. nam? vlivem nafistu obsahu DNA écipenser baerii

Acipenser baerii
Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm?
(pgDNA jadro-)
13 22,08 + 0,550 6,22 + 0,030 0,242 + 0,010
4 32,72 + 0,491 8,36 + 0,031 0,256 + 0,003
14 31,17 1,280 9,00 + 0,029 0,288 + 0,002
12 37,321,103 12,38 + 0,029 0,332+ 0,018
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Graf¢. 17: Grafické znazodmi nafist DNA v pg. naum? vlivem nafistu obsahu DNA écipenser baerii
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Tab.¢. 44: Nafist mnoZstvi DNA v pg. nam? vlivem nafistu obsahu DNA écipenser gueldenstaedtii

Acipenser gueldenstaedtii

Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm2
(pgDNA jadro)

1 31,55 + 0,821 7,92 +0,028 0,252 + 0,003

15 32,39 + 0,992 8,84 + 0,034 0,272 + 0,004

18 33,95 + 0,897 9,74 + 0,041 0,286 + 0,004

12 38,10 + 1,330 11,84 + 0,043 0,310+ 0,015

20 39,76 + 0,979 13,86 + 0,039 0,348 + 0,005

Graf & 18: Grafické znazowmi nafistu DNA v pg. naum? vlivem nafistu obsahu DNA Acipenser

gueldenstaedtii
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K tomuto naéistu mnoZstvi DNA v pg. na (Im* viak nedochazi pouze v ramci
jednoho druhu. Exponencidlni fat Ize pozorovat i uiznych druli jeseted, kteri
vykazuji postupny nast obsahu DNA a urowploidie.

Tab.¢. 45: Nafist mnoZstvi DNA v pg. nam? u riznych drufi jeseted.

Druh Jedinec Plocha jadra (um?) Obsah DNA pgDNA na pm2
(pgDNA.jadro-1)

A. ruthenus 2 20,03 £ 0,752 3,74 £ 0,021 0,188 + 0,003

A. stellatus 5 20,69 + 0,880 4,62 £ 0,028 0,224 + 0,002

A. baerii 13 22,08 + 0,550 6,22 + 0,030 0,242 £ 0,010

A. gueldenstaedtii 8 30,45+ 0,930 7,90 £ 0,020 0,260 + 0,002
A. baerii 6 29,92 + 1,023 8,36 + 0,030 0,280 * 0,005

A. baerii 19 35,25 + 0,984 10,32 £ 0,036 0,292 + 0,004

A. baerii 12 37,32 £ 1,103 12,38 £ 0,029 0,332+ 0,018

A. gueldenstaedltii 11 35,10 £ 1,230 12,10 £ 0,052 0,344 £ 0,009

Graf.&. 19: Grafické znazodmi nafistu mnoZstvi DNA v pg. nam?u riznych drulii jeseted.
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Z vySe uvedenych vysledke jasi patrné, Ze nést obsahu DNA m4 vliv na
celkovy fist plochy jadra erytrocytu, a také nistr mnoZstvi DNA v pg. na fm?
Tento naiist mnoZstvi DNA v pg. na im? je s @jvétsi pravépodobnosti zagcineén
kondenzaci DNA v jag erytrocytu. Dale dikyémto nafistim dochazi u vySSich
arovni ploidie k elipsoidnim tv&m jader erytrocyt.

Tyto zmeény prostorové konformace b&mého jadra se podibb prokazat a

potvrdit také u vysledk méreni metodou konfokalni mikroskopie.

Metodou konfokélni mikroskopie byli &feni tytocisté druhy:
*  Acipenser ruthenus
* Acipenser baerii

* Acipenser gueldenstaedtii

Meétreni konfokalni mikroskopii pralo také u &chto vytvaenych hybridi:
» Acipenser gueldenstaed(8n) x Acipenser baeri{(12n)
» Acipenser baeri(8n) xAcipenser ruthenu@in)
e Acipenser gueldenstaed{Bn) x Acipenser baeri{(10n)

« Acipenser gueldenstaed{8n) x Acipenser ruthenugin)

Zmeny prostorové konformace se vsak pidldgorokazat pouze u:
* Acipenser ruthenus

« Acipenser baerii
U vSech ostatnicktistych drutii i hybridi se pomoci metody konfokalni

mikroskopie nepoddo naleznout polyploidni jedince s nestandarddikesti genomu.

TudiZ u &chto drulii nemohlo dojit k dalSimu porovnani.
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Tab.¢. 46: Vysledky niteni metodou konfokalni mikroskopieAeipenser ruthenus.

Acipenser ruthenus
\ Objem dle sumy voxeli | Objem vypocteny podle
Jedinec Urovei ploidie
(hm3) rozmért os (um?3)
1 4n 415+78 446+109
2 4n 49,0 £10,9 51,6 + 13,1
3 4n 491+24 61,8+ 9,6
4 4n 50,4 +5,1 60,2 +9,7
5 4n 50,8 + 3,2 60,4 + 8,4
6 6n 859+9,9 106,6 + 21,8
7 6n 84,0 + 13,2 100,2 + 23 4
8 6n 714+115 88,4 + 18,3
9 6n 740 £12,7 72,6 £13,0
10 6n 86,6 11,1 87,0 + 12,1

Graf¢. 20: Grafické znazotmi nafistu objemu dle sumy voxe(um?®) u Acipenser ruthenus.
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Graf¢. 21: Grafické znazogmi nafistu objemu vypeteného dle rozeri os (1m®) u Acipenser ruthenus.
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Tab.¢. 47: Vysledky niteni metodou konfokalni mikroskopieAeipenser baerii.

Acipenser baerii
Jedinec Orover ploidie Objem dle sumy voxeli | Objem vypocteny podle
(hm3) rozmért os (um?3)
1 8n 100,1+2,9 1324 +29,2
2 8n 992+45 1412£220
3 8n 98,9+ 10,2 115,6 + 22,5
4 8n 98,7 +10,6 117,3+22,2
S 8n 92,0 £11,5 109,2 + 16,1
6 10n 128,7 + 154 139,0 + 20,1
7 10n 1293+ 117 1419+ 26,5
8 10n 1297 136 156,0 + 23,1
9 10n 1342+ 117 168,9 + 24,6
10 12n 1483+ 12,8 22244290

Graf¢. 22: Grafické znazo#mi nafistu objemu dle sumy voxe(um®) u Acipenser baerii.

SKUPINA C
SKUPINA B 1433

SKUPINA A 1287 1293 1297 1342
130
110 4 100,1 99,2 98,9 98,7
70 T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zkoumani jedinci
[BSKUPINAA BSKUPINAB BSKUPINAC |
N J

Graf¢. 23: Grafické znazotmi naristu objemu vyp&teného dle rozeri os @m®) u Acipenser baerii.
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5. Diskuse

......

zkameglinami, rybami, které doslova ,zaporig vymiit. Evoluéné pati

k primitivnim drulaim. Evoluce genomu je u jeseterovitych ryb odlisSaakyali treti
totalni duplikaci genomu3R hypotéza), ktera prehla az po jejich odfleni od linie
obratlova (Froschauer a kol., 2006). Chromozomyechto ryb tak nemaji obdobu u
ostatnich parskoploutvych. Jejich karyotypy jsouozsehy z menSiho ptu
makrochromozori a velkého p&tu mikrochromozom postupi klesajici velikosti.
Patty chromozon pak sedci o velké uloze polyploidizanich udalosti p formovani
genomu jeseterovitych ryb.

Pozorovani a stanoveni velikosti genomu, GégMoidie, ¢i karyotypu bylo vSak
mozné az ve druhé polowimminulého stoleti, a to diky technickému pokrokuwgee.
Za tuto dobu, po kterou je velikost genomu a pdaigie u jesetar pozorovana, byly jiz
stanoveny hodnoty wt8iny nadaduChondrostei

V praktické ¢asti této diplomové prace bylo vS8ak pozorovano amnastovano
pouze &chto gt cistych drutii: 1) Acipenser ruthenug) Acipenser baerii3) Acipenser
gueldenstaedti¥) Acipenser stellatug) Huso huso

Dale byl v praktickécasti stanoven obsah DNA gchto cileg vytvorenych
hybridi: 1) Acipenser gueldenstaed(Bn) x Acipenser baeri(12n), 2)Acipenser baerii
(8n) x Acipenser ruthenu$4n), 3) Acipenser gueldenstaed(@@n) x Acipenser baerii
(10n), 4)Acipenser gueldenstaed(Bn) x Acipenser ruthenu@in).

Oproti stanovenim arovni ploidie, ktera jsou cetdevé uznavana dle Fontana
(1994) a Birstein et al. (1993), tak velikost genofabsah DNA) jeseterovitych ryb je
popsana dalSimi autory.

Porovnani publikovanych hodnot obsahu DNAistych druli jeseted, jez byli
v této diplomové praci pozorovani, od dalSich aut@afiani et al, 1958;. Blacklidge a
Bidwell, 1993; Birstein et al, 1993;. Vasil'ev, 28%hou et al., 2011) jsou uvedeny
v tabulcec. 48.

VSichni zmhovani autéi pouzivaji pro stanoveni obsahu DNA metodu
praitokové cytometrie. Aut® se ovSem liSitznymi pistupy v principech pitokové
cytometrie. Dochazi k#eni tiznych tym buréek nebo k pouZiti tzného

fluorescekiniho barviva.
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Napiklad Kafiani et al. (1958) analyzoval spermie ofeary propidium jodidem
(PI), zatimco ¥tSina ostatnich autdrBlacklidge a Bidwell, 1993;. Birstein et al, 1993
pracovali s Pl analyzovaniervenych krvinek (erytrocy). Oproti tomu Zhou et al.
(2011) pouzival takéervené krvinky, avSak obarveny barvivem DAPI.

Pti blizSim porovnani hodnot obsahu DNA uvedenyclalwtcec. 48, je jasné,
Ze Udaje ziskané odianych autol se ne vzdy zcela shodujiiefim¢ to Ize vys¥tlit
rozdilnym principem barviv Pl a DAPI (Jones a Knik887, Vinogradov 1994).

Proto je nutné proipsna nifeni a moznost porovnani s ostatnimi autory pouZzit
oba typy barveni, nebo alespporovnat stejny typ bwh, jez byly obarveny stejnym
barvivem (Gregory, osobni &dni, 2011).

OvSem zadny z autbrzabyvajici se obsahem DNA u dtujesetet, jez byly
pozorovany v této diplomové praci, zatim metodu Fépouzil. A vSak vysledky
ziskané metodou FIA byly velmi dibshodné s hodnotami, jeZz stanovili a publikovali
ostatni auth (viz tabulkac. 48). Jedinou vyjimkou byly hodnoty dle Zhou et(@011).
DalSim divodem rozdilnych hodnot obsahu DNAube byt rozdilné zpracovani
cervenych krvinek. WSina autolt vyuziva cerstvé cervené krvinky pro své analyz,
zatimco Birstein et al. (1993) pouzivarvené krvinky fixované. Obsah DNA, jeZ byl
nantien v této diplomové praci, vykazovala vysokou padmth s hodnotami, které
uvadi Birstein et al. (1993).

Minimalni odchylky mezi Udaji jsou prakticky zanedblné a mohly byt
zpasobeny napklad nevhodnymi vlastnostmi chemikalifi piipraw vzorku, stavem
pozorovaného preparatu atd.

Kvalita preparatu ip stanoveni velikosti genomu by se dala povazowat z
nejdilezitéjSi vlastnost celého &heni. | kdyZz vybereme spravnou metodu stanoveni,
vSechny pdebné pistroje budou naprosto dokonale nastaveny a pdrddeéy nereni
provede, bude danou metodu ovladat, takipgut nekvalitniho preparatu neni mozné
danou velikost genomu spravmréit. Preparat musi byt kvalignodebran, nanesen,
velmi pelivé nabarven a poté di uchovavan. Ne#h by byt vystavovan fimému
slunci, extrémnim teplotam, jinym chemikaliim, hyab povrclim (poskrabani) aj
(Hardie and Gregory, 2002). Spravné a Setrné naklade vzorkem je naprosto
nevyhnutelné, jelikoZ jednotlivy vzorek je velmdasto to jediné, co ze zkoumaného
jedince mame a fizeme pozorovat.

DalSi problematikou je velmi nizké mnoZzstvi vysked& velikosti genomu

(obsahu DNA) u jesetérs ploidni arovni vyssi nez 8n evohi (funkeni 4n), které byly
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zatim publikovany. Ve skuteosti pouze Blacklidge a Bidwell (1993) a Hardie a
Hebert (2003, 2004) publikovali tdaje o obsahu Dpta evoliéni dodecaploidy WA.
brevirostrum Déle Drauch Schreier et al. (2011) nedavnoigwdi udaje o obsahu
DNA pro evol&ni dekaploidy, (funé&ni pentaploidy) uA. transmontanusOvSem k
nizkému potu téchto unikatnich vzork jez byly doposud zaznamenany, je velmi
obtizné vyvozovat jakékoliv zéry. V této diplomové praci byl natfen dokonce
jedinec s ploidni Urovni 14n u druhbAcipenser gueldenstaedtiledinec o takovéto
arovni ploidie byl namdfen a publikovan prakticky poprvé a proto jeho podv

s dalSimi autory neni mozné.

Vysledky praktickécasti této diplomové pracefipesly novy pohled na obsah
DNA u jeseterovitych ryb. A to jak u evalmich hexaploid, tak u evoldnich
dekaploiai (Acipenser gueldenstaedtii, Acipenser badrii evolinich dodekaploidl
Nameiené vysledky v kapitole 4.2 a 4.3 j&sdokazuji zavislost velikosti jadra na
obsahu DNA u jeseterovitych rybrimaristu velikosti genomu totiz dochazi kstu
velikosti jadra erytrocytu, které se vSak n&Zuje linears, a proto o vysSich drovni
ploidie tuto nelze dostate¢ presré stanovit pouze #tenim plochy jadra. Velikost
bureék je pak dale kompenzovana jejich Ubytkem. Tentose podélo prokazat jiz u
triploidnich Tinca tinca (Svobodova et al., 1998), u pstruha obecn&uainfo trutty
(Benfey and Sutterlin 1984), u pstruha duhovéBadporhynchus mykisgYamamoto
and lida, 1994) aj. U jeseterovitych ryb se vSalkesiedna o minimakpopsany jev.

DalSim jevem, ktery se potia v praktickécasti této diplomové prace popsat je
exponencialni néist mnozstvi DNA v pg. nam®. Za divod tohoto exponencialniho
naristu je mozné povazovat kondenzaci DNA (Bytyutskiysile 2012).

Diky pozorovani ¥tSiho mnoZzstvi druh se také pod#do prokazat, Ze stejna
velikost plochy jadra se v ramci dalSich drutemusi vyznéovat stejnym mnoZzstvim
obsahované DNA. Velmi dobrymrigladem je porovnani drdhAcipenser baeriia
Acipenser gueldenstaedtikdy pi namgieni velikosti plochy jadra 32,72 + 0,491 a
32,10 + 1,02Qum?bylo mnoZstvi DNA 8,36 + 0,031 a 7,74 + 0,035 pgDpdAro’. Ke
shodnym zagram doSel i Bytyutskyy et al. (2012).

Nestandardni jevy byly nalezeny i u dvou drupozorovanych hybrid
(Acipenser gueldenstaedi{i@n) s Acipenser baerii(12n) aAcipenser gueldenstaedtii
(8n) s Acipenser baerii(10n)), kdy se poddo stanovit jedince s takovou velikosti
genomu, kterd neodpovidala ostatnim je@iinclaného druhu a dokonce svoji hodnotou

pievySovala i velikost genomu obou rdili Tento jev se da vystlit nestandardnim
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délenim sad chromozéimpii vzniku haploidnich pohlavnich produktk némuz mize
dojit u jedind s vysokou urovni ploidiéi polyploidie (Linhart, 2006).

Tato diplomova prace poskytla celkovepsi nahled na velikost genomu u
vytvoienych hybrid. Ziskana data ovSem neni mozné porovnat s ostanitory,
jelikoz takto ungle vytvarené hybridy, u kterych je dokonale dolozen pomodici i
s jejich velikosti genomu, byl v této praci publém prakticky poprve. Vytvieni takto
unikatnich vzork bylo mozné jen diky dlouholetym poKus a bohaté zaseb
genetického materialu na lihni FROV JU ve Yadech.

Denzitometricka analyza absolutniho objemu DNA drégh krvinek
obarvenych Feulgenovou reakci neni jako metodastanoveni velikosti genomu u
jeseted priliS pouzivana. WSina genetickych laborafp jez se zabyva velikosti
genomu u ryb, vyuzZiva ¢kterou z instrumentalnich metod, zejménaitgkové
cytometrie. OvSem denzitometrickd analyza absdiotribjemu DNA je pro danou
problematiku velmi vhodna a jiz Hardie a Gregor@(2) navrhoval vyssi vyuZivani
této metody v fisluSnych genetickych labordich. Metoda je snadna a velmi
spolehliva. A narozdil od fpitokové cytometrie je tato metoda schopna Wjjadztah
mezi obsahem DNA a velikosti jader erytracytento vztah je totiz mozné povazovat
za velmi vyznamny rys, ktery by mohl poméhatinamolekularnici evolueni biologii
v dokonalejSi charakteristice genomu.

DalSi metodou, ktera byla vtéto diplomové pracufta, byla konfokalni
mikroskopie. Ta vSak neslouZzila k vlastnimu stamdweslikosti genomu jesetier Jeji
méteni Finesla nové Udaje o velikosti a 3-D konformaci jagle/trocyt.

Z vysledki v kapitole 4.3 a filohy ¢. 8 je jas® patrné, Ze jadra erytroayt
oktaploidnich jedin& maji tvar protahlych elipsoid OvSem u jedini, ktefi maji vyssi
arovei nez oktaploidni z8né grevazovat tvar elipsoidzploSglych.

Dale vysledky konfokalni mikroskopie potvrdily, &gostouci Urovni ploidie je
mozné vidt exponencialnitrst objemu jadra erytrocytu a zvySeni obsahu DN#evf
jeho kondenzace. Je tedy mozné, Ze kondenzace D&lfaké vliv na zrny ve tvaru
jader erytrocyd. Davoda, které ovlivauji tvar jader erytrocyit, vSak mize byt mnohem
vice. Nelze opomenout ani Btérytrocytuéi doba, po kteroutstava v krevnintecisti.

Metoda konfokalni mikroskopie je vSak v této prabétice nova. Neni tedy
mozné ji porovnat s ostatnimi autory. A tvrzeni k@tnich za¥ra se da povazovat za
pieccasné. Je tedy velmi nutné &hto ntieni i nadale poketmvat a dané z&vy

potvrdit, vyvratitéi stanovit zcela nové.
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Konfokalni mikroskopie je metoda nd&rmA na technické vybaventas i
zkuSenosti persondlu. Nemh vlastni velikost genomu, ale je velmi vhodna pro
stanoveni velikosti objemu jadra a jeho tvaru dikglednému forméatu ve 3-D, ktery
nagiklad metoda denzitometrické analyzy absolutnihgemin DNA poskytnout
nemize. DalSimi vybornymi vlastnostmi této metody je,jgme schopni pozorovat Zivé
objekty, @i fixaci vzorku pomoci preparatu CyGEL nedochagho deformaci a jsme
schopni pozorovat zény Zivych burk vcase. Coz najklad metoda skenovaci

elektronové mikroskopie neuniage.
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Tab.¢. 48: Porovnani natienych hodnot velikosti genomu a hodnot publikovédmyc

Druh Uroven ploidie Plocha jadra Obsah DNA Obsah DNA PUBLIKOVANY Autor
Evoluéni Funkéni (um?) (pgDNA.jadro-1) (pgDNA.jadro-1)

Tinca tinca 2n 2n 11,84 £ 0,870 2,04 £ 0,028 2,1 Wolf et al. (1969)
1,94 Hafez et al. (1978)

Tinca tinca 3n 3n 15,69 + 2,220 3,10 £ 0,027

A. ruthenus 4n 2n 19,21 +£ 0,813 3,72 £0,013 3,74 Birstein et al. (1993)
4,1 Zhou et al. (2001)

A. stellatus 4n 2n 19,68 + 0,435 4,65 + 0,032 3,74 Birstein et al. (1993)
4.4 Zhou et al. (2011)
47 Kafiani et al. (1958)

Huso huso 4n 2n 20,02 + 0,394 3,66 + 0,022 2,44 Birstein et al. (1993)
3,60 Fontana (1976)

A. ruthenus 6n 3n 23,84 £ 0,511 5,90 £ 0,023 5,62 Fontana et al. (1994)

A. baerii 6n 3n 23,91 40,582 6,26 + 0,027 6,30 Bytyutsky et al. (2012)

A. gueldenstaedtii 8n 4n 30,84 + 0,746 7,84 £ 0,018 7,86-7,87 Birstein et al. (1993)
8,4 Zhou et al. (2011)

A. baerii 8n 4n 32,72 + 0,491 8,36 £ 0,031 8,29 - 8,31 Birstein et al. (1993)

8 Zhou et al. (2011)

A. baerii 10n 5n 34,98 + 1,022 10,16 % 0,041 8,99 Bytyutsky et al. (2012)

A. baerii 12n 6n 37,32+ 1,103 12,38 £ 0,029 12,69 Bytyutsky et al. (2012)

A. gueldenstaedtii 12n 6n 38,10 £ 1,330 11,84 £ 0,043 12,00 Bytyutsky et al. (2012)
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6. Zaver

Diplomovou praci ,Stanoveni velikosti genomu jesiet2-D a 3-D obrazovou
cytometrii“ jsem chil popsat nejen problematiku nestandardni velikgsthomu u
¢istych drulii jeseted a jejich hybridi, jeZ je i pro mnohé profesionalni rykavelkou
neznamou, ale také samotnou problematiku viaststénmoveni velikosti genomu. Prace
by po prostudovani &a podat veSkeré zakladni informace o velikosti ogen
jeseterovitych ryb a o metodach, které je moznankuto pozorovani vyuzit.

V teoretickécasti prace bylo popsano a shrnuto Ze:

Jeseterovité ryby pdtmezi jedny z nejvice ohrozenych déuinesni doby.
Jeseterovité ryby evataé paki k primitivnim drukam.

Budoucnost jeset@lje viizené akvakultie.

Jeset#t maji vynikajici schopnost mezidruhového a mezingxho Kizeni.

Je nezbyt& nutny geneticky dohled na @ié chovy.

Je velmi dilezité vhodw zvolit metodu pro pozorovani dané problematiky.

N o o bk DR

Na velikosti genomu jsouffmo zavislé jisté fyziologické zémy.

V praktickécasti prace se podi prokazat Ze:

1. Nestandardni velikost genomu neni u jeseteobvyklym jevem.

2. Vlivem velikosti genomu dochazi ke #Zmam v prostorové konformaci jader
erytrocyti.
Existuje zavislost velikosti b@iného jadra na obsahu DNA.
Pri nanistu velikosti genomu dochazi ke kondenzaci DNAd¥gaerytrocytu.
Existuje moZnost nepravidelnosti ve velikosti gemairhybridniho potomstva.

o ok~ w

Volba spravné metody pro pozorovani dané problémyiklicova.

Zawrem této diplomové prace bych rad znovuiradnil nutnost pozorovani a
dalSiho studovani velikosti genomu jeseterovitygh. rBudoucnost jesetierdnes jiz
neni ve volnych vodéach, ale je pévmasnérovana daizenych chou. Je tedy nesmitn
dulezité pokrg&ovat ve sledovani velikosti genomu u vSech geméch jedind danych
chovi. Zdokonalovat metody pozorovani nebo dokonce avalv nové, aby bylo
mozné Iépe poznat tento ohroZeny druh a zachovaféiwo mivodnicisté forme.
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D se mezi sebou statisticky vyznamisi (P < 0,05).

Graf & 3: M&feni obsahu DNA (pgDNA.jadr) u Acipenser gueldenstaedtBkupiny
A, B, C, D a E se mezi sebou statisticky vyznaiigi (P < 0,05).

Graf & 4: Meieni obsahu DNA (pgDNA.jadr9 u Acipenser stellatyskde byla
nalezena jen skupina A.

Graf &. 5: Meteni obsahu DNA (pgDNA.jadi9 u Huso huspkde byla nalezena pouze
skupina A.

Graf & 6: Meieni obsahu DNA (pgDNA.jadm) u Acipenser gueldenstaed(8n) x
Acipenser baeri{12n). Skupiny A, B a C se mezi sebou statisticjgnam lisi (P <
0,05).

Graf &. 7: M&teni obsahu DNA (pgDNA.jadr9 u Acipenser baerii8n) x Acipenser
ruthenus(4n), kde byla nalezena pouze skupina A.

Graf & 8: Meieni obsahu DNA (pgDNA.jadm) u Acipenser gueldenstaed(8n) x
Acipenser baerii(10n). Skupiny A a B se mezi sebou statisticky nayaré |iSi
(P <0,05).

Graf & 9: Meeni obsahu DNA (pgDNA.jadr) u Acipenser gueldenstaed(8n) x
Acipenser ruthenuglin), kde byla nalezena pouze skupina A.

Graf&. 10: Zmena velikosti plochy jademn?) u Acipenser ruthenus

Graf&. 11: Znena velikosti plochy jadenn®) u Acipenser baerii.
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Graf&. 12. Znena velikosti plochy jademn?) u Acipenser gueldenstaedtii.

Graf & 13: Zmena velikosti plochy jaderum? u Acipenser gueldenstaediBn) x
Acipenser baeri{(12n).

Graf & 14: Zmena velikosti plochy jaderufm® u Acipenser gueldenstaediBn) x
Acipenser baeri(10n).

Graf ¢. 15: Grafické znazowmi vztahu mezi nastem velikosti jadra a zvySujicim se
obsahem DNA.

Graf&. 16: Grafické znazowmi naistu DNA v pg. naim? vlivem nafistu obsahu DNA
u Acipenser ruthenus

Graf¢&. 17: Grafické znazodmi nafst DNA v pg. naum? vlivem néfistu obsahu DNA
u Acipenser baerii

Graf&. 18: Grafické znazowmi naiistu DNA v pg. naim? vlivem néfistu obsahu DNA
u Acipenser gueldenstaedtii

Graf. & 19: Grafické zn4zowmi nafistu mnozstvi DNA v pg. nam?u riznych druffu
jeseted.

Graf ¢. 20: Grafické znazodmi nakstu objemu dle sumy voxel(um®) u Acipenser
ruthenus.

Graf &. 21: Grafické znazoemi nafistu objemu vyp&teného dle roz#ri os @m®) u
Acipenser ruthenus.

Graf ¢. 22: Grafické znazodmi nakstu objemu dle sumy voxel(um®) u Acipenser
baerii.

Graf &. 23: Grafické znazoemi nafistu objemu vyp&teného dle roz#ri os @m®) u

Acipenser baerii.

4. Prilohy
Prilohac. 1: Genetické pracovi&ha FROV JU ve Vaghnech.

Prilohac. 2: Patokovy cytometr Partec CCA.

Priloha¢. 3: Riprava vzork pro metodu prtokové cytometrie.
Prilohac. 4: Kvalitré pripraveny standard

Prilohac. 5: Nevhodny standard.

Prilohac. 6: Kvalitre pripraveni vzorelAcipenser baerién.

Prilohac¢. 7: Nekvalitré nabarveny vzoreRkcipenser baeri8n.
Priloha ¢. 8: Vysledné znazo#ni velikosti jader erytrocyt ve formatu 3-D utrznych

arovni ploidie.
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9. Prilohy

Prilohas.1: Genetické pracovidna FROV JU ve Vaihnech.
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Prilohas. 2: Patokovy cytometr Partec CCA.
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Ptilohaé. 5: Nevhodny standard.

e & Q - & &
F=y F 4
'.' v “"

Prilohac. 6: Kvalitre pripraveni vzorelAcipenser baerién.
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Prilohas. 8: Vysledné znazo#ni velikosti jader erytrocyitve formatu 3-D uiiznych Urovni ploidie.

Bytyutskyy (2012)
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10. Abstrakt

Stanoveni velikosti genomu jesetdér2-D a 3-D obrazovou cytometrii

Velikost genomu evolin¢ polyploidnich, neopolyploidnich a hybridnich
jesetett se vyznauje velmi vysokou variabilitou.

Cilem této prace bylo stanovit 1) velikost genosuoluwné polyploidnich a
neopolyploidnich jesetérmetodami péitacové analyzy 2-D a 3-D obrazu specificky
barvenych bu&nych jader s2) hodnocenim vzark populaci pro &ely
cytogenetickych analyz a 3) vzajemnym hodnocenirtodistanoveni velikosti genomu
a naslednym zaprotokolovanim ziskanych tdaj za &elem dalSiho zkoumarii
napiklad vyfazeni z genetaiho hejna.

Pokus probihal na FROV JU ve Mahech, na vSech zde dostupnych
jeseterovitych rybach i na vzorcich odebranychsetgrovitych farem v zahraij se
kterymi FROV JU spolupracuje. Jednalo s&aipenser ruthenus, A. baerii, A. stellatus,
A. gueldenstaedtii a Huso huddale pokus probihal na zéme vytvorenych hybridech
A. gueldenstaedtii8n) x A. baerii (12n), A. baerii (8n) x A. ruthenus(4n), A.
gueldenstaedti(8n) x A. baerii (10n) aA. gueldenstaedti{8n) x A. ruthenus(4n).
Metodami néteni byly zvoleny obrazova cytometrie a konfokalniknwskopie, pi
nichz je vyuzivdno digitalizace obrazu s nasledpotitacovou analyzou. Velikost
genomu byla rrena ze specificky barvenych jad&rvenych krvinek (erytrocy)
vybranych jeding.

Vysledkem préce bylo naiffeni velikosti genomu studovanych jedinéznymi
metodami pozorovani, zaprotokolovani ziskanych tjdpppsani zrn prostorové
konformace bu&ného jadra se 2Wujici se ploidii a odvozenim dogaaa jejich
fyziologii a vzajemné porovnani metod pozorovanzinsebou.

Zawrem prace je nutnost dalSich stanoveni velikogtogal u jesetér, vyber
nejvhodrgjSich metod pozorovéani velikosti genomu, tak ablphwozné efektivgsi
vyhledavanici zkoumani nestandardnich (polyploidnich) jedircnasledné zkoumani

jejich fyziologickych odliSnosti.

Kli¢ova slovaAcipenseridagobrazova cytometrie, konfokalni mikroskopie, evgyty,

cytogenetika

103



11. Abstract

The genome size determination in sturgeons usingl2and 3-D image
cytometry

The genome size of evolutionary polyploid, neopldigpand hybrid sturgeons
is well known for its high variability.

Aim of this study was 1) to specify the genome side polyploid and
neopolyploid sturgeons using an analysis of 2-D gultlimages of specifically stained
cells nuclei, 2) to evaluate the samples of popuiatfor cytogenetic analysis needs
and thereafter, 3) to compare both methods andrddbe data either for next research
or for negative selection from the broodstock.

This test has been done at the laboratory of mtdeccellular and quantitative
genetics, Faculty of Fisheries and Protection oftaAaUSB in Vodany using all
sturgeons spawners and using samples obtained doone foreign fish farms which
cooperated with the faculty. The samples includeduthenus, A. baerii, A. stellatus, A.
gueldenstaedtiandHuso husgpintentionally bred hybrids o&. gueldenstaedt{i8n) x A.
baerii (12n),A. baerii (8n) xA. ruthenug4n), A. gueldenstaedtii8n) x A. baerii (10n)

a A. gueldenstaedti{(8n) x A. ruthenus(4n). As methods have been chosen image
cytometry and confocal microscopy which use imagéalization and subsequently its
computer analysis. The genome size was measunedtifre size of specifically stained
nuclei of erythrocytes in specimens sampled.

Result of this study was measuring the genome isizturgeons under study
using different methods, recording the obtainedadadescription of  spatial
conformation changes of cell nucleus with increggmoidy level and deduction of
impact to their physiology and comparing the methoetween each other.

The conclusion is necessity of another sturge@mme size determination ,
choice of the best methods for more effective deaned research of non-standard

individuals and subsequently an examination ofrtpleysiological differences.

Keywords: Acipenseridag image cytometry, confocal microscopy, erythrosyte
cytogenetics
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