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1. Uvod

Jeseteti (Acipenseriformes) jsou nejstar§imi paprskoploutvymi rybami, které se dochovaly
do dnesni doby. Navzdory faktu, ze se vyvinuli podle odhadi pied vice nez 200 miliony let,
doznali do dnesnich dni pouze minimum morfologickych zmén, coz jim vyslouzilo pfezdivku
,,Z1jici fosilie®. Pro svlij mimotradné cenény cerny kaviar se vSak jeseteri stali obéti exploatace,
podporované lukrativnim trhem s timto luxusnim produktem. Spolu se ztratou ptvodnich
habitat a zne€iSténim prostifedi znamenalo drancovani pro populace této unikatni a reliktni
linie chrupavcitych ryb tlak, kterému nebyly schopny celit do nekonecna. V soucasné dobé
se tak jeseteti ocitli na pokraji vyhynuti. Jako jedna z moznosti jejich ochrany se jevi snizeni
nakladi na akvakulturni produkci kaviaru, které by zarovenn mohlo znamenat snizeni jeho
ceny a moznost lépe konkurovat produktu, pro jehoz ziskavani jsou decimovany zbytky volné
zijicich populaci. Pfedev§im z tohoto divodu zacaly byt na zastupcich fadu Acipenseriformes
testovany a optimalizovany metody uniparentalni dédi¢nosti v ¢ele s indukovanou
gynogenezi.

Gynogeneze je genomovou manipulaci, pfi jejimz uplatnéni dédi nové vzniklé potomstvo
pouze mateiskou DNA. Dochdzi ptfi ni k aktivaci vyvoje oocytu spermii, aniz by byl
do zarodku inkorporovan jeji paternalni genom. Indukovana gynogeneze sestava ze tfi
hlavnich kroku, kterymi jsou uméla inaktivace paternalniho genomu spermii, oplozeni oocytu
geneticky inaktivovanym spermatem a Sokovani oocytu z divodu obnoveni normalni ploidni
urovné, tzv. rediploidizace. Mechanismus pusobeni Soku se liSi v zavislosti na dobé jeho
aplikace po fertilizaci. Pokud Sok zptisobi rediploidizaci v dusledku retence druhého pélového
téliska, gynogenezi nazyvame meiotickou. Druhy ptipad spociva v obnoveni ploidni irovné
zadrzenim prvniho mitotického dé€leni a je nazyvan mitotickou gynogenezi.

Gynogeneticky ziskané potomstvo dédi od matky rovnéz faktory determinujici jeho
pohlavi. Pohlavni determinaéni mechanismus jeseterovitych ryb neni kviili absenci
cytogeneticky demonstrovatelnych chromosoml zatim stdle znam, predpokldda se vSak
pfitomnost sami¢i heterogamety (typ Abraxas). Gynogenezi tohoto typu vznikd potomstvo
S majoritnim podilem samic, které maji v chovu vétsi vyznam z hlediska mozné produkce
kaviaru a nového potomstva. Moznost predikce vysSiho zastoupeni samic c¢ini odchov
ekonomicky vyhodnéjSim oproti konven¢ni akvakultufe, pfi niZ musi byt obé pohlavi
odchovavana po nékolik let spolecné az do doby, kdy je bude mozno diagnosticky rozlisit.

Analyza gynogeneticky ziskaného potomstva jeseteri milze navic pomoci poodhalit fadu



nevysvétlenych zahad v oblasti genetiky téchto prehistorickych tvort a to naptiklad i dosud
neznamy pohlavni determina¢ni mechanismus.

K historicky prvni gynogenetické indukci jesetert doslo roku 1962. Ackoliv se prvni
snahy o zisk gynogenetického potomstva minuly u¢inkem, fada védcti byla motivovana
zminénymi pfednosti gynogenetické indukce jesetert k dalsim pokustim o jeji optimalizaci.
Diky tomu byl uspésny postup gynogenetické indukce popsan jiz u nékolika druhti jeseterti.
Vsechny dosud publikované studie se vSak zabyvaly vyhradné meiotickou gynogenezi, kterou
je obecné snaz$i indukovat.

Teoretickd cast této prace si klade za cil seznamit Ctenafe s obecnymi zaklady
gynogenetické indukce u ryb obecné a bliZze se zaméfit na publikované vysledky gynogeneze
jeseterovitych ryb. Pfinasi obecné shrnuti metod, které se pti indukci pouzivaji, a podrobné
popisuje jeji jednotlivé kroky. Dale sumarizuje metody, které byly dosud vyuzity pfi
indukované gynogenezi jeseterli, a popisuje vyznam jejiho praktického uplatnéni.
Experimentalni ¢ast prace ptinaSi vysledky jedné zvibec prvnich indukci mitotické
gynogeneze jeseterti, pro kterou byl jako modelovy druh zvolen jeseter maly Acipenser
ruthenus. Odavodiuje pouzity postup a pokousi se usuzovat na jeho spravnost. Shrnutim
uspésnosti jednotlivych krokt pfinasi jedny z prvnich informaci o optimalizaci protokolu

mitotické gynogeneze jesetera malého.



2. Literarni prehled
2.1. Gynogeneze

Gynogeneze je jednou z metod genomovych (chromozomovych) manipulaci, jez vede
k dédi¢nosti vyhradné matefského genetického materialu (Lebeda, 2014). Spolu s genetickou
informaci dédi nové vznikajici potomstvo od matky rovnéz faktory urcujici jeho pohlavi. Tyto
faktory umoziuji rozhodnout o determinaci pohlavi u konkrétnich druhi (Recoubratsky
a kol., 2003).

Ptikladem muze byt Zivo€isSny druh s chromozomovym uréenim pohlavi typu Drosophila
(XX, XY; samice nese vzdy pohlavni chromozém X, samec nese pohlavni chromozom X
nebo Y), u n¢hoz povede gynogeneze k produkci celosamici populace potomstva XX (Lebeda
a kol., 2015). Nekteti védci piesto popisuji pritomnost samc¢iho pohlavi v gynogenetickém
plidku potomstva s XX/XY determina¢nim mechanismem, ptikladaji ji vSak pfitomnosti
jinych, minoritnich pohlavi spoluurcujicich genli, které mohou leZzet na nepohlavnich
chromozomech (Komen a Thorgaard, 2007), nebo pisobeni environmentalnich faktord,
naptiklad teploty (Felip a kol., 2001).

Gynogenetické potomstvo je produkovano stejnym mechanismem, jako je tomu v piipadé
spontanni partenogeneze, oocyt vSak musi byt stimulovan k vyvoji pfitomnosti spermie
(Lebeda, 2014). DNA spermie (sam¢iho prvojadra) se ale neucastni tvory genomu embrya
(Flajshans a kol.,, 2013), sam¢i chromozomy nejsou do vyvoje zarodku zapojeny
(Recoubratsky a kol., 2003).
piirozené¢ se vyskytujicim mechanismem (tzv. pfirozend gynogeneze, vyskytujici se
u n€kterych rybich druhd, napiiklad zivorodky trpasli¢i, Poecilia formosa (Schlupp a kol.,
1991), karase stiibiitého Carassius gibelio, n¢kolika zastupcu Celedi Cobitidae a dalsich
(Lebedeva a kol., 2005)), nebo umélou, zamérnou destrukci otcovského genomu (Linhart
akol.,, 1995). Druhd ze zminovanych moZnosti se nazyva indukovand gynogeneze.
Indukovanou gynogenezi lze vyuzit k reprodukci rybich druhi s vnéj$im oplozenim (Komen
a Thorgaard, 2007).

Proces gynogeneze spadd pod tzv. uniparentdlni dédi¢nost. Tento termin oznacuje
pochody, pfi kterych je potomstvu predavana vyhradné geneticka informace jednoho z rodica.
Dal8i moZnosti uniparentdlni dédicnosti je androgeneze, v jejimz piipadé¢ dochazi pouze

k pfedani genetické informace otce (Flajshans a kol., 2013).
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Gynogeneze je spolu s triploidii a tetraploidii pouzivana v zakladnim a aplikovaném
vyzkumu, rybéaiském managementu a akvakultufe (Esmaily a kol., 2004). M4 velky vyznam
pro experimentalni studium genetické determinace pohlavi u jeseterd (Fopp—Bayat, 2010),
protoze u jeseterd nelze rozliSit pohlavni chromozémy a dosud nejsou znamy geny nebo
skupiny gend, které¢ by bylo mozné vyuzit jako markr determinace pohlavi. Vysoka mira
homozygotnosti potomstva ziskaného mitotickou gynogenezi muize pomoci pii riiznych
genetickych a Slechtitelskych studiich (Lebeda a kol., 2015). Zména poméru samcii a samic
v produkovaném potomstvu by mohla naptiklad u jeseterii vyznamnym zptisobem ovlivnit
produkci kaviaru, jenz je velmi Zadany navzdory ubytku téchto archaickych ryb (Fopp—Bayat,
2010). V soucasné dob¢ se navic gynogeneze vyuziva pro produkci celosamicich populaci
naptiklad pstruha duhového Oncorhynchus mykiss a obecného Salmo trutta, kapra obecného

Cyprinus carpio nebo platyse Paralichthys olivaceus (Cal a kol., 2006).

2.2. Prirozena gynogeneneze

Pfirozena (spontanni) gynogeneze je jednim z mechanismi unisexualni reprodukce, jenz
je charakteristicky pro rozmnozovani celosamicich populaci ryb a nékterych populaci
hybridnich diploidné — polyploidnich druhovych komplexa (Flajshans a kol., 2013). Tyto rybi
populace se tfou s blizce ptibuznymi druhy a jejich sperma pouzivaji pouze k aktivaci vyvoje
oocytl (Lebeda, 2014).

Hlavni podminkou ptirozené gynogeneze je diploidni oocyt, aby bylo po aktivaci vyvoje
spermii dosazeno diploidniho stavu potomstva. Diploidnich oocyti je u rybich druha
se spontanni gynogenezi dosahnuto riznymi mechanismy. Nejbéznéjsi zplsob zahrnuje
genomovou duplikaci nasledovanou normalnim bunéénym délenim, béhem kterého
se sesterské chromozomy pievazné paruji. Nedochazi k rekombinaci a segregace je potlacena,
v dusledku ¢ehoz je dédi¢nost vyhradné maternalni (Komen a Thorgaard, 2007).

Prvni gynogeneticky se rozmnozujici ryba byla objevena roku 1932 a jednalo se o druh
zivorodka trpasli¢i, Poecilia formosa (Hubbs a Hubbs, 1932). Krom¢ nékolika druha
mexickych Poecilidae se takto reprodukuji rovnéZz populace karase stiibfitého, Carassius
gibelio (Thorgaard, 1983). Horvath a Orban (1995) uvadi, Ze u karase dochazi pii oogenezi
k vynechani prvni faze meiotického déleni a tudiz k zachovani duplikované chromozomové
sadky. Samice karase tedy sexualné parazituji na reprodukci jinych kaprovitych ryb, jez

osemenénim aktivuji oocyty, nasledné probiha druha faze meiotického de€leni, oddeli se druhé
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polové télisko a zlstanou triploidni zygoty, znichz se vyvinou opét triploidni samice

(Flajshans a kol., 2013).

2.3. Obecné zaklady indukované gynogeneze

Indukovana gynogeneze je formou unisexudlni reprodukce, pti které je docileno aktivace
vyvoje zarodku pomoci geneticky inaktivovaného spermatu (Esmaily a kol., 2004). Mira
uspésnosti gynogenetické indukce se velmi rizni v ramci jednotlivych rybich druhti (Lebeda,
2014). Indukce gynogeneze sestava ze tfi hlavnich krokti — inaktivace sam¢i genetické

informace, fertilizace a obnoveni diploidniho stavu (Thssen a kol., 1990).

2.3.1. Inaktivace otcovské DNA

Pfi gynogenezi je aktivace vyvoje zygoty indukovéna geneticky inaktivovanym
spermatem. Sperma je mozné inaktivovat ionizujicim (gama nebo rentgenovym) zéafenim
nebo UV zafenim (KaSpar a kol., 2014). Uziti ultrafialového zafeni je obecné nejCastéji
pouzivanou technikou inaktivace, nicméné Uc¢inné jsou 1 metody vyuZivajici jind oSetfeni
(Esmaily a kol., 2004).

Inaktivované sperma slouzici k dal§imu pouziti mtze byt jak homologni (Sperma je z ryby
stejného druhu jako oocyty), tak heterologni (sperma je z jiného, nékdy i1 nepfibuzného druhu)
(Pandian a Koteeswaran, 1998). V piipadé pouziti heterologniho spermatu zcela nepiibuzného
druhu vznika vyhradné gynogenetické potomstvo, negynogenetiCti jedinci totiz nejsou
zivotaschopni (Felip a kol.,, 2001). Pokud je pouzito sperma homologni, Vv potomstvu
se mohou vyskytovat 1 negynogenticti jedinci, vznikli normalnim oplozenim (Morgan a kol.,
2006). Pandian a Koteeswaran (1998) uvadé€ji, ze nejvysSich procent preziti dosahuji
gynogeni, jenz vznikli aktivaci oocytu heterolognim spermatem, které bylo oSetfeno UV
zafenim za neptitomnosti denniho nebo umélého svétla. To by totiz mohlo zpisobit aktivaci
procesu zvaného fotoreaktivace (Lebeda a kol., 2015).

Fotoreaktivace je na svétle zavisly enzymaticky mechanismus, jenz opravuje Skody
v DNA. Spermie drzena po DNA inaktivujicim oSetfeni na viditelném svétle opravuje
poskozenou DNA a obnovuje svoji fertilizaéni schopnost (Lebeda, 2014). V disledku toho
miize dochazet k naruseni vysledkii gynogeneze, zpisobeném posunem optimalni davky
zateni (Lebeda a kol., 2015). Lebeda a kol. (2015) doporucuji osvétlit pracovni plochu pro
oplozovani a aktivaci ¢ervenym svétlem, které fotoreaktivaci nezpiisobuje a nenarusuje tudiz

indukci gynogeneze.
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2.3.1.1. UV zareni

Inaktivace paternalniho genomu UV zdfenim je v praxi nejéastéji pouzivanou metodou
(Lebeda a kol., 2014b). Je tomu tak, nebot’ se jedna o metodu levnou a snadno aplikovatelnou
(Flajshans a kol., 2013), kterd je zaroven lehce dostupnd a s minimalnim nebezpe¢im pro
obsluhu. Na druhou stranu stochasticky charakter UV zafeni zptisobuje, Ze je obtiznéjsi najit
kompromis mezi kompletni inaktivaci DNA a destrukci pohybového aparatu spermie (Lebeda
a Flajshans, 2016). Citlivost pohybového aparatu spermii je obvykle hlavnim limitujicim
faktorem gynogenetické indukce (Lebeda a kol., 2014a). Penetra¢ni schopnost UV zafeni neni
prilis velkd, vrstva ozafovaného spermatu by tedy méla byt nizka a sperma by mélo byt
V pribéhu ozafovani michano a chlazeno (Komen a Thorgaard, 2007). Pokud je ozafovano
sperma o vysoké optické hustoté€, je vhodné jej optimalizovat odpovidajicim pomérem fedéni
(Kaspar a kol., 2014). Sperma je fedéno bud’ semennou plazmou, nebo médiem, jehoz slozeni
je semenné plazmé podobné, piipadné ma vyssi koncentraci inhibujicich iontd a nizsi
koncentraci ionta aktivujicich (Lebeda a kol., 2015). Pro ozafovani se obvykle pouziva UV
zéfeni o vinové délce piiblizné 250-260 nm (Lebeda a Flajshans, 2016). Davka UV zéieni je
charakterizovana jednotkou Jx m? a zavisi na druhu ryby a cili gynogenetické indukce.
Ozafovani je v praxi realizovdno pomoci UV zafivek, UV sterilizatori nebo nejCastéji
pouzivanymi komeréné dostupnymi systémy, kterymi jsou rtzné typy UV crosslinkert

(Lebeda a kol., 2015).

2.3.1.2. Ionizujici zareni

Gama zéfeni a rentgenové paprsky si zachovavaji skvélé penetracni schopnosti 1 pfi
vysSich vrstvach spermatu (Thorgaard, 1983). Kvuli této vlastnosti, u¢inné indukujici
chromozomovou fragmentaci, je ionizujici zéfeni vhodné na ozafovani vétSich objemu
spermatu (Pandian a Koteeswaran, 1998). Limitnim faktorem pro praktickou aplikaci je vSak
dostupnost ionizujicitho zafeni a s ni spojena nutnost pifepravy pohlavnich produktd k jeho
zdroji, nutnost nacasovani vSech krokl od samotného vytéru az po zacatek inkubace oocytl,
nutnost uvazovat délku ptepravy jako faktor ovliviiujici UspéSnost gynogeneze, dokonale
zvladnutd manipulace s gametami véetné jejich uchovani a podobné (Kaspar a kol., 2014).
Prave z téchto diivodll je vétSinou pro inaktivaci paternalniho genomu upiednostiovano UV

zateni (FlajShans a kol., 2013).
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2.3.1.3. Jina oSetieni

Jinou metodou inaktivace DNA spermie muize byt pouziti chemickych prostiedkd, jenz
selektivné ni¢i DNA pii zachovani minimalniho nebezpeci pro pohybovy aparat a akrozom
spermie (Lebeda a kol., 2014b). Uspé&sné pouzitymi chemikéaliemi byly napiiklad toluidinova
modF, ethylenmoc¢ovina a dimethylsulfat (Thorgaard, 1983).

2.3.2. Fertilizace

V druhém kroku je aktivovan vyvoj haploidniho oocytu spermii s inaktivovanou
genetickou informaci — dochazi k osemenéni a aktivaci gamet (Pandian a Koteeswaran, 1998).
Hlavnim ptedpokladem uspéchu je pouziti gamet nejvys$i mozné kvality (Bartley, 1997).
Vzhledem k zévislosti stupné zralosti gamet na prostfedi a chovnych podminkéch je nezbytna
ptiprava generacnich ryb, jez obvykle spocdiva v temperaci vody a hormonalni stimulaci.
U nékterych ryb se setkdvame s absenci sekundarnich pohlavnich znakl (napf. jesetefi),
v takovych ptipadech Ize jejich pohlavi urc¢it naptiklad biopsii gonad. Biopsie miZze rovnéz
pomoci se selekci samic vhodnych pro hormonalni stimulaci, jelikoz ndm podava informaci
0 stupni vyvoje oocytu (Gela a kol., 2008).

Utelem samotné hormonalni stimulace je urychleni a synchronizace ovulace a spermiace
ryb pied naslednym umélym vytérem. NejCastéji se provadi intramuskularni nebo
intraperitonealni aplikaci suspenze kapii hypofyzy, mozné je vSak pouzit rovnéz synteticky
piipravené analogy gonadotropniho hormonu nebo dalsi ptipravky (Velisek a Pyszko, 2014).
Po aplikaci posledni injekce a uplynuti urcitého ¢asového tuseku, jenz byl pro vytirany rybi
druh stanoven na zaklad¢ davky hypofyzy nebo hormondlniho pfipravku a teploté vody,
se pristupuje ke zkousce uméelého vytéru abdominalni masazi. U druhti, které se bézn¢€ vytiraji
bez hypofyzace (napi. pstruh duhovy, tilapie, danio atd.) je na Cas vytéru usuzovano napf.
zkusmou abdominalni masazi nebo na zakladé reproduk¢niho chovani.

Spravné nacasovani vytéru je klicovym faktorem ptfedevsim pro kvalitu oocytl, které
nesmi byt nedozrdlé nebo naopak prezrdlé (Komen a Thorgaard, 2007). Kromé ovaridlni
biopsie jsou dal§imi vyznamnymi faktory pro selekci vhodnych oocytli mnozstvi, ziskané
od jedné samice, pramér oocytd a stupen jejich vyvoje (Felip a kol., 2001).

Uspésnost gynogenetické indukce je vyrazné ovlivnéna rovnéz kvalitou pouZitého
spermatu, které je po umélém vytéru vhodné analyzovat pod svétlenym mikroskopem s cilem
zjiSténi koncentrace spermii a jejich motility. Béhem planovani gynogeneze je tieba vzit

V potaz obzvlast proménlivost motility spermii jednotlivych samci jako odezvu na UV
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ozareni (Lebeda a kol., 2015). Lebeda a kol. (2015) proto pro zajisténi dostate¢ného mnozstvi
kvalitnich gamet doporucuje ptiméiené zvysit pocet samci ptipravovanych k umélému vytéru
oproti poc¢tu samcti pro klasicky umély vytér, tj. asi o polovinu.

Postup samotného umélého vytéru zalezi na druhu ryby, jeji velikosti a pouziti anestezie
(Koufil a kol., 2008). Ovulované oocyty Ize od samic ziskat pomoci riznych metod, napft.
klasickou metodou abdomindlni masaze, chirurgickym fezem sténou biiSni nebo
mikrochirurgickym fezem sténou vejcovodu (Lebeda a kol., 2015). Odebiraji se do suchych
polypropylenovych misek. Sperma je vhodné odebirat do injekénich stiikacek nebo suchych
nadob (napt. nddoby na uchovavani mikrobialnich kultur) (Kaspar a kol., 2014). U druhi,
jejichz sperma je kontaminovano moci, jez pusobi pfed¢asnou aktivaci spermii, se sperma
odebird do ptisluSné¢ho imobilizacniho roztoku (Rodina a kol., 2004). Po nezbytné dlouhou
dobu (gynogenetickd indukce by méla zacit nedlouho po odbéru gamet) lze oocyty uchovavat
pti teploté okolniho prostfedi pfikryté navlhéenym hadrem, sperma se uchovava na drceném
ledu. V obou ptipadech je nezbytné zamezit vniknuti vody do uchovavanych gamet (Kaspar
a kol., 2014).

Posloupnost osemenéni a aktivace oocytil inaktivovanym spermatem je zapotiebi
piizpisobit konkrétnimu rybimu druhu (Kaspar a kol., 2014, Lebeda a kol., 2015). Pouzivaji
se suché metody vytéru, jejichz podstatou je, aby oocyty a sperma neptisly do styku s vodou,
kterd se k vytfenym a smichanym pohlavnim produktim pitidava az pii aktivaci spermii
V procesu oplozovani. Bézn¢ pouzivané suché metody jsou némeckad, pii které se oocyty
ponechavaji s ovarialni plazmou, a ruska, pfi niz se ji zbavuji (Koufil a kol., 2008).
U zastupct chrupavcitych ryb je postup mirné odlisny, nejprve je zapotiebi smichanim

s vodou aktivovat sperma a to nasledné pouzit k osemenéni a oplozeni (Gela a kol., 2008).

2.3.3. Rediploidizace

Pti indukované gynogenezi je oocyt, ktery za normalnich podminek nese haploidni pocet
chromozémi (1n, tj. polovicni viéi somatickym buitkdm matky), oplozen geneticky
inaktivovanou spermii, rovnéZ s haploidnim poctem chromozdémd, jejiz genetickd informace
se nepodili na vyvoji zarodku. Vzniklo by tedy haploidni embryo, které by bylo ¢astecné
schopné vyvoje a vykuleni, ale u néhoz nedochdzi k plnohodnotnému vyvoji trupu ani
organovych soustav, a proto by po vstiebani Zloutkového vac¢ku uhynulo. Nezbytnym krokem
k zajisténi normalniho vyvoje oocytu a ziskani zivotaschopného potomstva je proto obnoveni

normalni ploidni irovné — 2n (Linhart a kol., 1995). Hovotime 0 tzv. rediploidizaci (Komen
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a Thorgaard, 2007), jejimz principem je zdvojeni genetického materialu zygoty retenci
druhého poélového téliska nebo blokaci prvniho mitotického déleni. Prvni jmenovany zptsob
nazyvame meiotickou gynogenezi, druhy gynogenezi mitotickou (Esmaily a kol., 2004). Toto
zdvojeni genetického materialu je obvykle realizovano vystavenim aktivovanych oocytl Soku

(Pandian a Koteeswaran, 1998).

2.3.3.1. Soky

Pouzivany Sok, jemuz jsou oocyty vystavovany, byva obvykle teplotni nebo tlakovy
(Recoubratsky a kol., 2003). Teplotni $ok Ize dale délit na teply nebo studeny (Linhart a kol.,
1995). Morgan (2006) odkazuje rovnéz na moznost uziti Sokl elektrickych a chemickych.
Chemické Soky mohou byt realizovany fadou latek, napiiklad cytocholazinem B,
kolchicinem, kolcemidem nebo rajskym plynem, piili§ ¢asto se vSak nepouzivaji (KaSpar
a kol., 2014). Teplotni a tlakové Soky jsou charakterizovany tfemi zakladnimi parametry: ¢as
iniciace Soku od oplozeni (jenZ mize byt vyjadien v minutach nebo mitotickém intervalu),
intenzita Soku a doba jeho trvani (Felip a kol., 2001).

Pro uspésné ziskani diploidniho gynogenetického potomstva je zapotiebi optimalizovat
druh Soku a jednotlivé parametry, budou se totiz velmi liSit v rdmci riznych rybich druht
(Mims a kol., 1997).

Obzvlast’ Cas iniciace Soku od oplozeni je kliCovym parametrem gynogenetické indukce.
V praxi je uréen typem gynogeneze, jenz je nasim umyslem indukovat (meioticka nebo
mitoticka) a délkou 1o (Lebeda a kol., 2015). Veli¢ina 10 zna¢i dobu trvani jednoho
mitotického cyklu pfi synchronnim déleni bun¢k nebo interval mezi dvéma po sob¢ jdoucimi
délenimi. B&Zn¢ se vyjadiuje v minutach a je druhové specificka. Hodnota veli¢iny se méni
s teplotou vody, ktera obecné¢ ovliviiuje rychlost embryonalniho vyvoje ryb jakoZto
poikilotermnich organismti (Shelton a kol., 1997). Piikladem muze byt mitoticky cyklus
veslonose amerického Polyodon spathula, ktery pti 15 °C trva 80 minut, zatimco pti 20 °C
pouhych 52 minut (Mims a kol., 2005). Cas samotné aplikace $oku se potom vyjadfuje
V délce 10, Mims a kol. (2005) naptiklad uvadi, Ze nejvétSiho mnozstvi diploidnich
gynogenetickych larev bylo pfi meiotické gynogenezi zmiflovaného veslonose ziskdno pfti

Sokovani oocytu v intervalu 0,22-0,26 to.
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Tlakovy Sok

Princip tlakového Soku spociva ve vystaveni oocytli vysokému tlaku vody v uzaviené
tlakové jednotce na kratkou dobu 1-3 minut (Flajshans a kol., 2013). Takovy tlak 1ze vyvolat
v tlakové jednotce zhotovené na zakazku nebo komeréné dostupné. Tlak pouzivany
k navozeni genomové duplikace typicky kolisa od 52 do 78 MPa (Komen a Thorgaard, 2007).
Anglosaska literatura uvadi rovnéz jednotku psi (libry na ¢tvere¢ni palec), zminované rozmezi

vvvvvv

a aplikovat nez Soky teplotni (Komen a Thorgaard, 2007). Morgan a kol. (2006) vsak uvadi,
ze uziti tlakového Soku obvykle znamena vyS$i preziti gynogenii ve srovnani s jinymi

metodami rediploidizace.

Teplotni Sok

Teplotni Sok je rychlou, nenaro¢nou a levnou cestu k obnoveni diploidniho stavu pii
indukci gynogeneze. Realizujeme jej kratkodobym vystavenim oocyti vodni lazni, jejiz
teplota byla upravena na pozadovanou hodnotu (Lebeda a kol., 2015). Obecné se jedna
0 teploty 0 15-20 °C nizsi nebo vyssi, nez je fyziologické teplotni optimum pro dany druh.
V prvnim pitipad¢ pak hovoiime o Soku chladovém, v druhém ptipadé o Soku teplém (Piferrer
a kol., 2009).

Teplotni Sok je obzvlast vhodny pro oocyty téch druhti ryb, které je lepi k substratu
(vodnim rostlindm, na jejich kofeny apod.). Tyto oocyty mohou byt na umélém substratu
snadno prenddvany z jedné vodni 1azné do druhé (Komen a Thorgaard, 2007). To se tyka
piedevsim ryb jeseterovitych, kaprovitych, okounovitych, sumct a sumecki (Dubsky a kol.,
2003). Pokud vs8ak neni lepeni k substratu zadouci, je mozné oocyty odlepkovat pied expozici
teplotnimu Soku, nebo mohou byt ponofovany piimo do odlepkovaciho média o rozdilné
teploté, jez Sok zarovei realizuje (Lebeda, 2014).

Optimalni teploty pro chladové Soky se obecné pohybuji v rozmezi -1 az 4 °C na dobu
desitek minut (Piferrer a kol., 2009). Optimalni chladovy Sok pro lina obecného k zadrzeni
druhého polového téliska v druhé fazi meidzy je naptiklad 2 °C na dobu 35 min (Flajshans
a kol., 1993).

Optimdlni teploty pro teplé¢ Soky jsou druhové specifické a kolisaji od 27-36 °C pro
lososovité (Komen a Thorgaard, 2007), pres 33-37 °C pro jeseterovité (Lebeda, 2014)
azdo 42 °C pro teplomilné ryby, jako napfiklad kaprovité a tilapie. Pro nejvice druht
kaprovitych je za optimalni povazovano 40—41 °C. Co se tyka doby trvani teplych Sokut, uvadi
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Piferrer a kol. (2009) rozmezi 45 s az 3,5 min pro teplovodni druhy nebo druhy mirného
pasma a 10-25 min pro druhy studenovodni. Teploty ucinného teplého Soku jsou blizko
hornich limitti tolerance, protoze pulsobi pies depolymerizaci proteinovych komplexi.

Nalezeni spravné kombinace teploty a trvani je tudiz nezbytné (Komen a Thorgaard, 2007).

2.3.3.2. Cas uplatnéni Soki

Gynogenezi lze indukovat pouze v ranych stadiich ontogeneze — bud’ béhem druhé faze
meiotického deéleni oocytli, nebo prvniho mitotického déleni zygoty. Tyto dvé periody
ontogenetického vyvoje jsou vhodné pro manipulaci s geneticky determinovanym pohlavim
(Horvath a Orban, 1995). Podle ¢asu uplatnéni Soku od osemenéni gamet a tim padem
i mechanismu jeho pusobeni mizeme indukovanou gynogenezi rozdélit na mitotickou
a meiotickou (Kaspar a kol., 2014). Hlavni rozdil protokoli gynogenezi spo¢iva v nacasovani
rediploidiza¢niho Soku (Lebeda a kol., 2015). Ve vysledku se gynogeni li§i mirou
homozygotnosti a rovnéz Zivotaschopnosti, ktera je vysSsi v pfipadé meotické gynogeneze

(Felip a kol., 2001).

Meiotickda gynogeneze

Meioticka gynogeneze spociva v aplikaci Soku za ucelem retence prvniho nebo druhého
polového téliska (Linhart a kol., 1995), viz Obr. €. 1. Aplikovany Sok zabrani vypuzeni
polového téliska, jehoz fizi dojde ke vzniku diploidniho embrya, obsahujiciho dvé kompletni
sady mateiskych chromozomu (Morgan a kol., 2006). Jedna se tedy o obdobny princip, jaky
je vyuzivan pii indukci triploidie (Lebeda, 2014).

V piipadé¢ meiotické gynogeneze je turoven homozygotnosti limitovana frekvenci
crossing-overti béhem prvniho meiotického déleni (Recoubratsky a kol., 2003). Pro ur¢itou
miru heterozygotnosti byva tedy potomstvu, jez vzniklo meiotickou gynogenezi, ptezdivano
gynogeneticti heterozygoti (FlajShans a kol., 2013).

Flajshans a kol. (2013) uvadi, Ze riznymi autory bylo meiotickou gynogenezi ziskéno
U pstruha duhové 48—63 %, u kapra obecného 29-38 % a u tilapie nilské 19-27 % zivého
diploidniho gynogenetického potomstva. Rovnéz konstatuji, Ze vySSiho procenta
zivotaschopnych diploidnich potomk bylo dosazeno pouzitim heterologniho spermatu a/nebo

tlakového Soku.
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Obr. €. 1: Schéma indukce meiotické gynogeneze (upraveno podle Flajshanse a kol., 2013).

Mitoticka gynogeneze

Principem mitotické gynogeneze je potlaceni prvni nebo druhé faze embryondlniho
mitotického déleni (Linhart a kol., 1995), viz Obr. ¢. 2. V praxi tedy probiha mitoticka
gynogeneze nasledovné: ovulovany oocyt je ve stadiu metafaze 2 meiotického déleni, ozarena
spermie aktivuje jeho vyvoj a puvodné haploidni oocyt v ramci probihajiciho bunééného
cyklu dojde do stadia prvniho mitotického dé¢leni. V tento moment je vystaven Soku
odpovidajicich parametrti, jenz mitotické déleni zastavi v okamziku, kdy jiz doje k duplikaci
genetického materialu (tedy z haploidniho poctu chromozému na diploidni), ale jesté nedojde
k jeho rozejiti do dcefinych bunék a bunka zistava diploidni (Kaspar a kol., 2014). Parametry
aplikovaného Soku jsou obdobné jako pii indukci tetraploidie (lhssen a kol., 1990)
a ziskanému potomstvu je obvykle piezdivano ,,dvojiti haploidi® (Komen a Thorgaard, 2007).

Mitoticka gynogeneze je postkaryogamickou zygotickou manipulaci, vedouci ke vzniku
homozygotniho potomstva. Nejedna se vSak o klonalni linii, nebot’ nemusi sdilet stejné alely
vzhledem k proménné segregaci chromozomu a genetické rekombinaci béhem gametogeneze
(Liu a kol., 2010). Klonalni linie muze byt vSak vytvofena za dv¢ nasledujici generace
(Kaspar a kol., 2014).

Procentudlni pteziti dvojitych diploidi je niz$i, nez je tomu v piipadé¢ meiotické
gynogeneze (Felip a kol., 2001). Flajshans a kol. (2013) uvadi, ze v zavislosti na pouziti
heterologniho nebo homologniho spermatu bylo riiznymi autory u pstruha duhového ziskéano
1-5 %, u kapra 1-15 % a u tilapie nilské 1-25 % zivého diploidniho gynogenetického

potomstva.
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Obr. €. 2: Schéma indukce mitotické gynogeneze (upraveno podle Flajshanse a kol., 2013).

2.3.4. Metody ovéieni gynogenetické indukce

I ptfes spravné optimalizovany postup gynogenetické indukce nelze vyloucit vznik
a stochastickym charakterem UV zéfeni, jez dostate¢né neinaktivovalo paternalni genom,
nebo Spatnym prubéhem rediploidizace (Lebeda a kol., 2015). KasSpar a kol. (2014) tedy
poukazuji na nezbytnost ovéfeni vSech tii krokd — dostate¢né inaktivace DNA druhé
rodiCovské gamety, odpovidajici miry homozygotnosti potomstva a rovnéz diploidni urovné
vznikajicich embryi.

Mira inaktivace paternalniho genomu se nejsndze oveiuje kontrolnim kiizenim, pfi némz
se vyuziva n€jakého kvalitativniho znaku (napt. recesivné dédicného zbarveni) jako markru.
Dalsi moznosti je pouziti molekularné genetické metody k ovéfeni neptitomnosti otcovskych
genotypu (FlajShans a kol.,, 2013). Technologie mikrosatelitnich DNA markra je velmi
u¢innou metodou pro potvrzeni vyhradné¢ maternalniho prenosu a odhad miry rekombinace
u gynogeni (Zou a kol., 2011). Jedna se o spolehlivy postup, ktery je zaroven pracny
a nakladny (Lebeda a kol., 2015). Uziti biochemickych a molekuldrnich markrt je vSak pro
demonstraci vyluéné matetrské dédicnosti nezbytné (Felip a kol., 2001).

Mira homozygotnosti se ovéfuje pomoci genetickych metod a markrt, diive k tomuto
ucelu slouzily 1 méarkry biochemické, vyuzivajici polymortni proteinové systémy. Nyni se pro
dany 0cel pouzivaji piedevS§im mikrosatelitni markry (Kaspar a kol., 2014). Felip a kol.
(2001) uvadi, ze molekularni pfistupy poskytuji jednoznac¢nou identifikaci gynogenti a jsou
proto v soucasné dobé uptfednostiiovany.

U plidku se miZzeme kromé Zzadouciho diploidniho potomstva hypoteticky setkat
s haploidy, u nichz byla spravné inaktivovana DNA otce, nastala vSak chyba v rediploidizaci,
a rovnéz s triploidy, jez vznikli spravnou rediploidizaci embrya se $patné inaktivovanym
paternalnim genomem (Lebeda a kol., 2015). Haploidni plidek je moZno odlisit od ostatniho
pouhym pohledem — u plidku se vyskytuje tzv. haploidni syndrom (Felip a kol., 2001), jenz
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se vyznacuje rohli¢kovité zakiivenym tvarem jedincti, ktefi hynou nejpozdéji pii prechodu na
exogenni vyzivu (Flajshans a kol., 2013). Triploidi vS§ak mohou byt zivotaschopni (Felip
akol.,, 2001). Ploidni uroven pftezivSich jedinci se ovéfuje karyologickou analyzou
a pratokovou cytometrii (Peruzzi a Chatain, 2000). Lebeda (2015) doporucuje stanoveni
relativniho obsahu DNA prutokovou cytometrii, odkazuje také na moznost individualniho

stanoveni ze vzorku krevnich bunék u starSich ryb.

2.4. Indukovana gynogeneze jeseterovitych ryb

Gynogeneze je jednou z metod, kterd muze pomoci objasnit pohlavni determinacni
mechanismus jeseterti (Recoubratsky a kol., 2003). Rovnéz se predpoklada, ze u neékterych
druhli jesetert mize vést k ziskani potomstva, ve kterém bude mit majoritni podil samici
pohlavi (Lebeda a kol, 2014a). Tim by mohla gynogeneze zaroveni pomoci zvysit
produktivitu akvakultury jeseterti (Lebeda a kol., 2015).

Pohlavi urcujici mechanismus u jeseteri a veslonost stidle neni zcela znam, jelikoz
cytogenetické studie neodhalily pfitomnost heterochromozomii u samic ani samct (Van
Eenennaam a kol., 1996). Badrtdinov a kol. (2008) uvadi, ze jednou z moZnosti rozsifrovani
mechanismu genetické determinace pohlavi jeseterti je analyza poméru samic a samcl
V potomstvu ziskaném meiotickou gynogenezi. V piipadé sam¢i heterogamety by bylo timto
typem gynogeneze produkovano celosami¢i potomstvo. Pokud je heterogameta samici,
gynogenezi mohou vznikat ZZ samci, WW supersamice a/nebo ZW samice v rizném pomeéru
(Van Eenennaam, 1996). Pomér pohlavi je zavisly na frekvenci crossing — overd mezi
pohlavnimi chromozomy a zivotaschopnosti ,,WW* supersamic (Badrtdinov a kol., 2008).

V piipad¢é jeseteri se bézn¢ akceptuje hypotéza samici heterogamety, odpovida ji
variabilni pomér samic a samcu s vy$§im procentem samic v gynogenetickém potomstvu:
jeseter bily Acipenser transmontanus 82 % (Van Eenennaam a kol., 1999), j. sibifsky
A. baerii 81 % (Fopp—Bayat, 2010), bestér 70-80 % (Omoto a kol., 2005), j. kratkorypy
A. brevirostrum 65 % (Flynn a kol., 2006). Studie meiotické gynogeneze u veslonosa
amerického Polyodon spathula vsak vedla k riznym zavéram. Mims a kol. (1997) ziskali
gynogenezi celosami¢i populaci veslonosa, ptfedpokladali tedy pfitomnost samci
heterogamety. Roku 2012 v8ak Shelton a Mims analyzou pohlavi star§iho gynogenetického
potomstva zjistili pomér 19,8 % ku 80,2% ve prospéch samic a piiklonili se rovnéz k teorii

existence samici heterogamety u veslonosa.
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Obecné akceptovand hypotéza o tomto typu chromozomového urceni pohlavi (typ
Abraxas) predikuje pritomnost WW supersamic v gynogenetickém potomstvu jesetert
(Lebeda a kol., 2015). Kiizenim supersamic s béznymi ZZ samci by teoreticky mohla byt
produkovana celosami¢i populace (Fopp—Bayat, 2010). Né&které studie jeseterti vsak tuto
teorii popiraji, napiiklad Badrtdinov a kol. (2008), jez popsali kompletné samci
gynogenetické potomstvo u jesetera hvézdnatého a Grunina a kol. (2011), ktefi objevili
samice v androgenetickém potomstvu jesetera sibifského.

Prvnimi, kdo indukovali gynogenezi jeseteri, byli Romashov a kol. a stalo se tak v roce
1963. Pro iradiaci spermatu jesetera malé¢ho bylo pii tomto pokusu vyuzito ionizujici zafeni
(Mims a kol., 1997). Zadny gynogen vsak nepiezil déle nez 192 dni od vylihnuti. Dalsi
experimentalni produkce jesetefich gynogentl, kterou realizoval roku 1987 Kowtal, skonéila
rovnéz neuspésné (Van Eenennaam, 1996). Od té doby probéhly rizné studie technik
produkce gynogenetického potomstva rozdilnych druhti jeseterd, Zou a kol. (2011) uvadi, ze
gynogeneze byla jiz studovana u druhd: jeseter bily (Van Eenennaam a kol., 1996), veslonos
americky (Mims a kol., 1997), lopatonos americky Scaphirhynchus platorynchus (Mims and
Shelton, 1998), vyza velka Huso huso a j. persky Acipenser persicus (Pourkazemi a kol.,
2000), j. rusky A. gueldenstaedtii (Recoubratsky a kol., 2003), j. hvézdnaty A. stellatus
(Recoubratsky a kol., 2003, Saber a kol., 2008), bestér (Omoto a kol., 2005), j. maly
A. ruthenus (Fopp—Bayat a kol., 2007; Lebeda a kol., 2014b, Lebeda a FlajShans, 2016)
a J. sibifsky A. baerii (Fopp—Bayat, 2010, Lebeda a kol., 2014a).

2.4.1. Inaktivace paterndalniho genomu

2.4.1.1. UV zafeni

Nejbézn€ji pouzivanou metodou inaktivace genomu spermie jeseteri je ozafovani
spermatu UV svétlem. Je tomu tak i navzdory faktu, Ze studie vlivu UV zafeni na motilitu
jesetetich spermii prokazaly vysokou citlivost jejich pohybového aparatu k tomuto druhu
osetieni (Lebeda a kol., 2014b). I malé davky UV zafeni totiz negativné puisobi na akrozoém,
ktery zistal jesetefim spermiim, na rozdil od spermii kostnatych ryb, zachovan (Recoubratsky
a kol., 2003).

Pro inaktivaci DNA jsou obvykle pouzivany rizné zdroje UV, vydavajici svétlo o vinové
délce 254-260 nm, dané rozmezi totiZ DNA nejvice absorbuje. Pouziti vyssi intenzity iradiace

po kratsi Cas je vyhodnéjsi nez dlouhodobé ozatovani. Je tomu tak kviili negativnim efektim
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svétlem vyzafované¢ho tepla a rovnéz kvuli fotoreaktivatnimu procesu, zplsobujicim
odstranovani 1ézi DNA zavinénych UV svétlem (Lebeda a Flajshans, 2016).

Lebeda a kol. (2015) uvadi, ze pti spravném fedéni a technice ozafovani je pro jesetery
k inaktivaci paternalni DNA obecnd vhodna davka cca 200-500 Jxm™. V piipadé jesetera
malého upiesiiuji Lebeda a kol. (2015) davku dostadujici k iradiaci na 100-200 Jxm™.
Predpoklada se, ze hlavni parametr, zptsobujici rozdily v optimalnich davkach UV svétla
mezi jednotlivymi druhy jesetert, je evolu¢ni ploidni Groven. S ni souvisi faktory, ovlivitujici
uspeésnost UV oSetfeni, kterymi jsou obsah DNA spermii a jejich velikost (Lebeda a kol.,
2014a).

Optimalizace UV ozafujiciho protokolu je mimo jiné komplikovana vysokou optickou
hustotou spermatu a vyznamnym rozdilem hustoty spermatu mezi jednotlivymi samci
(Lebeda, 2014). Vysledky nékterych studii poukazuji na vysoké procento negynogentickych
larev v nefedéném spermatu a stochasticitu UV zafeni (Lebeda a kol, 2014a). Redéni
spermatu miize pomoci zminéné problémy optimalizace piekonat a umoznit jeho homogenni
ozafeni. Stanoveni fediciho poméru se odviji od denzity spermatu (Lebeda a kol., 2015).
Nekteti autofi navrhuji jesté jiny zplisob optimalizace davky UV zafeni a to optimalizaci
na zaklad¢ odezvy motility spermii, Mims a Shelton (1995) naptiklad tvrdili, Ze letalni davka
pro 40% spermii je dostatecnd pro inaktivaci otcovského genomu pii sou¢asném zachovani
jejich pohybové aktivity. Obdobného principu vyuzili Van Eenennaam a kol. (1996) pti
indukci gynogeneze jesetera bilého s tim rozdilem, Ze zvolena letalni davka byla 50 %.

Za vyuziti UV svétla pro inaktivaci paternalniho genomu byla gynogeneze indukovana
napiiklad u jesetera kratkorypého (Flynn a kol., 2006), jesetera bilého (Van Eenennaam
a kol., 1996), jesetera hvézdnatého a ruského (Recoubratsky a kol., 2003), jesetera sibifského
(Fopp—Bayat, 2010), veslonosa amerického (Shelton a Mims, 2012) a dalSich druhd. UV
zateni je béZné pouzivano i pii gynogenezi jesetera malého (Lebeda a kol., 2015, Fopp—Bayat
a kol., 2007, Recoubratsky a kol., 2003), ackoliv Fopp—Bayat a kol. (2007) uvadi, ze jeho

spermie jsou k UV svétlu jesté citlivéjsi nez spermie ostatnich jesetefich druhti.

2.4.1.2. Ionizujici zareni

Felip a kol. (2001) uvadi, Ze pfednosti ionizujiciho zatfeni je schopnost indukce drobnych
paterndlnich fragmentd DNA (minichromozomi), které UV zéifeni neinaktivuje. Jeho
nevyhodou je vSak, Ze jen velmi malo laboratofi ma ve svém okoli vhodné zdroje zéateni

(Komen a Thorgaard, 2007), pro indukci gynogeneze jeseterovitych ryb bylo tedy pouzivano
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predevsim na zacatku jejich studii (Lebeda, 2014). lonizujici zateni bylo pouzito napiiklad pti
indukci gynogeneze jesetera sibifské Gruninou a Neifakhem roku 1991 (Komen a Thorgaard,
2007), jesetera malého Romashovem a kol. r. 1963 (Mims a kol., 1997) nebo veslonosa

amerického Mimsem a kol. (1997).

2.4.1.3. Chemicka inaktivace DNA

Inaktivace DNA spermii chemickymi latkami, jez DNA selektivné poskozuji, je
alternativou gynogenetické indukce. Chemicka inaktivace paternalniho genomu muZe byt
vhodnou substituci za bézné UV piedevsim pii praci s vétSimi objemy spermatu (Lebeda,
2014). Uspé&snost chemické inaktivace je vSak ve srovnani s béznym ozafenim UV niz§i
(Lebeda a kol., 2015). Lebeda a kol. (2015) uvadi, Ze nejvysSi dosazena uspéSnost byla
19,8 % gynogeni z 23 % vykuleného plidku a byla ziskdna s pouzitim spermatu
inkubovaného aminomethyl-4,5',8-trimethylpsoralenem (AMT) jako latky ke zvyseni
propustnosti pro UV zafeni a naslednym ozafenim UV-A (360 nm). Rovnéz dodava, Ze svoji
schopnosti zvétSeni propustnosti spermatu pro zafeni UV-A umoziuje AMT zvysit objem
ozatovaného spermatu dvakrat az tfikrat oproti objemim pro bézné pouzivané zateni UV-C
(Lebeda a kol., 2015). Dalsi chemikalie ptichazejici v ivahu jsou: jiné psoraleny (PS),
dimethyl sulfat (DMS) a rtzna barviva, naptiklad ethydiumbromid (EB) a toluidinova modf
(Lebeda, 2014). Studie chemické indukce gynogeneze u jesetera malého, vedena Lebedou
a kol. (2014b), vyhodnotila vSechny zminované latky jako mozné pro produkci gynogend.
DMS vsak prokédzalo nizkou schopnost inaktivace paternadlniho genomu. Koncentrace,
zpusobujici kompletni inaktivaci DNA, ovliviiovaly velmi negativné i motilitu spermii, takze
efektivita byla pouhé 2-3 % vylihnutych larev ve srovnani s kontrolou. PS a EB plisobily

na motilitu spermii rovnéz velmi negativné (Lebeda a kol., 2014).

2.4.2. Obnoveni ploidni urovné
Diploidie miize byt u oplozenych oocytii obnovena pomoci tepelného nebo tlakového
Soku (Saber a kol., 2008). U jeseterti Ize obdobné jako u jinych rybich druhti indukovat bud’
gynogenezi meiotickou nebo mitotickou (Lebeda a kol., 2015). O mitotické gynogenezi
jeji realizace u jesetera malého je vhodné aplikovat Sok v ¢ase 0,9 to. Ostatni predkladané

studie se zabyvaly vyhradn¢é meiotickou gynogenezi.
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Délka to ¢ini pti 16 °C pro jesetera malého 63—65 minut, pro vyzu velkou 60 minut, pro
J- ruského 55 minut, pro j. hvézdnatého 50 minut (Lebeda a kol., 2015). Parametry Soku je
zapotiebi prizptsobit délce mitotického cyklu indukovaného druhu pti konkrétni teploté
a vhodné¢ je optimalizovat (Mims a kol., 1997).

Obdobné¢ jako pfi inaktivaci paternalniho genomu je vSak optimalizace komplikovana
rozdily mezi jednotlivymi, uméle vytfenymi jedinci (Van Eenennaam a kol., 1996). Van
Eenennaam a kol. (1996) uvadi, ze pfesné nacasovani teplotniho Soku je zavislé
na specifickém vyvojovém stupni kazdé davky oocytl.. Potvrzuje to napiiklad studie indukce
gynogeneze u lopatonose amerického (Mims a Shelton, 1998), ve které byly oSetfeny oocyty
tfech rliznych samic a nejvétStho mnozstvi zivotaschopnych jedincti bylo od kazdé samice

ziskano pfi jiném case aplikace Soku — 0,25, 0,30 a 0,35 1o.

2.4.2.1. Teply Sok

Teply Sok je nejefektivnéjSim a jednoduse provozné zvladnutelnym oSetienim k obnoveni
diploidie u jesetert (Lebeda a kol., 2015). Jesetetfi oocyty jsou pii ném obvykle exponovany
teplotam 33-37 °C po dobu 2-5 minut v ¢ase 0.2-0.35 to (Lebeda, 2014).

Pro ziskani gynogenetického potomstva jesetera malého doporucuje Lebeda a kol. (2015)
dvouminutovou expozici oocyti Soku o teploté 34 °C, nasledovanou proplachnutim v 16 °C
vodé€ pro rychlé zchlazeni a naslednou inkubaci. Uvadi rovnéz, ze vhodny Cas pro vystaveni
Soku je 0,25-0,3 to. Pro ziskani gynogenetického potomstva jesetera malého pouzili Sok
obdobnych parametrt (34 °C po dobu 2 minut) i Fopp—Bayat a kol. (2007), kteti jej aplikovali
Vv Case 18 minut po oplozeni, pfed nimz byly oocyty inkubovany pii teplot¢ 15 °C.
Recoubratsky a kol. (2003) pouzili k Sokovani oocytu jesetera malého v ¢ase 0,3 to teplotu
37 °C, jiz byly oocyty vystaveny po dobu 2,5 minuty. Ackoliv byl pokus dvakrat opakovan,
gynogeneticka embrya vzdy zahynula bezprostiedné po aplikaci Soku (Recoubratsky a kol.,
2003).

Gynogeneze dalSich druhi jeseterti byla uspé$né indukovana za pouziti Sokil s mirné
odliSnymi parametry nez ve zminovanych studiich, Recoubratsky a kol. (2003) naptiklad
uspéli pfi gynogenezi jesetera hvézdnatého a ruského aplikaci stejného Soku, jenZ se jim
neosvédcil v pifipadé jesetera malého. Tento byl aplikovany v intervalu 0,25-0,35 to po
inseminaci. Gynogenezi jesetera sibifského se zabyvali Fopp—Bayat a kol. (2010), Gisp&sné ji
indukovali za pouziti 37 °C Soku. Oocyty byly Soku exponovany po dobu 2 minut 18 minut

po jejich aktivaci, po niZ byly pfechovavany pti 15 °C. Prvni tspéSnou indukci gynogeneze
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jesetera bilého uskutecnili Van Eenennaam a kol (1996). Testovali Soky riznych parametri,
15 minut po inseminaci (Van Eenennaam a kol., 1996).

Gynogenezi veslonose amerického se zabyvala fada studii, oplozené oocyty byly obvykle
exponovany dvouminutovému Soku o teploté¢ 35-37 °C (Mims a kol., 2005, Mims a kol.,
1997, Shelton a Mims, 2012). Mims a kol. (2005) ziskali nejvétstho mnozstvi diploidnich
gynogenetickych larev pii Sokovani v intervalu 0,22-0,26 1o, ¢asy z daného intervalu se pro
gynogenezi veslonose osveédCily i pfi jinych studiich (Mims a kol., 1997, Shelton a Mims,
2012).

2.4.2.2. Studeny Sok

Ptesto, Ze se nejednd o obvyklou alternativu, byl 1 studeny Sok pii indukci gynogeneze
jeseterti n€kolikrat pouzit, Saber a kol. (2008) napiiklad ziskali gynogenetické potomstvo
jesetera hvézdnatého za pouziti 3 °C Soku, jemuz byly oocyty vystaveny po dobu 60 minut.
Stalo se tak 10 minut po jejich aktivaci, teplota vody pfed vystavenim Soku ¢inila 20 °C. Van
Eenennaam a kol. (1996) pouzili studeny Sok pro gynogenezi jesetera bilého. MnoZstvi
ziskanych gynogenti bylo vSak o hodn¢ niz$i, nez v ptipadé teplého Soku, jenz byl v pokusu
aplikovan na jinou skupinu jesetefich gamet. Pouzita teplota byla rovnéz 3 °C, expozice
12 minut po fertilizaci, pfed niz byly oocyty inkubovéany pii 16 °C, a jako nejlepsi se jevilo

vystavit je Soku po dobu 60 minut (Van Eenennaam a kol., 1996).

2.4.2.3. Tlakovy Sok
Osetfeni tlakovym Sokem vyzaduje nelepivé oocyty, pred jeho aplikaci je tedy opét
zapotiebi uplatnit odlepkovaci lazen (Lebeda, 2014). Tlakového Soku bylo vyuzito naptiklad
pii prvni uspésné produkci gynogetického potomstva jesetera kratkorypého, pi1 niz Flynn
a kol. (2006) vystavili oocyty 20 minut po oplozeni tlaku 8500 psi po dobu 5 minut. Tyto byly
po celou dobu drZeny pti konstantni teploté 13 °C (Flynn a kol., 2006).

2.4.3. Vyznam gynogeneze jeseterii
Zvladnuti indukované gynogeneze jeseterli je predmétem zajmu komeréni akvakultury
i védy (Van Eenennaam a kol., 1996). Usp&iné realizovana gynogeneze jeseteri mize
znamenat zménu poméru pohlavi v produkovaném potomstvu ve prospéch samic, které jsou

zdrojem zadaného Cerného kaviaru (Lebeda a kol., 2015). Diive byl kaviar ziskavan z volné
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zijicich ryb, coz vedlo spolu s dal§imi antropogennimi faktory k enormnimu poklesu jejich
populaci. Okolo roku 1990 doslo tedy rovnéz k poklesu produkce takto ziskdvaného kaviaru
(Ludwig a kol., 2002), se kterym souviselo znatelné zvySovani jeho ceny. Ta se vyrazné liila
od ceny kaviaru z chovii, coz se ukdzalo jako prilezitost pro jeho akvakulturni produkeci, jez je
schopna nabizet levnéjsi produkt garantované kvality (Williot a kol., 2001) a tim zaroven
pomoci Celit tlaku na zbyvajici volné zijici populace jeseterti (Wirth a kol., 2002).

Cena kavidru jesetera malého na ¢eském trhu ¢ini 15 400 K¢ za 1 kg, ¢imz se fadove 1isi
od ceny 1 kg jesetefiho masa (350 K¢&) (Lebeda a kol., 2015). Ceny kaviaru jinych jesetert
se zna¢né rizni v zavislosti na tom, o ktery druh se jedna, kilogram vzacného vyziho kaviaru
nejvyssi kvality mize byt naptiklad prodavan za vice nez 10 000 €, u bézn¢ chovanych
jesetefich druhti dosahuji ceny zhruba desetiny této hodnoty. Ceny jsou dale vyrazné odlisné
v riznych Castech svéta, 1 kg kaviaru jesetera bilého naptiklad stoji 300 US$ v Severni
Americe, v Evropé se cena obvykle pohybuje okolo 600 €, v Italii v§ak ¢ini vice nez 2000 €
(Bronzi a kol., 2011). Ve srovnani s cenou 1 kg masa téhoz druhu, ktera koreluje v rozmezi
3.86-5.73 USS$ (ptiblizné 3,5-5.2 €), je vsak stale fe¢ o zna¢ném nepoméru (Sanders a kol.,
2003).

Z uvedenych skutecnosti vyplyva, ze chov populace s prevahou samic je ekonomicky
0 hodn¢ vyznamnéjsi, nez rovnomérné zastoupeni obou pohlavi (Flynn a kol., 2006).
S pfihlédnutim  k faktu, Ze pohlavi jeseteri Ize diagnostickymi metodami rozliSit
az po n¢kolika letech odchovu, mize chov gynogenetickych jedincii znamenat vyznamné
ekonomické zvyhodnéni oproti konvencni akvakultute, jelikoz se pii ném dad pievaha samic
predikovat (Lebeda a kol., 2015).

Za pomoci gynogeneze by hypoteticky mohla byt produkovana dokonce populace
celosamici, pro jejiz vznik je wurCujicim pfedpokladem pfitomnost WW supersamic
V gynogenetickém potomstvu. Od téchto ryb by bylo dal§im kiizenim monosexni potomstvo
ziskavéano (Shelton a Mims, 2012). Jedna se vSak zatim o pouhou hypotézu, kterd u jeseteri
ptedpokladad pfitomnost sami¢i heterogamety, ackoliv mechanismus genetické determinace
jejich pohlavi stale nebyl rozsifrovan (Lebeda, 2014).

Cytogenetické¢ studie zatim neodhalily pifitomnost heteromorfickych chromozomu
U Zadného jesetetiho druhu. I pfes absenci cytogeneticky demonstrovatelnych chromozomi
vSak mohou genetické pfistupy pomoci potvrdit, Ze je pohlavi téchto archaickych ryb
determinovano pravé chromozomovym systémem typu Abraxas. Jednim z uplatiovanych

genetickych pristuptt je 1 indukovana gynogeneze (Van Eenennaam a kol., 1999).
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Gynogeneti¢ti jedinci totiz dédi pohlavi determina¢ni faktory pouze od matky, coz mtize
k objasnéni mechanismu genetické determinace pohlavi jeseter vyznamné prispét
(Recoubratsky a kol., 2003). Vysoka urovenn homozygotnosti mitotickych gynogenti mtize
rovnéz znamenat nové poznatky v oblasti genetiky chrupavcitych (Lebeda a kol., 2014a). Jako
dalsi napovéda se jevi analyza poméru pohlavi v potomstvu produkovaném meiotickou
gynogenezi (Badrtdinov a kol., 2008).

Pokles populaci jeseteri ve volnych vodach znamenal zvySené pozadavky na jejich chov
Vv zajeti a s nim souvisejici produkci kaviaru navzdory faktu, ze dosaZeni pohlavni dospélosti
je u téchto archaickych ryb otazkou péti az patnacti let v zavislosti na druhu (Mims a Shelton,
1998). Tento fakt zapficinil popularizaci metod uniparentalni dédi¢nosti, mezi néz se fadi
indukovana gynogeneze (Lebeda a kol., 2015). Po desetileti studii a experimentii se vsak
gynogeneze jeseterovitych potyka s tadou problémil, jimiz jsou naptiklad nizké preziti
gynogend, velka variability vysledkt, nedostatek védomosti ohledné genetiky a dal$i. Ackoliv
by tedy mohla znamenat vylepSeni jeseteti akvakultury, jeji aplikace se zatim jevi spise jako
zélezitost daleké budoucnosti (Lebeda, 2014). Navzdory tomu se vSak jedna o metodu

s velkym potencialem (VVan Eenennaam a kol., 1996).
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3. Material a metodika

V experimentalni ¢asti bylo pracovano s populaci jesetera malého, Acipenser ruthenus
v Genetickém rybaiském centru Fakulty rybafstvi a ochrany vod ve Vodnanech (FROV JU)
v ramci projektu NPU ¢. LO1205, programu VA2 Biologie, ochrana a akvakultura jesetera.
Na lihni ve Vodianech probéhl nejprve umély vytér ryb a naslednd experimentalni indukce
mitotické gynogeneze. Poté zde byla stanovovana oplozenost a lihnivost vyprodukovaného
potomstva. Usp&snost gynogenetické indukce byla déle ovéfovana v laboratofich FROV JU
ve Vodnanech. Probéhlo zde stanoveni ploidni Grovné, rodiovstvi a miry homozygotnosti

plidku.

3.1. Odbér gamet

Pro uspé&snou indukci gynogeneze bylo v prvni fadé zapotiebi zajistit kvalitni gamety.
Vytérova stimulace a nasledny umély vytér prob&hly podle Gely a kol. (2008).

Vybrané genera¢ni ryby [samci (mli¢aci) o hmotnosti 1-2 kg a samice (jikernacky)
0 hmotnosti 2-3 kg] byly nejprve umistény do piipravenych bazéni s postupnou temperaci
vody na kone¢nych 14-15 °C a pfi této teploté drzeny po dobu jednoho tydne. Po uplynuti
tohoto ¢asového useku bylo ptistoupeno Kk hormonalni stimulaci, ktera byla naplanovana tak,
aby bylo moZno ob¢ pohlavi vytiit ve stejny Cas. U samcl byla stimulace realizovana
jednorazovou Vnitrosvalovou injikaci suspenze kapii hypofyzy ve fyziologickém roztoku
vdavee 4 mgxkg™? hmotnosti ryby, ke zkousce umé&lého vytéru se pfistoupilo p¥iblizné
po 36 hodinach. Ke stimulaci samic byla pouzita rovnéz vnitrosvalova injekce suspenze kapii
hypofyzy ve fyziologickém roztoku, zde byly vSak pouzity dvé davky — prvni davka
0,5 mgxkg™ Zivé hmotnosti ryby byla po 12 hodinich nasledovana davkou 4,5 mgxkg™.
Ptiblizné po 42 hodindch od prvni hypofyzace bylo na dn¢ bazénu mozno pozorovat
samovolné ovulované oocyty, mohlo byt tedy pfistoupeno k umélému vytéru.

Samci byli nejprve poloZeni hibetem na vytérovy stul a bylo jim osuSeno okoli
pohlavniho otvoru, aby nedoslo k pied¢asné aktivaci spermatu kontaminaci vodou. Nasledné
jim byla do chamovodu zavadéna kanyla o délce pfiblizné¢ 20 cm, jejiz druhy konec byl
vloZen do suchého kontejneru pro bunécné kultury, ktery byl drZzen pod trovni odebirané
ryby. Tim bylo docileno samovolného vytékani spermatu do kontejneru, jenz byl po ukonceni
odbéru uzavien, oznacen kodem druhu a ¢islem znacky (pasivniho integrovaného
transpondéru) odebiraného jedince a ndsledné prechovavan na ledu. Odbér oocyti probihal

metodou mikrochirurgického fezu popsanou Stéchem a kol. (1999), kdy byl na hibet
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polozenym samicim S osusenym pohlavnim otvorem skalpelem profiznut vejcovod v misté
pfed vyuGsténim do pohlavniho otvoru. Nasledoval vytér metodou abdomindlni masaze,
ovulované oocyty byly pied zacatkem gynogenetické indukce piechovavany v suché
polypropylenové misce, oznacené Cislem prislusné samice a prikryté navlh¢enym hadrem.

U kazdého vytiraného jedince obou pohlavi byl ze spodniho laloku ocasni ploutve
sterilnim zptisobem odebran cca 1 cm’ velky kousek tkang, jenz byl naslednd fixovan
vV 96% etanolu pro ucely cytologickych analyz.

Gynogenetickd indukce méla byt realizovana za pouziti dvou skupin gamet, ziskanych
Z raznych generacnich ryb. Pro pokus bylo zapottebi vybrat z odebranych pohlavnich
produktt ty nejkvalitnéj$i. Oocyty byly posuzovany makroskopicky, vybrany byly dvé varky
oocytl, pfiCemz kazda pochéazela od jiné samice. Pro ziskdni spermatu pozadované kvality
bylo zapotifebi nejprve vytiit vétsi mnozstvi samcti a nasledné vybrat sperma s nejveétSim
procentem pohyblivych spermii. Bylo pouzito metody podle Linharta a kol. (2000), sperma
bylo 400x nafedéno imobiliza¢nim roztokem a poté byla sledovana pohyblivost (motilita)
spermii pod svételnym mikroskopem. Pro pokus bylo zvoleno sperma dvou samci, jejichz

motilita spermii dosahovala minimalné 90 %.

3.2. Indukce gynogeneze

Pokus probihal ve dvou skupinach. Ve skupiné€ ¢. 1 byly uplatnény oocyty prvni samice
a sperma prvniho samce, ve skupiné ¢. 2 oocyty druhé samice a sperma druhé¢ho samce.
Kazda skupina se skladala z n¢kolika podskupin. Podskupina kontroly vznikla oplozenim
oocytll neozafenym spermatem. V podskupiné kontrola UV byly oocyty oplozeny ozafenym
spermatem a ponechany bez rediploidizacnich opatieni. V podskupiné¢ kontroly Soku byly
oocyty oplozené neozafenym spermatem vystavovany teplému Soku 50, 55 a 60 minut
po fertilizaci. Posledni byla podskupina mitotickych gynogent, kterd se od podskupiny
kontroly Soku lisila pouze pouzitim ozafeného spermatu. Na kazdou ze skupin byl pouzit
nasledujici postup.

Vybrané jesetefi sperma uréené k ozafeni UV svétlem bylo nejprve v poméru 1:4
nafedéno umélym médiem, napodobujicim svym iotovym sloZenim piirozenou seminalni
tekutinu (pH 8,1; koncentrace Ca®* 0.16 mM; Na* 20.1 mM; K* 1.5 mM; osmolalita upravena
2—amino—2—hydroxymethyl-propan-1,3—diolem (trisem) na 80 mOsmolxkg™) s pridavkem
0,1 % Pluronicu F127 k usnadnéni tvorby tenké vrstvy spermatu na Petriho misce podle

protokolu Lebedy a kol. (2015). Cést spermatu uréena pro oplozeni kontrolni podskupiny
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a podskupiny kontrola Soku byla ponechana bez oSetieni, zbylé sperma bylo na Petriho
miskach vlozeno do komory UV cross-linkeru CL-1000 (viz Ptiloha ¢. 1) a ozafeno za pouziti
UV svétla o vinové délce 254 nm a intenzité 45 Wxm2. 500 pl spermatu nafedéného 1:4 bylo
v Petriho misce o priiméru 9 cm ozafovano davkou 300 Jxm™, stejn& jako uvadi Lebeda a kol.
(2014a). Poté bylo ozafené sperma z Petrino misek pielito do mikrozkumavek (typ
Eppendorf), jez byly zabaleny do hlinikové folie za i€elem zabranéni pfistupu svétla, které by
mohlo aktivovat fotoreaktivacni proces. Do samostatné mikrozkumavky bylo pielito i sperma
urcené pro kontrolu a kontrolu Soku, na které nebyla iradiace uplatnéna. Mikrozkumavky byly
umistény na led. Motilita spermii byla po nafedéni a ozafeni opét mikroskopicky ovétena
podle Linharta a kol. (2000).

Pti oplozeni bylo nejprve 125 pl spermatu (jehoz celkovy objem byl fedénim upraven
na 625 pl) natedéno ve 20 ml vody (15 °C) a bezprostifedné na to vylito na 4 g jesetefich
oocytl. Vyjimkou byl pouze kontrolni vzorek, kde byly pouzity jen 2 gramy oocytii a 60 ul
spermatu (celkovy objem upraven fedéni na 300 ul), natedéného 10 ml vody. Mensi objem
oocyta byl vtomto piipadé pouzit jako prevence pied jejich nadmérnym nahu$ténim
na Petrtho miskach, které by mohlo vést ke sniZeni Zivotaschopnosti embryi kontrolni
podskupiny. Kromé experimentu mitotické gynogeneneze bylo navic stejné parentalni kiizeni
pouzito i pti hromadné reprodukci j. malého, kde probihalo oplozeni obdobnym zpisobem
jako v kontrolni podskuping, jelikoz pti ném nebylo uplatnéno oSetieni spermatu ani oocytu.

Pro oplozeni kontrolni podskupiny a podskupiny kontroly Soku bylo pouZito neozaiené
sperma, na zbytek vzorku bylo pouzito sperma ozaiené. Oocyty byly oplozovany po dobu
2 minut za soucasné¢ho opatrného michani a ndsledné rozdéleny do Petriho misek tak, aby
byly pokud mozno jednotlivé a nevytvarely shluky. Poté, co doSlo k jejich pfichyceni, byly
Petriho misky ponofovany do nadrze, v niZ byla pomoci termostatu udrzovana konstantni
teplota 16 °C. Pfii této teploté byly oocyty inkubovany, nez bylo pfistoupeno k oSetfeni
teplym Sokem. Toto oSetieni bylo vynechano v ptipadé podskupiny slouzici jako kontrola pro
UV ozéfeni a kontrolniho vzorku, jenZ vznikl normalnim oplozenim.

Teply Sok byl realizovan ponotenim Petriho misek s oocyty do vody o teploté 37 °C
nadobu 2 minut vdobé 50, 55 a 60 min po oplozeni. Teplota lazné¢ byla udrZzovana
termostatem Julabo (Thermofisher Scientific). Po Sokovani byly Petriho misky s oocyty
neprodlené¢ umistény do inkuba¢niho systému a inkubovany piti 16 °C. V ptipad¢ celé skupiny
¢. 1 a kontroly, UV kontroly a kontrol Soku skupiny €. 2 byla kazda Petriho miska umisténa

do vlastniho boxu maloobjemového prutocného inkubatoru (viz Ptiloha €. 2). Po dvou dnech
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této inkubace byly odstranény mrtvé oocyty za ucelem zabranéni plisiové infekei. Soucasné
byl stanoven pocet oocytii ve stddiu neuruly a procento oocytl, jez tohoto stddia dosahly,
jelikoz neurdalni trubice byla tou dobou jiz dobie patrna (viz Ptiloha €. 3). Poté byly Petriho
misky s oocyty vraceny do inkubatoru. Po vylihnuti plidku (viz Pfiloha ¢. 4) byl stanoven
jeho pocet a procentualni lihnivost v kazdém boxu. Petriho misky s gynogeny skupiny ¢. 2
byly ulozeny do klasického inkubatoru. V tomto ptipadé byly mrtvé oocyty odstranovany
z misek kazdy den z divodu maximalizace snahy o zabranéni infekce zivych oocytt

a stanovovan byl pouze pocet vylihlych jedinct na konci inkubace.

3.3. Stanoveni uspésnosti gynogeneze

3.3.1. Ovéeni ploidni urovné

V dalSim kroku byla stanovovana uspésnost rediploidizacnich oSetieni analyzou ploidni
urovné larev z kazdé Petriho misky pomoci pratokové cytometrie. Postup popsali Lebeda
akol. (2015). Plidek byl nejprve usmrcen piedavkovanim CO, a nasledné¢ pienesen
na hodinové sklo, sterilnim zpisobem pietat za zloutkovym vackem a oplachnut
fyziologickym roztokem. VéEtsi €ast s hlavou byla umisténa do 96% etanolu pro pozdé€jsi
molekularni analyzu. Ocasni Cast, urCena ke stanoveni ploidie, byla dikladné rozmélnéna
ve fyziologickém roztoku, aby se do suspenze uvolnily jednotlivé buiky. Nasledné bylo
mikropipetou piidano 200 um pufru pro extrakci bunéénych jader (Nuclei Extraction Buffer —
CyStain DNA 2step, Partec GmbH, Germany), vznikla suspenze byla poté piefiltrovana pies
30 um filtr do kyvety pro priutokovou cytometrii. Do vzorku bylo pfidano fluorescencni
barvivo 4’,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI), jeZz se vaze na jadernou DNA. Po uplynuti
inkuba¢ni doby byl u vzorkli zjistovan relativni obsah DNA bunék za pouziti pratokového
cytometru Cube 8 (Partec GmbH, Germany) (viz Obr. ¢. 3). Zvolena rychlost pritoku
suspenze bun&énych jader komirkou cytometru &inila 0,1 pl.s™. Neosetieny diploidni pladek

jesetera malého z kontrolni podskupiny byl pouzit jako referencni vzorek.
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Obr. ¢. 3: Histogram smésného vzorku bunék larvalni tkané haploidniho a diploidniho plidku
j- malého z pritokové cytometrie. Relativni obsah DNA haploidniho plidku se nachazi pfiblizné
na kanale 55 (PK1), zatimco relativni obsah DNA diploidniho plidku je patrny na kanale 112 (PK2).

Histogram zpracovan v programu FloMax (Partec GmbH).

3.3.2. Stanoveni rodicovstvi

Mira homozygotnosti byla stanovovana mikrosatelitni analyzou u skupiny ¢. 2. Nejprve
bylo zapotiebi izolovat DNA ze vzorkt pludku a ¢asti ploutvi rodict, které byly pro tento ucel
pfechovavany v 96% etanolu. DNA byla extrahovana za pouziti NucleoSpin®Tissue kitu
podle manualu od vyrobce.

Pro testovani rodiCovstvi byly pouzity 3 skupiny mikrosatelitnich markri, jez byly
vyvinuty specialné pro jesetery: Spl 101; Spl 163; Spl 173; dale Aox 45; AfuG 135; AciG 35
a Anac E4 s Afug 54 (McQuown a kol., 2000). PCR probihalo za pouziti ,,Poor Man’s PCR*
protokolu, jenz byl popsan Schuelkem (2000). Pro amplifikaci byl zvolen nasledujici reakéni
profil: jeden cyklus pti 95 °C po dobu 3 minut, poté 10 cykli pti 95 °C, nasledovanych
pomalym sniZovanim annealingové teploty z 63 °C na 54 °C, 16 cykll pfi annealingové
teploté 53 °C a zavérecny krok 72°C po dobu 10 minut. V kazdé skupiné byl jeden primer,
jenz mél na svém hlavnim 5° konci navazany jesté konec s barvivem (M13, CAG nebo
HILL).

Kvalita vyslednych PCR produktt byla poté zkontrolovana elektroforézou na agar6zovém
gelu (viz Ptiloha €. 5). 150 ml agar6ézového roztoku o koncentraci 2,5 % bylo opakované

pfivadéno k varu v mikrovinné troubé a promichdvano, nasledné¢ ponechano vychladnout
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a obarveno 5 pl barviva Good view. Poté byl vznikly gel nalit do elektroforézni komurky,
zbaven nezadoucich bublinek a byl do né&j vlozen hieben k utvofeni jamek pro vzorky.
Zatimco gel chladl, byly 3 pl kazdého vzorku obarvovany 2 ul barviva loading buffer
a pripravovany na parafinovy papir, odkud byly poté pipetovany do jamek vzniklych v gelu
vyjmutim hfebenu. Jako pozitivni kontrola slouzil ladder o délce 100 bp. Elektroforéza
probihala po dobu 40 minut pti 75 V. Poté byl vysledny produkt (viz Obr. ¢. 4) vyjmut
Z elektroforézni komirky a nasledné vizualizovan v UV svétle pomoci transiluminatoru.

Vybrané vzorky byly pfipraveny na genetickou analyzu. Do 0,5 ul kazdého vzorku byl
pipetovan mix 10 pl Hi-Di formamidu s 0,5 pl Lizu 600. Poté byly vzorky zahtaty na 95 °C
po dobu 5 minut, aby doslo k denaturaci DNA. Nasledné¢ byly zchlazeny na ledé
a centrifugovany, aby bylo zabranéno vniknuti vzduchu do kapilar analyzéru. Vzorky byly
analyzovany za pouziti pristroje Analyzer 3500 (Applied Biosystems, TM), postupovano bylo
podle manualu od vyrobce. Genotypy rodi¢i a potomstva byly zaznamenavany
a vyhodnocovany za pouziti softwaru GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems, TM) (viz
Obr. ¢. 5).

Obr. ¢. 4: Vysledny produkt elektroforézy. Foto 1. Lebeda
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Obr. ¢. 5: Vysledek mikrosatelitni analyzy ze sekvenatoru Analyzer 3500 (Applied Biosystems, TM),
zobrazeny v programu GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems, TM). Na snimku je patrny
mikrosatelitovy lokus AciG35, zastoupeny dvéma alelami v délkaich 270 bp a 283 bp,
a mikrosatelitovy lokus AfuG135, zastoupeny jednou alelou délky 209 bp.

3.4. Stanoveni heterozygotnosti

Heterozygotnost plidku z podskupiny gynogenii byla stanovena pomoci programu
Microsatellite analyzer (MSA) 4.05 a rovnéz doplinku programu MICROSOFT EXCEL —
Microsatellite toolkit. Vystupem byly hodnoty ocekavané heterozygotnosti a skutecné

heterozygotnosti.
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4. Vysledky

4.1. Neurulace a lihnivost ve skupiné ¢. 1

Procentualni hodnoty neurulace a lihnivosti pfi rtiznych typech oSetfeni znazornuje

Graf ¢. 1.

4.1.1. Pocet embryi ve stadiu neuruly a jejich procentudlni podil

V kontrolnim vzorku, vzniklém prostym oplozenim bez iradiace a rediploidiza¢nich
opatieni, dosahlo stadia neuruly 52,55 % embryi z poc¢tu oplozenych a aktivovanych oocytu.
Celkem bylo stadia dosazeno u 103 kusd.

V podskupiné kontrola UV, kde byly oocyty oplozeny spermatem vystavenym zaieni
300 Jxm? a ponechany bez rediploidizace, byla neuralni trubice patrnd u 41,72+4,92 %
(pramér+S.D.) embryi z poétu oplozenych a aktivovanych oocytd, coz odpovidalo celkovému
poctu 145 embryi.

V podskupiné nazvané kontrola Soku, kde byly oocyty bez iradia¢niho zasahu v riznych
casech exponovany teplotnimu Soku 37 °C po dobu 2 minut, bylo nejvy$§iho mnozstvi embryi
ve stadiu neuruly ziskano pii Sokovani 55 minut po oplozeni. Neuruly dosahlo pfi tomto
zpusobu oSetfeni 212 kust embryi zpoctu oplozenych a aktivovanych oocytd, tedy
63,01+1,74 %. Pfi uplatnéni Soku po 50 minutach dosdhlo stadia 51,544+13,64 % embryi
ve stadiu neurulace byl ziskan pii Sokovani 60 minut po oplozeni gamet. V pozorovaném
stadiu se nachazelo celkem 161 kust embryi z poCtu oplozenych a aktivovanych oocyti,
prumérné ho dosahlo 45,07+1,7 %.

V podskupin¢ mitotickych gynogenii se nejvétSiho poctu embryi ve stadiu neuruly —
164 kust podarilo ziskat pfi aplikaci Soku 60 minut po oplozeni, primérné¢ zde neurulace
dosahlo 52,30+17,24 % embryi z poctu oplozenych a aktivovanych oocytd. Pfi Sokovéni
po 50 minutach bylo ziskano 38,74+4,13 % embryi S diferencovanou neuralni trubici z poétu
oplozenych a aktivovanych oocytil, coz odpovidalo 103 kustim. Pii aplikaci po 55 minutadch
byl vysledkem zisk 36,66+9,09 % a 130 kust embryi z po¢tu oplozenych a aktivovanych

oocytul.

4.1.2. DosaZena lihnivost a mnoZstvi vylihnutého plidku

V kontrolni podskuping €inila lihnivost 47,45 %. Celkem se v ni vylihlo 93 kust pladku.
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V kontrolni podskupiné pro UV byla primérnd lihnivost stanovena na 10,33+2,97 %.
Bylo zde zisk&no celkem 36 kust plidku.

V podskupiné kontrola Soku bylo nejvétsi mnozstvi plidku ziskano za aplikace Soku
55 minut po oplozeni. Toto oSetfeni vedlo k zisku 155 jedincti a lihnivost byla rovna
46,00+2,9 %. Lihnivost skupiny, na niz byl Sok uplatnén 50 minut po fertilizaci, Cinila
23,61+4,54 %, vylihlo se zde celkem 79 kusu plidku. Obdobné jako v piipadé neurulace bylo
nejmensitho mnozstvi vylihlych jedinci dosazeno Sokovanim 60 minut po fertilizaci.
Osetienim byly ziskany jen 4 kusy plidku, coz znamenalo lihnivost na urovni pouhych
1,07+0,6 %.

U podskupiny mitotickych gynogent se nejvice jedincti vylihlo pfi aplikaci Soku 50 minut
po oplozeni oocytli ozafenym spermatem. Timto zptisobem bylo ziskdno 39 kusi plidku,
lihnivost byla stanovena na 14,67+1,75 %. Aplikace Soku po 60 minutach znamenala lihnivost
na arovni 11,33+2,42 %, odpovidajici 36 kusim plidku. Sokovanim oocytd 55 minut
po fertilizaci bylo dosazeno lihnivosti 10,15+2,84 %, zisk byl rovnéZ 36 kusu pladku.
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60 %
50 %

m Stadium
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m Lihnivost
30 % %
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0%

kontrola kontrola T 50 T55 T60 G50 G55 G 60
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Graf ¢. 1: Procentualni hodnoty neurulace a lihnivosti pfi pouziti riznych oSetfeni ve skupiné €. 1.

*a, b, a, B, v, 6 — statisticky odli$né kategorie; P<0,05 (ANOVA, LSD test)
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4.1.3. Statistické zhodnoceni neurulace

Kontrola bez iradiace a Soku se procentudlnim mnozstvim embryi ve stddiu neuruly
Z poctu oplozenych a aktivovanych oocytll vyrazné nelisila od ostatnich podskupin.

Podskupina UV kontrola prokdzala niz$i procento embryi ve stadiu neuruly z poctu
oplozenych a aktivovanych oocyti nez kontrola Soku s jeho aplikaci 55 minut po oplozeni
(P<0,1). Jinak se podskupina kontrola UV od jinych vyrazné nelisila.

V kontrole Sokl bylo jeho pouzitim 55 minut po fertilizaci docileno vysSiho procenta
embryi ve stddiu neuruly z poctu oplozenych a aktivovanych oocytll nez pii pouziti Soku
po 60 minutach (P<0,1). Porovnanim jednotlivych kategorii kontroly Soku mezi sebou nebyla
zjisténa jina vyrazna odliSnost. Pfi srovnani podskupiny kontrola Soku s podskupinou
gynogeni bylo dokédzéno, ze procento embryi ve stddiu neuruly z poctu oplozenych
a aktivovanych oocytii ve vzorcich kontroly Soku uplatnéného po 55 minutach bylo vyrazné
vys$i (P<0,05) nez procento embryi z po¢tu oplozenych a aktivovanych oocytli gynogent
ziskanych Sokovanim 50 a 60 minut od fertilizace.

Vzijemnym porovnanim jednotlivych kategorii gynogenli nebyla zjiSténa z4dnéa vyrazna

rozdilnost.

4.1.4. Statistické zhodnoceni lihnivosti

Kontrolni podskupina prokazala signifikantn¢ vyssi lihnivost (P<0,001) ve srovnani
se vSemi ostatnimi podskupinami (kontrola UV, kontroly Soku, gynogeni) krom¢ jedné
kategorie kontroly Soku — kontrola Soku s jeho aplikaci po 55 minutach, od které se vyrazné
nelisila.

Lihnivost v kontrole UV byla vyrazné nizsi (P<0,05) nez lihnivost v kontrolach Soku, kde
byl tento aplikovan po 50 a 60 minutach od fertilizace, a signifikantné niz8i (P<0,001) nez pfi
kontrole Soku, jenz byl pouzit po 55 minutach.

Porovnanim kategorii kontroly Soku bylo dokézano, Ze lihnivost kategorie Sokované po
55 minutach byla signifikantné vyssi (P<0,001) nez pii aplikaci oSetfeni po 50 a 60 minutéch.
Sok po 50 minutach se dale svou vys§i G&innosti vyrazng lisil (P<0,05) od $oku uplatnéného
po 60 minutach.

Srovnani podskupin kontroly Soku a gynogenti vedlo k zavéru, Ze v kontrolni podskupiné
S oSetfenim po 55 minutach bylo ziskano signifikantné vyssi procento (P<0,001) plidku nez

ve vSech kategoriich podskupiny gynogent. Dale bylo zjisténo, ze kontrola Soku s jeho
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aplikaci po 50 minutach znamenala zisk vyrazné vyssiho procenta (P<0,05) plidku z poctu
oplozenych a aktivovanych oocytli, nez tomu bylo v ptipadé jednotlivych kategorii gynogenti.
V piipad€ kontroly Soku byla za jeho aplikace po 60 minutach lihnivost naopak vyrazné nizsi
(P<0,05) nez u podskupiny gynogentl.

Porovnanim lihnivosti podskupiny gynogent nebyla mezi jejimi kategoriemi zjiSténa

vyrazna odlisnost.

4.2. Neurulace a lihnivost ve skupiné €. 2

U podskupiny gynogenti, inkubované v klasickém inkubatoru, byla mrtva embrya
odstraniovana kazdy den inkubace a procentualni neurulace a lihnivost nebyla stanovovéana,
tudiz nemohla byt ani statisticky porovnavana. Lihnivost a neurulace jsou tedy uvedeny jen

u zbylych podskupin, jejichz inkubace probéhla v pritoéném inkubatoru.

4.2.1. Pocet embryi ve stadiu neuruly a jejich procentudlni podil

V kontrole bylo stidia neuruly dosazeno u 26,54 % embryi zpoctu oplozenych
a aktivovanych oocytt, coz odpovidalo 43 kustim.

Oplozeni oocytli ozafenym spermatem ve skupiné kontrola UV vedlo k zisku 161 embryi,
jez dosahla neurulace. Primérné bylo tohoto stadia dosazeno u 42,27+1,09 % embryi z poctu
oplozenych a aktivovanych oocytt.

Ve skupiné kontrola Soku bylo nejvétSiho mnozstvi embryi ve stadiu neuruly ziskano pti
aplikaci Soku 60 minut po fertilizaci — 187 kust. Neurulace pfi tomto oSetieni dosahlo
51,70+£10,49 % embryi z pocCtu oplozenych a aktivovanych oocyt. Pii uziti Soku po
55 minutach od oplozeni byla neuralni trubice pozorovana u 48,00+2,04 % embryi z poctu
oplozenych a aktivovanych oocytt, tedy 177 kust embryi. Sokovani 50 minut po oplozeni
znamenalo zisk 145 embryi, coz odpovidalo 38,19+4,27 % embryi ve stadiu neuruly z poctu

oplozenych a aktivovanych oocytd.

4.2.2. DosaZend lihnivost a mnoZstvi vylihnutého pludku
V kontrolni skupiné se vylihlo 25,93 % pliadku z po¢tu oplozenych a aktivovanych
oocytl, coZ se rovnalo 42 jedincim.
Kontrola UV prokazala lihnivost na Grovni 8,77+0,1 %. Zisk pludku z této podskupiny

¢inil 33 kusu.
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Nejvétsiho zisku vylihlych jedincti bylo ve skupiné kontroly Soku dosazeno pii jeho
aplikaci 55 minut po oplozeni. Zisk ¢inil 163 kusi plidku a primérna lihnivost
44,11+3,46 %. Podobnd uCinnost byla zaznamendna pii Sokovani oocytd 60 minut po
fertilizaci, kde se vylihlo 151 kusd plidku a primérna lihnivost Cinila 42,06+11,67 %.
Aplikaci Soku po 50 minutich bylo ziskano 117 kust plidku a primérna lihnivost byla
30,81+3,06 %.

U gynogenli nebyla hodnocena primérna lihnivost, pouze pocty vylihlych jedinct.
Sokovanim oocyti 60 minut po oplozeni ozafenym spermatem bylo ziskdno nejvétsiho
mnozstvi plidku, celkem 64 kust. Kdyz byl Sok pouzit 50 minut po fertilizaci, vylihlo se
41 kust, pti uziti po 55 minutach pouhy 1 Kus.

4.3. Ploidni analyza skupiny ¢. 1

Uspé&snost jednotlivych oSetfeni, hodnocenou jako procento ziskaného pladku

pozadované ploidie z celkového mnozstvi analyzovaného plidku, zachycuje Graf €. 2.

V podskupiné kontrola UV byli vSichni testovani jedinci (45 kust) haploidni (jelikoz je
jeseter maly paleotetraploidni, haploidni Uroven odpovidd paleo 2n). Tato skutecnost
poukazuje na spravnou inaktivaci DNA spermii, protoze v piipadé¢ nespravné inaktivace
vznikd plidek normalnim oplozenim a je tudiz diploidni (paleo 4n).

Pti spravném prubéhu Soku mél byt v jeho kontrole ziskan tetraploidni (paleo 8n) pliadek,
jelikoz mélo dojit k duplikaci genomu potomstva vzniklého béZznym oplozenim. Ploidni
analyza 20 jedinci, na néz byl Sok aplikovan 50 minut po oplozeni, vSak prokazala
tetraploidii u pouhych 7 jedincii. Zbyly plidek byl diploidni v po¢tu 11 kusi (Sok nebyl
ucinny) a triploidni (paleo 6n) v poétu 2 kusy (Sokem byla zptisobena fiize polového téliska).
Z podskupiny ziskané Sokovanim 55 minut od oplozeni bylo testovano 7 kusu plidku,
pticemz byl vSechen diploidni. Pouze u podskupiny, na niz byl Sok aplikovan 60 minut
po oplozeni, byli vSichni 4 testovani jedinci tetraploidni.

U podskupiny gynogenti méla byt aplikaci Soku obnovena normalni ploidni uroven — 2n.
Pti aplikaci Soku 50 minut po fertilizaci byla diploidie zjiSténa pouze u 4 z 15 testovanych
jedincti. U 10 kust pladku byla v dasledku $patné G¢innosti Soku potvrzena haploidni troven,
1 kus byl naopak tetraploidni (oplozeni oocytll neinaktivovanou spermii a spravny S$ok).
Mnohem lepsi u¢innost Soku byla prokazana pii aplikaci 55 minut po oplozeni, kde byla

diploidie obnovena u 30 z 34 kust plidku. Zbyli jedinci byli haploidni. Z potomstva
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ziskaného vystavenim oocytl Soku 60 minut po oplozeni bylo testovano 19 kust plidku. U 17

z nich byla potvrzena diploidie, haploidni byli pouze 2 testovani jedinci.
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Graf ¢. 2: Procentualni zastoupeni jednotlivych ploidnich urovni analyzovaného plidku ze skupiny

paleo 8n

paleo 6n

paleo 4n

— e — —
e e e

paleo 2n

uv

¢. 1 pti pouziti riznych oSetieni.

4.4. Ploidni analyza skupiny ¢. 2
Uspé&snost  jednotlivych oSetfeni, hodnocenou jako procento ziskaného plidku

pozadované ploidie z celkového poctu analyzovaného plidku, zachycuje Graf €. 3.

Ve druhé skupiné bylo prutokovou cytometrii analyzovano 8 kusu plidku z podskupiny
UV kontrola. Inaktivace DNA spermii, vedouci k zisku haploidniho potomstva, byla
prokazéana u 7 kust. 1 jedinec ziistal diploidni, coz poukazuje na netiplnou inaktivaci.

V podskupiné kontrola Soku vykazal $ok aplikovany 50 minut po fertilizaci stejné jako
Vv ptipadé skupiny ¢. 1 nejvétsi mnozstvi nezadouciho diploidniho plidku. Jeho pocet ¢inil
11 kusi, tetraploid bylo ve stejné oSetfené podskupiné€ zjiSt€no 20. Ploidni analyza jedincii
Sokovanych 55 minut po oplozeni naopak prokazala tetraploidii u vSech 20 pozorovanych
kust. Zkoumanim 20 kust plidku, na néz byl Sok uplatnén 60 minut po fertilizaci, bylo

zjisténo 19 tetraploidii. Sok neprobéhl uspésné pouze u jediného jedince, jenz byl triploidni.
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Ploidni analyzou podskupiny mitotickych gynogeni, kde doslo k aplikaci Soku 50 minut
po oplozeni oocytll ozafenym spermatem, byla u testovanych vzorkl zjisténa velka ucinnost
rediploidizaéniho oSetfeni — vsech 21 kusd plidku bylo diploidnich. Sokovanim oocytd
55 minut po fertilizaci byl ziskan pouze 1 jedinec, jemuz byla zjisténa rovnéz diploidni
uroven. Z 30 kust pozorovaného plidku, na néz byl Sok pouzit 60 minut po oplozeni, bylo

u 28 kust zjisténo spravné obnoveni ploidni urovné. U dvou zbylych jedinct byla pozorovana
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Graf ¢. 3: Procentualni zastoupeni jednotlivych ploidnich urovni analyzovaného pladku ze skupiny

haploidie a triploidie.
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4.5. Stanoveni rodicovstvi ve skupiné ¢. 2

Detailni vysledky genetické analyzy obsahuji Ptiloha €. 6 a Ptiloha €. 7.

Maternalni alely lokusu AciG 35 mély délku 270, 274 a 283 bp. Pozorované paternalni
alely lokusu se vyznacovaly délkou 275, 286 a 291 bp. U vSech zkoumanych jedincii
z podskupin UV kontrola a gynogeni se lokus AciG 35 vyznacoval pouze alelami v délce

shodné s délkou alel samicich.
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Na lokusu AfuG 54 byly u rodict nalezeny shodné dlouhé alely 236 a 255 bp. Déle byly
U samice zaznamenany alely dlouhé 259 bp a u samce 263 bp. Alely 256 bp dlouhé, jez byly
pro samce typické, nebyly u podskupiny UV kontrola ani podskupiny gynogent
zaznamenany. Vyskytly se pouze u kontroly Soku, kde K pfenosu paternalni genetické
informace ptirozen¢ dochazi.

Lokus AfuG 135 vykazal ptitomnost alel v délce 205, 209 a 213 bp u obou rodici. Jelikoz
byly alely otce i matky stejné dlouhé, zkoumani lokusu nemohlo pfinést informaci o pfenosu
alel konkrétniho rodice.

U lokusu Aox 45 byla zjisténa piitomnost matéinych alel délky 140 a 150 bp. Jedina
zjisténa délka otcovské alely Cinila 150 bp. Jelikoz byla tato délka shodna s délkou matciny
alely, nemohlo byt u vzorkti usuzovano na ptitomnost ¢i nepfitomnost paternalniho genomu.

Pozorovani lokusu Spl 101 u otce neptineslo zddnou informaci o délce jeho alel, z ¢ehoz
vyplyva, Ze analyza lokusu u potomstva nemohla informovat o pfenosu paterndlni genetické
informace. Samici alela lokusu méla délku 313 bp.

Délky alel 219 a 223 bp lokusu Spl 163 byly charakteristické pro samici, zatimco délky
alel 211 a 215bp pro samce. V UV kontrole ani v podskupiné gynogent nebyly samci alely
pozorovany. Stalo se tak pouze u podskupiny kontrola Soku.

Na lokusu Spl 173 byly u matky zaznamenany alely délky 121, 233 a 249 bp. Alely otce
délky 121 a 233 bp byly tedy shodné s matcinymi a nebylo mozné usuzovat na jejich prenos.

Lokus Anac E4 byl u samice i samce reprezentovan délkou alel 344 bp. U samce byla
dale zjisténa délka 342 bp, jez pro néj byla charakteristicka. Mezi alelami UV kontroly

a gynogenu nebyla tato délka pozorovana.

4.6. Stanoveni heterozygotnosti ve skupiné ¢. 2

Pii vyhodnocovani miry o¢ekavané a skutecné heterozygotnosti plidku z podskupiny
gynogeni bylo obéma pouzitymi programy dosazeno stejnych vysledkd. Hodnoty byly
stanoveny u sedmi z osmi zkoumanych lokust. U lokusu Spl 101 nebyla heterozygotnost
stanovovana, jelikoz byl lokus reprezentovdn pouze jednou alelou, ktera byla navic
pozorovana jen u nizkého poctu analyzovanych jedinct.

Hodnoty ocekavané heterozygotnosti jednotlivych lokusii se pohybovaly v Sirokém
rozmezi 0-0,642. Konkrétné odpovidaly 0,642 pro lokus AciG 35; 0,609 pro AfuG 54; 0,478
pro AfuG 135; 0,499 pro Aox 45; 0,508 pro Spl 163; 0,618 pro Spl 173 a 0 pro Anac E4.
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Dale bylo zjisténo, Zze hodnota skuteéné heterozygotnosti tfech zkoumanych lokusi
odpovidala nule. Konkrétné se jednalo o lokusy AfuG 135, Aox 45 a Anac E4. Velmi nizkou
uroven skute¢né heterozygotnosti, ktera méla hodnotu 0,059, vykazoval dale lokus Spl 163. U
lokusit AciG 35 a Afu G 54 byla naopak pozorovana heterozygotnost kompletni, tedy
odpovidajici hodnoté¢ 1. V ptipad¢ lokusu Spl 173 Cinila hodnota skute¢né heterozygotnosti
0,889.
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5. Diskuze

5.1. Generacéni ryby a kvalita pohlavnich produkti

Pro experimentalni indukci mitotické gynogeneze jesetert byl jako modelovy druh zvolen
jeseter maly. Tato ryba se ve srovnani s jinymi druhy jeseter vyznacuje diivéjSim
dosahovanim pohlavni dospélosti (v ptirozenych podminkach sameci pohlavné dospivaji ve 3.—
5. roce zivota a samice v 5.—8. roce, Vv fizeném prostiedi k tomu dochazi jesté o néco drive)
a moznosti opétovného vyuziti pro vytér v nedlouhém €asovém intervalu (samice dozravaji
Vv jednoletych az dvouletych cyklech, samce lze béhem jednoho roku vyuzit dokonce
nékolikrat). Tyto vlastnosti ¢ini j. malého vhodnym pro védecké ucely (Gela a kol., 2012)
a tudiz 1 pro tento pokus.

Pro vytér byly vybrany ryby vhodné velikosti a dobré kondice. Snahou bylo ziskat pro
pokus pohlavni produkty nejvyssi mozné kvality, proto bylo vytfeno vétsi mnozstvi ryb, jak
doporucuje Lebeda a kol. (2015). Po makroskopickém posouzeni oocytii a mikroskopickém
posouzeni spermatu byly pro experiment zvoleny ty pohlavni produkty, které se zdaly
ze vSech posouzenych nejkvalitné;si.

Na zaklad¢ nizkych hodnot lihnivosti a neurulace v kontrolnich podskupinach, vzniklych
prostym oplozenim, by se navzdory maximalni snaze o vhodnou volbu gamet dalo usuzovat
na jejich neuspokojivy vybér. Dettlaff a kol. (1993) uvadi, ze pokud jsou inseminovany
oocyty dobré kvality, jejich oplozenost se u jeseteri pohybuje mezi 80-90 %. Gela a kol.
(2012) tvrdi, Ze oplozenosti na urovni 90 % odpovidd lihnivost mezi 60-70 %. V tomto
experimentu bylo vsSak v kontrole skupiny ¢. 1 dosazeno lihnivosti pouhych 47,45 %,
Vv ptipad¢ skupiny ¢. 2 dokonce jen 25,93 %. S prihlédnutim k faktu, ze motilita spermii se
U obou samcli pohybovala na urovni 90 % a vice se lze domnivat, Ze byla nizka Gspé$nost
zavinéna spise volbou oocyta.

Na druhou stranu ve skupiné ¢. 1 vykézala procentualni lihnivost podskupiny kontroly
Soku aplikovaného po 55 minutach velmi podobnou hodnotu, jako kontrolni podskupina,
na kterou nebyl Sok uplatnén (46,00£2,9 %). Ve skupiné¢ €. 2 odpovidala lihnivost
v kontrolach Soku hodnotam 30,81+3,06 %, 44,11+3,46 % a 42,06+11,67 % (Sok 50, 55
a 60 minut po oplozeni), kontrolni podskupina byla tedy pfed¢ena dokonce vSemi kategoriemi
podskupiny kontrola Soku. Tento fakt se jevi iracionalné, jelikoz zastaveni mitotického déleni
vede K nizkému pfteziti a ¢astému vyskytu abnormalniho vyvoje po aplikaci Soku, jak uvadi
Sakao a kol. (2006). Je tedy mozné, ze hodnoty neurulace a lihnivosti kontrolnich podskupin
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byly zkresleny niz§im mnozstvim oocytll ve srovndni s ostatnimi podskupinami. Toto niz§i
mnozstvi bylo paradoxné zvoleno z diivodu prevence pred vysokou mortalitou v pribehu
embryogeneze, ktera by mohla byt zavinéna ptiliSnym nahlou¢enim oocytd. Jak totiz uvadi
Keskin a kol. (1994), inkubace oocytl pii nizSich hustotach by méla byt nejefektivnéjsi
metoda minimalizace rizika jejich infekce, obzvlast pokud jsou v prubéhu této inkubace

pravidelné odstranovany oocyty mrtvé, jako tomu bylo v nasem pokusu.

5.2. Inaktivace paternalniho genomu

Pro inaktivaci otcovského genomu bylo v experimentu pouzito UV zafeni, jez byva, jak
uvadi FlajShans a kol. (2013), pro tento cel nejcastéji vyuzivano. Ozatovani bylo realizovano
UV crosslinkerem, jenz je, jak zminuje Lebeda a kol. (2015), schopen zajistit spravné méteni
davky UV a cely proces do velké miry usnadiiuje. Crosslinkery jsou pii indukcich
gynogeneze j. malého bézné pouzivany (Lebeda a kol., 2015, Lebeda a kol., 2014b, Lebeda
a Flajshans, 2016). Neéktefi autofi vSak pro inaktivaci paternalniho genomu j. malého
pouzivaji i UV lampy (Fopp—Bayat a Woznicki, 2007, Fopp-Bayat akol., 2007,
Recoubratsky a kol., 2003).

Zvolena davka iradiace byla 300 J xm, atkoliv Lebeda a kol. (2015), v ptipad¢ meiotické
gynogeneze jesetera malého uvadi jako dostacujici davky v rozmezi 100-200 Ixm™. V tomto
pokusu byla vSak zvolena vyss$i davka iradiace z divodu snahy o maximalizaci inaktivace
paternalniho genomu, jelikoz pfi oSetfeni spermatu niz§imi davkami zafeni hrozi znaéné
riziko, ze nebudou malé paternalni fragmenty DNA inaktivovany a dojde k jejich pienosu
na potomstvo (Komen a Thorgaard, 2007). To poté miize, jak uvadi i Lebeda a kol. (2015),
vykazovat vyssi procento lihnivosti, je vSak negynogenetické, coz v pokusu neni zddouci.

Jako prevence pied fotoreaktivaCnim procesem bylo v pokusu uplatnéno zabaleni
mikrozkumavek do hlinikové folie, jez mélo za kol znemoznit piistup svétla ke spermatu
do doby aktivace oocytd. Tuto metodu zabranéni fotoreaktivaénimu procesu doporucuji
Lebeda a Flajshans (2016).

Z diivodu ovéteni inaktivace paterndlniho genomu UV svétlem zvolenych parametrt byla
do pokusu zafazena podskupina kontrola UV. Na tspeSnost oSetteni lze usuzovat na zdkladé
ploidni a mikrosatelitni analyzy jedinct této podskupiny. Ploidie byla analyzovana u 53 kusi
pladku obou skupin. Diploidni Groveni byla zjiSténa u jediného jedince, zbytek analyzovaného

plidku (98,11%) byl haploidni, coZ poukazuje na UspéSnou inaktivaci DNA spermatu.
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Mikrosatelitni analyza ¢tyf kust plidku vedla ke stejnému zavéru, jelikoz pii ni nebyla
na zadném lokusu pozorovana alela typicka pro samce.

Fopp—Bayat a kol. (2007) pouzili ve svém pokusu indukce meiotické gynogeneze jesetera
malého rovnéz nekolik UV (haploidnich) kontrol, pfic¢emz dosahli kompletni inaktivace
(ovétené u kazdé UV kontroly mikrosatelitni analyzou DNA 10 jedinct a Vizudlnim
potvrzenim haploidniho syndromu) pii trovnich procentualni neurulace 21 a 24 % a lihnivosti
13 a 10 % haploidd. V naSem pokusu byla neurdlni trubice patrnd u pfiblizné
u dvojnasobného procenta embryi — 41,72+4,92 % ve skupiné ¢.1 a 42,27+£1,09 ve skupiné
¢. 2. Lihnivosti vSak byly s pokusem Fopp—Bayat a kol. (2007) srovnatelné — skupina ¢. 1 —
10,33+2,97 % a skupina ¢. 2 — 8,77+0,1 %.

Na spravnou optimalizaci UV ozafovaciho protokolu lze dale usuzovat piedevS§im
na zaklad¢ mikrosatelitni analyzy plidku z podskupiny gynogend. Analyze bylo podrobeno
celkem 20 jedinct, u kterych bylo zkoumano 8 lokust. Pfitomnost samcich alel nebyla
zaznamenana na zadném z pozorovanych lokust. Vzhledem k tomuto faktu Ize konstatovat,
ze inkorporace paternalniho genomu nebyla potvrzena, jelikoz byl paternalni genom uspésné

inaktivovan. Ziskany plidek lze tedy oznacit za gynogeneticky.

5.3. Obnoveni ploidni Grovné

Pro pozadovanou ucinnost rediploidizace je zapottebi optimalizovat vS§echny 3 parametry
Soku — intenzitu, dobu trvani a ¢as aplikace Soku po fertilizaci (Felip a kol., 2001). Oocyty
byly po oplozeni Sokovany ve tfech rtiznych casech, coz mélo napomoci pii hledani
optimalniho ¢asu pro uspésnou rediploidizaci a ¢imz mélo byt zaroveinn zamezeno neuspéchu
gynogeneze v disledku Spatné volby tohoto parametru. Intenzita Soku a doba jeho trvani byla
vSak totozna u vSech vzorki, spravnd volba téchto parametri byla tudiz pro uspéch o to vice
klicova.

Lebeda a kol. (2015) doporucuje pro indukci meiotické gynogeneze u jesetera malé¢ho
pouziti Soku o teploté 34 °C na dobu 2 minut. Sok totoznych parametri vedl
k Gspésnému zisku meiotickych gynogenti j. malého i v experimentu Fopp-Bayat a kol.
(2007) nebo Fopp—Bayat a Woznicki (2007). Lebeda (2014) se vsak zabyval také optimalizaci
parametrli Soku pro indukci tetraploidie u j. malého a nejvyssi dosaZenou UspéSnost uvadi pii
pouziti Soku 37 °C po dobu 2 minut. Zaroveil dodava, Ze poznatek je uplatnitelny 1 pfi indukci
gynogeneze. Protokol Soku je totiz v ptipad¢ indukce tetraploidie obdobny jako pii mitotické

gynogenezi, jak piSe naptiklad Flajshans a kol. (2013). Proto byl i v tomto pokusu zvolen Sok
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teploty 37 °C, jemuz byly oplozené oocyty vystavovany po dobu 2 minut. Na zéklad¢ 88,24—
100% zastoupeni jedinct s pozadovanou urovni ploidie ve vétSiné vzorkli na néz byl Sok
aplikovan (podskupiny kontrola Soku a gynogeni) Ize usuzovat na vhodnou volbu intenzity a
doby trvani Soku. Recoubratsky a kol. (2003) se Sokem o teplotd 37 C pii indukci meiotické
gynogeneze j. malého neuspéli, na rozdil nas vSak pouzili 2,5 minutovou expozici Soku.
Fopp—Bayat a kol. (2007) vyhodnotili jako pti¢inu jejich neuspéchu pravé podminky Soku,
které byly v tomto ptipad¢ uz piilis striktni.

Kontrola Soku (tetraploidizace), zatazena do pokusu, méla za cil informovat o ispésnosti
zdvojeni genomu a procentudlnim podilu vylihnutych jedincti 2z poctu oplozenych
a aktivovanych oocyti pii ¢asech aplikace Soku 50, 55 a 60 minut po oplozeni. Indukci
tetraploidie u jesetertit malého a sibifského se zabyvali Lebeda a Flajshans (2015) a tito autofi
uvadi, Ze vysoké efektivity tetraploidizace bylo dosazeno pti pouziti Soku o teploté 37 °C
po dobu 2 minut, aplikovaného mezi koncem formovani samiciho prvojadra a zac¢atkem jeho
migrace. Tento ¢as podle autort odpovida 0,8—1 to. Dettlaff a kol. (1993) uvadi, Ze délka
mitotického cyklu jesetera malého ¢ini pii 16 °C 63-65 minut, pokud by tedy byl bran
v uvahu ¢as 64 minut, Sok byl v naSem pokusu aplikovan pti 0,78; 0,86 a 0,94 to. Aplikace
Soku 50 minut po fertilizaci tedy tésné¢ nespada do intervalu, u néhoz popisuji Lebeda
a FlajShans (2015) vysokou efektivitu. Toto oSetieni se také z podskupiny kontroly Soku
jevilo jako nejméné ucinné, jelikoz ploidni analyza takto ziskanych jedincti potvrdila
tetraploidii u pouhych 35 % jedinct ze skupiny ¢. 1 a 64,52 % ze skupiny ¢. 2. Lebeda (2014)
uvadi nejvyssi efektivitu pii aplikaci Soku 56 minut po fertilizaci, osSetfenim dosahl lihnivosti
34,5+4,3 % a tetraploidie byla potvrzena u 100 % vylihlych jedinct. V naSem pokusu byl
pouzit Sok aplikovany o minutu diive, v prvni skupiné prokézal vysokou hodnotu lihnivosti —
46,00+2,9 %, bohuzel byli vSichni analyzovani jedinci neZzadouci diploidni urovné.
Ve skuping €. 2 bylo vSak dosaZeno lihnivosti 44,11+3,46 a 100 % tetraploidf. Tyto zcela
nesourod¢ vysledky lze vysvétlit snad jen specifickym vyvojovym stupném kazdé davky
oocytd, ktery, jak popisuje Van Eenennaam a kol. (1996), optimalizaci vzdy velmi
komplikuje. K velmi odlisnym vysledkim vedla i aplikace Soku pii 0,94 to a to v hodnotach
procentualni lihnivosti, jeZz dosahly ve skupiné ¢. 2 42,06+11,67 %, ale ve skupiné ¢. 1
pouhych 1,07+0,6 %. Ploidni uroven byla vSak Gsp&$né¢ obnovena u 90,48 a 100 % pladku,
coz lze povazovat za nejlepsi vysledek podskupiny kontrola Soku.

Sok aplikovany v ¢ase 0,94 1o se jevil jako nejefektivn&jsi odetfeni i v piipadé samotné

indukce gynogeneze. Ve skupiné ¢. 1 vedl k lihnivosti 11,33+2,42 %, odpovidajici 36 kustiim
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pliadku. Ploidni analyza 19 jedinci vedla k zavéru, Ze diploidie byla obnovena u 89,47 %
z nich. Ve skupiné €. 2 bylo ziskdno dokonce 64 kust plidku, z 28 kust vybranych k analyze
bylo diploidnich 93,33 %. Pii Sokovani v ¢ase 0,78 a 0,86 to jiz nebyly vysledky tak
jednoznaéné — v prvni skupiné byl tspés$né;jsi interval 0, 86 to (zisk 36 kust pladku, lihnivost
10,15+2,84 %, 88,24 % diploidii), ve druhé skupiné vsak zcela selhal a byl jim ziskan pouze
jeden jedinec. Sokovani v intervalu 0,78 to vedlo Kk zisku 41 kust a 100 % uéinnosti
rediploidizace ve skupiné ¢. 2, ve skupiné €. 1 bylo ale z 14,67+1,75 % vylihlého pliadku
pouhych 26,67 % diploidnich.

Lebeda a kol. (2015) uvadi jako vhodny cas aplikace Soku pii indukci mitotické
gynogeneze j. malého 0,9 1o, ktery nebyl v naSem pokusu pifimo testovan. Jelikoz se vSak
nachazi presné mezi hodnotami 0, 86 a 0,94 10, jez znamenaly zisk mitotickych gynogenti
S uspésne obnovenou ploidii vZdy minimalné v jedné skupiné, Ize usuzovat, ze bude Sokovani
pti 0,9 to vést rovnéz k uspésnému zisku mitotickych gynogenti j. malého.

Nejefektivnéjsi Cas aplikace Soku v tomto experimentu indukce mitotické gynogeneze
(0,94 10) spada do intervalu, v némz uvadi Lebeda a Flajshans (2015) vysokou efektivitu
tetraploidizace u jesetera malého a sibifského, tedy 0,8-1 to. Podobny interval 0,8-0,9 to
uvadi Shelton (2006) jako optimalni i pro indukci mitotické gynogeneze tilapie nilské
Oreochromis niloticus za pouziti teplého Soku. U pstruha duhového Oncorhynchus mykiss
byla mitoticka gynogeneze indukovana pti aplikaci teplého Soku v ¢ase 0,9—-1,1 to (Palti
a kol., 1997). Nekteré druhy se v8ak hodnotou to vhodnou pro aplikaci teplého Soku pfi
indukci zna¢né odliSuji, Kaspar a kol. (2014) naptiklad doporucuje indukovat mitotickou
gynogenezi kapra obecného Cyprinus carpio aplikaci Soku v ¢ase, jenz pii pfepoctu na to
odpovida hodnoté¢ 1,45. Pti aplikaci teplého Soku v Case 1,4 to bylo zase ziskdno nejvétsi
procentualni mnozstvi dvojitych haploida S$tiky muskalungy Esox masquinongy (Lin
a Dabrowski, 1998).

5.4. Uspé&nost indukce mitotické gynogeneze

Jak uvadi Komen a Thorgaard (2007), potlaceni prvniho mitotického déleni vyrazné
zvySuje mortalitu, sniZzuje oplozenost a lihnivost a vede k vysokému procentu
malformovaného potomstva, jez hyne tésné po vykuleni. Navzdory témto faktim bylo
vV tomto pokusu ziskano urcité mnoZzstvi gynogenetického potomstva j. malého. DosaZena
procentualni lihnivost dvojitych haploidl se pohybovala okolo 11 % ve skupiné ¢. 1

(ve skupiné ¢. 2 da usuzovat i na vyrazn¢ vyssi lihnivost), coz lze povazovat za Uspéch
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s prihlédnutim k faktu, ze o mitotické gynogenezi jeseteri bylo dosud k dispozici zcela
minimalni mnozstvi dostupnych informaci. Ve srovnani s produkci dvojitych haploidi jinych
rybich druhi bylo dosazeno podobné procentualni lihnivosti jako Vv piipadé experimentu
s mot¢akem evropskym Dicentrarchus labrax, u n¢hoz ¢inila okolo 10 % (Francescon a kol.,
2004). Vyssi lihnivost zaznamenali napifiklad Marx a Sukumaran (2007) pfi indukci mitotické
gynogeneze kefickovce Cervenolemého Clarias gariepinus — 15,33 %. U kapra obecného
dosahl Komen (1990) zisku nejvice 15 % zivého gynogenetického potomstva. Podobné uspéli
i Michalik akol. (2015) pti indukci pstruha obecného Salmo trutta, v jejichz pokusu
se nejvyssi procentualni hodnoty lihnivosti pohybovaly okolo 16 %. Naopak pii indukci
mitotické gynogeneze lina obecného Tinca tinca Nowosadem a kol. (2015) nepiesahlo
procentudlni mnozstvi rozplavanych jedinci 2 %.

Jak uvadi Pandian a Koteeswaran (1998), potla¢eni prvniho mitotick¢ho déleni vede
k signifikantn¢ vys$i mortalit¢ nez retence druhého podlového téliska, pteziti mitotickych
gynogenll je tedy obvykle niz§i neZ pteZiti meiotickych gynogend. Nejinak je tomu
i v ptipadé jesetera malého, kde bylo meiotickou gynogenezi ziskano 25 % (Fopp—Bayat
a kol., 2007) a 21 % vylihlych jedinci (Fopp—Bayat a Woznicki, 2007) ve srovnani s nasimi
11 %, ziskanymi mitotickou gynogenezi. Pfi meiotické gynogenezi albinotické formy
J. malého ¢inila lihnivost jen do 5 %, tento experiment v$ak nelze srovnavat s experimenty na
bézn¢ zbarvené forme, jelikoz recesivné dédicny a pleiotropné plisobici albinismus vyrazné
snizuje Zivotaschopnost a lihnivost plidku (Fopp—Bayat a Ocalewicz, 2015). Lze tedy
zjednodusen¢ konstatovat, Ze v naSem pokusu mitotické gynogeneze bylo dosazeno piiblizné
polovi¢ni procentudlni lihnivosti plidku j. malého ve srovnani s gynogenezi meiotickou.
U jinych ryb se Ize obvykle setkat s vyraznéjSim rozdilem, meioticka gynogeneze ketickovce
¢ervenolemého naptiklad vedla k lihnivosti 68,66 %, zatimco mitoticka v témze pokusu pouze
k lihnivosti 15,33 % (Marx a Sukumaran, 2007). Flajshans a kol. (2013) uvadi, Ze meiotickou
gynogenezi kapra obecného bylo rlznymi autory ziskano 29-38 % Zivého diploidniho
gynogenetického potomstva, zatimco gynogenezi mitotickou 1-15 % potomstva. S fadovym
rozdilem se Ize setkat u lina obecného, u n¢hoz ziskali Linhart a kol. (1995) retenci pdlového
téliska 21 % rozplavaného pludku, zatimco Nowosad akol. (2015) dosahli supresi
mitotického déleni jen 2 % zisku rozplavanych jedinct. U pstruha duhového zase Flajshans a
kol. (2013) uvadi, Ze riznymi autory bylo ziskdno 48—63 % Zivého diploidniho potomstva pfi

meiotické gynogenezi, ale pouhych 1-5 % pii gynogenezi mitotické.
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5.5. Heterozygotnost gynogenti

Aplikace mikrosatelitnich DNA markri je, jak uvadi Fopp—Bayat a Furgala—Selezniow
(2010), spolehlivou metodou pro studium genové diverzity, proto byla pouzita i v piipadé
naseho pokusu. Stanovenim skute¢nych hodnot heterozygotnosti bylo vSak u ruznych lokust
dosazeno pon¢kud nesourodych vysledkid. Spravnost samotného vypoctu byla z tohoto
divoda ovérena pouzitim dvou programil. Shodnost ziskanych vysledkl prokazala objektivitu
vypoctu.

Stanovenim miry genetické variability béZné¢ chované populace jesetera malého
se zabyvali Fopp—Bayat a Furgala—Selezniow (2010). Tito autofi analyzovali Sest
mikrosatelitnich lokust u 35 kust ryb a hodnoty heterozygotnosti vyhodnotili rovnéZz pomoci
doplitku programu MICROSOFT EXCEL Microsatellite toolkit. Urovng skute¢né
heterozygotnosti jednotlivych lokusi se v jejich experimentu pohybovaly v rozmezi 0,515—
0,971, je zde tedy patrnd vyraznd odchylka od hodnot ziskanych v naSem pokusu. V tom totiz
patrny rozdil v Grovnich heterozygotnosti mezi bézné chovanymi rybami a gynogeny bylo
mozné piedpokladat, jelikoz, jak uvadi napiiklad Lebeda a kol. (2014b), jednim z typickych
znakt gynogenetického potomstva je vysoka urovein homozygotnosti.

Thorgaard (1983) vSak na druhou stranu uvadi, ze mitoti¢ti gynogeni jsou kompletné
homozygotni v kazdém lokusu. Homozygotnosti vSech zkoumanych lokust docilil naptiklad
Hussain a kol. (1998) pfi mitotické gynogenezi tilapie nilské. Pfi nckterych indukcich
mitotické gynogeneze vSak kompletni homozygotnosti dosazeno nebylo, stejné jako v pripadé
naSeho pokusu. Piikladem mutze byt mitotickd gynogeneze pstruha duhového (Purdom a kol.,
1985), kapra obecného (Komen a kol., 1991) nebo sumecka skvrnitého Ictalurus punctatus
(Waldbieser a kol., 2010).
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6. Zavér

Cilem autora bakalatské prace bylo indukovat mitotickou gynogenezi u jesetera malého
a seznamit ¢tenafe s vysledky této indukce.

K inaktivaci paternalniho genomu bylo pouzito UV zéifeni o vilnové délce 254 nm
aintenzité 45 Wxm? v davce 300 Jxm? Po inaktivaci bylo sperma
prechovavano za nepfitomnosti svétla, aby bylo zabranéno fotoreaktivaénimu procesu.
Oplozeni a aktivace gamet, stejn¢ jako jejich inkubace do zacatku Soku, byly provedeny pii
fyziologicky normalni teploté pro jesetery, tj. 16 °C. K obnoveni normalni ploidni Grovné
byly inaktivovanym spermatem oplozené oocyty vystavovany Soku o teploté 37 °C po dobu
2 minut. Tento Sok byl iniciovan v ¢asech 50, 55 a 60 minut po oplozeni oocytii. Pro
stanoveni UspéSnosti jednotlivych oSetieni byla do pokusu dale zahrnuta kontrola UV
a kontrola Soku. Po realizaci vSech osetieni byly oocyty inkubovany pfti teploté 16 °C.

Z dtvodu ovéteni tspéSnosti gynogenetické indukce byla u ziskaného plidku provedena
mikrosatelitni a ploidni analyza. Mikrosatelitni analyza neprokazala ptfitomnost paternalniho
genomu u zadného zkoumaného jedince z podskupiny gynogeni ani UV kontroly.
O uspésnosti  inaktivace paterndlniho genomu vypovidd rovnéz ploidni analyza jedinct
z kontroly UV, jiz byla zjiSténa haploidni aroven u 98,11 % ze vSech analyzovanych kust
plidku. Ploidni analyza podskupiny gynogent vedla k =zavéru, ze nejuspéSnéjSim
rediploidiza¢nim opatifenim byl Sok aplikovany 60 minut po oplozeni, po jehoz pouziti
vykazovalo diploidni troven 91,84 % vSech analyzovanych kust plidku.

Na zaklad¢ vysledki mikrosatelitni a ploidni analyzy lze konstatovat, ze pouzity postup
ved| k zisku mitotickych gynogeni j. malého a lze jej tudiz vyhodnotit jako spravny. Jako
nejefektivnéjsi se jevila aplikace Soku v ¢ase 60 minut po oplozeni oocytl inaktivovanym
spermatem, coz odpovida piiblizn¢ 0,94 to. Pouziti Soku tohoto parametru vedlo k dosazeni
stadia neuruly u 52,30+17,24 % embryi z poctu oplozenych a aktivovanych oocytd
a lihnivosti na arovni 11,33+2,42 %.

Indukce mitotické gynogeneze j. malého probchla Gspé€Sné a pouzity postup je tudiz
mozné doporucit. JelikoZ se jednalo o jednu z viibec prvnich indukci mitotické gynogeneze
jeseterti, mize byt zvoleny postup zaroven inspiraci pro nové studie, zabyvajici se danou
problematikou. Tyto studie by mohly byt klicem k dalSimu poznéni v oblasti jeseteti genetiky.
Analyza mitotickych gynogenti, které se vyznacuji vysokou Urovni homozygotnosti, mize
totiZ znamenat rozhodujici krok k objasnéni pohlavniho determina¢niho mechanismu jesetert

a poodhalit tak dalsi tajemstvi téchto tajuplnych, archaickych ryb.
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10. Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva indukovanou gynogenezi jeseterovitych ryb.

Teoreticka cast prace popisuje obecné zaklady indukované gynogeneze ryb a blize
se zaméfuje na publikované vysledky gynogeneze jeseterd. Shrnuje pouzivané metody
a jednotlivé kroky gynogenetické indukce a v neposledni fadé také vyznam jejiho praktického
vyuziti.

Prakticka ¢ast prace seznamuje s vysledky experimentalni indukce mitotické gynogeneze
jesetera malého. Shrnuje uspéSnost jednotlivych kroki, usuzuje na spravnost pouZitého
postupu, porovnava zjisténé vysledky a ptinasi jedny z prvnich informaci 0 optimalizaci
protokolu mitotické gynogeneze jesetert.

Uspé&snost experimentalni mitotické gynogeneze byla vyhodnocena pomoci mikrosatelitni
a ploidni analyzy. Mikrosatelitni analyza neprokazala pfitomnost paternalniho genomu
Vv ziskaném potomstvu. Ploidni analyzou bylo zjiSténo, Ze obnoveni béZné somatické urovné
probéhlo nejefektivnéji pii uplatnéni teplého Soku 60 minut po oplozeni oocytd
inaktivovanym spermatem. Aplikace Soku tohoto parametru vedla k dosaZeni stddia neuruly
u 52,30 = 17,24 % embryi z poctu oplozenych a aktivovanych oocytd a lihnivosti na urovni
11,33 £ 2,42 %.

Mikrosatelitni a ploidni analyza potvrdily uspéSnost gynogenetick¢ indukce a tudiz
I spravnost uplatnéného postupu. Lihnivost mitotickych gynogeni jesetera malého byla
srovnatelna s lihnivostmi mitotickych gynogenti jinych rybich druhfi, na zaklad¢ cehoz lze
experiment rovnéz oznacit za uspesny.

Jelikoz se jednalo o jednu z prvnich indukci mitotické gynogeneze jeseterti, muze byt
zvoleny postup inspiraci pro nové studie této problematiky. Analyza mitotickych gynogenu
muze v budoucnu pfispét k objasnéni dosud nepfiliS prozkoumaného pohlavniho

determina¢niho mechanismu jeseter.

Klicova slova: mitotickd gynogeneze, jeseter maly, teply Sok, mikrosatelitni analyza,

analyza ploidni turovné
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11. Abstract

This bachelor thesis deals with the induction of gynogenesis in sturgeons.

Theoretical part of thesis describes general basics of the induction of gynogenesis in fish
and focuses on the published results of gynogenesis in sturgeon. It recapitulates the methods
used and the different steps of gynogenesis induction and, last but not least, the importance
of its practical use.

Practical part of thesis acquaints with the results of experimental induction of mitotic
gynogenesis in sterlet. It recapitulates the effectiveness of different steps, concludes
on correctness of the performed process, compares the obtained results and brings one of the
first information about optimization of the mitotic gynogenesis protocol in sturgeons.

The effectiveness of experimental mitotic gynogenesis was assessed by ploidy level
analysis and microsatellite analysis. Microsatellite analysis did not show the presence
of paternal genome in the progeny obtained. Ploidy level analysis revealed that the most
succesfull way of somatic ploidy restoration was applying of heat shock 60 minutes after
fertilization of oocytes by genetically inactivated sperm. The application of shock with this
parameter resulted in reaching the neurula stage in 52,30+17,24 % embryos from a number of
fertilized and activated oocytes, and the hatching rate was 11,33 + 2,42 %.

Microsatellite and ploidy level analyses verified the effectiveness of gynogenesis
induction as well as the correctness of the process used. Hatching rate of sterlet mitotic
gynogens was comparable to the hatching rates of other fish species. It means that
the experiment could be classified as successful.

The process used could be an inspiration for new studies, because this study is one of the
first inductions of mitotic gynogenesis in sturgeons so far. Analysis of mitotic gynogens could
contribute to the investigation of yet not very well understood sex determination system

of sturgeons in the future.

Keywords: mitotic gynogenesis, sterlet, heat shock, microsatellite analysis, ploidy level

analysis
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