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1. Uvod

Jeseter maly (Acipenser ruthenus) je nejmenS$im pavodnim druhem celedi
Acipenseridae na uzemi Ceské republiky. Z hospodaiského hlediska se jedna o velmi
vyznamnou a zajimavou rybu. Jeho popularita spoc¢iva predevsim v jeho velikosti,
pomérné¢ rychlém ristu a casné pohlavni zralosti ve srovnani s jinymi druhy
jeseterovitych ryb. Je velmi vyhledavanou konzumni rybou, zejména diky své vysoké
jakosti masa a také se z jeho jiker ptipravuje kvalitni kaviar. Jeseter maly je jednim
Z nejvice chovanych druhtl jeseterti pro komeréni ucely v celé Evropé a velmi Casto je
rovnéz pouzivan ke kiizeni s ostatnimi druhy jeseterd. Od roku 1996 je jeseter maly
zapsan v Cerveném seznamu ohrozenych druhii jako zranitelny druh a od roku 1998 je

jednim z druhti uvedenych v seznamu CITES 1.

Mnoha druhtim jeseterovitych ryb hrozi vyhynuti a zvladnuti jejich GspéSné umélé
reprodukce nabizi feSeni pro udrzitelny rozvoj produkce jeseterd. V fizenych podminkach
odchovného prostiedi je mnoho faktori, které ovliviiuji jejich tspésnou reprodukci.
A pravé teplota je jednim ze zakladnich faktort ovlivitujici isp€Snou reprodukei ryb. Pro
uspésnou fizenou reprodukci chrupavéitych ryb je nutné spravné porozumét vyvoji

a stupni zralosti ovocytll v predvytérovém obdobi.

Kurcéeni zralosti jikernatek je v  provoznich podminkdch biopsie
nepostradatelnou metodou, nicméné zaroven se jedna o zpusob, ktery je z ¢asového
hlediska velmi naro¢ny. Minimalizace mnozstvi provadénych biopsii by v chovu
jeseterovitych ryb sniZila €asovou ndro¢nost pii pfipravé generacnich ryb k umélé
reprodukci. Dal§im velmi podstatnym tkolem v managementu lihni je synchronizace
ovulace jikernacek tak, aby nedochazelo k pouzivani nedozralych nebo naopak

ptezralych jikernacek.

Cilem této diplomové prace je prozkoumat vliv teploty jako zakladniho faktoru

na dozravani ovocytl jikernacek jesetera malého.



2. Literarni reSerse

2.1. Jeseter maly
2.1.1. Taxonomické zarazeni

Jeseter maly (Acipenser ruthenus) je fazen mezi paprskoploutvé ryby
(Actinopterygii), do fadu jeseteti (Acipenseriformes), ¢eledi jeseteroviti (Acipenseridae),
rodu Acipenser. Celed’ jeseteroviti v sou¢asné dobé &ita asi 27 druhii. Jesetera malého
popsal poprvé Linnaeus jiz v roce 1758 (Nelson, 2006). V souc¢asné dobé je jeseter maly

uveden v Cerveném seznamu ohrozenych druht.

2.1.2. Zemépisné rozsireni

Jeseter maly je potamodromnim druhem stfedni a vychodni Evropy. V soucasné
dob¢ obyva predevsim feku Dunaj a dolni ¢asti jejich vétsich pritokt. Jedna se zejména
o piitok fek Moravy, Nitry, Hronu a Ipel’ (Kos¢o a kol., 2010). Vyskyt tohoto druhu je
popsan také ve slovenském useku feky Tisy a jejich ptitocich Latorica a Bodrog. Nedavno
byl potvrzen opétovny vyskyt jesetera malého ve sttednim useku feky Vah (Holcik a kol.,
2006). Kromé ticnich systému se jeseter maly nachdzi také v Ladozském a Onézském

jezete, kterd spadaji do systému Baltského moie (Bemis a Kynard, 1997).

V databazi CITES (2000) jsou jmenovité uvedeny konkrétni staty, v nichz je
vyskyt jesetera malého pfirozeny. Jedna se o Ceskou republiku, Rakousko, Bosnu
a Hercegovinu, Bulharsko, Gruzii, Némecko, Mad’arsko, Kazachstan, Litvu, LotySsko,
Moldavii, Rumunsko, Rusko, Slovensko, Slovinsko, SV}'/carsko, Turecko, Ukrajinu
a staty byvalé Jugoslavie (véetné¢ Chorvatska a Srbska) (Pitkitch a kol., 2005).

V minulém stoleti byl zaznamenan radikéalni Ubytek poctu ulovenych jesetert
(Pitkitch a kol., 2005). Ptic¢ina pravdépodobné tkvéla ve vystavbé piiénych piekazek na
tocich, upravami koryt, stavbou udolnich nadrzi, zhorSujici se kvalitou vody
anadmérnym rybolovem téchto ryb. Zminéné pficiny zni€ily vétSinu tfecich mist
a potravnich teritorii jeseterti a diky tomu doslo k vysokému sniZzeni poctu jesetert ve
volné ptirod¢ (Bloesch a kol., 2006, Hol¢ik a kol., 2006, Guti a Gaebele, 2009). Je velmi

obtizné zjistit hustotu populace jeseteri malych v jejich pfirozeném prostiedi. Soude
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podle statistik Glovkll se nyni ovSem zda, Ze hustota jeho populace ve slovenské
a mad’arské Casti Dunaje se zvysuje (Williot a kol., 2002, Hol¢ik a kol., 2006).

2.1.3 Charakteristika a popis druhu

Jeseter maly je nejmensim druhem podceledi Acipenserinae a ve volné ptirodé
muze dosahovat celkové délky 600 -700 mm a pramérné hmotnosti 6 — 6,5 kg. Ve
vyjimeénych piipadech mize dosahnout délky az 1200 mm a hmotnosti az 17 Kg.
V porovnani s ostatnimi druhy jeseterd je jeseter maly kratkovékym druhem i pfesto, ze

jeho nejvyssi doposud zaznamenany vék byl 27 let (Guti a Gaebele, 2009).

T¢lo ma protahlé, relativné nizké, dolni ret je rozpolceny, vousky jsou na prufezu
okrouhlé, kratké a na vnitini stran¢ zpravidla obrvené a natazené dosahuji k pfednimu
okraji ust. Profil hlavy je konkévni, hibetni Stitky maji dlouhy dozadu smétujici hrot,
ktery presahuje zakladnu Stitku. Kosténé stitky jsou tvofené péti fadami, pfi¢emz hibetni
Stitky maji dlouhy a zpét obraceny hrot, ktery piesahuje délku zakladny Stitku. Boc¢ni
Stitky jsou kosoctverecného tvaru a ¢astecné se prekryvaji. Pocet Stitku je u jesetera
malého vyssi nez 50 a zaroven je zakladnim determina¢nim znakem tohoto druhu (Lelek,

1987).

Hibetni strana téla je zbarvena Sedohnédé¢ az zelenohnédé¢. Bfisni strana téla je
zluté az hnédé¢ barvy, nékdy miize mit az narizovélé odstiny. Hibetni Stitky jsou Zlutavé
a bfi$ni a bo¢ni Stitky jsou spise bélavé. Lem prsnich ploutvi je bily, coz umoZznuje rozlisit
jesetera malého od ostatnich druhii jeseterii. Ocasni ploutev je heterocerkni (Barus

a Oliva, 1995).

Jeseter maly Zije prevazné jednotliveé, poptipadé ve skupinkach. V oblasti delt fek
mohou jeseteti tvofit hejna, ktera kvili potravé migruji do motskych oblasti (Kalmykov
a kol., 2010). Prvni potravou, kterou larvy cerstvé vykulenych jesetert malych
konzumuji, jsou malé formy malostétinatcti (Oligochaeta) a larvy ¢eledi pakomaroviti
(Chironomidae). Jak larvy rostou, jejich potrava se stava pestiejsi a jiz v poloving 1éta se
sloZeni potravy nelisi od dospélych (Greze, 1957). V ptirozenych podminkéch se tento
druh zivi pfevazné larvami jepic (Ephemeroptera), koreter (Chaobridae) a zejména

chrostikti (Trichoptera). Ochotné ovsem pfijima témet vsechen hmyz, ktery dopadne na
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vodni hladinu, malé bentické organismy vcetné malych hlemyzd’t a pijavic. V nékterych
oblastech Volhy byla u tohoto druhu také pozorovana konzumace jiker jinych druht

v trdlistich (Ermolin, 1977).

2.1.4 Reprodukce jesetera malého

Pohlavni dospélosti dosahuje v ptirozeném prostiedi u samcu ve véku 3 - 5 let,
u jikernacek nejcastéji ve véku 5 - 6 let pii velikosti 40 - 50 cm. K vytéru ryby migruji
proti proudu a délka migrace zavisi na hloubce vodniho sloupce. Vytér probiha v obdobi
dubna az ¢ervna pii teplotach vody 10 — 17 °C a ryby se tfou na $térkovity substrat. Samci
byvaji na trdlistich obvykle diive nez samice. Relativni plodnost jikernacek je
20 000 — 30 000 jiker.kg? zivé hmotnosti ryby a jikry v praiméru méfi 1,8 - 2,8 mm (Gela
a kol., 2012). Ve volné ptirodé dochazi ke kiizeni s ostatnimi druhy jesetert, hlavné
s jeseterem ruskym a jeseterem hvézdnatym. Popsani vSak byli i kiizenci s jeseterem
hladkym nebo jeseterem sibifskym. V akvakultuie je uplatiovan uméle ziskany kiizenec
vyzy velké a jesetera malého. Tento hybrid je nazyvan ,bestér” (odvozeny z ruskych
nazvi rodicovskych druhi — beluga a sterlyad’) a vynika vysokou intenzitou ruastu

a brzkou pohlavni dosp€losti (Barus a kol., 1995).

2.1.5. Vyznam jesetera malého

Jeseter maly je od roku 1996 veden na Cerveném seznamu ohroZenych druhi
IUCN (The IUCN Red List of Threatened Species) jako zranitelny druh a jeho poc¢etnost
je stale klesajici (Hilton - Taylor, 2000). Také je od 1. 4. 1998 jednim z druhti zapsanych
na seznamu CITES. Nicmén¢ i pfes to je stale ve volné prirodé¢ odlovovan a podle
statistik FAO bylo v roce 2012 odloveno 43 tun, piicemz vétsina ryb pochazela z povodi
teky Dunaje. V akvakulturnim chovu bylo téhoz roku vyprodukovéno 31 tun ryb (FAO,
2015).

Jeseter maly je z hospodatského hlediska velmi vyznamnou a zajimavou rybou.
V soucasné dobé se t€si vysoké oblibé jako tzv. dekora¢ni ryba (Stejskal a kol, 2013).
Dale je velmi vyhledavanou konzumni rybou, diky své vysoké jakosti masa. A zaroven

je z jeho jiker pfipravovan vysoce kvalitni kaviar (Spurny, 1998).
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Jeseter maly je spolecné s dalsimi tfemi druhy jeseterd, kterymi jsou jeseter sibifsky
(Acipenser baeri), jeseter bily (Acipenser transmontanus), a jeseter jadransky (Acipenser
naccarii) a jednim kiiZzencem (bestér) nejvice chovanym druhem jeseter pro komeréni
ucely v Evropé, konkrétné pro kiizeni s ostatnimi, rychleji rostoucimi druhy jesetert
(Bronzi a kol., 1999). Jeho nespornou vyhodou je také to, Ze je druhem, ktery je mozné
vyuzit v duokultuie s lososovitymi rybami chovanymi v intenzivnich podminkach
recirkulac¢nich systémti. Tento chov je vyhodny zejména Vtom, Ze jeseteii svou
pfitomnosti pomahaji vyhodnéji vyuzivat aplikované krmivo, a to zejména to krmivo,
které hlavni obsadka lososovitych opomiji. Potom je jesetery mozné chovat i v dalSich
¢astech recirkulacnich systémul (napf. pfitokovy nebo odtokovy kandl), kde mohou
vyuZivat jiz zminéné zbytkové krmivo a také sniZovat mnoZstvi narosti (Stejskal a kol.,
2013). Dalsi moznosti je chov jesetera malého v podminkach recirkula¢niho systému
spole¢né s candatem obecnym (Sander lucioperca). Pfitomnost jesetera malého v tomto

vvvvv

krmivo, které candati nespotiebovali a které dopadlo az na dno nadrze (Kozlowski a kol.,

2014).

2.2. Akvakultura jeseterovitych ryb

Nadmémé vyuzivani piirodnich populaci jeseterti k vyrobé kavidru zapfticinilo
jejich rapidné snizujici se stavy ve volné ptirodé (Bronzi a kol., 2011). Svétového maxima
Vv pocétu ulovki jeseterd bylo dosazeno v roce 1977, kdy bylo z volnych vod uloveno
32 078 tun vSech druht jesetert. Této hodnoty jiz nikdy nebylo dosazeno a od tohoto
roku se populace jeseterti ve volnych vodach rapidné snizily. Nicmén¢ rybolov jeseteri
mél vyznamnou komercéni a socidlni hodnotu (Birstein, 1997). Vyvoj rybolovu
a akvakultury jeseterovitych je znazornén v grafu ¢. 1.

Jak populace jeseteri ve volné pfirodé€ klesala a na seznamu ohroZenych druht
jména jeseterti piibyvala, cile akvakultury se presouvaly a rozSifovaly zejména
0 komer¢ni chov azachovéani rybich populaci ve volné ptirodé. Nyni se chov
jeseterovitych velmi rychle vyviji zejména v produkci kaviaru pro mezinarodni trh
(Wuertz a kol., 2009). V soucasné dob¢ se nejméné deset zemi v Evropé, Asii, Jizni

a Severni Americe zabyva chovem jeseterovitych zejména pro produkci kaviaru. Z tohoto
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davodu se jesetefi stali vyznamnymi druhy v akvakultufe (Bronzi a kol., 2011). Chov
jesetert nejcastéji probihad v nadrzich kruhového ¢i obdélnikového tvaru, ale v soucasné
dobé¢ se soustted’uje také do recirkula¢nich akvakulturnich systéma (Sion a kol., 2011).
Prvni uméla reprodukce jesetera malého byla provedena v Rusku v roce 1869
(Owsjannikow, 1871) a byla nasledovana dal$imi uspéSnymi pokusy i u ostatnich druhd
jesetert v Severni Americe a zapadni Evropé (Dettlaf a kol., 1993). Jeseter maly je
vyznamnym komercénim druhem. Stal se vyhledavanym pifedevSim pro svoji velikost,
rychly rGst a casnou pohlavni dospélost ve srovnani s ostatnimi druhy jeseterti
(Semenkova a kol., 2006). V soucasné dobé se v akvakultuie ke komerénim ucelim
chova nejméné 12 druht jeseterti a jejich hybridt. Hybridi tvoii ptiblizné polovinu
z tohoto vyctu. Akvakultura jeseterti je rozvinuta ve vice nez 35 statech, pficemz chov

jesetera malého probiha pfiblizné¢ v 15 zemich (Bronzi a kol., 2011).

35000 e Ol Oy == Akyvakultura
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25000

20000

Tuny
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Graf ¢. 1: Grafické znazornéni vyvoje rybolovu a akvakultury jeseterovitych ryb
(modifikovano dle FAO).
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2.3. Neuroendokrinni systém kontrolujici reprodukci jesetert

Ackoliv o reprodukénim neuroendokrinnim systému jeseterovitych ryb je
mén¢ informaci, neZ je tomu u ryb kostnatych (Teleostei), existuje v§eobecna podobnost
Vv regulac¢nich mechanismech reprodukce mezi jesetery a paprskoploutvymi. Velmi malo
informaci je ovSem znamo o neurotransmiterech a neurohormonech podilejicich se na
prenosu signalu u jeseterovitych i piesto, ze na toto téma bylo provedeno nékolik studii

zabyvajicich se jejich lokaci v mozku jesetert (Pinuela a Northcutt, 2007).

U jeseterovitych byly identifikovany dvé formy gonadotropin uvoliiujiciho
hormonu (GnRH), a to konkrétné sav¢i gonadotropin uvoliujici hormon (mGnRH) a
kufeci (cGnRH) (Lescheid a kol., 1995). Synteticky vyrobeny analog GnRH (GnRHa) je
efektivné vyuzivan k vyvolani ovulace a spermiace u jeseterti a veslonost chovanych
v zajeti. GnRH a neurotransmiter dopamin interaguji s hypofyzou a reguluji syntézu
auvoliiovani gonadotropinlt (GTH) (Paragamian a Wakkinen, 2002). Dva typy
hypofyzarnich gonadotropint stGTH I a stGTH II byly poprvé popsany u jesetera bilého,
jesetera sibifského, jesetera ruského (Acipenser gueldenstaedtii) a ¢inského (Acipenser
sinensis) (Webb a Doroshov, 2011). FSH fidi zahajeni gametogeneze a vitelogeneze
u jikernacek, zatimco LH stimuluje zrani, ovulaci a spermiaci. Ve srovnani s kostnatymi
rybami je velmi malo znamo o regulaci uvolfiovani gonadotropinu u jeseterovitych ryb,
pouze jedna studie indikuje inhibi¢ni roli dopaminu u jesetert (Pavlick a Moberg, 1997).
Kisspeptiny, kyselina gama aminomdselna, neuropeptid Y (NPY) a gonadalni rstové
faktory hraji dualezitou roli Vvregulaci hypofyzarnich gonadotropinii u kostnatych,

nicméné nebyly doposud dostatecné zkoumany u chrupavéitych.

Pohlavni steroidy, jako je testosteron (T), 11 - ketatestosteron (11 - KT),
estradiol-17b (E2), Progesteron (P4), 17,20b — dihydroxy — 4 — pregnen — 3 - on (17,20b
- P), a 17,20b, 21 — dihydroxy — 4 — pregnen — 3 - onu (20b-S), byly méfeny v plazmé
jeseter béhem gametogeneze. Plazmatické koncentrace steroidii jsou u jesetert
nezjistitelné az do doby diferenciace pohlavnich zlaz. ZvySend koncentrace T a 11 - KT
V plazmé je u mli¢akt v dobé rozmnozovani spermatogonii a u jikernacek pied nastupem
vitellogeneze (Feist a kol., 2004). Plazmatické koncentrace androgenti zistavaji zvySené
po celou dobu spermatogeneze a ovogenze a k jejich snizeni dochazi az po ovulaci

a spermiaci. Plazmatické koncentrace E2 jsou zvySené v obdobi riistu ovocytii a postupné
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se snizuji pred samotnou ovulaci. Nicmén¢ pro zrani pohlavnich bun¢k a k ovulaci
koncentrace E2 a T v krevnim obé&hu byt stale nad hladinu bazalni urovné. Identita zrani
indukujicich steroidi (MIS) nebyla doposud u jeseterii stanovena, nicmén¢ napiiklad P4,
17,20b - P, 20b - S, a 11 - deoxykortizolu mohou fungovat pravé jako MIS. Celkové
znalosti o pohlavnich steroidech u jeseterovitych ryb jsou velmi omezené a o jejich funkci
a regulaci je velmi malo znamo. Schéma znazorfiujici endokrinni fizeni ovulace je

zobrazeno na obrazku ¢. 1.

Vitelogenin (VTG) je prekurzorem Zloutkového proteinu a syntetizuje se
Vv jatrech v zavislosti na koncentraci E2. VTG je uvolnén do krevniho feCisté a za pomoci
specialnich receptorii enzymaticky prevadi bilkoviny vaje¢ného Zloutku v cytoplazmé
ovocytu na krystalické Zloutkové desticky. Na rozdil od kostnatych ryb je vajecny Zloutek
jeseterovitych intracelularni a ma krystalickou strukturu po celou dobu raného vyvoje

(Dettlaf a kol., 1993).

Endogenni a exogenni vlivy

l

Mozek

l

— ?Hypothalamus ? «—

GNRH Hl lGABA (?) DA ()
KiSS (?) NPY(?)

E2| 4+ 7 Hypofyza + «—— T

FSH + l l LH +

Vajecniky

IGF-1 MIS

E2 +
- LG
Jatra

Obr. €. 1: Diagram znazornujici endokrinni fizeni ovulace u jeseterovitych (modifikovano dle

Webb a Doroshov, 2011). GnRH — Gonadotropin uvoliujici hormon, FSH - Folikulostimulaé¢ni
hormon, E2 — Estradiol, VTG — Vitelogenin, IGF- 1 — receptor regulujici vitelogenezi,
MIS - Steroidy indukujici dozravani, KiSS — kisspeptiny, GABA — gamma aminomaselna

kyselina, LH - Luteiniza¢ni hormon, T — testosteron.
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2.4. Vyvoj gonad jeseterovitych

Vyvoj gonad jeseterovitych je velmi pomaly (Dettlaff a kol., 1993). Jeseteti jsou

diferencovani gonochoristé (nerozliSené gonady jsou pfimo diferencovany v testes nebo

ovaria), ale vzacné se muzeme setkat i s intersexnimi jedinci, kdy oba typy gonad

koexistuji témuz jedinci (Van Eenennaam a Doroshov, 1998). K pohlavni diferenciaci

dochazi pozd¢€, mezi 6 mésicem az 5 lety, podle druhu, geografickych faktora a faktort

zivotniho prostiedi (Akhundov, 1988). Vyvoj gonad jeseterovitych je rozdélen do 5 stadii.

I. Stadium - Ovaria v . stadiu vyvoje u jesetertt maji formu tukové tkang, ve které
se nachazi pruh zarodecné tkané, ktery je vice zietelny v kaudalni ¢asti. Pozdéji
dochazi k tvorbé pricnych lamel po celé délce pohlavnich zlaz. Pohlavni bunky

jsou ve stadiu protoplazmatického rustu.

Il. stadium - Druhé stadium je rozdéleno na dalsi tfi etapy. V této fazi dochazi
K hromadéni tuku. Barva ovarii je vtomto stadiu od naruzov€lé az po
Zlutordzovou. Prvni etapou je tzv. semi - fatty faze, ve které pokracuje ukladani
tuku, nejprve do ovaridlnich lamel, coz se projevuje jejich zvyraznénim nad
povrch tukové tkané, nasledné protu¢néni postupuje na medidlni a lateralni stranu
gonady, az tvoii tuk vice nez 50% hmotnosti ovaria. Dalsi fazi je tzv. tucna faze
(tzv. fatty faze), pii které pokracuje ukladani tuku na lateralni i medialni strané
ovaria, zarode¢na ovarialni tkan je zcela prekryta zahyby tukové tkdné€. Posledni
etapou je 2 - 3 faze. Vyvoj v tomto stadiu je spojen s nastupem vitelogeneze.
Probiha syntéza a ukladani zloutku v ovocytech, tukova tkan ubyva, je zietelna
lamelérni stavba zarodecné tkané, ovocyty narlstaji na velikosti a maji nazloutlou

barvu (Chebanov a Galich, 2009).

I11. stadium - Pfechod do tohoto stadia je charakteristicky rustem folikuld,
ztenCovanim ovarialnich lamel, prodluzovanim gonady a zvétsovanim objemu
gonddy. Protu¢néni gonady ubyvd. Rozmér nepigmentovanych ovocytl je

zpocatku 0,5 - 0,7 mm, pozdéji nartstaji az na velikost 1,6 — 2 mm, zacina
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pigmentace ovocyti, jadro ovocytu je na fezu $patné zietelné. Na konci III. stadia

prevladaji pigmentované ovocyty (Goncharov a kol., 2009).

e 1V. Stadium - Ovocyty jsou kompletné pigmentované a jejich velikost je témér
definitivni. Polarizace jadra ovocytu na fezu je jiz jasné zietelna. Zbytek
protu¢néni je stale zachovan, predev§im na medidlni strané gonady a pokracuje

ukladani tuku na lateralni i medialni strané ovaria.

e V. stadium — Vtomto stadium stale pokracuje ukladani tuku na lateralni
I medialni stran¢ ovaria a zarode¢na ovarialni tkan je zcela piekryta zahyby

tukové tkané.

e VI. stadium - Dochazi k regeneraci ovarialni tkané, resorbci nevytienych jiker,

vitelogenimu ristu ovocytd od Il. stadia (Chebanov a Galich, 2009).

2.4. Metody stanovujici pohlavi jeseterovitych ryb

Determinaci pohlavi u jeseterovitych ryb je mozna nékolika cestami. Tyto
zpusoby determinace lze rozdélit do dvou skupin, a to na invazivni a neinvazivni.
Invazivni metody jsou ty postupy, pii nichZ do organismu pronikaji vySetfovaci néstroje,

zatimco u neinvazivnich metod do téla organismu nepronika zadné cizi téleso.

Mezi invazivni metody zafazujeme biopsii sondou, piimou palpaci,
laparoskopii a endoskopii. Do neinvazivnich metod zahrnujeme analyzu steroidnich
hormonti, morfometrii a urCovani morfologickych znakd a sonografii. Obecnou
nevyhodou pro vSechny anatomické metody je jejich invazivnost. Penetrace do télni
dutiny mize zptsobit nasledny $patny fyziologicky stav zkoumané ryby, pfipadné mize
byt i velmi silnym stresujicim faktorem. Kromé téchto nevyhod tyto techniky vyzaduji

nasledujici kontrolu zdravotniho stavu ryb ¢i Siti (Chebanova a Galich, 2009).
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2.4.1. Laparoskopie a prima palpace

Pohlavi u jesetert je mozné velmi snadno rozlisit pfimou palpaci. Tato metoda
zahrnuje opatrné vsunuti prstu pies fez do télni dutiny a ur¢eni pohlavi pohmatem. Ovaria
Jsou na pohmat hrubé, zatimco testes je hladké. Rozdily mezi testes a ovariem jsou dobie
rozpoznatelné ve vSech fazich zralosti. Je uvadéno, ze odbornik mize provést urceni

pohlavi az u 300 — 500 ryb za 1 den (Bruch a kol., 2001).

U laparoskopické techniky, je pozorovani provadéno malym fezem (2 cm)
v duting bfi$ni. Pfimé pozorovani gonad se provani za pouziti tzv. otoskopu se svételnym

zdrojem (Chebanov a Galich, 2009).

2.4.2. Endoskopie

Endoskopie je moderni metoda, kterou lze studovat pohlavni Zlazy jesetert. Tato
technika umoziuje vizualni pozorovani gonad za vyuziti chirurgickych diagnostickych
nastroji vyuzivanych pro lékaiské prohlidky moco - pohlavniho systému, jako je
cystouretroskopie nebo boroskopie. Doba jednoho vysSetieni obvykle trva v rozmezi od

1 minuty do 10 minut.

Sonda je zavadéna do t€lni dutiny prostiednictvim vpichu (jako pfi biopsii) nebo
prostfednictvim mocopohlavni papily. VySetteni je provadéno pomoci optického systému

a rozliSeni detailni struktury tkané je velmi dobie vizualizované (Safronov a kol., 2006).

2.4.3. Metoda pohlavnich steroidi

Alternativni neletalni metodou pro rané urceni pohlavi ryb je stanoveni hladiny
pohlavnich steroidi, jako je T, estradiol, 11 - ketatestosteron, z krevniho vzorku.
U jeseteril lze prikazné vysledky ziskat jiz ve v€ku 12 mésici (Akhundov, 1997).
Bohuzel, pro finan¢ni narocnost zpracovani vzorkii a nutnost individualniho znaceni

chovného hejna v prvnim roce neni tato metoda ve svéte Casto vyuZzivana.

Webb a kol., (2001) uvedli, Ze obsah T v séru u mli¢akd v prabehu II.
stupné zralosti byl vyssi, nez tomu je u jikernacek. Toho zji§téni lze tudiZ vyuzit pro asné
rozliSeni pohlavi a stupné zralosti
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2.4.4. Sonografie

Sonografie je metoda zaloZena na vyuziti ultrazvukovych vin a rizné rychlosti
jejich Sifeni v odlisnych typech tkani. K provedeni sonografického vySetieni se provadi
specialni sondou nazyvanou jako tzv. transduktor, kterou pohybujeme po stranach a na
spodni ¢asti bfisni dutiny ryby a zaroven na obrazovce pfistroje sledujeme

a vyhodnocujeme obraz tkani.

Mezi vyhody toho zplsobu vySetfeni patii zejména jeho Setrnost viici rybam,
rychlost provedeni a ptesnost. Mezi nevyhody naopak muzeme zatfadit predevsim

finanéni naro¢nost na technické vybaveni a dokonalou znalost anatomie

2.4.5. Biopsie

Biopsie gonad je zptsob, ktery zahrnuje odbér malého vzorku gonadalni tkané
pomoci specialni sondy pies bfisni sténu. Pouziti této metody je omezeno obecné
k diagnostickému odbéru vzorki, pocinaje zralosti II - III a III. Je doporu¢eno pouzit
velikost odebraného vzorku jiker jako determinant pro selekci genera¢nich jikernacek.
Dalsim kritériem, které 1ze vyuzit pro vybér genera¢nich ryb hmotnost jiker v odberaném
vzorku (Williot, 2002). U nezralych vzorkd se posouzeni odebraného vzorku provadi
vizualng€. K lepsimu rozliseni tuku a testikularni tkané by mély byt ziskané vzorky
umistény do 4% formalinu. Tukova tkan se v tomto roztoku odd¢€luje a plave na hlading,

zatimco testikularni tkan zistava na dn¢ (Chebanov a Galich, 2009).

K provedeni biopsie se pouziva specialni odbérova sonda, tzv. trokar. Jeho
velikost musi byt vzdy ptizpisobena k druhu ryby a ocekavané velikosti ovocyti.
Penetrace dutiny bfiSni se provadi dezinfikovanou sondou, ktera se zasune do dutiny
bfisni dostate¢né hluboko a Sroubovitym oto¢enim sondy se odebere vzorek tkané. Misto
vpichu je nutno vzdy oSetfit dezinfekénim prostiedkem. Biopticky vzorek se pozoruje
dvéma zplsoby. Prvnim z nich je bezprostiedni makroskopické posouzeni a druhym
zpusobem je mikroskopické pozorovani v nativnim stavu (Gela a kol., 2008). Pro
naslednou analyzu zralosti ovocytl ve 3. — 4. vyvojovém stadiu se biopticky odebrany
vzorek fixuje v Sérové roztoku (slozeni na 100 ml: 60 ml ethanolu 96%, 30 ml
formaldehydu 36%, 10 ml ledové kyseliny octové 99%) (Rodina, 2006).
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Biopsie je technika ¢asové naro¢na a v piipadé nepiiznivych podminek muze
mit za nasledek infekéni onemocnéni ryb a v disledku naslednych infekci muze dochazet
i k ojedinélym tthyniim ryb (Chebanov a Galich, 2009). I pies veSkeré nevyhody zustava
biopsie nejspolehlivéjsi a nejpresnéjsi metodou urceni stddia pohlavni zralosti
u jeseterovitych ryb (Chapman a Park, 2005). Nicméné je nutné poznamenat, Ze za
dodrZeni hloubky a sméru vpichu je tato metoda pro ryby pomérné bezpecna a k hojeni

mista vpichu dochézi v pritbé¢hu nékolika tydna (Gela kol., 2008).

2.5. Morfologie a vniti'ni struktura ovocytu

Ovocyty jeseterovitych ryb jsou vétSinou kulovité nebo mirn€ protahlé
a prevazné hnédosedivé barvy. Barva se lisi v jednotlivych ¢astech jikry, coz odrazi jeho
vnitini strukturu (Dettlaf a kol., 1993). Typickym znakem jiker jeseterovitych je ve stiedu
animalniho pélu svétla polarni skvrna, ktera je obklopena tmavymi soustiednymi kruhy
(Dettlaf a kol., 1993). Primér svétlého polarniho mista, Sitka a intenzita pigmentace
soustfednych kruhti a svétlé oblasti mezi krouzky se zna¢né 1i8i nejen u jiker od riiznych

ryb, ale také u jiker od stejné ryby (Cherr a Clark, 1982).

Velikost zralych jiker je rozdilna, a to dokonce i u jikernacek stejného druhu.
Bylo také prokazéano, ze na velikost jiker jeseterii méa vliv dédi¢na informace, dale je
ovlivnéna velikosti jikernacky, stafim, sloZenim pfijimané potravy a faktory prostredi

(Chapman a Eenennaam, 2007).

2.5.1. Jikerné obaly

Jikry jeseter jsou Kryty silnym obalem, chranicim jikry pfed mechanickym
poskozenim a chemickymi latkami (Esmaeili a Johal, 2005), zabezpecuje pfichyceni jikry
k vytérovému substratu, funguje jako atraktant spermii, méa antibakterialni ochranou
funkci a také je jednou z moznych prevenci pied polyspermii. Jikerny obal je slozen ze
tfi zakladnich po sob¢ jdoucich pomérné silnych vrstev: nejsvrchnéjsi alveolarni vrstva
srosolovitou vrstvou, zona radiata externa a zona radiata interna spolecné
s mikroklkovitou vrstvou a vrstvou Kortikalnich alveol. Ve vsech tfech klic¢ovych

vrstvach jsou elementarnim stavebnim prvkem svazky horizontalné orientovanych vlaken
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prostoupenych vertikalné sméfujicimi pory (kanalky), které zajistuji komunikaci jikry

s vn&jsim prostiedim (Hochleithner, 2004).

Nejsvrchngjsi vrstvou je rosolovita vrstva, sklada se z jemné vlockovitého
materialu, pokryva cely povrch jikry a ucpava pory alveolarni vrstvy a mikropyle
(Psenic¢ka a kol., 2010). Tato vrstva jikru hydratuje a po styku s vodou zvySuje jeji
lepivost. Rosolovita vrstva se po kontaktu s vodou obsahujici Ca ?* a nebo Mg * ionty
brzy rozpousti (Cherr a Clark, 1984, PSenicka a kol., 2010).

Alveolarni vrstva je u chrupavcitych ryb 24 - 63 um Siroka a prostoupena mnoha
vertikaln¢ orientovanymi kanalky. Jejich prumér je vétsi nez u poérd v zona radiata
externa a zona radiata interna. Alveolarni vrstva navazuje na piilehlou zonu radiata
externa (Siddique a kol., 2014).

Zona radiata externa je obal o Sifce 25 - 59 um, ktery je slozen z horizontalné
orientované sité vlaken protknutou kanalky. Vlakna jsou ve Ssrovnani s nize lezici vrstvou

zona radiata interna $irsi a vzajemné mén¢ husté propojeny (Debus a kol., 2008).

Zona radiata interna je nejspodnéji polozenou vrstvou ovocytu a je 14 - 25 um
siroka (Debus a kol., 2008). Sklada se z nékolika vice ¢i mén¢ horizontaln¢ orientovanych
vrstev protkanych podélnymi vldkny tvotici svazky tohoto vlaknitého materidlu. Nékteti
autofi popisuji pod zona radiata interna v cytoplazmatické membrané ovocytu vrstvu
mikroklkid téZ nazyvanou extra oocyte matrix, slitlike nebo thin space (Aizenshtadt
a Dettlaff, 1972; Le Menn a Pelissero, 1991). Tato vrstva Siroka 1 um, obsahuje ¢etné
mikroklky prostupujici zona radiata interna a jikernou cytoplazmu (Siddique a kol.,
2014).

2.5.2. Mikropyle

Mikropylarni kanalky se u jiker jeseterovitych nachazeji v oblasti animalniho
polu bez presného uspotadani a jejich prostfednictvim mohou spermie proniknout do
cytoplazmy jikry. Mikropyle je specializované dosedové misto spermie, cilovy organ
s konkrétnim receptorem pro splynuti spermie a jeho ultrastrukturni vlastnosti se mohou
mezi jednotlivymi druhy lisit (Kudo, 1982). Srovnani ultrastruktury mikropyli mezi
jednotlivymi jikrami raznych druhti jesetert je v poptedi zajmu. Diky této srovnavaci
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studii miizeme totiz naptiklad urcit druh kaviaru. Mikropylarni kanal se smérem do jikry
zuzuje a odpovida tvaru pismene V, ktery v Grovni vrstvy zona radiata interna tvoii
roz$ifujici se ampuli. Mikropylarni ampule je z ¢asti vyplnéna cytoplazmou ovocytu
V podob¢ tzv. cytoplazmatického vybézku (PSenicka a kol., 2010). Pocet mikropyli se
mezi jesetery 1iSi v zavislosti na druhu, ale jejich mnozstvi se lisi i u jedné jikernacky
(Ginsburg, 1987; Podushka, 1993). U jesetera malého se pocet mikropylarnich otvori
pohybuje v intervalu 5 - 13 (Dettlaf a kol., 1993).

2.5.3. Vnitini prostor

Vnitini prostor jikry je vyplnény ovocytarni cytoplazmou s velkym mnozstvim
nutri¢nich latek, které jsou nepostradatelné pro spravny nasledny embryonalni vyvoj.
Vnitini prostor ovocytu ma vyrazné bipolarni strukturu: jeho vegetativni ¢ast obsahuje
zloutkové granule a velké tukové kapicky, pficemz prostor animdlni obsahuje vétSinu
objemu cytoplazmy s mnohem niz§i koncentraci nepatrnych zloutkovych granuli

a malych tukovych kapicek s rozpusténym jadrem ovocytu (Siddique a kol., 2014).

Jadro ovocytu se béhem ovogeneze piemistuje k animalnimu p6lu, kde se pied
ovulaci jikry karyoplazma jadra rozpada a tvofi sit’ viockovité struktury, ktera obsahuje
centrozom a hydrofilni koloidy. Rozpusténé jadro zralé a oplozenischopné ovulované

jikry se nachazi v 2. metafazi meiozy (Dettlaff a kol., 1993).

2.6. Polariza¢ni index

Spolehlivym zpiisobem pro selekci jikernacek vhodnych k vytéru je urceni
polohy jadra ve vztahu K priméru ovocytu (Chebanov a Galich, 2009). K tomuto
posouzeni lze vyuzit dvé zdkladni metody. Prvnim zpisobem je vizudlni posouzeni
ovocytu a druhou, presn€jsi metodou, je vypocet tzv. polariza¢niho indexu (P1). Ovocyty
sjadrem blizko k okraji nebo v blizkosti vngjSich membran ovocytu maji nejveétsi
pravdépodobnost podstoupit ovulaci. Znazornéni jadra a zptisob méfeni je vyobrazen na

obrazku ¢. 2.
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Obr.¢. 2: Ovocyt jeseterovitych znazoriujici pozici jadra a zpisob méteni. G - jadro, VP -
vegetacni pol, AP - animalni pdl, A — vzdalenost jadra od membrany, B — vzdalenost mezi

animalnim pdlem a vegeta¢nim pdlem (upraveno dle: Coppens, 2007).

Pl je vypocitan rovnici PI = A/B, kdy optimalni vysledek je v intervalu 0,06 -
0,07. Hodnoty PI nizsi nez 0,02 — 0,01 ukazuji na ovocyty piezralé a naopak hodnoty
vy$si nez 0,15 - 0,1 signalizuji ovocyty malo zralé a vhodné k dalsi kontrole za n€kolik
tydni (Gela a kol., 2008). Pro posouzeni migrace jadra ovocytu lze vyuZit procentualni

vyjadieni posunu. To lze vyjadrit dle vzorce:

% pohybu jadra= (1. Pl - 2. PI) / 1. PI * 100 (Rybnikar a Mares, 2013).

2.6. Vliv teploty okolniho prosti‘edi na ovulaci jeseterovitych

Sezonni faktory environmentdlniho prostfedi, jako je fotoperioda ¢i teplota
vody, hraji velmi dulezitou roli v gametogenezi a vytéru jeseterovitych ryb. Jednou
z hlavnich ptekazek v rozvoji akvakultury u téchto ryb je jejich vysoka termosenzitivita
vajeCnikd Vv pribéhu pozdni faze ovogeneze, ktera je nejveétsi zvlast€ u druhli nebo
populaci, které podstupuji tfeci migraci v podzimnim obdobi, jako jsou jeseter rusky

(Dettlaf a kol., 1993) nebo jeseter bily (Webb a kol., 2001). Tato vysoka citlivost na
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teplotu zivotniho prostfedi nastava v pribehu pozdni vitelogeneze a v obdobi migrace
jadra. Naptiklad u jikernacek jesetert bilych dochazi k ovarialni atrézii (zaniku), jsou-li
ryby vystaveny teplotam 15 °C a vyssi béhem pozdnich podzimnich ¢i zimnich mésict
pfed jarnim tfenim ryb. Teplotou vyvoland folikularni atrézie v pozdni vitelogenezi
U jeseteri se projevuje dramatickym poklesem plazmatickych pohlavnich hormont
arychlou degeneraci celych hloucku vitelogennich folikult (Linares-Casenave a kol.,
2002). Rusti védci byli obeznameni s timto problémem a vyvinuli vernaliza¢ni techniku
(drzeni ryby v chlazené vod¢) pro reprodukci teplotné senzitivnich druhi jeseterti (Dettlaf
a kol., 1993). Tato metoda spociva v ochlazeni vody v pozdni fazi vitelogeneze pfiblizné
0 4 °C. Diky tomuto zptisobu miiZze byt produkce kaviaru soustfedéna do regiond, kde
voda o této teploté neni k dispozici. Nicméné komer¢ni vyuziti tohoto systému je velmi

nakladné (Williot a kol., 2001).

Skute¢nost, Ze pii mirném zvyseni teploty v prubéhu piedvytérového obdobi
dochazi ke snizeni plazmatického obsahu T a E2, které je nasledovano ovarialni regresi,
naznacuje, ze teplota vody je regulacnim faktorem zéavérecnych fazi gametogeneze
jeseteril. Je nutno poznamenat, Ze masivni ovaridlni regrese a poruchy tfeni byly hlaSeny
také u volné zijicich populaci jeseterit zasazenych vystavbou piehrad a naslednych zmén
teplotnich rezimt v tocich (Dettlaf a kol., 1993). Lepsi pochopeni tlohy teploty vody pii
odchovu jesetert hraje kli¢ovou roli pro akvakulturu jeseterovitych ryb a zachovani jejich
populaci ve volné ptirodé (Webb a Doroshov, 2011). Ptrehledné schéma vlivu

endogennich a exogennich faktoru na biologické hodiny je zndzornéno na obrazku €. 3.
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Obr. ¢. 3: Endogenni a exogenni faktory ovliviiujici biologické hodiny jeseterovitych (zménéno

dle: Webb a Doroshov, 2011).
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3. Material a metodika

3.1. Material

3.1.1. Misto experimentu

Pokus byl realizovan na Genetickém rybaiském centrum (GRC) Fakulty rybarstvi
a ochrany vod ve Vodinanech v neklimatizované zlabovné sezonni lihng. Hlavnim
zdrojem vody pro objekt je fteka Blanice, omezené¢ lze vyuzivat prisakovou
podpovrchovou vodu cerpanou do retenéni nadrze ze studné o hloubce 4 m

a dechlorovanou vodu pitnou.

Zlabovna je vybavena plastelovymi vaky o rozmérech 400 x 150 x 90 c¢m pro
findlni pfipravu generacnich ryb pted reprodukei, jeji vlastni provedeni a pro ¢astecnou
rekonvalescenci ryb po zédkroku. Kazdy vak ma moznost individualniho regulovaného
elektroohfevu o vykonu 1500 W. Pro zvyseni Girovné ve vodé rozpusténého kysliku je do
kazdého vaku umistén plastovy valec s pryzovou perforovanou membranou o délce 75 cm
a maximalni kapacitou 90 litrli vzduchu za minutu. Zdrojem tlakového vzduchu je rotacni
dmychadlo. Uplnym zakrytim hladiny v nadrzich silnou folii se snizuji tepelné ztraty

vody.

3.1.2. Experimentalni ryby

Pro provedeni vlastniho experimentu byly zvoleny pohlavné dospé€lé jikernacky
jesetera malého z vlastniho chovu GRC. Dtvodem této volby je moznost zafazeni
dostateéného poctu jedinch do pokusu a celkové vlastni realizovatelnosti tématu

V podminkach, které fakulta ma.

Generacni a remontni chrupavcité ryby jsou vétSinu roku chovany v prito¢nych
sadkach, které nalezi objektu GRC. V pribéhu podzimniho obdobi se po vylovu ryby
pfesunuly pfimo do Zlabovny, kde byly umistény do manipula¢niho bazénu. VSechny
ryby v genofondu byly jiz v pfedchazejicich letech oznaceny individualnimi pasivnimi
mikroCipovymi traspordery a ploutevnimi pfivésnymi znackami s kddem, coZ umozZnilo

jejich individualni sledovéani v prubéhu provadéného experimentu.
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Rybdm bylo i v zimnim obdobi podavano v zachovné davce jednou az dvakrat
tydné pramyslové vyrabéné krmivo urcené specialné pro jeseterovité ryby. Tato sucha
dieta se skladala z krmiva firmy Coppens, typu Steco Supreme 10/3 a Steco Supreme
10/4,5.

3.2. Metodika

3.2.1. Teplotni rezim

Po prvni biopsii se ryby ndhodné rozdé€lily do dvou skupin. Do prvni skupiny
drzené na oteplené vodé se umistilo 31 jikernacek a do skupiny vystavené vod¢ o ptirodni

teploté se dalo 42 kust jikernacek jesetera malého.

Experiment zapocal dne 6. 12. 2013 steplotou vody 2,7 °C pro ob¢ skupiny
a prvnich patnact dni se udrzovala na shodné hodnot¢ pro ob¢ skupiny. Od 21. 12. 2013
byla u skupiny urcené jako ,teplotné regulovana“ varianta teplota vody postupné
navySovéna. Jikernacky byly drzené ve dvou skupinéch s timto teplotnim rozliSenim az
do 4. 4. 2014, pficemz u nahfivanych ryb se teplota posledni den experimentu

zaznamenala na hodnoté 14,5 °C a u druh¢ varianty na 10,5 °C.

Teplota vody v nadrzich byla zapisovana manualné (rtutovym laboratornim
teplomérem s piesnosti 0,1 °C) vzdy dvakrat denné€ a jeji zaznamenavani probihalo po

celou dobu experimentu. Vyvoj teplot v ramci celého pokusu je zaznamenan v grafu €. 2.
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Graf ¢&. 2: Vyvoj teplot v pribéhu experimentu

3.2.2. Biopsie

V pribéhu celého experimentu byly provedeny celkem 4 biopsie. S vyjimkou
druhé biopsie, se vSechny vzorky vzdy odebraly v prubéhu jednoho dne. Prvni biopsie
probihala na pocatku experimentu, a to dne 6. 12. 2013 pfi teploté vody 2,7 °C u obou
skupin. Druha biopsie se uskutec¢nila ve dvou dnech, a to 27. 1. 2014 za teploty 10,7 °C
u ryb vystavenych oteplené vodé a 28. 1. 2014 pii teploté 1 °C u skupiny na piirodni
teploté vody. Tteti biopticky odbér vzorka se vykonal 28. 2. 2014 pii teploté 4,2 °C
u skupiny ryb vystavené piirodni teploté¢ vod a 11 °C u ryb na oteplené¢ vodé. Posledni
odbér vzorki ovocytl se realizoval 4. 4. 2014 za teploty vody u varianty na surové vodé

10,5 °C a 14 °C u druhé skupiny.

Pti bioptickych odbérech se kazda ryba identifikovala pomoci piivésné
a mikroc¢ipové znacky. Nésledné se jej provedla biopsie ovocyti. Odbér vzorka byl
provadén v roztoku hypermanganu dezinfikovanym trokarem. Kazdé jikernacce se
odebralo alesponn 10 kusti ovocytd. Odebrané vzorky tkdné se poté vlozily do
mikrozkumavek typu Eppendorf spolu se Sérovym roztokem. VSechny mikrozkumavky

se oznacCily ¢islem vzdy tak, aby nebylo mozné jednotlivé zkumavky zaménit s jinym
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vzorkem ovocyti. Misto vpichu bylo po kazdém zakroku oSetfeno dezinfekéni
betadinovou masti (Betadine je antisepticky, desinfekcni pripravek se Sirokym spektrem
ucinku proti bakteriim, viram, plisnim a prvoktim s 1é¢ivou latkou povidonum iodinatum

(jodovany povidon)).

3.2.3. Vizualizace odebranych ovocyti

Fixované ovocyty se pfed samotnym méfenim proplachnuly pitnou vodou.
Nasledné se ovocyty roziiznuly za pouziti ziletky v roviné podélné osy. Dilezitym
faktorem pfi ur€ovani Pl bylo spravné krajeni ovocyt. Ovocyty se musely rozptlit na
dvé stejné poloviny se shodnou velikosti jadra v oboucastech. Pokud by uhel fezu nebyl

spravny nebo by chybéla ¢ast jikry, méteni by bylo nepiesné.

Vsechny rozptilené ovocyty se nasledné prenesly do mikrodesticek, kde byl
kazdy vzorek oznacen tak, aby nedoslo k zdméné jednotlivych vzorkt. Poté se jednotlivé
fezy métily pomoci stereomikroskopu Zeiss STEMI 2000 — C s napojenim na digitalni
fotoaparat Olympus Camedia C 2000 ZOOM a na videomonitor. Jednotlivé ovocyty jsme
pozorovali v Petriho misce pod hladinou vody s oboustrannym svételnym zdrojem, ¢imz
bylo dosazeno lepsi vizualizace vzorku. Pfed samotnym focenim jsme nastavili optimalni
boc¢ni osvétleni, které se upravilo dle obrazu snimaného fotoaparatem zobrazeného na
videomonitoru. Dobfe vizualizovany a zaostfeny preparat byl vyfocen a uloZen na

pevném disku pocitace.

3.2.4. Méreni ovocyti

Pro méfeni polohy jadra ovocytu z fotografie jsme vyuzili program na analyzu
2D obrazu Microlmage 4.0. V rezimu manualniho méfeni pomoci nastroje Lentgh jsme
jako prvni zméfili celkovou podélnou délku ovocytu a nésledné vzdalenost od okraje
jadra k vnitinimu okraji. VSechny veli¢iny byly méfené v pixelech a zméfené hodnoty se
nasledné exportovaly do sesitu MS Excel, ve kterém byl dle pfedem ptipraveného vzorce
vypocitan Pl. Vizualizace a analyza odebranych ovocytl probihala dle metodiky Rodiny
(2006).
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3.2.5. Vyhodnoceni vysledku

Pro lepsi porovnani vlivu teploty na zralost ovocytll u jesetera malého byly
jikernacky uvniti skupin rozdéleny na dvé dil¢i podskupiny. Toto rozdéleni se provedlo
na zékladé¢ ¢etnosti PI uvnitt skupin (dle grafu ¢. 4 a grafu €. 5). Prvni podskupina byla
V obou variantach oznacena jako podskupina 1 a tvorily ji jikernacky, které pti prvni,
uvodni, biopsii vykazovaly hodnoty < 12,5 % PI. Druha podskupina oznacena jako
podskupina 2 se sklddala vzdy z ryb, které pii prvni biopsii mély index polarizace
>12,5%. Toto rozdéleni ndm umoznilo porovnavat ryby, které byly na pocatku
experimentu vice zralé oproti rybdm méné zralym. U ryb exponovanych oteplené vodé
1. podskupinu tvofilo 11 jikerna¢ek a 2. podskupinu 20 jikernacek. Ve varianté na
prirodni vodé bez ohfevu se vV podskupiné 1. nachazelo 24 jikernacek a v 2. podskupiné

18 jikernacek.

Z kazdé biopsie se vSechny hodnoty vlozily do programu Excel, kde byly tyto
hodnoty dale zpracovany. Statistické vyhodnoceni dat bylo vykonané v programu Excel,
za pomoci doplitku Analysis toolPak a také v programu STATISTICA 10 firmy StatSoft,
Inc.

Normalitu vSech dat jsme ovéfili Shapiro - Wilkovym testem. Pro determinaci
rozdild mezi podskupinami a skupinami jsme pouzili t - test pro nezavislé vzorky.
Vsechny testy byly provedeny na standartni hladiné¢ vyznamnosti o = 0,05. Data jsou

prezentovana jako primér + smérodatna odchylka.

30



4. Vysledky

4.1. Porovnani skupin jikernacek

Jelikoz experiment probihal na rybach, které jsou soucasti generacniho hejna GRC
bylo vzdy nutné po provedenych biopsiich odebrat zralé jikernacky ze skupiny a provést
u nich umély vytér, tak abychom nenarusili samotny chod lihng. Prvni dvé biopsie
absolvovaly vSechny jikernacky u obou skupin. Po druhé biopsii se vyradilo k vytéru
7 zralych jikernacek z kazdé skupiny. Po tfeti biopsii u skupiny s ohfevem doslo
k odebrani 14 zralych jikernacek a u skupiny bez ohfevu se k vytéru urcily 4 jikernacky.
To znamend, ze posledni provedené biopsie se u varianty ryb na ohievu ucastnilo
11 jikerna¢ek z ptivodnich 31 a u druhé varianty to bylo 31 kusti z prvotnich 42. Z toho
vyplyva, ze u skupiny na oteplené vodé v prib&hu experimentu bylo K vytérim vyuzito
65 % jikernacek pouzitych na pocatku experimentu, zatimco u skupiny vystavené surové
vodé to bylo pouhych 26 %. Pramérny PI u vSech jikernacek vyrazenych k vytéru

V pribéhu experimentu byl na urovni 7,2 % + 1,3 %.

Ve vysledcich z 1. biopsie byl mezi celkovymi 73 jikernackami zaznamenan
plynuly pohyb zralosti a PI se pohyboval od 7,3 % az do 34,3 % s pramérem 15,4.
U skupiny ryb na ohfevu ¢inil pramér Pl prvni biopsie 15,4 % + 6,8 %, ve druhé skupiné
byla tato hodnota na velmi podobné Grovni, a to 15,5 % + 7,9 %. U druhé biopsie byly
mezi jednotlivymi skupinami jiz patrné rozdily, pfi¢emz u skupiny vystavené oteplené
vod¢ byl primér 11,2 % + 8,1 % a u varianty na surové vod¢ toto ¢islo vystoupalo na
hodnotu 13,7 % + 7,7 %. Pfi tfeti biopsii vysledky Pl u teplé varianty klesly na mnozstvi
9,1 % + 4,7 %, zatimco u skupiny odchovavanych na pfirodni teploté vody byl tento
primér obdobny jako u predchozi biopsie, a to 13,8 % + 7,7 %. Uroved polarizace
posledni biopsie ve skupiné ryb na ohfivané vodé vzrostla na 11 % + 7,4 % a u druhé
skupiny byla na arovni 7,3 % + 7,1 %. Primérné hodnoty z jednotlivych biopsii jsou

piehledn€ znazornény v grafu ¢. 3.
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Graf ¢ 3: Zmény prumérného Pl u obou skupin v prib&hu celého experimentu.

Primérny rozdil mezi Pl 1. biopsie a 2. biopsie u varianty s nahfivanim ¢inil
4,24 % pii nasbirani 364 d° s potiebou 86 d° na posun o 1 %. U ryb na surové vodé ¢inil
tento rozdil 1,87 % pfi poctu 134 d° a ke zméné o 1 % je zapotiebi 72 d°. Mezi
2. a 3. biopsii ve skupiné s nahfivanim bylo nasbirano celkem 327 d° a jadro se posunulo
0 2,23 %. K pohybu 0 1 % PI doslo po 146 d° u nahifivanych jikernacek. U jikernacek
vystavenych teplotné piirodni vodé byl tento posun mensi, ato 1 % pii 87 d°. Rozdil mezi
Pl 3. biopsie a posledni biopsii byl u varianty s ohfevem vody 1,85 % a u ryb bez ohfevu
na urovni 2,04 %. K ptechodu PI o 1 % doslo u skupiny na oteplené vod¢ za 177 d°
zatimco u druhé varianty k tomuto posunu bylo potieba 116 d°. Jednotlivé potieby d° pro

zménu PI 0 1 % mezi jednotlivymi biopsiemi u obou skupin jsou znazornény v grafu ¢. 4.
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Graf &. 4: Potieba d° k posunu jadra ovocytu o 1% mezi jednotlivymi biopsiemi.

Primérny rozdil mezi 1. a 4. biopsii u obou skupin se rovnal 6,35 % =+ 4,96 %.
Nicméné pro porovnani vlivu teplot na migraci jadra u obou variant je nutné zminit tato
¢isla samostatné. Primérny rozdil u ryb na ptirodni vod¢ dosahoval na uroven 5,4 % pfti
celkovém mnozstvi 456 d° s potiebou 85 d° pro posun Pl 0 1 %. U druhé skupiny
vystavené oteplené vode se tento rozdil pohyboval na tirovni 9,8 % pfi celkovych 1097 d°
s potiebou 112 d° pro migraci o 1 %. Z toho plyne, ze u jikernacek vystavenych oteplené
vodé doslo k vétSimu posunu Pl, nez tomu bylo u ryb na surové vod¢, a to 0 4,4 % piicemz

k této migraci bylo potieba o 641 d° vice.
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Tab. €. 1: Sumarni hodnoty vSech provedenych biopsii a % pohyb jadra mezi jednotlivymi biopsiemi.

1. Biopsie 2. Biopsie 3. Biopsie 4. Biopsie
Ohrev Neohiev Ohiev Neohiev Ohiev Neohiev Ohiev Neohrev
1Pl (% 1.PI-2.PI| 1Pl |{%1.PI-2.Pl] 2Pl |%2.PI-3.PI| 2Pl (% 2.PI-3.PI| 3.PI |%3.PI-4.PI| 3.PI (%3.PI-4.Pl| 4Pl |%1.PI-4.Pl| 4.Pl |% 1.PI-4.P|
min 8 0 7,4 0 4,9 0 6,8 0 39 0 5,5 0 5,9 4,2 51 0

max 35,6 9,4 34,3 7,6 35,2 11,5 33,9 7,1 24,2 60,8 34,9 79 27,3 18,2 36,2 12,1
primér | 154 4,2 15,5 19 11,2 2,2 13,7 1,2 91 19 13,8 2,1 11 9,8 12,3 52
SD 6,8 2,84 79 2,1 81 3 1,7 19 4,7 29 1,7 2,9 74 4,7 7,1 4,6
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Rozd¢leni PI u skupiny na ohfevu se pohybovala u vSech biopsii na obdobné
urovni. V pribéhu zkoumani nebyly pozorovany zadné ovocyty s nizsim Pl nez 4 %
a nejvyssi zaznamenana hodnota u této skupiny Cinila 35,6 % PI. Nejvétsi pik v distribuci
Pl se zaznamenal v intervalu od 5 — 12 %. Rozlozeni PI u této varianty je zobrazeno
v grafu €. 5.
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Graf ¢. 5: Distribuce polariza¢niho indexu ovocytd u varianty ryb s ohfevem vody. Interval
vynesenych PI na ose x je 2,5.

Ve skupiné vystavené vod¢ o ptirodni teploté se PI také velmi podobal, obdobné
jako u ptedchozi skupiny. V této varianté v pribéhu celého experimentu nebyly nalezeny
zadné ovocyty s PI mensim nez 5 %. Nejvyssi zjisténa hodnota PI byla u této skupiny
36,2 %. Nejvyssiho pik byl opétovné zaregistrovan mezi hodnotami 5 — 12 % stejné jako
tomu bylo u ptedchozi skupiny. Distribuce jednotlivych PI je opét piehledné zobrazena

v grafu €. 6.
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Graf ¢. 6: Distribuce indexu polarizace u ovocytti u skupiny ryb na surové vodé. Interval

vynesenych PI na ose x je 2.

V grafu €. 7 je zndzornéna souvislost mezi P 1. biopsie a procentualnim pohybem
jadra ovocytu do posledni provedené biopsie U obou experimentalnich skupin. Na tomto
grafu je mozné pozorovat, Ze jadro se rychleji pohybovalo u ryb, které do experimentu
vstupovaly s vyssim indexem polarizace. Také je patrné, Ze u nahfivanych jikernacek
doslo k vy$§imu posunu jadra v pribéhu experimentu. Primérné % pohybu jadra ovocytu
se v pritbéhu celého experimentu u varianty jikernacek s ohfevem pohybovalo na urovni
43 %, zatimco u druhé skupiny jikernacek, které byly exponovany pouze teplotné
neupravované vodé, tato primérna hodnota €inila pouze 28 %. Celkovy efekt rlizného
teplotniho reZimu na zménu PI nebyl statisticky signifikantni (p = 0,0704, t = - 1,816,
SV = 246).

36



80

70 4 A
N A
60 N A * y =0,2643x+39,393
A . * R2=0,0181
® 50
-
=
S 40
e
.o
E 30
xR
20
10 : *® N y =1,589x + 3,8416
*e R? =0,4477
0 *
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Pl 1. biopsie
A Ohfev ® Neohfey  =eceeeees Linedrni (Ohrev) Linedrni (Neohfev)

Graf €. 7: Procentualni migrace jadra mezi 1. biopsii a posledni biopsii

4.2. Vysledky podskupin

U 1. podskupiny varianty ryb s ohfevem vody se Vv prub&hu celého experimentu
vyfadilo k vytéru 100 % jikernacek. U 1. podskupiny ve skupiné ryb vystavené piirodni
vodé bylo urCeno kvytéru pouze 48 % jikernacek za dobu celého pokusu.
U 2. podskupiny u varianty ryb na ohfivané vodé se k vytéru urcilo 45 % jikernacek,
zatimco u ryb umisténych na surové vodé byla K vytéru piipusténa pouze jedna

jikernacka, coZ odpovida hodnoté 5 %.

Primérny PI pii 1. biopsii u 1. podskupiny ve varianté¢ s ohfevem C¢inil
106 %+ 1,4 %, u varianty exponované surové vod¢ tento pramér byl na Urovni
9,4%+1,1 %. Pii druhé biopsii se tato hodnota snizila u skupiny na ohfevu na
7,3%+ 1,4 % a u skupiny druhé na 8,3 % + 1,1 %. Ve tieti biopsii doslo k dalsimu
poklesu na 7,1 % + 0,7 % ve skupiné ryb vystavenych oteplené vod¢é a ve skupiné

jikernacek na ptirodni vodé na 8,0 % = 1,2 %. Posledni biopsie se jiz na jikernackach
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Z teplé varianty neprovadéla, jelikoz vSechny jikernacky z této skupiny byly ureny
K umélé reprodukci. Ve skupiné¢ odchovavanych na piirodni vodé primérny ¢inil
P18,2 % + 1,3 %. VSechny namétené hodnoty u 1. podskupiny obou variant jsou shrnuty
v Tab. ¢. 2.

Tab. €. 2: Piehled vSech hodnot Pl u 1. podskupin u obou experimentalnich variant.

Ohrev Ptirodni
1. Pl 2. Pl 3. Pl 4. Pl 1.PI 2. Pl 3. Pl 4. Pl
Min 8,1 4,9 6,3 - 7,4 7,1 5,4 5,2
Max 12,2 9,3 8,1 - 11 11 9,8 10,1
Primér | 10,6 7,3 7,1 - 9,4 8,3 8,0 8,2
SD 1,4 1,4 0,7 - 1,1 1,1 1,2 1,3

U 2. podskupiny se primérné hodnoty PI ovocytli ve skupin€ ryb na ohfevu
pohybovaly na urovni 18,1 % + 7,2 % a u skupiny ryb vystavené na surové vodée
23,6 % £ 4,9 %. Pti druhé biopsii doslo k poklesu PI u obou skupin. U ryb vystavenych
ohfivané vod¢ to bylo na hodnotu 13,3 % + 9,5 % a u jikernacek na pfirodni teploté vody
na uroven 20,8 % + 6,8 %. PI ovocytl u 3. biopsie se snizil u teplé varianty na
10,6 % + 6,7 % a u studené varianty na 19,3 % + 7,1 %. U posledni biopsie primérny PI
ve skupiné vytavené oteplené vodé¢ Cinil 11 % £ 7.4 % a ve skupiné s tepelné
neupravovanou vodou 15,7 % + 8,1 %. Souhrnné hodnoty 2. podskupiny z obou skupin
jsou uvedené v tab. ¢. 3. Piehledné grafické znazornéni primérmych hodnot vSech

podskupin je umisténé v ptiloze.

Tab. €. 3: Souhrnné hodnoty PI u 2. podskupiny u obou pokusnych variant.

Ohrev Prirodni
1. Pl 2. Pl 3. Pl 4.P| 1. PI 2. Pl 3. Pl 4. Pl
Min 12,7 6,2 4 5,6 18 13,9 12,1 7,6

Max 35,7 35,2 29,1 24,4 34,3 33,9 34,9 36,2
Prmér | 18,1 13,3 10,6 11 23,6 20,8 19,3 15,7
SD 7,2 9,5 6,7 7,4 4,9 6,8 7,1 8,1
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Primérny rozdil PI mezi jednotlivymi biopsiemi u 1. podskupin byl nasledujici:
Mezi 1. a 2. biopsii u ryb s nahfivanim tento rozdil ¢inil 3,2 % pfi nabirani 364 d°,
S pottebou 114 d° k posunu o 1%. U jikernacek na surové vod¢ to bylo 1% pti 134 d°.
Mezi biopsiemi 2 a 3 v teplé skupiné doslo ke zméné¢ PI o 0,9 % za 327d°, pricemz
k migraci o 1 % by bylo zapotiebi 359 d°, u varianty na pfirodni vod¢ se zaznamenal
pohyb 0 0,45 % pti 87,4 d°, k pohybu o 1 % by se vyzadovalo 194 d°. Mezi 3. a posledni
biopsii se jiz v nahfivané varianté neprovad¢la biopsie, z divodu vyfazeni ryb k vytéru.
U druhé skupiny nebyly pozorovany zadné rozdily mezi PI 3. a 4. biopsie. Celkovy
prumérny rozdil mezi 1. a posledni provedenou biopsii (tzn. 3. biopsii) u skupiny ryb
exponované oteplené vodé stanul na 4,5 % pii celkovych 692 d°, a tudiz k posunu 0 1 %
bylo vyzadovano 153 d°. U jikernacek na pfirodni teploté vody tato celkova hodnota

¢inila 1,9 % pii nasbirani 455 d° z ¢ehoz vyplyva, Ze k pohybu o 1 % je zapotiebi 239 d°.

U 2. podskupin se primérny rozdil mezi biopsiemi ménil ndsledovné: Mezi
1. a 2. biopsii u skupiny ryb na oteplené vodé doslo k posunu 0 4,8 % pti 364 d° s nutnosti
75 d° pro migraci o 1 %. U druhé varianty se PI zménil o 2,8 % pfi nasbirani 134 d°,
pricemz k pohybu o 1 % se vyzadovalo 47,8 d°. V pribéhu 2. a 3. biopsie se PI zménil
02,7 % za 327 d° u ohfivané skupiny s potfebou 121 d° k posunuti o 1 %. U druhé
skupiny to byla zména o 1,5 % za 87 d°, s nutnosti 58 d° k ptechodu 0 1 %. V intervalu
3. a 4. biopsie doslo k pohybu u skupiny ryb vystavené oteplené vode¢ o 1,8 % za 405 d°,
k migraci o 1 % bylo tedy zapotiebi 225 d°. U ptirodni varianty doslo k posunu o 3,8 %
pti238 d°, tudiz k 1 % se vyZadovalo 63 d°. Celkovy primérny rozdil mezi 1. a 4. biopsii
u ryb vystavenych v ohtivané vodé 9,7 % pii celkovych 1096 d°, z toho vyplyva, Ze ke
zméné o 1 % doslo za 113 d°. U jikernacek na surové vodé celkovy rozdil stanul na 8,2 %

pii celkovych 455 d°. K posunu o 1 % doslo po 55 d°.

V grafu €. 8 je znazornéna souvislost mezi Pl 1. biopsie a procentualnim pohybem
jadra ovocytu do posledni provedené biopsie u 1. podskupin obou variant. Z grafu je
patrné, ze jikernaCky z ohtivané skupiny mély v pribehu experimentu vyssi % pohybu
jadra ovocytu oproti jikernatkdm vystavenych teplotné¢ neupravované vodé. Primérna
hodnota % migrace jadra u 1. podskupiny nahfivané varianty ¢inila 35 %. U skupiny na

surové vode byl tento pramér témet o polovinu mensi, a to 17 %.
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Graf ¢. 8: Procentualni migrace jadra mezi 1. biopsii a posledni biopsii u 1. podskupin.

V grafu ¢. 9 je vyobrazena souvislost mezi indexy polarizace 1. biopsie
a procentualnim pohybem jadra ovocytu do posledni provedené biopsie u 2. podskupin
V ramci obou variant. Oproti pfedchozimu srovnani 1. podskupin, ve kterém byl patrny
vysoky rozdil mezi jednotlivymi variantami ve prospéch ryb umisténych na oteplené
vod¢é, vtomto porovnani nebyl pozorovan tak vyznamny rozdil jednotlivymi
podskupinami. Primérna hodnota % migrace jadra u 2. podskupiny nahfivané varianty
¢inila 48 %. U skupiny na surové vod¢ se tento primér pohyboval na trovni 41 %.
Migrace jadra ovocytl je podstatné vyssi u jikernacek s vét§im Pl na po€atku experimentu
(tj. 2. podskupina) ve srovnani s jikernackami, které do experimentu vstupovaly s niz§im
Pl (1. podskupina). Jadro se patrné ptesouva k animalnimu po6lu co nejrychleji, tak aby

ovocyt byl oplozenischopny v terminu vytéru.
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Graf ¢. 9: Procentualni migrace jadra mezi 1. biopsii a posledni biopsii u 2. podskupin.

Pti statistickém porovnani Pl nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil mezi
1. podskupinami (p = 0,937, sv = 32,94, t = 0,079). Zatimco pfi srovnani 2. podskupin
jikernac¢ek byl pozorovan signifikantni rozdil mezi 2. podskupinami (p = 0,000002,
sv =140,t=-4,93).
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5. Diskuse

U ryb jakozto exotermickych organismu ovliviiuje teplota vody rychlost bazalniho
metabolismu, jehoz piimym nésledkem je i rozdilna rychlost zrani, ovulace a rychlost
reakce na hormonalni zmény (Harvey a Hoar, 1979). Praveé teplota je jednim z kli¢ovych
faktord, které ovliviuji, kdy a pokud vibec dojde k ovulaci a kazdy rybi druh ma svij
specificky rozsah teplot, ktery je pro dosazeni ovulace nejvhodnéjsi (Horvath, 1978).
Jesetefi mohou zit v Sirokém rozpéti teplot vody od 1 az do 26 °C (Williot, 2002)
anavzdory Siroké rozmanitosti habitatdi, je jejich reprodukce vétSinou omezena na
sladkovodni ekosystémy a teplotni rozmezi 11 — 16 °C (Ruban, 2005). Optimalni teplota
pro masivni vytér jesetera malého je v pfirodnich podminkach 13,5 — 17 °C, pfi¢emz
maximalni teplota, pii které byl pozorovan pfirozeny vytér je 20,7 °C a minimalni je
9,4 °C (Shmidtov, 1939). Mechanismus ucinku teploty vody na chrupavcité neni doposud
presné znam. Nicméné je prokdzano, Ze neptiznivé teploty odchovného prostiedi mohou
u jikernac¢ek negativné ovliviiovat progesteronové receptory a vyvoj ovocytl, pricemz

muze dochazet k pozastaveni migrace jadra a zrani ovocytu (Goncharov a kol., 2009).

Vétsina hypotéz poukazuje na to, ze ke spravnému vyvoji ovocytl je nutné
piirozené kolisani teploty vody. Tyto domnénky byly potvrzeny naptiklad u jesetera
ruského (Kazanskii, 1963), jesetera hvézdnatého (Dettlaff a Davydova, 1979) a jesetera
sibifského (Williot a kol., 1991). Teplota odchovného prostiedi v predvytérovém obdobi
by neméla byt vyssi, nez je optimalni vytérova teplota dan¢ho druhu, a to z toho divodu,
ze jiz kratkodobé zvySeni teploty nad tyto hodnoty ma za nasledek desynchronizaci zrani
ovocyti a nizkou kvalitu pohlavnich produktt (Chebanov a Galich, 2011). Oproti tomu
expozice nizkym teplotdm je nutnd pro ziskani kvalitnich gamet, nicméné amplituda

a minimalni délka trvani neni doposud pfesné znama (Williot a kol., 1991).

Byl také prokazan vliv teploty na syntézu hormont, sekreci a metabolismus
u jeseterovitych ryb (Van Der Kraak a Pankhurst, 1996). U jikernacek, drzenych
V neptiznivych teplotnich podminkach, dochdzi ke sniZzeni schopnosti folikularnich
vrstev reagovat na gonadotropni hormony (Dettlaff a Davydova, 1979). Teplotni efekt na

dozravani folikulti a ovarialni regresi je v kone¢ném disledku kontrolovan mozkem, a to
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konkrétné hypofyzou (Williot a kol., 1991), coz bylo také potvrzeno i ve studii provadéné

na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) (Janz a Van Der Kraak, 1997).

K odbértim vzorkli ovocytu v pribéhu naseho experimentu byla pouzita metoda
biopsie. Tato metoda je v akvakultufe jeseterovitych Siroce rozSifena a pouzivana.
Vétsina odbornikti doporucuje k determinaci zralosti ovocytu vyuziti pravé této metody
(Gela a kol., 2008; Goncharov a kol., 2009; Chebanova a Galich, 2011). Chapman a Park
(2005) dokonce tvrdi, Ze biopticky odbér ovocyti je nejrychlej$i, nejsnazsi

a nejspolehlivéjsi metodou k uréeni zralosti a pfipravenosti jikernacek K vytéru, ktery je

mozny v soucasné dob& vyuzit na rybich lihnich pti odchovu jeseterovitych ryb.

Nas experiment zapocal pii 2,7 °C, pticemz u skupiny ryb na oteplené vod¢ se
teploty pohybovaly v rozmezi 1,4 — 14,5 °C a u varianty na pfirodni vod¢ v intervalu
0,6 — 10,5 °C. Webb a kol. (1999) zkoumali vliv konstantni teploty na vyvoj ovarii
u jesetera bilého. Jikernacky tohoto druhu byly vystavené konstantnim teplotam 15 °C
a 18 °C po dobu 6 — ti mésict. Pti obou variantach dospéli k zavéru, Ze konstantni teplota
vody negativné ovliviiuje zrani a ovulaci jeseterovitych ryb a také zvySuje vyskyt
zivota - neschopnych jiker u ovulujicich jikernacek. U jikernacek vystavenych ptirodni
teploté vody, nebyly tyto problémy pozorovany. Velmi obdobné vysledky byly popsany
také u ovocytl obojzivelniki (Amphibia) (Dumont, 1972).

U jesetera bilého chovaného v celoro¢né oteplené vodé€ je nutné snizeni teploty
pod 15°C v obdobi pozdni faze vitelogeneze. Tato teplotni manipulace byla Gspésné
provedena u jeseterd bilych odlovenych z divokych populaci (Kazanskii a Molodtsov,
1973; Chebanov, 1996). Za ucelem zlepSeni ovulace, zvySeni kvality pohlavnich
produktli a k minimalizaci ovaridlni regrese, se na zaklad¢ téchto studii mnoho chovateli
(zejména v Kalifornii) rozhodlo pfistoupit k chlazeni vody nebo vyuzit chladnych
pfirodnich zdroji vody. Kromé toho, drzeni jeseteri bilych ve venkovnich nadrzich
vystavenych ochlazované vodé¢ prodlouzilo bézné jarni vytéry po celé 1éto a pocatek
podzimniho obdobi, cozZ znamen4, Ze teplotni rezim mulze potlacit, alespon ¢astecné, vliv
fotoperiody na kontrolu zrani ovocyta (Webb a kol., 2001). Webb a kol., (2001)

exponovali jikernacky jeseterti bilych teploté vody v rozmezi 10 — 19 °C v obdobi fijna
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az brezna, pti¢emz vV mésici lednu zvysili teplotu na hodnotu, pii které se bézné jeseter
bily vytird. Toto zvyseni bylo pfiblizn¢ o 2 — 3 mésice diive, nez je bézné v mistech jeho
ptirozeného vyskytu. Tento pokus vyustil k vysokému vyskytu (az 50 %) ovaridlni
regrese v prubéhu pozdni faze vitelogeneze. Podobné regrese byly pozorovany i u jesetera

malého (Faleeva, 1965).

Zadna z jikernadek, kterd méla pfi prvnim odbéru vzorkd PI > 18 % nebyla
nasledné urcena k vytértiim. To potvrzuje 1 Chebanov a Galich (2011), kteti se shoduji na
tom, ze ryby v predvytérovém obdobi s PI > 18 % jsou nezralé a doporucuji je zafadit
K vytérim v dalsi sezoné. U prvni podskupiny ohfivané varianty se k vytérim urcilo
100 % jikernacek, u podskupiny na pfirodni vod¢ se k umélé reprodukci vytadilo 48 %
experimentalnich ryb. Chebanov a Galich (2011) také tvrdi, Ze u jikernacek s P1 <12 %
Jiz neni nutné provadét dalsi biopsie. Pricemz ryby, které maji PI v rozmezi 10 - 12 %
doporucuji vystavit vytérové teplot¢ po dobu 2 — 4 dni a nasledné¢ u nich pouzit

hormonalni stimulaci ovulace.

U jikernacek uréenych k vytérim se PI pohyboval na urovni 7,2 %. To potvrzuje
1 Dettlaff a kol. (1993), ktery doporucuje vyuzit k vytérim jikernacky, jez dosahuji
u ovocytit PI 7 % a méné¢. Stejného nazoru je i Chapman a Van Eenennaam (2007), kteti
st mysli, ze k vybéru jikernacek k umélé reprodukci jsou nejvhodnéjsi ryby, jez maji PI
mensi nez 10 %, ale jesté vice vyhovujicimi se mu jevily jikernacky, které vykazovaly PI

v intervalu 6 — 8 %.

Z celkového zhodnoceni vysledkii vyplynulo, Ze zvySena teplota neméla
statisticky vyznamny vliv na zménu rychlosti zrani ovocytl u jikernacek jesetera malého.
K velmi podobnym zavérim u svého experimentu dosli i Goncharov a kol. (2009), ktefi
pokus provadéli taktéZ na jeseteru malém, kterého exponovali po dobu 16 dni teplotam
v rozmezi 6 — 13 °C. Z jejich vysledkti dospéli k nazoru, ze ackoliv pozorovali nizsi PI
a vyssi obsah progesteronu u skupiny jikernacek na oteplené vodé oproti kontrolni

skuping na piirodni teploté vody, vysledky nebyly statisticky vyznamné.
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6. Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na zjisténi vlivu teploty odchovného
prostiedi na jikernacky jesetera malého v predvytérovém obdobi. Studiim o vlivu teploty
na dozravani ovocyti u jeseterovitych ryb neni doposud vénovana takova mira
pozornosti, kterou by si tato oblast zaslouzila. Proto naSi snahou bylo tento faktor

analyzovat a snazit se najit jeho pozitivni a negativni vliv na dozravani ovocytt u tohoto

druhu.

V prvni ¢asti diplomové prace byla pozornost veénovana charakteristice
jeseterovitych se zamétfenim na jesetera malého. V praktické ¢asti prace jsou podrobné
analyzovana konkrétnich data, kterd jsme ziskali v pribéhu n€kolika biopsii. Vysledky
této diplomové prace by mély napomoci k rozsifeni a lepSimu poznani teploty, jako
zakladniho faktoru ptisobiciho na zrani a ovulaci jeseterovitych ryb, konkrétné u jesetera

malého.

Z dosazenych vysledkli vyplyva, Ze zvySena teplota odchovného prostiedi
Vv pribchu piedvytérového obdobi neméla statisticky vyznamny vliv na zralost ovocytl
u jikernacek jesetera malého i piesto, Ze u skupiny ryb v ohfivané vodé byly pozorovany
niZ8i hodnoty polariza¢niho indexu a vyssi % migrace jadra. Experimentalné byl ovSem

potvrzen signifikantni efekt teploty na dozravani méné zralych jikernacek.

Na zéavér lze konstatovat, Ze metodu nahfivani jikernacek jesetera malého
Vv pribéhu predvytérového obdobi lze vyuzit k urychleni dozravani zejména u méné

zralych jikernacek a k synchronizaci jejich vytéru.
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8. Prilohy

Priloha €. 2: Biopsie gonad jesetera malého (Foto J. Matéjkova).
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Priloha &. 4: Mé&feni fotografii ovocytti v programu Microlmage 4.0 (Foto J. Mat&jkova).
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Krabicovy graf 1. biopsiedle podskupin
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Krabicovy graf 2. hiopsie dle pod skupin
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Priloha ¢. 6: Primérné hodnoty indexu polarizace dil¢ich podskupin pii 2. bioptickém
odbéru.

55



Krabicovy graf 3. biopsie dle podskupin
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9. Abstrakt

Porovnani individualniho vyvoje zralosti oocyti jikernacek jesetera malého
(Acipenser ruthenus) v pribéhu piedvytérového obdobi pii odliSnych teplotnich

podminkach odchovného prostiedi

Cilem diplomové prace bylo vypracovani studie o vlivu teploty na vyvoj zralosti
ovocytl jikernaek jesetera malého v pribéhu predvytérového obdobi. A dale

vypracovani literarni ptehledu o tomto druhu.

Na pielomu roku 2013 a 2014 byl proveden experiment s jikernaCkami jesetera
malého. Experimentdlni ryby se rozdé€lily do 2 hlavnich skupin. 1. skupina byla
exponovana oteplené vod¢ a 2. skupina vodé o pfirodni teploté. U obou skupiny se vzdy
zhruba po mésici provedly 4 biopsie ovocytl. Odebrané vzorky byly méfeny a dale se

vypocital polariza¢ni index ovocytu (PI).

Pro piesnéjsi zpracovani vysledkii se uvniti skupin rozdélily ryby vzdy na
2 podskupiny dle PI pii 1. biopsii. 1. podskupiny mély pti 1. biopsii PI < 12,5 % a 2.
podskupiny P1 > 12,5 %.

U méné zralych jikernacek byl vliv teploty statisticky signifikantni (p < 0,05),
zatimco u vice zralych jikernacek tomu bylo naopak (p > 0,05). Z celkového hodnoceni

skupin vyplyva, Ze teplota neméla signifikantni vyznam pro rychlost zrani ovocytt.

Vysledky experimentid poukazuji na to, Ze metodu nahiivani je mozné vyuzit
K urychleni dozravani zejména u méné zralych ryb a k synchronizaci vytéru s ostatnimi

jikernackami.

Klic¢ova slova: Polariza¢ni index, biopsie, jeseter maly, ovocyt, zrani, teplota
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10. Abstract

Comparison of individual development of oocytes maturation of sterlet (Acipenser
ruthenus) females during the prespawn period at different temperature conditions

The aim of presented work was a study of the effect of temperature on the

development of mature oocytes of sterlet during prespawn period.

At the turn of 2013 and 2014 was conducted our experiment with females of
sterlet. Experimental fish were divided into two main groups. The first group was exposed
to the heated water and a second group was kept in natural water temperature. Four
biopsies were carried out during attempt. The samples were measured, and then was

calculated oocyte polarization index (P1).

For more accurate results processing fish were divided into two subgroups within

both groups. 1st subgroups had at first biopsy PI < 12.5 % and 2 subgroups PI> 12.5 %.

In less mature females the effect of temperature was statistically significant
(p < 0.05) while in more mature females the opposite was true (p > 0.05). From a total
assessment follows that the temperature had no significant importance for the rate of

oocytes maturation (p > 0.05).

Experimental results indicate that the heating method can be used to accelerate the

maturation especially in less mature fish and for synchronization spawning.

Keywords: polarization index, biopsy, sterlet, oocyte maturation, temperature
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