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1. Uvod

Jesets  (Acipenseriformé@s jsou jedni  z nejpozoruhodiich a
nejzajima¥jSich ryb, které nam na této plabetatim je&t zastaly. Jedna se o
evolwné velmi staryiad ryb, patici do nadadu ryb chrupatitych (Chondrostei).
Z nalezenych fosilii se odhaduje, Ze zastupci chtifych se na Zemi vyskytuji
vice nez 250 miliéi let, tedy jiz hluboko v obdobi druhohor. Jak ngléebkazuji,
tak tentorad je znam jiz od obdobi tzv. svrchrtidy, coz je obdobi ccared 66 az
97 miliony let (Goodrich 1909; Berg 1940, 1948, 39%0kolov et Berdievskij
1989). Jisté prameny vSak u¥fidZe by se mohlo jednat o druh stary az 200 milio
let. Udaj ale zatim nebykdecky podloZzen a jedné se tedy o pouhou spekulaci.

Tyto ,prehistorické” ryby vSak nejsou zvlastni geutim, Ze jejich zrod a
evolwni cesta jsou mnohem delSi, nezifldpd naSe cesty lidstva. Ale je naprosto
Uzasné, ze dokazalygzit miliony let bez vyznamnych evghich zmén. Coz samo
0 sol# dokazuje vyjiménost a dokonalost tohoto druhu. Omezenym vyvojeak v§
doSlo k postupnému sniZzovanizpusobivosti a mnoho evotaé mladSich drui je
dnes dokonaleji fizpisobeno uci svému prosedi. OvSem uz jen samotny fakt, Zze
tyto ryby se po dobu desitek milibriet nepatebovaly nadale evotné vyvijet,
poukazuje na originalitu a jediéreost jeseterovitych ryb.

Diky takto pozastavenému vyvoji maji jesetanoho odliSnosti od evaingé
mladSich ryb Teleostéi. Tou nejzajimagjSi zvlastnosti je jist fakt, Ze se jedna o
ryby chrupavité (Chondrostei, télo tedy postradd celou kosterni soustavu.
Osifikovana je pouzeast lebky a celd svalovina je podpirana nezaSkrmava
chordou (Barus, 1995). Podobné anatomické viastmagt pouze miské paryby.

DalSimi neklamnymi @kazy o vyjim&nosti a sté jeseterovitych ryb je
jejich velikost, Zivotni cyklus a zefpisné roz&eni. Vceledi Acipenseridaese totiz
nachazely jedny z nejtsich ryb wibec a zastupci tohoto druhu se vyskytovali
prakticky v cel&asti severni polokoule a to jak ve velkyekach, tak i v miich.

Bohuzel i tento majestatny druh mi&ep svoji velikost, dlouhakost, bohaté
zenepisné zastoupeni a evohi st& mnoho problém se zachovanim svoji viastni
existence. Dalo by se dokonitei, Zefad Acipenseriformestoji na prahu samotného

vyhynuti (rekteri zastupci jsou jiz v dnesSni ddpovazovani za vyhynulé).



Pricin této smutné situace je mnoho. Stalo se tak zggmeéali obchodu
s kaviarem a masem jesdteDale kwvili znegisSteni vod, devastaci trdif$s stavbam
piehrad a dalSichipkazek naekach, které nejsou migrujici ryby schoprighonat a
dostat se na mist&ipzeného vyiru.

V posledni da@bse v3ak celkova situace jeséteratala pozvolna rnit.
Jeseterovité ryby byly ¥azeny do ochrany CITES I. a Il. kategorietag se chovat
v umelych podminkach a rozmnoZzuji se pomoci¢lého vyeru. Védeti pracovnici
po celém s§té zatali se zndenim, monitoringem a zkoumanim problematiéghto
ryb v zamu zachrany a reintrodukcei #to snaze bylo zji&ho mnoho poznatko
jejich zpisobu Zivota, potray migraci, rozmnozovani, aj.

Pro zkoumani a poznavani problematiky jesetéylo téZz nutné zat i
s vyzkumem jejich genomu. A tot' @iz z divodia systematického #azeni,
rozmnozovani, zachrany a tvorby gerefah hejn, zakladani genetickych bank a
snahy o zachovaniistoty genofondu a ochranu rozmanitosti druhti. ZRoumani
genomu bylo vSak téz zjito, Ze jeset trpi tzv. evoldni polyploidii (Mirsky a
Riss, 1951; Ohno, 1969; Serebryakova, 1972), ktemi¢e byt umocéna
autopolyploidii. Tento jev ize mit za nasledek niapsnizovani pétu erytrocyf,
neplodnost a jiné negativni vlivyi&devsim vSak dochézi k poruSovani genetické
¢istoty druhu.

| v Ceské republice probihaji snahy o chov a vyzkumgtgsvitych ryb pro
jejich zachranu a reintrodukci. Jsou teéegevsim Rybi&tvi Hluboka cz s.r.o. a
Rybnik&stvi Pohdelice a.s., kde probih& chov jeseterovitych rybrovpznim
metitku a Fakulta rybid&tvi a ochrany vod JU ve Vadnech, jeZ se zabyva genomem
jeseterovitych, chovéisté genetické linie a drzi genetickou banku.

Ucelem této prace je tedy pochopeni celkové probliégmngseterovitych ryb
se zamiienim na cytogenetické aspekty polyploidie. Tatoc@rge strdnou
charakteristikou jesetér od jejich anatomie, fyziologie, #&pobu chovu ve
stredoevropské akvakuite, az po urove polyploidie a ochranu biodiverzitg¢dhto
ohrozenych druln Béhem experimentalni ¢asti bylo téZz nagfeno a
zdokumentovano &kolik ¢istych drutin i nékolik polyploidnich hybrid, jejichz
studium ni@ize v budoucnu objasnit nebo potvrdit nové poznatkgomninky o
autopolyploidii jesetdr. Prace by mla podat maximalni mnozstvi informaci o

jeseterech aifspet tak k zamezeni dalSiho vymiraéthto jedin€nych druli.



2. Literarni prehled

2.1 Systematické zéazeni jeseterovitych ryb Acipenseridae)

Systematicky jsou chrupé&wi fazeni (Rochard, et al., 1991; Hochleitner, 2004;

WWW.wscs.infQ takto:

Trida: Osteichthyes Ryby
Podtida: Actinopterygii- Paprskoploutvi
Nadad: Chondrostet Chrupa¥iti
Celed: Polyontidae- Veslonosoviti
Polyodon spathulaveslonos americky
Psephurus gladiusreslonosinsky
Celed: Acipenseridae Jeseteroviti
Rod: Pseudoscaphirhynchus
Pseudoscaphirhynchus kaufmarlapatonos Kaufmaniv
Pseudoscaphirhynchus hermaniopatonos Hermariv
Pseudoscaphirhynchus fedtschenkopatonos Fetenkiv
Rod: Scaphirhynchus
Scaphirhynchus albudopatonos velky
Scaphirhynchus mexicanugpatonos mexicky
Scaphirhynchus platorhynchuepatonos americky
Scaphirhynchus suttkusbpatonos alabamsky
Rod:Huso
Huso dauricus kalugaryza mala
Huso husovyza velka
Rod: Acipenser Jeseter
Acipenser brevirostrunjeseter kratkorypy
Acipenser fulvescengseter jezerni
Acipenser medirostrigeseter sachalinsky
Acipenser oxyrhynchtisjeseter ostrorypy
Acipenser transmontanugseter bily
Acipenser gueldenstaedtieseter rusky



Acipenser naccariijeseter jadransky
Acipenser nudiventrigeseter hladky
Acipenser ruthenugeseter maly
Acipenser stellatugeseter hyzdnaty
Acipenser sturibjeseter velky
Acipenser baeriijeseter silisky
Acipenser dabryanugeseter jih@éinsky
Acipenser kikuchii

Acipenser mikadojeseter severni
Acipenser multiscutatugeseter Stitkaty
Acipenser persicugeseter persky
Acipenser schrenckiijeseter amursky

Acipenser sinensigeseteinsky

* V sogasné dob jsou ve ¥deckych kruzich casténé rozpory na
systematickéadeni druhi A. sturioa A. oxyrhynchusVysledky provedenych analyz
vzorki DNA u téchto dvou drubi poskytuji d¢ mozné hypotézy, ZA. sturioa A.
oxyrhynchugsou samostatnou z vyvojovycktvi roduAcipenser

1. Predpoklada se, ze'gd 90 miliony let byla na Zemiapodni forma jesetera
atlantského, ktera dala zaklad pro vznik dvou Wiérkdruhi a toA. sturioa
A. oxyrhynchus

2. Je zastavan nazor, ze druhova podobnost je danal@eravoluci genomu
jeseterovitych ryb a jedna se stale o jeden drudla(G2008). Geneticka
podobnost &kterych populaci byla v minulosti j€Stupeviéna wdecky

potvrzenymi sekundarnimi kontakty jedinc

Molekuléarni analyzy muzealnich vzogrokazaly pirozeny vyskyt hybridni
populaceA. oxyrhynchus- A. sturiov Baltském mé a jeho pitocich. Tato hybridni
populace  prawpodobre vznikla roz&fenim americké populace ze
Severovychodniho poézi Ameriky k Evrop v obdobi posledni malé doby ledové
(Fontana et al., 2008). Tiedemann et al. (200Arddtpiitomnost alel obou druiha
piedpokladal imigraci.A. oxyrhynchus adaptovaného na chlad &iZeni hlave
samic A. oxyrhynchusse samci baltické populack. sturia Na zaklad téchto

vysledki probih& vysazovami. oxyrhynchuslo polskychrek (Kolman, 2008).



2.1.1 Zenépisné rozsteni

Mezi jeseterovitymi rybami nalezneme druhy jald&lavodni, tak i brakicke.
Prakticky vSechny druhy maji ¢gitou migrani aktivitu a to pevazre v obdobi
vytéru (migratni vytérova aktivita). Jedna se jak o druhy katadromnédaomni, tak
i 0 druhy s pouhou poproudovéuprotiproudovou migraci. Jejich zastupcézmame
tedy naleznout prakticky na vSech kontinent&cmorich severni polokoule. Jesite
totiz potebuji ke svému zZivotu a naslednému rozmnozovésté, chladejSi vody
s naslednou moznosti ¥bvé migrace. Coz jsou velka ustk prevazié na severni

polokouli.

Celed’: Polyontidae

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

Celed’: Acipenseridae - Jeseteroviti; Rod: Pseudoscaphirhynchus

Druh Vyskyt
Pseudoscaphirhynchus kaufmanni Povodiiek Amudarji a Syrdarji
Pseudoscaphirhynchus hermannii Povoditek Amudarji a Syrdarji

Pseudoscaphirhynchus fedtschenkol Povodiiek Amudarji a Syrdarji

Celed’ Acipenseridae; Rod: Scaphirhynchus

Druh Vyskyt
Scaphirhynchus albus Mississippi
Scaphirhynchus mexicanus Mexicky zaliv
Scaphirhynchus platorhynchus Mississippi
Scaphirhynchus suttkusi Mississippi, Mexicky zaliv

Celad’ Acipenseridae; Rod: Huso

Druh Vyskyt
Huso dauricus Amur
Huso huso Eurasie
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Celad’ Acipenseridae; Rod: Acipenser

Druh Vyskyt
Acipenser brevirostrum Amerika, Nebraska
Acipenser fulvescens Amerika
Acipenser medirostris Amerika

Acipenser oxyrhynchus

Polrezi Atlantského oceanu

Acipenser transmontanus Amerika
Acipenser gueldenstaedtii Eurasie
Acipenser naccarii Jadran
Acipenser nudiventris Eurasie
Acipenser ruthenus Eurasie
Acipenser stellatus Eurasie

Acipenser sturio

Evropa a Amerika

Acipenser baerii Eurasie
Acipenser dabryanus JizniCina
Acipenser kikuchii Cina
Acipenser multiscutatus Jadran
Acipenser persicus Eurasie
Acipenser schrenckii Amur
Acipenser sinensis Yangtze
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2.2 Divody Ubytku jeseteni ve volnych vodach a ochrana CITES

V souwasné dob se dikycinnosti ¢lovéka u vSech druh chrupavitych ryb
velmi dramaticky sniZuje jejichifsozeny vyskyt ve volnéifrock (viz tab.¢. 1 a 2).
Priciny sniZzovani diverzity a petnosti jesetér Ize shrnout do nasledujicich hiod
dle Gela (2008):

1) Nadmerny legalni a nelegalni odlov ryb z volnych vod &selem ziskani
luxusniho zboZi, tzv. kaviaru a pryiniho rybiho masa.

2) Pozdni pohlavni dosgfost €chto ryb, ktera je jeS§tumocreéna tim, Ze samice
jsou schopny dalSiho Wru az zait, nékdy i zactyii roky.

3) Vyrazna teci migrace #tSiny jeseterovitych a veslonosovitych diiuh

4) Vodni dila postavend&lovékem, ale i jen ,pouha“ Gprava vodnich tok
znemo#uje jeseterovitym rybantdéci migrace. Ani P vystaviE tzv. rybich
piechodi nejsoucasto schopné vodni dilalgkonat a dorazit na svéeti
mista. Givodem niize byt velikost rylEi ztrata proudni toku (Gela, 2008).

5) Znedisténi fek a mai, které zhorSuje reprodtii schopnosti ryb, kvalitu
pohlavnich produkt, zagicinuje zvySeny vyskyt abnormalit a vnimavosti ryb
va¢i nemocem a paratzin. Sodasré téz sniZzuje dostupnostiipzené
potravy pro vSechny &kové kategorie ryb (Alufev, 1997; Debus, 1997).
BohuzZel jiz nejsou ani vzacnéimé otravy ryb.

6) Pon®rné malé investovani finamich prostedki do vyzkumu zargeného na
zvladnuti managementu chovuriaené reprodukce ugidiny chrupavitych
ryb. V poslednich &kolika letech vS8ak doch&zi k obratu této situace a
finanéni prostedky z&inaji byt vynakladdany na vystavbu novych objekt
financovani novych projekt které maji pomoci v zachrarchrupavitych
ryb.

7) Velk& céast jeseterovitych rybipmo Zije nebo P své migraci proplouva
chudymi a politicky nestabilnimi staty, které sed’bwibec ¢i nedostatene
vénuji jejich ochran. Poté se jesdiemohou stavat nelegalnim obchodnim

artiklemci vitanym zpestnim v jidelnéku mistnich obyvatel.
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tab. ¢. 1: Snizovani pttu gener&nich ryb ulovenych ve Volze v jednotlivych obdobightisicich

kusi) (Speer et al., 2000).

Rok H. huso A. gueldenstaedtii A. stellatus
1961 - 1965 26,0 860,3 535,4
1966 - 1970 26,0 1569,9 538,7
1971 - 1975 20,7 1983,3 490,0
1976 - 1980 16,6 2743,0 572,2
1981 - 1985 14,6 1072,0 626,3
1986 - 1990 12,7 717,7 683,1
1991 - 1995 7,0 354,8 289,2
1996 - 1997 1,8 102,0 132,0
tab.¢. 2: Rani vylovky (v tunéch) z volnych vod (www.fao.org)
Kontinent Voda Rod 2000 2001 2002 2003 2004
Vnitrozemni | Jeseter,
. 281 173 172 172 172
Severni vody veslonos
Amerika Oceény a | Jeseter,
. 245 199 207 166 170
mor-e veslonos
Severni Amerika celkem 526 372 379 338 342
Vnitrozemni | Jeseter,
1288 | 1231 961 831 836
vody veslonos
Asie Oceéany a | Jeseter,
4 3 7 5 4
mor-e veslonos
Asie celkem 1292 | 1234 968 836 840
Vnitrozemni | Jeseter,
704 677 526 600 286
vody veslonos
Evropa Oceény a | Jeseter,
81 30 35 14 11
mor-e veslonos
Evropa celkem 785 707 561 614 297
Suma celkem 2603 | 2313 1908 1788 1479
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Ochrana CITES

CITES je mezinarodni zkratka Umluvy o mezinaiod obchodu s
ohrozenymi druhy voka Zijicich Zivaticha a rostlin (anglicky Convention on
International Trade in Endangered Species of Widirfa and Flor&i zkracer
Convention on International Trade in Endangered clege znama téz jako
Washingtonska umluva), jedna se o jednu z ilefit¢jSich dohod chranicich
rostliny a Ziv@ichy na mezinarodni Urovni.
Smyslem je celositova kontrola obchodu s
plané rostoucich rostlin. Smlouva nabyla
platnosti véervenci r. 1975 aipalo ji (stav
roku 2006) 162 smluvnich stat

(http://cs.wikipedia.org/wiki/CITES obr.¢. 1: Logo CITES (www.cizp.cz/215).

CITES se vSak tyka nejen exenipla pirody, ale i zZiva@icha a rostlin
odchovanych nebo vyptovanych v zajeti, pokud Ziji/rostou i ve voln&rgde
(nezahrnuje domestikovana atia a kulturni rostliny). Smlouva obsahuje seznamy
druhi, kterych se tyka. Tyto druhy jsou uvedeny v jetimpth prilohach:

» piiloha | obsahuje nejvice ohroZzené druhy, s nimigkgkoliv mezinarodni
obchod zakazan

e pxiloha Il zahrnuje druhy, jejichz obchodovani je mezinarodni arovni
omezeno a pdizeno dozoru

» pxiloha Ill zahrnuje druhy lokathohrozené, u nichz je na mezinarodni Urovni

kontrolovan a omezen obchod pouze &ityich regionech

V souladu s vysledky 10. konferenékenskych stat CITES jsou od 1. 4.
1998 vSechny druhy jeseterovitych ry&cipenseriformespp.) zé&azeny v piloze Il
k CITES, s vyjimkou druth Acipenser brevirostruna Acipenser sturip které jsou
v priloze I. Tato smlouva vSak neplati pouze na Ziugynale plati téZ pro jejich
produkty a tkédové derivaty. U jesetérse jedna hlavho velmi cegny kaviar. Pro
mezinarodni obchod s kaviarem je tedy téz nutnéoktady CITES. Zarouvebylo
vSemélenskym zemim dopoteno zruSeni kontrol a vyZadovani doKI&ZITES pro
dovoz a vyvoz kaviaru k osobni speltt v mnozstvi do 250g/osobu. (www.enV.cz
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2.3 Historie jesetefi v byvalémCSR a odchov v evropskych

podminkach

Ve volnych vodach na naSem Gzemi se vyskytuje jgkakien Acipenser
ruthenus ktery dive vystupoval ze slovenského Useku Dunaje do da@lsii feky
Moravy. V posledni dob je zde zaznamenavan ojedlsn V roce 1966 bylo v
Ceskoslovensku uloveno 1160 kg, na:dtu 80. let roni vylov vykazoval 40 kg
ryb tohoto druhu (Lusk, 1983). V poslednim desttije kazdoroné nckolik
hodnow¥rnych zprav o ulovcich v dolnim toku Dyje. Na slogkém Usekueky
Dunaje reintrodukce jesetera malého jkalik let probiha, ale fgvazre z rekolika
maélo pohlave dosglych ryb odlovenych z ifirozeného prosedi. Reintrodukce
Acipenser ruthenusa moravskéastireky Moravy nebyla schvéalena.

Do ryb&skych reviti jsou vysazovany exemptajeseteak pro svoji velikost a
rybésky zazitek. Jde vSakét&inou o druhy nejvodni, hybridy¢i vyrazené samce
(mlicaky) ze zahragnich chowt. Tyto ryby nejsou schopny dalSiho rozmnoZovani
byt ndhodné vysazeni né@dad nespokojenymi akvaristy nebo unik chovanych
jeseted pri povodnich.

Ne vzdy vSak stav jeseterovitych ryb giola vodach vypadal takto. Jéest
v minulém stoleti jeseteiekami vCeské republice a na Slovenskizbs migrovali

¢i v nich trvale Zzili.

Jednalo sefpdevsim o tyto druhy:

« Acipenser sturio- Zil v oblasti severniho niie s naslednou migraci ffece
Labi. Touto cestou se poté vzéatostaval az na nase uzemi. Od roku 1577
do roku 1933 bylo zaznamenano 23 vyskyga Gzemi dneSriR (Flasar et
Flasarova, 1976).iPvelkém stavu vody jsou uvédy vyskyty az v prazske
Vitave (Fri¢, 1872). V roce 1934 vSak doSlo k vystavhrasu u Magdeburku
(Barus, 1995). Tim byla z&éna migrani cestaAcipenser sturige dnes na
uzemiCR povazovan za vyhynuléhogkblik jedinai je v3ak stale chovéano
ve Francii v Cemagref Toulouse a v IGB v Betliv poslednich letech se
zatalo s vysazovanimAcipenser oxyrhynchusagiklad do feky Odry a
dalSich polskychiek, z divodu shodného genomuAsipenser sturio.
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Acipenser ruthenus- Tento druh Zije v povodi Dunaje a jehétqcich.
Ubytek jeho stafv byl zpisoben antropogennimi vlivy, jako je ziseni vod

a znteni migr&nich cest. Na konci roku 1990 se v3ak situace wraz
zlepSila. DoSlo ke snizeni zfi&éni a z&alo se stavbou rybichigchodh.
Dunajem a jehoifitoky dnes mohou jeseterovité rybysomigrovat.
Acipenser gueldenstaedtiiJedn& se o druh zaznamenany v Dunaji na Uzemi
dnesniho Slovenska. Tento jeseter nigépatezi druhy s velkou migéai
vzdalenosti. Obyva pouze sladkovodni vody. Z doahgeh materidi (1960

— 1970) je zndmo, Ze wdhto letech byl zaznamenan vyskyt 4 az 5utkus
Acipenser gueldenstaedsa rok (Barus, 1995).

Acipenser nudiventris- Velmi vzac® se tento druh vyskytoval v povodi
Dunaje proti proudu do Bratislavy a u Viddedna se vSak o nejnéémojny
druh v povodi Dunaje (Barus, 1995).

Acipenser stellatus Ve slovenském uUseku Dunaje tento jeseter i wlogti
paftil mezi vzack se vyskytujici druhy a jednotlivé Glovky byly sastatré
evidovany. Nafiklad Grossinger (1794) piSe o ulovku cca 4,5kgmlae
tohoto druhu, ktery byl uloven dne 16. 6. 1792 urtéona. Uvadi i jeho popis,
podle rthoz je mozné i druhové ¢eni bezpené potvrdit (Barus, 1995).

Huso huso— Na Uzemi dneSniho Slovenska migrovala podzinasia r
nominotypické formy, ktera se ve velkém mnozstvillov Malém Dunaji u
Kolarova. Tato rasa vplouvala az do rakouskéhaedinjle az do bavorského
Useku Dunaje az po Straubing (Siebold, 1863). Raiddavu tdhla vicemén
pravidelrg. Z Dunaje tdhla i do dalSichifoka. Vyskyt byl zaznamenan téz
v fece Mora¥ (Jeitteles 1864). Diky antropogennim vl je dnesHuso
huso ulovena na Uzemi Slovenské republiky jen velmicwéa na Uzemi

Ceské republiky setbec nevyskytuje.
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Odchov jeseteii ve st¥edoevropskych podminkach

Z jiz vySe uvedenychidodi a udaij, je Ubytek jeseterovitych ryb z volnych
vod obrovsky, a ¢kdy az absolutni. Budoucnost produkce jesetgrjiz na maso,
kaviar ¢i jako dalSi generace je v akvakdkdu CoZz znamena chov v dla
navozeném prosdi.

Poatky chovu jesetérv unele navozenych podminkach jsou datovany vice
nez ed 100 lety, kdy chovani jedinci byli odlovovanvalné Zijicich populaci.
Prvni pokusy o reprodukci v akvakuitua odchovy v Evrapa Severni Americe jsou
zaznamenany jiz zlet 1880 az 1920. Za prvni zemsps&Snym odchovem a
reprodukci jesetérse povazuje Satsky svaz a léta okolo roku 1930 (Doroshov,
1985). Do Evropy fichazeji tyto poznatky az cikolik desitek let pozi. Prvnim
evropskym statem, ktery dokazal jesetery chovat,iatadale rozmnoZovat, byla
Italie, kde dochazelo k odchovu a &lému vygru Acipenser transmontanuktery
byl dovezen roku 1978 z USA.

Jak ukazuje nésledujici graf 1, tak odchov jesetirv akvakultie je
v dnesSni dob jiz nevyhnutelny a je na vzestupu. Vylovek z vahyvod se
v poslednim stoleti aZ{tiS dramaticky snizil. Akvakulturni chov se roaviaké diky
moznostem chovu népodnich druli jesetedi, pro které nejsou v dané lokalit

100% griznivé podminky.

graf¢. 1: Nafst chovanych jesetéwn akvakultie.
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Diky zvySenému zajmu o chrupi® ryby jako ohroZeny druh s moZnosti
reintrodukce z§ do volné pirody, ale také diky neustalému rap$i&ni znalosti a
propracovanosti metod chovu (specialni krmné&ssmrozkrmovani vékoveého
plaidku, pgechod na granulaty) #@izené reprodukce v intenzivnich podminkach
(hormonélni analogy, akti¢ai roztoky aj.) se pro stale vice chovatg@vi zviast
nékteré druhy chrupasitych ryb jako perspektivni i pro akvakulturni chov

N¢které rybi farmy, které byly zakladany na konci olého stoleti, si
jesetery vylepsSuji a rosiji svoji nabidku komeénich produkii. A nékteré farmy se
dokonce na jeseterovité ryby jiz Uzce specializdgsetd farmy ¢i nabidku
jeseterovitych ryb nalezneme v dnesni &givakticky ve vSech statech Evropy.
Evropskou mocnosti v chovu jeséitge Némecko, poté nasleduje Francie, Italie,
Belgie a v poslednich letech nastal velkyiusév chovu jeseterovitych ryb v Polsku.
| v Ceské republice probiha odchov jeseterakvakultie. Jedna se viak pouze o
vyzkumny Ustav FROV JU, ktery drzi gen&mh hejna. Nebo soukromé osoby
(podnikatele), kt# vyrakeji trzni rybu, ale nejedna se o rybi farmu v prav@ova
smyslu a s farmami z uvedenych zahafgh stat se nedaji v Zzadném diitku
porovnat.

V disledku ekonomického a konkurtgrho tlaku, bylo nutné pro chov
jeseted v akvakultdte vybrat druhy pouze ekonomicky a tZatraktivni. Nasledkem
toho byly pro chov na jeséteh farmach vybrany prakticky stejné druhy
jeseterovitych ryb nebo jejichiizenci. Cilem bylo dosahnout v co nejkratSi &ob
pozadovanou trzni velikost a pohlavni produkty {&gv Hlavnimi faktory jsou tedy
¢as, naklady na chov atipatelné zootechnické pi@by. Tyto podminky splji
nasledujici druhy, a jsou proto s&$tji chovany v evropské akvakufir

» Acipenser transmontanusRoku 1978 byl dovezen z&dlem chovu z USA
do ltdlie a roku 1992 do &iecka. Trzni hmotnost tohoto jesetera se
pohybuje okolo 9 — 10kg. Je vhodny téZ na prodk&wiaru.

* Acipenser baeri- Pochazi z povodi Leny ze Sii Roku 1982 byl dovezen
do Francie a roku 1992 do Itélie. Je tocasgji chovany druh v akvakulte.

Je chovan prakticky na vSech farméach v celé Eurdpeho trzni hmotnost se

pohybuje okolo 6 — 7 kil. Produkuje m€kvalitni kaviar.

» Acipenser naccari Poprvé urdle odchovéan v Italii. B odchovu na teplé
vodé dosahuje velikosti 30 az 35kg za 7 azZ 8 let. && py®neErné narany na

chov.
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Acipenser ruthenus Je chovanigdevsim v severriasti Evropy. Dosahuje
2 az 3kg hmotnosti. Je h@jivyuzivan ke kizeni a ziskavani hybiid Pro
svou pondrné brzkou pohlavni dosjost oproti jinym jeseterovitym rybam se
hodi i k ziskavéani kaviaru.

Bester — jedna se o @ odchovaného hybriddluso husoa Acipenser
ruthenus Je chovan prakticky po celé Eviop to gedevSim za delem
ziskavani kaviaru.

Acipenser gueldenstaedti+ Je chovan v &mnecku a Polsku zacélem
kvalitniho masa a kaviaru.

Acipenser stellatus Je taktéZz chovan véecku a Polsku. Ma nizsi kvalitu

kaviaru.

tab.¢. 3: Rani produkce (v tunach) z akvakulturnich cholWdaje ze statistiky FAO (www.fao.9rg

Kontinent

Voda

Nadiad

2000

2001

2002

2003

2004

Evropa

Vnitrozemni

Chondrostel

3787

3764

4 336

4 46

4

4 556
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2.4 Znateni ryb a jejich uméla reprodukce

Znéeni ryb je opdaeni vyuzivané jak vramci chovatelskénosti, tak
v ramci terénnich sledovani. Unioige dokonalejSi evidence v chovu, odliSeni
raznych skupin ryb i odliSeni jednotlivych jedinoa zaklad druhu, ¥ku, pivodu,
pohlavi, schopnosti v§tu a dalSich vlastnosti dle peb a narok chovatele.
Vyuzivana byva cel&ada znaicich systémi. Pro rybdstvi v naSich
podminkach jsou z hlediska praktosti, ale i cenové dostupnosti velmi vhodné a

vyuzivané systéemy americké firmy Northwest Marigefinology, Inc. (NMT).

V Ceské republice jsou pro jeseterovité ryby vyuziviy ti typy znaseni:
1. Barevné ploutevni ziy: Jedna se o velmi jednoduchou, ale praktickou

metodu. Jedinan je po uteni jejich pohlavi

piidélena barevnd zrka s identifik&nim
¢islem do levé prsni ploutve. V ramci dodrze
zavedeného zootechnického systému je sami
pridélena znéka zluté barvy a samm znaka
barvy ¢ervené. Nezbytnou s@asti je zaveden
dat individualg znaenych ryb do databaze
(nejlépe poitacové nap. ,,Evidence 2003“,
Gela et. al., 2006). Zika je z undlé hmoty, je
tedy levna a moznost jeji poruchy je vitena. obr.¢. 2: Ploutevni zniky.

2. PIT systém: Jde ofjgélovani identifika&nich
gipt. Cipy jsou nefastji zavadny injekénimi
aplikatory do svaloviny ryb, a to do levé par
hibetu. Pro jejich identifikaci jsou zagebi
¢teci zdizeni a prakticky nezbytné je i propoje
s pa&itatem. Vyhodou této metody je unikat
identifika¢ni ¢islo, které je namtip schopen
poskytnout. Naopak nevyhodou je vel
mnozstvi doprovodnéeci elektroniky a vysoké

pofizovaci naklady. obr.&. 3: Injekéni aplikator.
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3. VIE systém: Je @en gedevsim pro skupinové zteni ryb. Vyuziva vizualni
elastomerové zri&y tzv. VIE (Visible Implant Elastomer tags). Jedsg o
barevné zniky, které jsou viditelné pouhym okem, gigact Iépe pod UV
lampou. V sodasné dob je na trhu 6 fluorescénich barev a 4
nefluoresceéni. Tyto znéky se aplikuji pod

prihlednou epidermis (bez pigmentu).
jesetelt se oswdcila ventralni strana rypce
(rostrum). Znaky ryby nijak neposkozuji a
jsou zdravotd nezéavadné. Aplikace probih
specialnimi manualnimi aplikatory, se ktery
je nutna jistd zkuSenost, jelikoZz ztratovo
znaek mize byt az 50%. Tento #pob
zna&eni pati mezi nejno¥jSi, je cenov¥
prijatelny a je schopen oz&iavelké mnoZzstvi
ryb. Opét je nutné vést si podrobnou databé

barevnych variant. obr.¢. 4: Elastomerové ziky.
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Uméla reprodukce

Z divodi ohrozeni a Ubytku jeseterovitych ryb ve volnycld&ch, ale i se
stoupajici oblibenosti jejich produktmaso, kaviar), bylo nutné &a s unglou
reprodukci i u tohoto druhu.

Prvni zemi, kter4 secata touto problematikou zabyvat a byla ji schopna
ucinit s pozitivnim vysledkem, byl byvaly Sé&éeky svaz kolem roku 1930
(Doroshov, 1985). V¥ ryb sp@ival v odchytu genetaich jediné pifi migraci na
trdliStt nebo pimo na mistech frozeného vyiru. Pro nasledné odebrani
ovulovanych ovocyt bylo nutné samice usmrtit. AZ poté nasledovalo¢lém
osememini, aktivace a inkubace jiker.

Klasicka metoda ufiého vyeru, kdy je pouzivana masa#idni dutiny je u
jeseterovitych ryb velmi zkomplikovana anatomii §dna vejcovod. Nalevka
vejcovodu se nachazi v dorzakdsti €Ini dutiny giblizné v poloving délky €la.
Ovulované jikry vypadavaji ifmo do ¢€Ini dutiny. Ri vytéru klasickou
metodou“ dojde k vyeni pouzetasti ovulovanych jiker v malych porcich, jelikoz
tlakem na HSni partie dochazi kipné&knuti gonad na klenbwlhi dutiny a tim
dochéazi k uzaseni vejcovodu. Proto je tato metoda velmi zdlouhav#réna pro
rybu i personal, kdy vyt trva s gestavkami az 8 hodin (Linhart et al., 2000).

Vyrazné usnadni vytru pfinesla metoda tzv. ,cigského rezu“, ktera
spliovala poZadavkyigeZiti a moznosti opakované reprodukce ryby v nasgileidh
letech. Je znamo aZtpis@ESnych operaci u jedné ryby (Conte et al., 1988e6pt
al., 2000). Operace se prové otewenim kisni dutiny ventralnintezem v délce
100 — 200mm (podle velikosti samice). Naslednyéodivulovanych jiker probihal
pomoci IZzice. Po odebrani vSech ovulovanych jikdo mutnéiez dezinfikovat a
zasit BisSni dutinu. V sotasné dob se od této metody rovh ustupuje a jiz je
vyuzivana jen okrajay Je to z dvodu narénosti a velkého zasahu do organismu
jedince (cela operace trva cca 30 minut). Nejlepgsledky s pezitim a
rekonvalescenci ryb po operaci dava miniinvaziimiurgické prdiznuti vejcovodu
a vy®r ovulovanych jiker (Stch et al., 1999).

Rivodni zpisob ziskavani genemgich ryb odlovem zifrozeného progedi
se Vv soudasnosti vyuziva spiSe pro zachovani druhu, nez rpmrodukci ke
komegnimu vyuZiti (odlovyAcipenser sturiove Francii nafece Gironde, €iné

Acipenser sinensisa Yangtze River apod. — Williot et al., 2001; Weal., 2006).
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Dnes je proto nejobvyklejSi drzeni vlastnich gatr@ch hejn, kterd jsme si
od juvenilnich jedingé sami vybrali a chovame je v extenzivni¢hintenzivnich
podminkéach rybich farem. Jak jiz bylo uvedeno vy&#kou problematikou u tohoto

chovu generéaich hejn je jejich pozdni pohlavni déspst.

tab.¢. 4: ek pti dosazeni pohlavni do&psti (Hochleitner, 2004).

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

* Pohlavni dosplost u Huso huso podle zkuSenosti firmy Grass [zischt Peter
und Udo Gross GmbH & Co. KG, ¢Mecko) nastava v zapadoevropskych
podminkach v chovu na oteplené &adsamé v 7 — 9 letech a u samic v 11 — 13
letech(Gela, 2008)

Pokud uz mame genéméa hejno s jedinci ve &ku a velikosti, kdy by jiz
mohli mit pati¢né vyvinuté gonady, musime dit pohlavi jedind afadre je ozn&it
(zaloZeni databaze). Pro dlouhodoby ac¢ésp chov je z genetického hlediska
vhodné udrZovat alespdii piavodem odliSné populace od kazdého chovaného druhu
s doporgenym odstupem stidryb nejmég dvou let a postupnym ozéenim po 300
kusech remontnich ryb z kazdé populace. dbgnu budouci reprodukce je totiz
nezbytné vzjenminkiizeni jednotlivych jedink z jednotlivych populaci. Jedna se o
velmi nar@gny zpisob chovu, avSak jen takto je mozZné zamezit nelézpe
piibuzenské plemenitby a genetického driftu, kteryizen nastat v populacich
s malym pétem Kizenych jeding. Z genetického hlediska je pro vyvazeny chov
nutné drzeni alespd®00 kus juvenilnich ryb a finalniho hejna 300 kudosglych
ryb (Gela, 2008). # umélém vy&ru je nezbytné spravné aaeni pohlavi a zralost

ovocyti.
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Rozpoznéni pohlavi je v principu mozné vicésqby:
* Biopsii tkar¢ gonad
* Sonograficky

* Podle hormonalniho profilu krve

K ueni stadia zralosti ovodyse na ¥tSin¢ farem provadi tzv. biopsie tké&n
(prilohac. 4). Toto uéeni jde vSak provéd pouze u dosfych a zralych jedini (tab.
¢. 4). K biopsii se vyuziva specialni trokar (son@éazanskii et al., 1978), ktery
musi byt gizpisoben velikosti ¢éekavanych ovocyt podle druhu ryby tak, aby

nedoslo k naslednému poskozeni.

tab.¢. 5: Piimérné velikost jiker a piet zralych vyitenych jiker v 1g (Hochleitner, 2004).

Druh Velikost jiker (mm) Pocet jiker v 1g
A. ruthenus 19-25 110 -120
A. baerii 24-29 50 -55
A. gueldenstaedtii 2,8-3,8 45-70
A. stellatus 2,7-3,2 70 -100
H. huso 3,3-45 27 —-45

Pred vlastnim odérem musi byt sonda dezinfikovana (fi#ifad roztok
hypermanganu 1g'teplé pitné vody). Trokarem poté penetrujentiSrh stnu a
zasuneme ho dostate hluboko, ale je nutna velka opatrnost a Setrraist,nedoslo
k poSkozeni vnihich orgaf (predevSim gkva). Nasled& Sroubovitym otéenim
odeberemeiast tkag. Pokud jsme dodrzeli sma hloubku vpichu, tak se misto
penetrace éhem rEkolika tydni zahoji. Po ukoteni odigru je nutné misto odiou
opét dezinfikovat.

Po odebrani vzorky fixujeme jikry v Seréadoztoku (slozeni na 100ml: 60ml
ethanolu 96%, 30ml formaldehydu 38%, 10ml ledoveekny octové 99%; Rodina,
2006). Tento roztok Zsobuje konzervaci ovoadyt a tak je mozné s jejich
uréovanim zéit nejdrive po 24 hodinach. Wovani probiha pod stereomikroskopem,
kde se ufi plocha jadra (Kazanski et al., 1978; Rodina, 20@ptimalni polohu
udéva klasifikani index ¢) na urovni 0,06.
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obr.¢. 5: UrReni zralosti ovocytu dle Conte (1988).

AP — animalni pdl, VP — vegetai pol, GV — jadro
A — Vzdalenost mezi jadrem a membranou ovocy
B — Piamér mezi animélnim a vegetaim pdlem

£ - klasifikatni index

VP

Pred vlastnim vyirem je dileZit4 téz teplotni stimulace remontnich jedinc
Vybrané samce a samicgemistime do fipravenych bazén kde zajistime postupné
navysovani teploty vody (s maximalnim dennim namnii®e3 °C). Konéna teplota
by m¢la byt 14 — 15 °C. Tato teplota je udrzovana ala€pe 7 dni ped planovanou
hormonalni stimulaci ryb (Gela, 2008). Jedince merninhé rozdlovat dle pohlavi. U
jeseterovitych ryb ani po hormonalni stimulaci ndddke spontannimu Wt jako
nag. u ryb kaprovitych.

K hormonalni stimulaci samicse pouziva jednorazova nitrosvalova injekce
suspenze kaphypofyzy a fyziologického roztoku v davce 4mgkgjvé hmotnosti
ryby. K optimalni spermiaci dochazi asi po 36 hadimod aplikovani suspenzé p
jiz zminované teplat 14 — 15°C.

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

« Ovopelu v davce 1 peletky.Rgivé hmotnosti ryby

Pii pouziti €chto latek se spermiace dostavi jiz po 20 hodinadh
hormonalni stimulace (Rzemieniecki et al., 2004hestézie se u sarincpiilis
neprovadi, pokud se jiz nejedna o jedinéSich rozndra, se kterymi je manipulace
znané slozita az nebezpea.

Pokud jiz nastala spermiace je samecZgoldibetem na vyrovy sfil.
Velmi dilezité je osuSeni pohlavniho otvoru a jeho okgbergha je poté odebirano
pomoci suché kanyly, jez je upravena da§pi Velikost a pimér kanyly musime

piizptsobit jedinci, kterému je sperma odebirdano. Kanjda poté zasunuta
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upravenym koncem do chamovodu a jeji volny koneels& do gipravené suché
nadobky. B dobré gipravenosti samc neni nutna masaibni dutiny. MnoZstvi
ziskaného spermatu je zavislé na druhu a velikeslince, jedna seétSinou o
stovky mililitra (u wtSich druli se jedn& az o tisice milility. Odebrané sperma je
mozné uchovavat az na dobu 72 hodin, nezbytnégk dédrzeni teploty 0 az 4°C.
Sperma jeseterovitych ryb je¢lavé az mléné bilé, ma vodnatou konzistenci.
Koncentrace spermif je v rozmezi 0,01 — B1aml.
Ke stimulaci samic je téZ pouzivana nitrosvaloyjakoe suspenze képhypofyzy a
fyziologického roztoku. Je jiz ovSem podavana veulstavkach:
1. Prvni davka je 0,5 mg.Kgzivé hmotnosti ryby. Po 12-ti hodinach nasleduje
2. Druha davka, a to 4,5 mg.kgivé hmotnosti ryby.

Casovy rozdil mezi prvni a druhou davngioi 12 hodin. Ovulace jiker poté
nastava pblizné¢ do 42 hodin od prvni davky suspenze hypofyzy. Bekiym
znakem je objevovani ovulovanye¢arnych jiker na danadrze.

Ovulujici samici je nutné podrobit anesté2iavodem je zmirdéni stresu,
kterému je ryba vystavena, sn&@dh manipulace s jedincem a minimalizace
nasledného mozného potan pii necekaném pohybu ryb v momenprovadni
chirurgickéhorezu. K anestezii je vyuzivan roztokebickového oleje o koncentraci
0,07 mLI*. Po naprosté anestézii samici vyzvedneme zé&l&rpoloZzime ji na
vytérovy stil opét hibetem dai. Velmi podstatné je osuSeni pohlavniho otvoru a
jeho okoli. Vlastni chirurgicky zékrok dle&ha a kol. (1999) sgiva v prdiznuti
vejcovodu v délce 20mm v méstpred vyusEénim do pohlavniho otvoru. Poté
nasleduje klasicka masa#admich partii. Nejdlezit¢jSi je uplné daeni ovulovanych
ovocyii. Jikry, které gastanou v BHSni dutirg, zathou podléhat naslednému rozpadu
a zmsobi sepsi. Samice poté umira. Cely zakrok bysherekrosit 10 minut.

Jikry vytirame doipdem pipravenych, jash oznaenych a suchych misek.
Vyttené jikry maji dle druhu Sedernou az’ernou barvu a jsou v ovarialni tekutin
Dobie Zetelny je animalni pél. Vyené ovocyty je nutné pkvé chranit ed
kontaktem s vodoui piimym slun€nim svitem. Hmotnost jiker je na urovni 10 —
15% hmotnosti samice. Samice je schopna dalSilkowyt 2 — 3 roky dle podminek
prostedi (Hochleitner, 2004)
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Ziskané jikry se oplozuji spermatem, které mysiptedem smiseno s vodou.
Duvodem tohoto postupu jeétdi paet mikropyli na animalnim pélu zralé jikry,
kudy pronika spermie do jikry (Linhart a Kudo, 199Pouzitim n&edneho
spermatu se tedy@dchazi polyspermii. K oplozeni a aktivaci 100@gifise pouZzije
20 — 25ml heterospermatu, které jgatkino ¢tyrmi litry aktivagni vody. Jikry je poté
nutno rekolikrat dikladns proplachnout a zidvodu lepivosti jiker je nutné ihned
za&it s jejich odlepkovanim. Jako odlepkovaci suspgazefastji vyuzivan jil a to
z davoda chladné vody $ vytéru (cca 15°C). Vlastni odlepkovani trva 60 minut
(Gela et al., 2003). Jikry je nutno po celou dobacpsu michat a to &oé ¢i jinymi
pomickami, které jsou &tSinou vyrobeny z e (Setrné zachazeni). Po odstiain
lepivosti jiker je nutno odstranit suspenztiaté jikry jsou umisiny na inkubani
aparaty. Inkubéni aparaty i nasledna o jikry je prakticky srovnatelna se vsemi
ostatnimi druhy ryb, které jsodhé umele vytirany.

Jedinou vyjimku tvéi odsavani uhynulych jiker, jelikoZz Zidodu tmavé
barvy nejsme schopni rozpoznat uhynulé jikry odaggich.

Lihnuti probiha v dlouhégasovém intervalu po dobu 2 — 3ud(tab. ¢. 6).
Vykuleny plidek velice ochotfipluje s vodou a je umist na odchovné Zlaby, kde

se nasledhrozplavava a je rozkrmovan.

tab. ¢. 6: Inkub&ni doba jikerAcipenser ruthenus Acipenser baeriiod oplozeni (v hodinovych

stupnicich h° - tj. ndsobek ¢ hodin a pimérné hodinové teploty vody).

Bruh Inkubaéni doba od Inkubaéni doba do konce
zacatku lihnuti (h°) lihnuti (h°)
A. ruthenus 1750 2 350
A. baerii 2 000 2 800
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2.5 Biologie jesetei

Rad Acipenseriformesje evol&né velmi stary f4d chrupatitych ryb
(Chondroste), jejichz prvni zastupci na Zemi Zzili jiz v obdobirchni Kidy, a proto

se od evolén¢ mladsSich ryb kostnatych €leostei vyrazreé odliSuje.

Dle Berga (1940) j¢ad popsan takto:

Jedna se o ryby protahléhdetenovitého dla, v zadnicasti se laterakh
zplo¥'uje. Kuzi pokryva 5S5fad kosEénych Stitki. Te¢lo ale mize byt i holé, kroré
horniho laloku ocasni ploutve, ktery je pokryt Zitdm typem ganoidnich Supin
(fulcrag). Tyto Supiny maji tvan. Pod nimi po stranach vizhu ohnuté distalntasti
ocasniho nasadce jsou ganoidni Kbsereiné Supiny. Ocasni ploutev je zna
heterocerkni, ale whterych drul byva dolse vyvinuty i dolni lalok.

Chorda #stava zachovana a neni zaSkrcena. Leldkatd ryb Zistava
chrupavita, obsahuje jendkolik zkostnatlych ¢asti, nikdy vSak neni zkostriki
souvisle. Lebka je velmi masivni a vzadueghazi do bazidorzalni, resp.
baziventralni chrupavky chordy. Spojetélisti je hyostylni (volné). Rypec je
protahly, u gkterych druli znané dlouhy, vytv&i ho prodlouzena sdnicichova
chrupavka ¢artilago ethmoidalis medialjs Chrupa¥ita je i kost kléni (claviculd).
Nadainicovy kanal postranniary prochazi mezifpdni a zadni nozdrou, vzadu se
spojuje s podinicovym kanalem. dla obrathi u jeseterovitych ryb zcela chybi.
Zebra jsou spodni. Potiméa kostra thetni aiitni ploutve je taktéZz chrupaita. Na
kazdé z radidliigchto ploutvi je gkolik tésné spojenych paprsk

Celed’ Acipenseridadyla jiz popsana mnoha autory. Jeji popis je zriird
zacatku minulého stoleti. Popis dle Berga (1911):

\fetenovité &lo ma @t fad kosénych Stitki. Jedna‘ada je umisiha na fibeg,
dvé na bocich a dvna KiSnich partiich. U adultnich jediianohou kosiné Stitky
na kise postup# vymizet. Mezi Stitky jsou &tSinou malé koghé struktury tvaru
zrnek nebo destek. Ganoinovy povlak exoskeletonshiem fylogenetického vyvoje
u jeseterovitych ryb vymizel a je nahrazen pojivkostEnym. Ocasni ploutev je
heterocerkni. Zadni konec ocasniho nasadce pokiesjttvereiné Supiny. Vrchni
¢ast hlavy je pokryta dotykajicimi se nebo blizkbeskezicimi kostnymi Stitky.
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Rypec ryb byva kuzZelovity nebo lopatkgyina jeho spodni stranse
nachéazeji 4 hmatové vousky, ty jsou umigt v ricné rack. Usta maji spodni
postaveni a jsou tedy na spodni straypce. Tvar Ust je &tbinovity, u rekterych
druhi mohou mit az tvar oblouku. Tlama je aeaia masitymi pysky, které mohou
vybihat aZ na boky hlavyHuso hush Celisti jsou u &chto ryb vysunovatelné a u
dosglych jedindi jsou bezzubé. Drobné zuby se vSak nachazeji rta. patkova
kost @perculun) a paprsky zaberni blany zcela chybi. Zabertinky se vyskytuji
v malém poétu (problematické dychani).

Velmi neobvyklé je fekryti posledni¢asti vejcovodu, ktery se ve své
kone:né ¢asti st&i a napojuje se na mové cesty (problematicky wif). Zebra jsou
u jesetel vyvinuta. Hbetni ploutev je umisha v posledniieting téla. Prvni paprsek

prsnich ploutvi je femenén v tvrdy trn.

Biologické zvlastnosti a zajimavosti jeséter

« Jedna se o jedny z néfgich ryb wibec. Rikladem je druhHuso huso
(Linnaeus, 1758). Jedinci toho druhu mohou dosaha¥alOm a 3 200kg
(Barus, 1995).

« Jeset#i jsou migrujici druhy. Maji fevazr vytérovou migraci, pi které
proplouvaji sladkymi i slanymi vodami. Jde tedylad&ovodni i diadromni
druhy ryb.

» Diadromni druhy vytvieni sezénni rasy. Jarni rasa je obvykle men@ set
na jae a v lét stejného roku. Podzimni rasa byva zastoupeétimi jedinci
a prezimuje viekach (Barus§, 1995).

» Z hlediska vygru pati jeseteroviti do skupiny jikry neochingici a litofilni.

* Pohlavre zralé samice nejsou schopnydarit kazdorgéné (Hochleitner, 2004).

» Jeseterovité ryby postradajkteré reflexy, pevazr reflex unikovy.

* U jesetetdl je paet mikropyli nejen vysSi, ale také velmi variabilnfamci
jedince i druhu:Acipenser ruthenu$-13, Acipenser baeri2-10, Acipenser
stellatus 1-13 mikropyli, Acipenser gueldenstaedtiz 52 (Dettlaff a kol.,
1993, PSeftka a kol., 2010).

* Spermie jesetérzistavaji i po 2 minutach stéle aktivni z 60 az 70%
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2.6 Polyploidie

Vyraz polyploidie znamend zmnoZeni celychromozomovych sad
v somatickych biikkach jedince nad jejichéinou diploidni Urove (FlajShans a kol.,
2008).

Polyploidie byla nejprve pozorovana utlins kde se zjistilo, Zze az 50%
krytosemennych rostlin je polyploidnihdyodu (Grant, 1977). Hypotézy o moznosti
polyploidie u zZiv@&icht byly zprvu povazovany za nemozné (Muller, 1925ISmi
vyzkumy vSak bylo zji¥no, Ze polyploidie je moZna i u mnohoktinych Zivaicha.

U ryb byla polyploidie pozorovana v roce 1945 (Si#mn) a v roce 1946 (White),
jednalo se o ryby lososovité.

Prakticky #tSina mnohobuwtnych Ziva@iSnych organisrin obsahuje
v somatickych bilkdch de sady chromozoi) jedna se tedy o organizmy tzv.
diploidni (2n). Vyvoj pohlavnich produkt (gametogeneze) probihda pomoci
meiotického bu&ného dleni. Meidza obsahuje dwnasledna jadernackgni, ale
pouze jeden cyklus replikace DNA. To umiaie segregaci jedné kopie kazdého
homologniho chromozému do kazdé nové gamety. Dikyut Ze v kazdé ganiefe
obsazena pouze jedna sada chromdz@mameta je haploidni, 1n),t@e po spojeni
santi a samii gamety opt vzniknout diploidni jedinec, ktery obsahuje 2n
(Flajshans a kol., 2008).

Pokud ovSem doch&zi ke zmnozeni chromoggoh sad, jednd se o jiZ

zminovanou polyploidii. Bivod vzniku polyploidie vS8ak nemusi byt vzdy stejné.

1. Autopolyploidie
Dochazi k nifbzmnozeni chromozomovych sad u reprodukce jédatejného
druhu. K autopolyploidii mohou vést niddad:
a) Poruchy gamet:
* Dvé meioticka dleni
* Selhani prvni nebo druhé faze meiotickébiewol

» Selhani rozchodu mitotickych chromozém
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b) Poruchy procesu oplozeni:
* Polyspermickeé oplozeni
e Starnuti ovulovanych ooadyt
e Poruchy organizace jadra
c) Vlivy prostredi
» Poruchy v procesu fertilizace gamet
(Purdom a Lincoln, 1973; Purdom, 1983; Thorgaar883l Yamazaki, 1983;
Thorgaard, 1986; Donaldson a Benfey, 1987; Chotrd@87; Benfey, 1989).

2. Alopolyploidie
Vznik& B zmnoZeni chromozomovych sad u mezirodévénezidruhové

hybridizace. Hrozena mezidruhova hybridizace je u ryb velrastym jevem, ktery
byl jiz mnohokrat pozorovan a je tedy velmi debzdokumentovan (Blanc a
Chevassus, 1982; Wladytchenskaya a Kedrova, 198afe, 1989; Vrijenhoela
kol., 1989; Bullini, 1994; Scribner a kpP000 a dalsi).
K alopolyploidii mohou vést n&klad:

a) Hybridizace blizce fibuznych:

- Zivotaschopné a plodné potomstvo

b) Hybridizace vzdale$jSich rodtovskych druii:
- Nekompatibilni genomy
- Genomické zreny
- Androgeneticky vyvoj (Stanley a kol., 1976)
- Polyploidizace (Chevassus a kol., 1983)

Pokud kdlvodam, které @isobi autopolyploidii nebo alopolyploidii dochazi
naprosto firozere (bez antropogennich viiy, jedna se o tzv. spontanni polyploidii
(Benfey, 1989; Ihssen a koll990; Pandian a Koteeswaran, 1998 a dalikteve
poruchy vedouci k polyploidizaci mohou byt takéofréany evoldné a mohou vést
az ke vzniku novych rag druhi, linii ¢i populaci, které jsou evainé polyploidniho
puvodu (Legatt a Iwama, 2003; Le Comber a Smith, 2@®mai, 2005; Rah kol,
2006).
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Takovéto poruchy a zejména jejich mectragi vedouci k simulaci nebo
navozeni polyploidie byly v j@béhu 20. stoleti intenzivh zkoumany a poté
celos¥tové vyuzivany k produkci neplodnych, ale rychle rosict polyploidnich
jedinai, kteri slouzili pouze ke konzumnimcélim. U jeseterovitych ryb se ute

navozené stavy polyploidie pro chov v akvakulturaekyuZzivaji.

obr. &. 6: Zpisoby mozného vzniku autotetraploidnich jedino = gametyo = jedinec (Vasil'ev,
1999).

1. Oplozeni diploidniho vajka pomoci diploidni spermie.

D

+ —tp | A Unisexual
@ - tetraploids

2. Oplozeni haploidniho vajka pomoci haploidni spermie s néslednou
reduplikaci Bhem prvniho deni.

@ I:r:dtal.icati.unl

¢ —— [ —

~®

3. Oplozeni diploidniho vajka pomoci haploidni spermie za vzniku triploidni

samice, ktera produkuje triploidni wd§a a nasledny vznik tetraploidni

zygoty.

D

4 =[] _,.@ Practically
,V,@ sterile b — 0 sterile

_m@) tetraploids

4. Tento gipad je pouze u jeseterOplozeni haploidniho v&ka promoci

dvou spermii.
® L
* >[3n] ’ @ Practically

sterile + =——>lin teril
@“@ ""@ :e:ra[:luids
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obr. ¢&. 7: Zpisoby mozného vzniku alotertraploidnich jedino = gametyo = jeidnec (Vasil'ev,
1999).

l. P¥ima cesta.
1. Oplozeni diploidniho vajka pomoci diploidni spermie jiného druhu.

—t |20, + 2:11 Unisexual tetraploids

&

2. Hybridizace mezi diploidnimi druhy vede ke vznikybhida s naslednym

splynutim jejich gamet.
@ | clonal reproduction |

—_— 4,
’w@ :Il],+ n‘l _’. 1n1+2n2
@D ]

3. Reduplikace diploidniho zarodkghem prvniho deni.

@ reduplication |
| —y n1+ 1:|2 — . 2n1+2n2|

Il. Neprima cesta.

[ clonal reproduction | M@ Both females
@ VA \ * \nd males

D D
o

2n,+ 2112

= @ ST,/
-
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2.6.1 Evol&ni dopady polyploidie

Polyploidie je velmi zavazny zasah do genomu jeglirale i celého druhu.
Takto velikd znina v genetickém zakladu musi tiek nevyhnutel&é prinaset i své
nasledky. Dopady polyploidie by se dali réliddo tii provazanych skupin dle Otta
(2007):
1. Fyziologické dopady
* Velikost burgk

* Velikost a tvar &la

2. Genetické dopady
» Stabilita genomu

» Stabilita exprese gén
3. Evolwni dopady
* Nasledny evokni vyvoj

* Vznik novych rod, ¢eledi a drub

Fi spojeni vSechrt skupin dochazi k ut¥ani nové evoluce celého druhu.
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2.7 Metody stanoveni urovs ploidie

Pro ufovani ploidie je velmi dlezité si gedem zvolit danou metodu, ktera je
pro nds konkrétni pokus nejvhagli a jsme na ni technicky vybaveni. Rélshi je
popsano dle FlajShanse a kol. (2008).

Metody stanoveni sexlil na 2¢asti:
1. Ptimeé
2. Nepimé

Ptimé metody obsahuiji:
a) Stanoveni karyotypu
b) Kvantifikaci obarvenych jadérek v tikach (NOR)
c) Kvantifikaci obsahu DNA ve specificky barvenycllijéach

. Pritokova cytometrie
. Spektrofluorometrie
. Mikrodenzitometrie

Nepiimé metody obsahuiji:
d) Coulterova metoda (impedance)
e) M¢teni burenych a jadernych geometrickych charakteristik
f) Molekularre genetické techniky (elektroforéza enzy)m
g) Morfologické rozdily mezi diploidy a polyploidy

Nepimé metody stanoveni ploidie se liSi déhpych tim, Ze jsou zaloZeny na

stanoveni velikosti butk a burkénych jader klasickymi hematologickymi postupy
(FlajShans a kol., 2008).
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Piimé metody

a) Stanoveni karyotypu:

Tato metoda seudxe provadt piimou preparaci chromozdime kranialni
¢asti ledvin, ze sleziny, z gonad nebo z epitelieaiho aparatu. DalSi moznosti je
odker fibroblasti a leukocyl z ploutevniho lemu. Velmi vhodnym materidlem jg té
odebrana krev zivych ryb. Z ohledu rychlosti vy8et je stanoveni karyotypu
relativne namahavé a pomalé. Tato metoda nelze vyuZzZit vogrdwn nefitku.
Velkym kladem tohoto stanoveni je vSak to, Zze sgeo nejpesrEjSi moznou
metodu. Pomoci toho stanoveni jsme schopni odhgigté abnormality jako je

nagiklad aneuploidie. Stanoveni karyotypu je zakladférergni metoda.

b) Kvantifikace obarvenych jadérek vitkach (NOR):

Ri této metod nemusi byt obarvena pouze oblast organizatoruljad&tize
zde byt obarveno i celé jadérko metafaznich neberfaznich buék. Pro barveni
burgk je vyuzito stibro (Ag). Jedna se o rychlou a levhou metodu. Jgjiiti je
vS8ak mozné pouze u dnishkteré maji v haploidni s&adchromozoni jen jeden
chromozdém s NOR (Philips, 1986; FlajShans, 1993jo Tnetoda je pro jeseterovité

ryby nevhodna.

c) Kvantifikace obsahu DNA ve specificky barvenychrgh:

Tato metoda je zaloZzena na permebilibacEcnych membran a obarveni
jaderné DNA, s naslednym naifenim fluorescence, ktera je emitovana komplexem
obarvené DNA. NA tomto zaklgdprobiha néfeni pomoci pitokové cytometrie
(blize v kapitole 3.4) a spekrofluorometrie. Déleeain tyto metody pat
mikrodenzitometrie (Gold a Price, 1985; Gold a Aigan1987; Gold, 1990), ktera
je zaloZena na #eni absorbance barviva vitkach natru obarveného Feulgenovou

reakci a j&asto pouzivana i ke stanoveni velikosti genomu.
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Nepiimé metody

d) Coulterova metoda (impedance):

Jedna se o elektronickééiami objemu jadra. Je zalozeno na émén
impedance § prachodu ¢astice mezi elektrodami, kterAd odpovida mnoZstvi
elektrolytu nahrazeného tkou. Tim padem musi odpovidat i jejimu objemu.
Poprvé tuto metodu ke stanoveni ploidie vyuzil \&adiorf (1986) a astoval s ni
triploidii u amura bilého. Princip této metody jeuit i v mnoha hemoanalyzérech,
které jsou schopny pdat jaderné erytrocyty. Stanoveni ploidie poté hax
Z prikazné odliSnosti objemu erytroéyt diploida a triploidi (Svobodova 1998).

e) M¢treni geometrickych charakteristik kikna jader:
Vychazi z rozdilné velikosti u ryb digdaiich, triploidnich, tetraploidnich, ale
piipadre i u vysSich ploidnich arovni (blize v kapitole 3.4

f) Molekularre genetické techniky:
Ke stanoveni ploidni Gro¥fjsou vyuZivany jen ojedéhe, ale jejich pouziti

k ttmto elam je mozné. RAkladem je elektroforéza enzyinktera je zaloZena na
separaci protein z tkani, jejich elektroforetické separaci a bafvggdnoho ¢i
n¢kolika alozymi. Je zde vyuZit stugie polymorfismu odliSnych alel viznych
lokusech dastnicich se translace specifickych eniyivili témto vlastnostem je
poté mozné odliSit diploida od triploida diky <i§imu barveni pruhu
produkovaného dvojitou alelou triploida. Dale jezné vyuzit i DNA fingerprinting
(Han, 1992). Pomociéthto metod Ize stanovit téZ relativni podil kamliskych
genomit u hybridi (Sousa-Santos, 2005).

g) Morfologické rozdily mezi diploidy a triploidy:

Tato metoda je zaloZena na fenotypovémepu jedince uci jeho genomu a
je vhodna pouze pro mezidruhové jedince. Jedna Ssk youze o orientai
stanoveni, metoda je n@snd a nelze ji brat jako jediné a hlavni kritérium
Stanoveni jsou progdecké dely zcela nedostajici a pro jeseterovité ryby naprosto

nevhodna.
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2.8 Genetika jeseterovitych ryb

Vyzkum systematickych vztalv ¢eledi Acipenseridage v sogdasné dob
velmi komplikovan pitomnosti mezidruhovych¢i mezirodovych hybrid a
rozSkenym anatomickym a ontogenetickym polymorfismem r¢Be 1962).
NejbeéznejSi taxonomicka kritéria jsou zalozena na morfobegch, etologickych a
ekologickych znacich. Velmi podstatné je téz biagabcké roz&eni druli
(Rochard, 1991).

Cytogenetickd a molekularni data tepreelavno poskytla lepSi a hlubsi
pohled na moznosti druhového rozliSeni uviéidu, diky kterému jsou objevovany
nové taxonomické a fylogenetické vztahy mezi skapin ugitych druh.

Mrivrw s

polyploidie.

a) Cytogenetikadle Fontana a Zane (2007):

Prvni data o mnozstvi nuklearni DNA wejesi byla ziskana v 50. letech 20
stol. Mirsky a Riss (1951) si pomoci histofotomehyich metod vSimli, Zécipenser
sturioma 3,2pg nuklearni DNA. Toto mnozstvi nuklearni Do prikazre vyssi
nez u modelovych kostnatych ryb. Tento poznatek pakipdil hypotézy, Ze
primitivni ryby mohou mit vy35i mnozZstvi DNA neagasné mladSi kostnaté ryby.

Prvni data o ptu chromozom u jesetek byla ziskana kolem roku 1965
ruskym autorem Serebryakovvou (Serebryakova, 19K®a zaznamenala 60
chromozond u Huso husoa Acipenser ruthenusl pies nepochybny ugph byly
dané vysledky velmi nizké kvality.

Riblizn¢ ve stejné daob pozoroval Ohno (1969), Ze karyotyp jesetera
Scaphirhynchus platorynchubyl tvoren 112 chromozomy, z nichz 48 byly
mikrochromozomy. Taktéz si vSiml, Ze mnoZzstvi nakié DNA bylo 3,6pg. Tento
velky rozdil v p&tu chromozo6m v porovnani stim co bylo pozorovano ruskymi
vyzkumniky, byl Zejm¢ zagi¢inén nizkym rozliSenim i@dchozi techniky, ktera
nebyla schopna rozpoznat mikrochromozémy.

DalSi vyvinutou metodou na z§st karyotypu bylo suSeni vzduchem

v kombinaci s pedoSetenim mitotickymi inhibitory (Fontana a Colombo, %97
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Touto metodou bylo zjigho, Ze karyotyp tHuso husa Acipenser sturice sklada
ze 116 chromozoi ale uAcipenser naccarije jiz slozen z 240 chromozdm
Kolem roku 1980 stouplo mnozstvi dat oykéypech jesetdér zejména diky

praci ruskych ¥deckych pracovnik

tab.¢. 7: Stanoveny karyotyp u vybranych diykseterovitych ryb.

Druh Karyotyp Autor

H. dauricus 4n =120 Burtzev et al., 1976

A. baerii 8n =250 Vasil ev et al., 1980

A. schrenckii 8n = 240 Vasil’ ev et al., 1980
A. nudiventris 4n =118 Arefjev, 1983
A. stellatus 4n =118 Birstein, 1987
A. gueldenstaedtii 8n =250 Birstein, 1987
A.sinensis 8n =264 Yu et al., 1987

VSechna tato data podibe pritomnost dvou skupin jeseter
» Skupina A je charakterizovana karyotypem se 116 — 120 chzomgy
» Skupina B je charakterizovana karyotypem s 240 — 260 chramgyz

Autdi tak hajili ndzor, Ze vztah ploidie mezintito dwma skupinami byl
tetra-oktaploidni. AvSak dktera data nesouhlasila s vySe uvedenou hypoté&rou,
v tomto gipadt zastanci tetra-oktaploidni hypotézy obhajovali s@né vysledky
ne@ilis jasnym diploidiz&nim procesem (Birstein, 1987).

Objeveni metody jokové cytometrie &inilo kvantitativni stanoveni obsahu
nuklearni DNA mnohem sna&i8i a rychlejSi. Tato metoda je téZ povaZzovana za
jednu z nejspolehligjSich. Velikost genomu u sedmi dfubmerickych jesetérbyla
nalezena v rozmezi 4,6 — 13,1pg (Blacklidge a Blgw©93). Autdi poté rozdlili
zminovanych 7 drufh jeseteit do 3 skupin a to v po¥ru 1:2:3, kde byly povazovany:

e Tetraploidni druhy za ty s nejnizsi hodnotou.
» Oktaploidni druhy dosahovalyistinich hodnot.

* Dodekaploidni druhy dosahovaly nejvyssich hodnot.
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Potkud odliSné vysledky stanoveni byly ziskany u 10hdrjeseterovitych
ryb z amerického a euroasijského regionu (Birstdiml., 1993). Uvedenych deset
druhi bylo taktéz rozéleno do 3 skupin, ale nepatrrozdilnych:

» Tetraploidni
o Oktaploidni

» Hexadekaploidni

Podle vySe uvedenych dat dosSli vyzkumkizéwram, Ze druhy skupiny A
byly tetraploidni a druhy skupiny B musely byt gitadni.

Velky ginos pro porozugni vztahi ploidie mezi jeset#mi skupinami A a B
byl poskytnut chromozémovym cezenim s nitrateibed, které pomaha stanovit
ribosomalni genové aktivity a identifikuje oblastiklearniho usp@adani (NOR =
nucleolar organizing regions) (Goodpasture a Bloof875). NOR poet
chromozond u druhi skupiny A dosahoval 4 — 6 chromozénzatimco u skupiny B
dosahoval p&et 8 — 13 chromozdin (Fontana et al., 2001). Zdhto vysledk
vyplyva, Ze u druh skupiny A mohou byt NOR chromozomy shromé&idv parech,
ale u druli skupiny B mohou byt chromozomy shromé&ig v sadachctyr
podobnych chromozoim

DalSi pehled o ploidni Urovni jesetemiZze byt vyvozen pomoci metody
fluorescedni hybridizace (FISH).Rada satelitni DNA, ktera byla izolovana
Z genomuAcipenser naccariia byla oSdena restriknim enzymem (Hindlll), je
vyuzivana jako tzv. FISH sonda na metafazovychidesth. Hybridizani signély
byly jasré rozpoznatelné v centrometrickych oblastech vSdaumanych drui,
krom¢ Acipenser sturio U vSech zkoumanych driithve skupig A bylo signaly
detekovano 8 — 10 chromozéna ve skupid B signaly dosahovaly 40 — 80
chromozond (Landfredi et al., 2001; Fontana et al., 2004).

40



tab.¢. 8: P@&et chromozérh a obsahu DNA écipenseriformeskupiny A.

Druh Pocéet chromozomi Obsah DNA Autor
(P9)
A. nudiventris 4n =118 +3 3,9 Birstein et al., 1993
A. oxyrhynchus 4n =99 - 112 4,55 Blackklidge, 1993
A. ruthenus 4n =116 *4 3,74 Birstein et al., 1993
A. stellatus 4n =118+ 2 3,74 Birsten et al., 1993
A. sturio 4n=116+4 3,2 Mirsky, 1951
H. dauricus 4n =120 3,78 Birstein et al., 1993
H. huso 4n =116+ 4 3,6 Fontana, 1976
S. platyrhynchus 4n =112 3,6 Ohno et al., 1969
P. spathula 4n =120 3,9 Tiersch et al., 1989

tab.¢. 9: P@et chromozém a obsahu DNA écipenseriformeskupiny B.

Bruh Pocet Obsah DNA Autor
chromozomi (p9)

A. baerii 8n=249+5 8,3 Birstein et al., 1993

A. fulvescens 8n=262+6 8,9 Blacklidge, 1993
A. gueldenstaedtii 8n=250+8 7,87 Birstein et al., 1993

A. medirostris 8n=249+8 8,82 Blacklidge, 1993

A. naccarii 8n=239+7 6,26 Fontana, 1976

A. schrenckii 8n =240 6,07 Zhang et al., 1999
A. sinensis 8n=264+4 9,07 Zhang et al. 1999

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

VSechny tyto cytogenetické poznatky s8ilmodporuji hypotézu, Ze jes#tee
120 chromozémy p#ti do skupiny A jsou tetraploidni, zatimco jesepatici do
skupiny B s 240 — 260 chromozdmy jsou oktaploidni.

V roce 2005 Kim et al. popsal karyotypAaipenser brevirostrumktery
obsahoval 372 chromozdm Blacklidge (1993) si vSak jiz vSimli, Ze tentaud ma
obsah nuklearni DNA 13,08pg, cozZ je 2,78 x vyS&inota nez je mmeér skupiny A
a 1,44x vyssi hodnota nez skupiny B. Ddehto poznatk je Acipenser brevirostrum

odvozenym druhem, jehoZiypod mize byt v hybridizaci mezi druhy u skupin A a B.

41



b) Molekularni genetika dle Fontana a Zane (2007):

Kron¢ piimé vizualizace chromozdmlze u jeseterovitych ryb zkouSet
molekularrg biologické techniky. U jeseterovitych ryb je mozmguzit metodu
fylogenetické rekonstrukce, ktera je zalozena nkekutarnich zn&ach (Birsteinet
al., 1997, 1998; Kriegeet al, 2000; Zhanget al, 2000; Ludwiget al, 2001). Stej&
tak je mozné vyuzit metodu mapovanicipo chromozodm na fylogenetickych
stromech (Maddisonem a Maddisonem, 1992). Nyni @oda fylogenetickych
stromi vyuzivana pro 22 z 27 drialAcipenseriformeéLudwig et al 2001).

Molekularni znkovate mohou byt pouzity kifmému vyvozeni ploidni
arovné genomu analyzovanim maximalniho¢poalel, které byly nalezeny v daném
lokusu. Napiklad maximum dvou alel je¢ekavano v diploidnim lokusu, zatimco
tetraploidni lokus by ®& obsahovat maximain4 alely. Tato metoda vSakipesla
nesliitelné vysledky (Fontana a Zane, 2007).

Nejpouzivat)Simi zna&kovati jsou mikrosatelitni markry, které byly
nalezeny ve vSech prokaryotickych a eukariotickgeimomech analyzovanych do
dnesni doby. fevazre jsou obsazeny v nekddujicich oblastech. Jednarssimirg
cenny nastroj pro studium genetické variability igaet al., 2002). Mikrosatelitni
markry byly poprvé izolovany Acipenser fulvescerss240 chromozémy (May et al.
1997).

Mikrosatelitni markry mohou byt postizeny¢iuymi problémy:
» P¥itomnost ne vice nez dvou aletibe indikovat diploidii na lokusu.
» Jedin& duplikace lokusutrke vést ve zdanlivou polyploidii.
» Po genové duplikaci iie multilokusova analyza poskytnout protikladné

informace.

Krome studia potu alel byly mikrosatelity pouZzity i v segregda analyze
k identifikaci disomickych, tetrasomickych a oktasokych grenosovych znaku
Acipenser fulvescen®yatskowitet al, 2001; McQuownret al, 2002). Disomicky
geneticky odkaz je typicky pro alotetraploidy, uemich jsou homologické
chromozomy ze dvou rogbvskych dru naprosto odliSné od ostatnich (Olson,
1997). Zatimco tetrasomicky geneticky odkaz je dipi pro autotetraploidy, u
alotetraploidie setyii chromozomy nesouci stejny tetraploidni lokus @hjbyako
nesouci dva diploidni lokusy. Proto se pouze jederomozém z kazdého paru

odctluje do kazdé gamety (Fontana a Zane, 2007).
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tab.¢. 10: Testovani a izolovani mikrosatelitnich lokalse May et al. (1997)M) a Ludwig et al. (2001)(). p = Polymorfni;m = Monomorfni;n = Neaktivni.
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2.9 Ochrana genofondu

Genofond je zakladnim pojmem tzv. konzémvgenetiky, kterd je zattena
na odbord podloZzenou ochranu biodiverzity, na jeji udrzenbdiborné Sleckni.
Genofondem rozumime soubor vSech genbfgdindi, jeZz populaci nebo dany druh
tvori. Podstatu genofondu tkiogeneticka diverzita ifsluSného druhu, ktera je
v ramci jednotlivych populaci édicnd, svym zfisobem je adaptabilni, coz je
vyznamny pedpoklad zdarné existence a evoluce (Hanel a 12685). Genofond
tedy neni nernny, je to dynamicky systém, ktery sézpusobuje biotickym a

abiotickym podminkam svého priesdi.

Ochrana genofondu by se dala shrnout do nasleclijfeich bod:

1. Je nezbytné udrzeni zivotaschopné populace danéha.dDalo by séici,

Ze je nutné udrzet Zivotaschopnou populaci za jedlow cenu. Nesmiré
dulezity je zdetasovy aspekt, populace musi byt Zivotaschopna dhboiti
(nekoneéng) (Flajshans a kol., 2008). Pokud druh jednou tgimeni jiz co
ochraiovat ani zachigovat. Evolini linie jsou jedinéné a neni mozné je
nijak opakovat.

2. Dale musi byt zachovana schopnost neustaléizgipobovat minicimu se
prostedi. To znamen& udrZeni geneticky danych adafia schopnosti.
Cely druh musi byt dlouhodstyeneticky zdravy (FlajShans a kol., 2008).
Pokud by z gjakych divodi doslo ke ztrat genetick&istoty druhu, je poté
velmi obtizné (8kdy aZz nemozné) genetickaistotu daného druhu ép
zajistit. MiaZe dojit az k vyhynuti druhu tak jak byl znam.

3. Moznost udrZeni schopnosti pro dal$ippdné spectai udalosti. Tohoto
bodu se v podstatnikdy neda dosahnout, protoZze vyvoj daného druhu
nikdy nekori. Vyvoj miuze skouit pouze tim, Ze dojde k vyhynuti druhu.
To by ovS8em znamenalo, Ze ochimka opateni genofondu selhala a
genofond daného druhu byl ztracen.

VSechny vySe uvedené kroky jeéelha prova& pelivé a spravn, ale i

s pati¢nou rychlosti a rasantnosti. JelikoZ u jeseterohitgiruhii ,jiz zitra nemusi

byt co ochraovat”.
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2.9.1 Ochrana rozmanitosti druhu

V souwtasné dob je jiz velmi dolie zmapovan jpvodni vyskyt mnoha druh
Diky ziskanym poznafim z minulych let, neni dnes slozité ¢iir pavodni
ichthyofaunu dané oblasti biotopu.

Problémem dnesni doby tedy neni rozpopiradd daného druhu, ale jeho

udrzeni ¢i navraceni) v firozené oblasti, a to v dostatem a Zivotaschopném stavu.

Rozmanitost druhu je dle Hanela a Luska (2005)icejovlivréna €mito faktory:
e Podélna migrace
» Pri¢cna migrace (velké toky)
* Zne&listéni vod

* Lov ryb (legalni i nelegalni)

Jak je vi&t z vySe uvedenych bédjedna se o faktory antropogenniho
puvodu. Vlivem staveb vodnichéd(migrace), pimyslovych zavod blizko toki
(znecisteéni) a rybdského tlaku (kaviar) jsou jes#t@a mnoha mistech jiz vyhubeni
nebo jim vyhubeni hrozi. Rty jeseteli v nékterych lokalitach jsou dnes jiz tak
minimalni, Ze se prakticky nejedné o Zivotaschogruh.

Je tedy nesmirrdilezité zabyvat se nejen ochranoditych druhi, ale také
ochranou jejich rozmanitosti. Druh totiz musi bythoaiovan v utitém patu,
poneru pohlavi, ¥ku atd. aby se dal povaZzovat za dale Zivotascholelkym
problémem je vSak fakt, Ze jeseterovité ryby se&kylygi v mnoha statech, které se
nagiklad z politickych dvodi ochranou pvodnich druld ¢i rozmanitosti druhu
nemohou zabyvat nebo se zabyvaji nedostatéagiklad okoli Kaspického nie).

V mnoha pipadech je tedy jedinou moznosti zachranny choellamruhu v jiném
stat.

Ochrana rozmanitosti druhu je v dneSmdwo jeseterovité ryby jiz nutnosti
a je teba, aby jeji pravidla byla ustanovena legislativdieské republice se této
problematice ¥nuje napiklad vyhlaska 395/1992 Sb., NATURA 2000 a CITES

(Hanel a Lusk, 2005).
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2.9.2 Ochrana vnitrodruhové (geneticke) diverzity

Vnitrodruhova diverzita je studovana pamarostedki genetiky populaci. |

e

kdyz nejdilezit¢jSim faktorem je velikost populace, tak z hledigienetického je
mensi, jelikoz se jednd o mnozstvi jedinkteri predaji swij genofond dalSi generaci
(FlajShans a kol., 2008).

Pokud se hodnota efektivni velikosti bude stalezerat, dostavi sefit Uzce

souvisejici popukiné genetické procesy:
1. Efekt hrdla lahvel{ottleneck effeyt
Jde o nahlé a velké snizeni velikosti populace, dajge k uplatani jen malé
¢asti genotyf. Duvodem takového efektuime byt napiklad vytraveni tuseku
feky. Dochazi tak k ubytku &itych alel a ztrat ¢asti genofondu (Flajshans a
kol., 2008).
2. Nahodny geneticky posugénetic drif:
Je nésledkem toho, Ze finpzenych podminkéch jsou velké populace viastn
rozckleny do rikolika subpopulaci &aim je subpopulace mensi, tim sé&tduje
efekt nahodného genetického posunu. Doprovodnyastrbstmi tohoto jevu
je ztrata witych alel, ovSem i jejich fixace. Nahodny genefigkosun se asi
nejvice objevuje i urcitych specianich udalostech, jako jsou 2y povodi,
umelé vodni nadrze, zavalova jezera atd. &htio udalostech mohou vznikat
lokaln¢ omezené endemické druhy (FlajShans a kol., 2008).
3. Uzka ibuzenska plemenitbinpreeding:
Jedna se pra¥godobr o nejvazijsi problém malych a zmenSujicich se
populaci. B tomto procesu se velmi zvySuje mira homozygoinosb
znamena, Zeipuzké gibuzenské plemenitbse velmi rychle fevadi alely
z heterozygotniho do homozygotniho stavu. Coz maasedek negativni
ovlivnéni vesSkerych vlastnosti, jeZ jsou spojeny s rozraméidim (plodnost,
pohyblivost atd.). DalSim problémem je selekce. W&in¢ umeglych chowa
nebo zachrannych chiwneni Zzadana ndhodganezangérna selekce. Dochazi
tak k rozmnoZzovani stale stejnych jedirecnasledé jejich potomki. Takovyto
jedinci vSak nemusi byt zcela vhodni figjad k dophovani mivodnich

populaci (FlajShans a kol., 2008).
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Pro ochranu vnitrodruhové diverzity je nesndirdulezité, aby zadny z vySe
uvedenych procésnenastal a byly dodrzeny tyto parametry:
» Efektivni velikost populace by &a byt 300 — 500 kus(Gela, 2008)
» Urceni pivodni populace (Gela, 2008)
» Ochrana existujici populace a preferovani jeji dagblanel a Lusk, 2005)
e Zasadg nepgresouvat nasady mimaipodni hydrologicky systém (Hanel
a Lusk, 2005)
e Snaha o zabré&ni mimodruhovehoikzeni (Hanel a Lusk, 2005)
* Odhalovani genetickych vad a hyhrig jejich odstraovani z chou
(FlajShans a kol., 2008)
e V zachrannych chovech nepro¢édaprostou selekci (FlajShans a kol.,
2008)

Poslednim velkym problémem je fakt, Zdarana vnitrodruhové diverzity
nema doposud ¢eské republice pevné legislativriedpisy. Zalezi tedy na kazdém
individualnim chovu a chovateli jak tuto ochranyrpe a provadi (Hanel a Lusk,
2005).
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3. Material a metodika

3.1 Pouzité druhy jesetefi
Pro praktickou ¢ast této bdabakidké prace bylo vybrano 5 driuh
jeseterovitych ryb. Jednalo se o tyto druhy:
* Acipenser ruthenus
* Huso huso
* Acipenser baerii
* Acipenser gueldenstaedtii

» Acipenser stellatus

tab.¢. 11: Pozorovani jedinci Acipenser ruthenus.

Acipenser ruthenus
Jedinec| ldentifika ¢éni ¢islo | Datum odkEru Pivod

1 171 28. 2. 2008 Rybnikstvi Pohdelice a.s.
2 12 14. 2. 2008 FROV JU

3 2015 16. 4. 2008 FROV JU

4 2224 15. 3. 2006 FROV JU

5 47 14. 2. 2008 FROV JU

6 2183 - FROV JU

7 26 --- FROV JU

8 2161 15. 3. 2006 FROV JU

tab.¢. 12: Pozorovani jedinci u Huso huso.

Huso huso
Jedinec| ldentifika éni €¢islo | Datum odkEru Pavod
1 6516 1.12. 2003 FROV JU
2 25 1.11. 2003 FROV JU
3 6120 1.12. 2003 FROV JU
4 22 1.12. 2003 FROV JU
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tab.¢. 13: Pozorovani jedinci Acipenser baerii

Acipenser baerii

Jedinec| ldentifika ¢ni ¢islo | Datum odkEru Pavod
1 2117 16. 4. 2008 FROV JU
2 4020 14. 2.2008 FROV JU
3 2 FROV JU
4 2346 16. 4. 2008 FROV JU
5 2370 4. 3. 2008 FROV JU
6 2264 FROV JU
7 4190 14. 2. 2008 FROV JU
8 3520 16. 4. 2008 FROV JU
9 3553 16. 4. 2008 FROV JU
10 2329 4. 3. 2008 FROV JU
11 2107 FROV JU
12 13 16. 4. 2008 FROV JU
13 2200 4. 3. 2008 FROV JU
14 2876 FROV JU

tab.¢. 14: Pozorovani jedinci Acipenser gueldenstaedtii.

Acipenser gueldenstaedtii

Jedinec| ldentifika ¢éni ¢islo | Datum odkéru Puavod
1 21 6. 4. 2008 FROV JU
2 2401 16. 4. 2008 FROV JU
3 2403 16. 4. 2008 FROV JU
4 R23 22.11. 2001 FROV JU
5 39 6. 4. 2008 FROV JU
6 2814 6. 4. 2008 FROV JU
7 4467 FROV JU
8 R11 22.11. 2001 FROV JU
9 2905 22.11. 2001 FROV JU
10 33 FROV JU
11 2616 FROV JU
12 2592 16. 4. 2008 FROV JU
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tab. 15: Pozorovani jedinci u Acipenser stellatus.

Acipenser stellatus

Jedinec| Identifika éni €islo | Datum odkEru Pivod
1 19 6. 3. 2008 Germany
2 61 6. 3. 2008 Germany
3 62 6. 3. 2008 Germany
4 66 6. 3. 2008 Germany
5 69 6. 3. 2008 Germany
6 18 6. 3. 2008 Germany
7 5 6. 3. 2008 Germany
8 7 6. 3. 2008 Germany
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3.2 Ziskavani vzorki

Riprava preparét zavisi na zvolené metddurcovani urove ploidie (viz
kapitola 3.4). V experimentalnéasti této prace byla zvolena metoda obrazové
cytometrie jadercervenych krvinek (erytrocy) barvenych Feulgenovou reakci
(Hardie a kol., 2002), ktera vyuziva pro densitamké neieni integrovanou
optickou hustotu DNA v jadrech erytrodytVlastni néreni tedy vychazi z krve
zkoumanych jedinta jejich krevnich néta.

Odbkry krve vychéazeji z metodiky dle Svobodové a kdl9§6), jez byla
upravena Pravdou a Svobodovou (2003).

OdbBr krve byl provadn u ryb
s hmotnosti nad 200g proéstinictvim
punkce ocasnich cév. Krev byla odebirad
injekeéni jehlou nasazenou na 1ml infek | ‘
stiikacku. K zamezeni srazeni odebrané ] '
krevniho vzorku byly jehly i sgikacky
piedem vyplachnuty vodnym roztoker
sodné soli heparinu (Heparin SPOFA).

obr.¢. 8: Injekéni jehla, injekni stikacka.

Oproti kostnatym rybam, kde techni
odkeru popisuje Pravda a Svobodova (200
byl postup u jeseterovitych modifikova
protoze céva lezi v fps&iku horizontalni
piimky vedené naf ocasnim nasadcen
v roving fitni ploutve, a vertikalni imky (tj. |
kolmice na prvni fimku) spu&tné ze spodniho
cipu kos¢ného Stitku v béni fack.

Jeseter byl fixovdn na horizontal
podloZzce zakrytim hlavy a ocasu vihkd
tkaninou. Injekni skikacka s jehlou byla
nasazena v oblasti ocasniho nasadce kolmo,

L

spodni cip doie viditelného koshého Stitku. obr.&. 9: Odlgr krve z ocasni cévy.
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Jediné tka, ktera pi tomto zpisobu odbru klade jehle odpor, je&ta cévni.
Jeji pekonani je signalizovano n&kem krve do stkacky (FlajShans, 2008, ustni
sckleni).

Vyhodou této metody je jeji nen&rwost, dostaté mnozstvi odebrané krve
a [i dodrZzeni vSech postipy nenglo dochazet ani k minimalnim ztratam (nutna
dezinfekce). Nevyhodou je obtizna manipulaceétSimi jedinci a nebezge
nahodnéeho pohybu rybtipprovadni vpichu. U genekmich ryb je tedy vhodné

provadni anestéziei fixace ryby rukama fitomnych pracovnii
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3.3 Friprava vzorki a preparati

Pro obarveni DNA se pouziva tzv. Feulgenova reéikealgen a Rossenbeck,
1924). Coz je vlastnsérie specifickych histochemickych reakci, kteyaarva:

1) hydrolyzy DNA na preparatu silnou kyselinou (kyklarovodikovou), ktera
vede ke vzniku aldehydovych skupin v molekule DNA,

2) barveni prepardtu — tj. volnych aldehydovych skupimolekule DNA
Schiffovym ¢inidlem (fuchsinem odbarvenym S0 kdy obarvena DNA

ziskava tizovaiervenou barvu.

Pouzito bylo kitu fy. Merck ,DNA Staining Kit Acading to Feulgen®. red
zatatkem kazdé série barveni vzoijk nutno zkontrolovat nasledujici vlastnosti:
» Teplota v mistnosti by #ha byt 22 + 0,5°C
» Dostaténé mnoZzstvi a kvalita pracovnich roziiok
» Schiffovoc¢inidlo musi byt bezbarvé
* Pouzivané roztoky nesmi byt expirované
* Barvené vzorky museji byt jasozna&eny (nepopisovat fixem)

* Barvené vzorky museji byt barveny spolu se standard

Pokud vSechny vzorky a pouzivané roztegdiiuji vySe uvedené parametry,
je mozné zé&t s barvenim. VeSkeré operace bylynprobihat v odétravané
digestdi, jelikoZ pracujeme s nebezpgmi a ziravymi latkami. Je tedy nezbytné i
pouziti vhodnych ochrannych préstki (bavirény plas, gumoveé rukavice, pinzeta,
ochranné bryle aj.).

Do prvni kyvety, kterou si oztime jako ,HCI" vloZime skla s n&ty. Velmi
podstatné je, aby se zadna &kdi s natry vzorki vzajemr nedotykala. Pokud by se
tak stalo, nemohlo by dojit ke stejnémému nabarveni a vzorek by byl nenawatn
zniéen. Kdyz jsme ujigni, Ze skla jsou v kyvétdoke umisténa, gidame 5M HCI
na hydrolyzu DNA. Hladina kys. chlorovodikové bynmda dosahovat az k ozéeni
vzorku (po zabrouSené okraje). Hydrolyza DNA pré@b®0® minut, je nutné &it ¢as.
Po uplynuti 50minut odstranime kys. chlorovodikovalkkyvety do pedem

piipravenych sérnych nadob. B veSkeré manipulaci s kyvetou je nutna opatrnost.
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KdyZz je kyselina odstrama, je nutné vzorky proplachnout destilovanou
vodou. Kyvetu naplnime na 2 minuty, @pnéfime ¢as a dobu dodrZzujeme. Vodu
poté ot odstranime a proplachnuti j@gdnou opakujeme na 2 minuty.

Po proplachnuti skla se vzorkieguneme do dalSi kyvety, kterou mame
piedem vyhrazenu pro aplikaci Schiffowinidla. Roztok nalévame &p pouze
k zabrouSenym okrain vzorki. Skla se nesiji v Zadném fipact vzjemrt dotykat.
Aplikace Schiffovaiinidla trva 60 minut. Doba musi bytgsreé dodrzena.

Ri hodinovémcekan, kdy fisobi Schiffovocinidlo, si mizeme pipravit
pracovni roztok pyroficitanu sodného N&,Os, ktery musi byt na kazdé barveni
cerstvy (nelze pipravit dogedu). Tento pracovni roztok namichame ze 190ml
destilované vody, 10ml zasobniho roztoku pyiogsanu sodného a 2ml 5M HCI.
Tyto mnozstvi odpovidaji kyvés osmy skly se dvna opakovanimi.

Po uplynuti 60 minut slijeme Schiffou@inidlo z kyvety do pedem
piipravené nadoby. Nadobu je nutnéclpe uzawit a uchovavat v temnu. Poté
kyvetu naplnime f@dem pipravenym pracovnim roztokem pyrigitanu sodného a
to na dobu 3 minut. Tento krok dvakrat opakujemekud jsou ob opakovani
splréna je teba skla proplachnout destilovanou vodou po dobnirit, proplachnuti
poté opakujeme jeSfednou.

Redposlednim krokem jef@sunuti vzork do ¢isté kyvety a postupné lazn

ve zvySujicich se koncentracich alkoholu (etanolu):

tab.¢. 16: Alkoholové laza.

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

Poslednim krokemripravy vzorki je presunuti skel do kyvety s xylenem,
kde je nechame po dobu jedné minuty. PouZity xypete slijeme do igdem
piipravené nadoby. Skla opatrasuSime, op#me je popisem (datum, standard atd.)

a ulozime. P&et nabarvenych skel zaznamenavamdilexpiraci¢inidel.
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Nakonec veSkeré paoky ¢i laboratorni sklo, které se dostalo do kontaktu
se Schiffovym¢inidlem je nutné nejprve oplachnout v kyselé lazmpté pitnou
vodou a nakonec destilovanou vodou.

Po sériigchto kroki mame pipraveny vzorky k mfeni Urovig ploidie, resp.
velikosti genomu pomoci metody obrazové cytometBPekud dodrzime vySe
uvedeny postup, je metoda relativsnadnd a praktickd. Jedinou nevyhodou je
¢asova nareénost. Obarveni jedné kyvetyaxe trvat 2,5 az 3 hodiny. Velmi vhodné
je tedy pouzivani atSich kyvet (kapacita az 100 skel). Tim by doSleytazné
aspde ¢asu a snizovani ptu standartl, jenz jsou ufeny pouze pro vzorky, se

kterymi byly barveny.
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3.4 Pouzité metody stanoveni Urouvhploidie

Pro tuto bakaiskou praci byly vybrany dv vhodné metody stanoveni
arovre ploidie. Jednou z nich bylo dreni geometrickych charakteristik hikna
jader, zejména pak denzitometricka analyza mnoZBMA v jadrech krvinek
obarvenych Feulgenovou reakci (denzitometricka yaaalbbrazu, resp. obrazova
cytometrie). Jako druha metoda byla vybrana k¥kade obsahu DNA
instrumentélnimi metodami (fokova cytometrie). Obrazova cytometrie byla
zvolena jako hlavni Apsob stanoveni, a jako varianta mozného kontrolnibieni
byla ustanovena metoda tpskové cytometrie. PouZité metody stanoveni jsou

popsany dle FlajShanse a kol. (2008).

Obke¢ metody byly vybrany zéthto divod:
* Vhodnost pro jeseterovité ryby
» Dostupnost techniky a prepatrat
» Presnost a spolehlivost metod
e Snadné r&enici vypocty

» Prijatelndcasova narénost

1) Denzitometricka analyza obrazu (obrazova cytomgetrie

Metoda vychazi z rozdilné velikosti Bémych jader u diploid, triploidi,
tetraploidh a gipadré i u ryb svySSi ploidni Urovni. Rozmy erytrocyti byly
vétSinou zjiFovany z barevnych krevnich gt pod mikroskopem s mikrometrem
nebo z mikrofotografii. Tuto metodu poprvé pouziveBup (1959). Délka celého
erytrocytu nebo jadra erytrocytu (podélnéa osa) jsbacrg povazovany za nejlepSi
ukazatel ploidni arowhu diploidnich a triploidnich jediric(Wolters 1982; Benfey
1984; Boron, 1994). Naproti tomuil&a celého erytrocytu ai€a jeho jadra (fcna
0sa) se s urovni ploidie prakticky né&mha je nevyznamna.

PouZziti a rozvoj techniky digitalizacekntiskopického obrazu a pitacové
analyzy obrazu #o za nasledek vyrazné urychleni aregseni této metody.
V dnesni dob se jedna v podstab alternativu pitokové cytometrie (Cormier, 1993;
FlajShans, 1997). Kroéndélky erytrocytu a jeho jadra je mozné jako intika
ploidie pouzit i dalSiimo nmerené vlastnosti. Jedna se f#fad o plochu erytrocytu,
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o plochu jadra erytrocytu, jejich obvody a densiétrin (Svobodova, 1998; FlajShans
a Vajcova, 2000; Linhart, 2001; Réb, 2006). Pro todkaléskou praci vSak jako
indikator ploidie byla vybrana densitometricka aumal obrazu buik, které jsou
obarveny Feulgenovou reakci (vice viz kapitola .3S2pnoveni touto metodou je
zaloZzeno na skutaeosti, Ze mnoZstvi navazaného barviva odpovida simoBNA.
Mnozstvi barviva se stanovi Zbenim mnozstvi itla, které absorbuje. To znamena,
Ze se zn&i jeho densita (hustota). Ta se vSak Wwva nepimo jako opticka
denzitta z mnozstvi stla, které prochazi objektem (Hardie a kol., 2002).
Integrovana opticka hustota (IOD) se vyfia z optickych hustot v kazdém pixelu
digitalizovaného objektu, coZz znamena, Ze hodnoitgdnych jader proti pixéim
okoli se rovnaji pozadi.

Vyp@et mnozstvi DNA v bu&ném jade (C-hodnota) je zaloZzen na
mezinarodnich standardech. V tomtéppd na kuru domacimQallus domesticys
ktery obsahuje 1,25 pgDNA.jadfoJe tedy nutné naifit 10D standardu a 10D

meéieného vzorku (C-hodnota standardu je ceituse udana).

Vzorec C-hodnoty:
C-hodnotazorek = DNA standard X (Pram. 10D yzoreild pram. 10D standard)

Na FROV JU ve Vddnech kde rteni probihalo, byl pouzit i interni
standard lin obecnyT{nca tincd, ktery obsahuje 1,01 pgDNA.jadtolnterni vzorek
v3ak slouzi pouze jen jako kontrola kontrola nastéa kalibraceifistroj.

Pro méfeni Urovi ploidie touto metodou je velmi nutné mit pozora¥an
vzorky a standardy spra¥pripraveny (viz kapitola 3.3).

Tato metoda je velmi vhodna pro stanoweavni ploidie jeseterovitych ryb,
jelikoz je schopna it Grovre u tetraploid, pentaploid a hexaploid, eventuald i
u vysSich udrovni ploidie které se &chto druli mohou vyskytnout. # méreni
hodnot erytrocyt nového jedince, u kterého doposud nezname drgladie, je
vzdy nutné vychazet z refergrich hodnot diploidnich jedidctéhoz druhu a jako
ovéreni je vhodné provést dalSirani pomoci jiné metody stanoveni Urd\ploidie
a vysledky mezi sebou porovnat. Pokud se (¥quoidie shoduji z obou Zigohi

meieni je chyba taka vylowena.
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2) Kuvalifikace obsahu DNA instrumentélnimi metodamiiafpkova cytometrie):

Principem této metody je permeabilizacenebné membrany, néasledné
obarveni jaderné DNA dkterym DNA barvivem (nafklad 4',6-diamidino-2-
phenylindolem DAPI nebo propidiumjodidem a PI), a poté r&emi fluorescence,
kterd je emitovana komplexem obarvené DNA.

Vysledky nareni byvaji ¥tSinou zobrazeny formou histogramu intenzity
fluorescence v jadrech analyzované suspenze. Zwsdenych poznatkmiazeme
tedy usoudit, Ze ndiklad jedinec, ktery je triploid a ma tudiz $ady chromozdiina
tim i 1,5x vice DNA nez jedinec stejného druhukte diploid, musi poté vrchol
histogramu byt cca 1,5x dale na ose X nez u diploid

Pitokova cytometrie je rychla agsna metoda pro ¢eni ploidie, ktera je od
80. let minulého stoleti celo&ové pouzivana ke studiu diploidspolyploidnich
komplexi ryb (Rab, 2006). Tato metoda je schopnaituploidii i u embryi
(Lecommandeur, 1994) a larev (Ewing, 1991), alestanSich jedint z burgk tkani a
krve (Thorgaard, 1982; Allen, 1983). Jedinou newgw tohoto miteni je, Ze
konkrétni vzorek jsme schopni nafib jen jednou. B pratokové cytometrii se
vzorek spatebovava, vzorek ktery vioZzime ddigtroje, jiz nikdy nejsme schopni
Ziskat zt.

Metoda pitokové cytometrie byla pro tuto bak&dkou praci zvolena jako
moznost kontroly, avSak widledku spravnych stanoveni daegnych vysledk
pomoci obrazové cytometrie nebylaifmkova cytometrie zapi#bi, a tudiz nebyla
pii této praci pouzita.
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obr.¢. 10: Jadra erytrocftobarvena obr. & 11 Histogram relativniho obsahu DN
Feulgenovou reakci. diploida a triploidi. Dle FlajShanse a Linhar

(2000).
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3.5 Pofebna zd&izeni, pfistroje, vybaveni a jejich pouZziti

Pro spravnou volbu metodyimni Urovi ploidie je nutné fedem zvazit
nejen fakt, jestli se dana metoda pro zkoumany thadi, ale také jestli jsme na ni
dostaten¢ technicky vybaveni a jsme tedy schopréremi ibec uskuteénit.

Veskeré drobné vybaveni, které bylagmé nafiklad pro ziskavani vzoik
je popsano v minulych kapitolach (viz kapitoly &3.3). OvSem pro vlastnidieni
arovre ploidie pomoci metody obrazové cytometrie, jezabyybrana jako hlavni
metoda stanoveni (viz kapitola 3.4), bylelta pouzit wité technické vybaveni.

Na FROV JU ve Votlanech kde wteni probihalo, bylo pouzito nasledujicich

piistroji a vybaveni:

1. Hardware
e Mikroskop
* Swtlo k mikroskopu
» Kamera snimajici vzorek
« PC

» Pridavna obrazovka (neni nutnd)

2. Software
*  Windows XP

e Micro Image

Pro spravné stanoveni ploidie vSak réstait pouze k dispozici vySe
uvedené vybaveni, je téZ nutné gacatku kazdého gfeni spravné nastaveni
piistroji a sla@ni hardwaru se softwarem. dfieost této gipravy je nezbyté nutna

pro objektivitu kazdého #ieni.
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Piiprava a nastaveniigtroji ma swij pevnyiad, ktery se musi strikérdodrZzovat a
sklada se zthto nasledujicich po séhdoucich krok (FlajShans a Drozd, 2009,
astni sdleni):
1. Zapnout pislusného PC
Zapnout kameru, kterd snima obraz z mikroskopu
Zapnout program Micro Image
V programu Micro Image zapnout snimani obrazu
Zaostit na plochu preparatu, ktera je bez &ua sejmout snimek
Vyvazit bilou barvu pomoci ttdtka White Balance
Sejmout obraz s nabarvenymi jadry a vypnout livagm

Nastaveni Standard optical na Free form density

© © N o o b~ 0N

Oweiit intenzitu s¥étla u kanalu Green, ktera musi byt 170 — 190
10. Nastaveni z Free fornigpnout na Standart optical density
11.U kazdého snimku zvolit zobrazovani pouze kanakeGr
12.Nastaveni kalibrace na obj. conf. x 100

13.Nacteni souboru Feulgen ery

14.Nangteni hodnot jader

15. Import namgtenych dat do programu Excel

Cely vySe uvedeny postup se pr@Vvduze u tzv. prvniho skla dne (prvni
meieni). Pro mdfeni dalSich vzork (skel) se prvnich Sest bibdniZe vynechat,
jelikoz jsou jiz nastaveny z prvnihoékeni. Pro ufeni vzorku bylo teba nardrit
minimalné 50 dolie vybarvenych jader s koncentrovanym chromatinermiipad
absolut® neznamého vzorku bylo vhodné ngimminimalné 130 jader.

Velmi dilezitd je gesnost u prvniho &ieni a uéeni standardu kura
doméciho Gallus domesticusd lina obecnéhdl{nca tincg, podle kterého se odviji
vesSkera dalSi gfeni. Namndienim IOD kura domacihoGallus domesticusa lina
obecného Tinca tincg bylo vypaiteno 10D lina a tato hodnota musela byt 1,01
pgDNA .jadro® (vice viz kapitola 3.5.) Teprve po tomttepném nawfeni standari

bylo mozné z&t métit nezndmé vzorky.
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4. Vysledky

4.1 Vysledky néreni velikosti genomu

M¢éteni velikosti genomu probihalo u 5 vybranych drygseterovitych ryb.

Jednalo se o zastupeehto druli:

* Acipenser ruthenus

« Acipenser baerii

« Acipenser gueldenstaedtii

* Acipenser stellatus

*  *Huso huso
* Druh Huso husabyl v8ak pro Spatnou kvalitu vzarka naslednou nefkaznost

Z této bakaléské prace vazen.

Pii stanovovani velikosti genomu gchto 5 druli jeseterovitych ryb byl pouZzit
jeden mezinérodni standard a jeden interni:

* Gallus domesticugnezinarodni standard)

» Tinca tinca2n a 3n(interni standard)
* Mezinarodni standard jetupodem z firmy Vodanska dibez, s.r.o. a interni
standard je fvodem z FROV JU ve Vatnech.
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tab.¢. 17: Vysledky mifeni velikosti genomu Acipenser ruthenus.

Acipenser ruthenus

Jedinec 1 2 3 4 5 6 7 8
C-hodnota | 1,86 +0,015 1,87 +0,013 1,84 + 0,018 1,85+0,009 1,84+0,0112,95+0,03 2,92+0,026 2,98 +0,03
tab.¢. 18: Vysledky mdfeni velikosti genomu Acipenser baerii.
Acipenser baerii
Jedinec 1 2 3 4 5 6 7
C-hodnota 4,15 + 0,024 4,17 + 0,019 4,1 + 0,025 4,18 + 0,022 4,11 + 0,016 4,18 + 0,018 4,16 + 0,021
Jedinec 8 9 10 11 12 13 14
C-hodnota 4,16 + 0,019 4,17 + 0,027 4,13 + 0,022 6,45 + 0,043 6,19 + 0,039 3,11 +£ 0,03 4,5+ 0,029
tab.¢. 19: Vysledky ndfeni velikosti genomu Acipenser gueldenstaedtii.
Acipenser gueldenstaedtii
Jedinec 1 2 3 4 5 6
C-hodnota 3,96 + 0,031 3,87 +0,024 3,92 + 0,011 3,95 + 0,019 3,94 + 0,023 3,95 + 0,02]
Jedinec 7 8 9 10 11 12
C-hodnota 3,93 +0,027 3,95+ 0,02 3,96 £ 0,019 3,9+0,025 ,05& 0,051 5,92 £ 0,043
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tab.¢. 20: Vysledky mifeni velikosti genomu Acipenser stellatus.

Acipenser stellatus

Jedinec 1 2 3 4 5 6 7 8

C-hodnota | 2,37 +0,032| 2,32+0,023 2,32 + 0,019 2,35+0,022 2,31 +0,08 2,31 +£0,022,29 + 0,026 2,28 +0,01§

tab.¢. 21: Vysledky mdfeni velikosti genomu u mezinarodniho standdedllus domesticus.

Gallus domesticus

Jedinec 1 2 3

C-hodnota 1,25+0 1,250 1,25+0

tab.¢. 22: Vysledky miieni velikosti genomu Winca tinca2n.

Tincatinca 2n

Jedinec 1 2 3 4 5 6

C-hodnota 1,01 + 0,023 1,05+ 0,019 0,99 £ 0,021 1,06 £0,031 1,06 +0,024 1,02 + 0,022

tab.¢. 23: Vysledky niieni velikosti genomu Winca tinca3n.

Tincatinca 3n

Jedinec 1 2 3 4 5 6

C-hodnota 1,55+0,03 1,5+0,028 1,59 + 0,019 1,55 +0,023 ,551 0,021 1,51 +0,016

63



graf ¢. 2: Porovnani C-hodnot Acipenser ruthenusSkupiny A a B se mezi sebou statisticky
vyznamig lisi (P < 0,05).
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graf ¢. 3: Porovnani C-hodnot Acipenser baerii.Skupiny A, B a C se mezi sebou statisticky
vyzname lisi (P < 0,05).
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graf ¢. 4: Porovnani C-hodnot Acipenser gueldenstaedtkupiny A a B se mezi sebou statisticky
vyznameg lisi (P < 0,05).
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graf¢. 5: Porovnani C-hodnotAcipenser stellatukde bylanalezena pouze skupina A.
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graf¢. 6: Porovnani C-hodnot u standa@allus domesticus.
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graf¢. 7: Porovnani C-hodnot u standafinca tinca2n a 3n.
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4.2 Stanoveni velikosti genomu u standardnich a pgidloidnich jedinci

Z vysledki méteni velikosti genomu (viz kapitola 4.1) je jagmatrné, Ze urt
ze ¢tyi zkoumanych drubn byli nalezeni jedinci, kié se svymi hodnotami vyrazn
odliSuji od ostatnich zkoumanych jedingvého druhu.

Na zaklad téchto vysledk bylo dale naréeno a zjistno:
 Plocha jadraym?)
« pg. DNA naum?(vztah: C-hodnota / Plocha jadra im?)
» Karyotyp jedince

tab.¢. 24: Stanoveni velikosti genomu u standardnichng@dAcipenser ruthenus.

Acipenser ruthenus (standardni)
Karyotyp Plocha jadra (um?) C-hodnota pgDNA napm?

4n 19,21 £ 0,813 1,86 £ 0,013 0,097 + 0,007

4n 20,03 £ 0,752 1,87 £0,021 0,094 + 0,003

4n 18,27 £ 0,874 1,84 + 0,015 0,101 + 0,006

4n 21,06 + 0,101 1,85+0,019 0,088 + 0,004

4n 20,32 + 0,937 1,84 +0,013 0,091 + 0,003
Pramer 19,777 1,855 0,094
Smérodatna odchylka 0,958 0,017 0,004
Variaéni koeficient 4,844 0,905 4,750

tab.¢. 25: Stanoveni velikosti genomu u polyploidnictiifei Acipenser ruthenus.

Acipenser ruthenus (polyploidni)
Karyotyp Plocha jadra (um?) C-hodnota pgDNA napm?
6n 23,84 £ 0,511 2,95 + 0,023 0,123 = 0,004
6n 22,93 £ 0,325 2,98 £0,011 0,129 0,004
6n 23,74 £ 0,83 2,92 + 0,026 0,122 +£ 0,003
Pramer 23,504 2,945 0,125
Smérodatnd odchylka 0,406 0,031 0,003
Varia¢ni koeficient 1,732 1,067 2 640
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tab.¢. 26: Stanoveni velikosti genomu u standardnicing@dAcipenser baerii.

Acipenser baerii (standardni)

Karyotyp Plocha jadra (um?) C-hodnota pgDNA napm?
8n 29,16 + 0,836 4,15 +0,017 0,142 + 0,005
8n 29,4 +0,776 4,17 + 0,025 0,142 0,002
8n 33,12 £ 0,948 4,1 + 0,029 0,124 + 0,006
8n 32,72 +£0,491 4,18 + 0,031 0,128 + 0,003
8n 33,07 £ 0,843 4,11 + 0,017 0,124 + 0,003
8n 29,92 +1,023 4,18 + 0,03 0,140 = 0,005
8n 30,66 + 0,74 4,16 + 0,019 0,136 + 0,004
8n 30 + 0,639 4,16 + 0,022 0,139 + 0,002
8n 29,98 £ 0,538 4,17 + 0,026 0,139 £ 0,004
8n 29,95+ 0,98 4,13 + 0,033 0,138 + 0,006
Pramer 30,758 4,152 0,135
Smérodatné odchylka 1,410 0,026 0,006
Variaéni koeficient 4,585 0,623 4,768

tab.¢. 27: Stanoveni velikosti genomu u hybridnich ayplgidnich jediné Acipenser baerii.

Acipenser baerii (hybridni a polyploidni)
Karyotyp Plocha jadra (um?) C-hodnota pgDNA napm?
6n 22,08 £ 0,55 3,11 £ 0,03 0,141+ 0,01
10n 31,17 +1,28 4,5 +0,029 0,144 + 0,02
Acipenser baerii (polyploidni)
Karyotyp Plocha jadra (um?) C-hodnota pgDNA napm?
12n 46,59 + 1,12 6,45 + 0,043 0,14 +0,01
12n 37,32 £1,103 6,19 £ 0,029 0,166 = 0,018
Pramér 41,955 6,32 0,153
Smérodatné odchylka 4,635 0,13 0,013
Variaéni koeficient 11,047 2 057 8,497
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tab.¢. 28: Stanoveni velikosti genomu u standardnicinggdAcipenser gueldenstaedtii.

Acipenser gueldenstaedtii (standardni)

Karyotyp Plocha jadra (um?) C-hodnota pgDNA napm?
8n 31,55+0,821 3,96 £ 0,028 0,126 + 0,003
8n 32,1+1,02 3,87 £ 0,035 0,121 + 0,002
8n 30,84 + 0,746 3,92+0,018 0,127 + 0,004
8n 28,48 + 0,938 3,95+ 0,035 0,138 + 0,006
8n 30,1 +£0,743 3,94 £ 0,039 0,131 + 0,004
8n 29,14 + 0,884 3,95 £ 0,027 0,136 + 0,004
8n 28,74 + 1,249 3,93 £0,022 0,137 £ 0,003
8n 30,45 £ 0,93 3,95 +0,02 0,13 £ 0,002
8n 28,17 £ 1,036 3,86 + 0,026 0,137 + 0,005
8n 29,32 +0,733 3,9+0,031 0,133 + 0,003
Pramér 29,889 3,923 0,131
Smérodatna odchylka 1,267 0,033 0,005
Variaéni koeficient 4,239 0,853 4,212

tab.¢. 29: Stanoveni velikosti genomu u polyploidnictiifei Acipenser gueldenstaedtii.

Acipenser gueldenstaedtii (polyploidni)

Karyotyp Plocha jadra (um?) C-hodnota pgDNA napm?
12n 35,1+1,23 6,05 + 0,052 0,172 £ 0,009
12n 38,1+1,33 5,92 + 0,043 0,155 + 0,015
Pramér 36,6 5,985 0,164
Smérodatné odchylka 1,5 0,065 0,008
Variaéni koeficient 4,098 1,086 5,182
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tab.¢. 30: Stanoveni velikosti genomu u standardnicingddAcipenser stellatus.

Acipenser stellatus (standardni)
Karyotyp Plocha jadra (um?) C-hodnota pgDNA napm?

4n 19,39+ 0,724 2,37 +0,022 0,124 + 0,005

4n 21 +0,654 2,32+0,031 0,110 £ 0,007

4n 20,42 £ 0,342 2,32 + 0,029 0,114 + 0,004

4n 18,24 + 1,103 2,35+ 0,025 0,129 + 0,004

4n 20,69 + 0,88 2,31 + 0,028 0,112 + 0,002

4n 18,09 + 0,934 2,31 +0,033 0,128 + 0,004

4n 20,07 £ 0,639 2,29 + 0,019 0,114 + 0,003

4n 22 + 0,665 2,28 + 0,034 0,103 + 0,008
Pramér 19,987 2,318 0,117
Smérodatna odchylka 1,264 0,04 0,009
Variaéni koeficient 6,322 1,717 7.410

* U druhuAcipenser stellatusebyli nalezeni polyploidni jedinci.
* Pfi nalezeni pouze jednoho polyploidni&ichybridniho jedince daného druhu neni

mozné stanovit aimeér, snerodatnou odchylku ani vadai koeficient.
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graf¢. 8: Porovnani imera ploch jader ¢m?) standardnich a polyploidnich jedina Acipenser ruthenus.
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graf & 9: Porovnani gmera ploch jader gm?) standardnich, polyploidnich a hybridnich jeding
Acipenser baerii.

@ Standardni 8n
O Hybridni 6n

B Polyploidni 10n
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graf & 10: Porovnani @mera ploch jader gm?) standardnich a polyploidnich jedina Acipenser
gueldenstaedtii.

40 - 36,6
307 @ Standardni 8n
20 - B Polyploidni 12n
10 -
0 |
- /

71



grafé. 11: Porovnani giméra C-hodnoty standardnich a polyploidnich jedincAcipenser ruthenus.
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graf ¢. 12: Porovnani @meéria C-hodnoty standardnich, polyploidnich a hybridnjetlinar u Acipenser
baerii.
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graf ¢. 13: Porovnani gméri C-hodnoty standardnich a polyploidnich jedina Acipenser
gueldenstaedtii.
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graf&. 14: Mezidruhové porovnaniiméri ploch jader gm? u standardnich jediiic
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grafé. 15: Mezidruhové porovnanigméri C-hodnoty u standardnich jedinc
f - Ve Ve Ve ’ \
Mezidruhové porovnani praméria C-hodnoty u standardnich
jedinci
4,5
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B A. ruthenus 4n
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B A. stellatus 4n
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graf&. 16: Mezidruhové porovnaniiméra ploch jader gm? u polyploidnich a hybridnich jedific
C . . - g A
Mezidruhové porovnani praméra ploch jader (um2) u
polyploidnich a hybridnich jedinci
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graf¢. 17: Mezidruhové porovnanitionéri C-hodnoty u polyploidnich a hybridnich jedinc

B A. ruthenus 6n
OA. baerii 6n
B A. baerii 10n
B A. baerii 12n
B A. gueldenstaedtii 12n
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4.3 Prokazani zavislosti velikosti jadra na obsahDNA

Z vysledki vySe uvedenych kapitol (viz kapitoly 4.1 a 4.2pjekazatelné, ze

pii vyskytu polyploidie dochazi ke zvySeni hodnot afns DNA (C-hodnota), ale

také k gimo unérnému naitstu velikosti jadra. Da se tedici, Ze velikost jadra je

zavisla na obsahu DNA v jéal

tab.¢. 31: Prokazani vztahu mezi ddtrem velikosti jadra a zvySujici se ploidni trovni.

Druh Karyotyp Plochaiédra C-hodnota pgDNé na
(pm°) pm

T.tinca 2n 12,6 +0,45 | 1,02+0,022 0,08 + 0,003

G. domesticus 2n 16,36 +0,32| 1,25+0 | 0,076+ 0,001
T.tinca 3n 16,05+ 0,61| 1,5+0,028 0,093 +0,001
A. stellatus 4n 20,69+0,88| 2,31+0,028 0,112 +0,002
A. ruthenus 6n 23,74+0,83| 2,92+0,026 0,122 +0,003

A. baerii 6n (hybrid) | 2208 +0,55| 3,11+0,03 0,141 +0,01

A. gueldenstaedtii 8n 30,45+0,93| 3,95+0,02 0,13 +0,002
A. baerii 8n 30,66 +0,74| 4,16 +0,019 0,136 + 0,004

A. baerii 10n 31,17 +1,28| 4,5+0,029 0,144 + 0,02
A. gueldenstaedtil 12n 38,1+1,33 | 592+0,043 0,155+ 0,015

A. baerii 12n 46,59+ 1,12| 6,45+0,043 0,14 +0,01

graf¢. 18: Grafické znazoemi linearniho @istu velikosti jadra v zavislosti na obsahu DNA.

Linearni rust velikosti jadra v zavislosti na obsahu DNA
~ 1
° 651 y =0,1744x - 1,2025 A
855 R?=0,9716
24D
D .
8331
g 23]
g 151
[8) 0! ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Plocha jadra erytrocytu (um  ?)
e J

75



5. Diskuse

Polyploidie je u jeseterovitych ryb zakodovanagiblwné. Jeji pozorovani a
stanoveni bylo vSak mozné az ve druhé pokovminulého stoleti, a to diky
technickému pokroku vec¢dé. Za tuto dobu, po kterou je polyploidie u jeséter
pozorovana, byly jiz stanoveny uaravnploidie prakticky u ¥tSiny nadadu
Chondrostei

V praktickécasti této bakal&ké prace byly vSak pozorovany a stanovovany
pouze tytactyii duhy:

* Acipenser ruthenus
» Acipenser baerii
» Acipenser gueldenstaedtii

» Acipenser stellatus

Celos¢tove uznavanymi stanovenimi uraymploidie u gchto ¢tyi druhi (z
nichz vychazela i tato bakdtka prace) jsou éeni dle Fontana (1994) a Birstein et

al. (1993). Velikosti genomu jsou vSak popséanyl§idai autory.

tab.¢. 32: Publikované velikosti genomuAgipenser ruthenus.

Acipenser ruthenus (publikovany)
Autor Karyotyp C-hodnota
Fontana et al., 1975;
4n 1,87
1994
Birstein et al., 1993;
4n 1,87
1997b
Fontana et al., 1994 6n 2,81

tab. ¢. 33: Vysledky stanovené velikosti genomu v prdidicasti bakaléské prace uAcipenser
ruthenus.

Acipenser ruthenus (pozorovany)

Karyotyp C-hodnota
4n 1,855 + 0,017
6n 2,945 + 0,031
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tab.¢. 34: Publikované velikosti genomuAgipenser baerii.

Acipenser baerii (publikovany)

Autor Karyotyp C-hodnota
Vasil’ ev et al., 1980 8n 4,15
Birstein et al., 1993 8n 4,15
Fontana et al., 1994 8n 4,15
Fontana et al., 1994 12n 6,23

tab.¢. 35: Vysledky stanovené velikosti genomu v praddéi¢asti bakaléské prace écipenser baerii.

Acipenser baerii (pozorovany)

Karyotyp C-hodnota
8n 4,152 + 0,026
6n 3,11 £ 0,047
10n 4,5+ 0,061
12n 6,32 £ 0,13

tab.¢. 36: Publikované velikosti genomuAgipenser gueldenstaedtii.

Acipenser gueldenstaedtii (publikovany)

Autor Karyotyp C-hodnota
Birstein and Vasil’ev,
8n 3,94
1987
Birstein et al., 1993 8n 3,94
Fontana et al., 1994 8n 3,94
Fontana et al., 12n 591

tab. ¢. 37: Vysledky stanovené velikosti genomu v prdidicasti bakaléské prace uAcipenser
gueldenstaedtii.

Acipenser gueldenstaedtii (pozorovany)
Karyotyp C-hodnota
8n 3,923 £ 0,033
12n 5,985 + 0,065
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tab.¢. 38: Publikované velikosti genomuAgcipenser stellatus.

Acipenser stellatus (publikovany)
Autor Karyotyp C-hodnota
Birstein and Vasilev,

1087 4n 2,35
Birstein et al., 1993 4n 2,35
Fontana et al., 1994 4n 2,35
Kafiani et al., 1958 4n 2,35
Fontana et al., 1994 6N 3,53

tab. ¢. 39: Vysledky stanovené velikosti genomu v prdidicasti bakaléské prace uAcipenser

stellatus.

Acipenser stellatus (pozorovany)

Karyotyp C-hodnota

4n 2,318 +0,04

Pfi porovnani narérenych hodnot z praktickéasti této bakalgké préce
s hodnotami, které jiz byly publikovany v jinych kmnych literaturach, je velmi
dolkie patrna shoda se vSemi autory. Shoda dat je pat#aa jak u jedint se
standardni arovni ploidie, tak u polyploidnich jedi (predevSim triploidnich
jedinad).

Minimalni odchylky mezi Gdaji jsou prakticky zaredelné a mohly byt
zpasobeny nafiklad pouzitim rozdilnych metod stanoveni, vlastmoschemikalii
pii piipraw vzorku, stavem pozorovaného preparatu atd.

Kvalita preparatu ip stanoveni Urové ploidie by se dala povaZovat za
stanoveni, vSechny gebné pistroje budou naprosto dokonale nastaveny a pdisona
ktery mefeni provede, bude danou metodu ovladat, takipag nekvalitniho
prepardtu neni mozné danou umbvploidie zjistit. Prepardt musi byt kvalén
odebran, nanesen, velmidie¢ nabarven a poté did uchovavan. Ne#h by byt
vystavovan gimému slunci, extrémnim teplotam, jinym chemikaliimrubym

povrchim (poskrabani) aj (Hardie and Gregory, 2002). Spedv Setrné nakladani se
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vzorkem je naprosto nevyhnutelné, jelikoZ jedngtinzorek je velmitasto to jediné,
co ze zkoumaného jedince mame @eme pozorovat.

Velmi zajimavym faktem je, Ze pozorovani ploidmown¢ u jeseterovitych
ryb probiha jiz pes @l stoleti, ale doposud je velmi méalo publikovanyitap o
triploidnich jedincich u tohoto druhu. A to fgsto, Ze triploidni jedinci se mohou
vyskytovat spontannve volné pirode, ale i jsou urdle vytv&eni u mnoha komeéng
chovanych drubh ryb a korys (Piferrer et al., 2009). V praktickéasti této
bakal&ské prace bylo vSak popsano sedm polyploidnicm@ddie ¢ty zkoumanych
druhi jeseterovitych ryb. Polyploidni Urokel2n uAcipenser gueldenstaedtiyla
dokonce v této praci publikovana poprvé.

Duvod pra je triploidnich jedind mezi jeseterovitymi rybami malo, ikdyz
jsou tyto ryby chovany v komémich ¢i zachrannych chovech, je velmi prosty.
Triploidni jedinci se obeenvyzna&uji vySSi fistovou schopnosti diky tomu, Ze
triploidni jedinci jsou neplodni (sterilni). Nezt&ji tedy velkoucast své energie
tvorbou pohlavnich produkt(gonad). Sterilita je vSak u jeseterovitych rylk ja
v komegnich tak zachrannych chovech silmezadouci. Velkacast zisku u
komegnich chow totiz pochazi z vyroby kaviaru a zachranné chosy schopnosti
tvorby dalSi generace ztraci veSkeryjssmysl a dlezitost. Triploidni jedinci u
jeseted jsou tedy prakticky ve vSech moznych &tw chovu nezadouci a jsou ihned
po odhaleni vkazovani.

Naproti tomu byly zji&ny pfipady vyskytu plodnych triploid u
jeseterovitych ryb, jako n&p Acipenser baerji u kterého bylo prokazano, Zze
triploidni jedinec neni sterilni a je schopen daSfozmnozZovani (FlajShans et al.,
2009). OvSem i takovyto triploidni-plodny jedinee y chovu nezadouci, jelikoz
svoji genetickou vaduipdava dalSi generaci achitak genetickowistotu druhu.
Pokud je takovyto jedinec odhalen,élmby byt z chovu viazen a poskytnut
piislusnému genetickému pracovisti pro da&leckou praci.

V prakticke ¢asti této bakakské prace se také pdda prakticky poprve
popsat a prokazat zavislost velikosti jadra na lob$2NA u jeseterovitych ryb. &Si
mnoZstvi DNA v bui¢ném jade je charakterizovano &&enym objemem jader.
Velikost burgk je kompenzovana jejich Ubytkem. Tento jev se pit@lprokazat jiz u
triploidnich Tinca tinca(Svobodova et al., 1998), u pstruha obecn&adngo truttd
(Benfey and Sutterlin 1984), u pstruha duhovéhondorhynchus mykiks
(Yamamoto and lida, 1994) aj. U jeseterovitych bybvSak tento jev popsan poprvé.
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5.1 Vliv polyploidie v rybaiské praxi

Jak jiz bylo vtéto bakatéké praci mnohokrat zmino, tak polyploidie
v plemenitld ve své podstatpredstavuje dosti zavazny problént, ja jeji vyskyt
spojen se sterilitowi plodnosti polyploidnich ryb. Ovlivimi ryb&ské praxe by se
dalo rozalit do tii nasledujicich okruh
1. Chov pro komemi ely
2. Umély odchov a rozmnoZovani

3. Zachovani a zachrana druhu

[EEN

. Chov pro komemi kely

V komegknich chovech rize byt polyploidie povazovana jak za zadouci, tak
za nezadouci jev. Je totiz nezbytné sdem ujasnit, co od kom@miho chovu
jeseterovitych ryb @&ekdvame a pozadujeme.

Pokud se jedna o kondmi chov za Gelem produkce jesdftto masa a
zejména kaviaru (tj. v podstasoli konzervovanych ooaqyy, je polyploidie spojena
se sterilitou sild nezddoucim jevem, jelikoZ triploidni jedinci (3n¢jsou schopni
produkce kaviaru.

Kdyz se vSak jedna o kontei chov pouze zadélem jesetdho masadi
odchovem jedink pro sportovni rybolov, je mozné polyploidii povaab za kladny
jev. Triploidni jedinci maji totiz oproti standardm jedinaim vyborné dstové

schopnosti a dosahuji pozadovanych ré@nmnohem dve.

2. Umg¢ly odchov a rozmnozovani
V umélych odchovech je polyploidie prokazat&lmezadoucim jevem.
Polyploidni jedinci maji totiz vlivem nastu DNA zW&tSeny erytrocyty. Tento narust
kompenzuje jejich Ubytek. S ubytkem erytracytlochazi k arrnému klesani
pienosu kysliku vde. Déle niize polyploidie mit za nasledek neplodnost jedlinc
Muze také ovliviovat pohyblivost spermii (neni g@nprokazano),¢i pieziti

potomstva (neni pthprokazano).
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3. Zachovani a zachrana druhu

Pfi snaze o zachovani a zachranu druhu je polyploidievznikla uvnit
druhu nebo na zakladmezidruhového ikZeni rodtovskych drui o riznych
arovnich ploidie, jednim z nejzavaj$ich negativnich vl vibec. Vyskyt
polyploidniho jedince v genamim hejnu zachranného chovu je velmi zavaznym
problémem. Sterilni jedinec neni schopen reproduiabo tvorby Zivotaschopného
potomstva; plodny polyploidni jedinec, zejmén& promadné reprodukci pro
obnovu hejna nebo populacéibe narusit generaci potomstva a poskodit genetickou
cistotu druhu.

Polyploidni jedinci se ifitom mohou velmi snadno do z&chranného chovu
dostat. Kwili momentalni situaci, ve které se jeseteachazeji, je &kterych jedind
na s¥té jiz tak malo, Ze veSkery zaznamenany kus danélibudje okamzit
pievazen do zé&chranného chovui Echto aktivitach se mnohdy nehtdd na
puvodni vyskyt jedince ani na genetickgistotu. Velmi ¢asto se tedy stava, ze
zachranny chov je sestaven z jedinkte’i by se ve volné ifirod¢ nikdy nemohli

setkat.
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6. Zaver

Bakal&skou praci ,Polyploidie u jesetér jsem chtl popsat nejen
problematiku polyploidie u tohoto druhu, ale takgtveiit celkovy nahled na
jeseterovité ryby, které jsou stale i prkteré profesionalni rylsa velkou neznamou.
Prace by po prostudovaniéta podat veSkeré z&kladni informace o tomto dratiu,
jiz z hlediska evoluce, historie, chovu, ochranpmeroblematiky dnesni doby.

V teoretickécasti prace bylo popsano a shrnuto Ze:
. Jeset# patti mezi jedny z nejvice ohroZzenych déutnesni doby.
. Jeseterovité ryby stoji na prahu vyhynuti.

1

2

3. Budoucnost jesetérje v unelych chovech.

4. Jeset# pafti k nar@ngjSim rybam na chov a nasledny odchov.
5

. Je nezbytny geneticky dohled nadiénchovy.

V praktickécasti prace se podlo prokazat ze:

1. Prakticky u vSech pozorovanych dtuljeseterovitych ryb byli nalezeni
jedinci, ktegi neodpovidali standardni arovni ploidie a byli edmoceni jako
jedinci s neobvyklou Urovni ploidie.

2. Neobvykla urove polyploidie u jesetérneni ojediglym jevem.

3. Byla prokazana zavislost velikosti jadra na obs2hA.

4. Byli nalezeni jedinci o ploidni drovni 12n Acipenser baeriia Acipenser
gueldenstaedtiikteri doposud nebyli popsani.

Zawrem této bakaiské prace bych velmi rad znovu tzdznil nutnost
pozorovani a dalSiho studovani polyploidie a jejilyskyti u jeseterovitych ryb
v un¥lych chovech na celém &¢. Budoucnost jesetiérdnes jiZ neni ve volnych
vodach, ale je pewnnasnérovana do urélych afizenych chou. Je tedy nesmin
dulezité pokrg&ovat ve sledovani ploidnich drovni u vSech getrdch jeding
daného chovu, nachazet noviévady vzniku polyploidie, a také nachazet metody,
které by tomuto vzniku fiedchézely. Tato geneticka ,vada“ nesmi byt nadale
predavana dalSi generaci a tindingenovoucistotu daného druhu, ktery je jiz tak

velice ohrozen.
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tab.¢. 7: Stanoveny karyotyp u vybranych diiybseterovitych ryb.

tab.¢. 8: P@et chromozoma a obsahu DNA Acipenseriformeskupiny A.

tab.¢. 9: P@et chromozom a obsahu DNA @cipenseriformeskupiny B.

tab.¢. 10: Testovani a izolovani mikrosatelitnich lokade May et al. (1997)M) a
Ludwig et al. (2001)L). p = Polymorfni;m = Monomorfni;n = Neaktivni.

tab.¢. 11: Pozorovani jedinci Acipenser ruthenus.

tab.¢. 12: Pozorovani jedinci Huso huso.

tab.¢. 13: Pozorovani jedinci Acipenser baerii.

tab.¢. 14: Pozorovani jedinci Acipenser gueldenstaedtii.

tab.¢. 15: Pozorovani jedinci Acipenser stellatus.

tab.¢. 16: Alkoholové laza.

tab.¢. 17: Vysledky niteni velikosti genomu Acipenser ruthenus.

tab.¢. 18: Vysledky ndteni velikosti genomu Acipenser baerii.

tab.¢. 19: Vysledky ndteni velikosti genomu Acipenser gueldenstaedtii.

tab.¢. 20: Vysledky niteni velikosti genomu Acipenser stellatus.

tab. ¢. 21: Vysledky ndifeni velikosti genomu u mezinarodniho standafallus
domesticus.

tab.¢. 22: Vysledky ndteni velikosti genomu Winca tinca2n.

tab.¢. 23: Vysledky ndteni velikosti genomu Winca tinca3n.

tab.¢. 24: Stanoveni velikosti genomu u standardnicim@ddAcipenser ruthenus.
tab.¢. 25: Stanoveni velikosti genomu u polyploidnictiifed Acipenser ruthenus.

tab.¢. 26: Stanoveni velikosti genomu u standardnicim@ddAcipenser baerii.
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tab. ¢. 27: Stanoveni velikosti genomu u hybridnich aypldidnich jediné
Acipenser baerii.

tab.¢. 28: Stanoveni velikosti genomu u standardnicm@@dAcipenser gueldenstaedtii.
tab.¢. 29: Stanoveni velikosti genomu u polyploidnictiifeid Acipenser gueldenstaedtii.
tab.¢. 30: Stanoveni velikosti genomu u standardnicimgadAcipenser stellatus.
tab.¢. 31: Prokazani vztahu mezi fdarem velikosti jadra a zvySujici se ploidni Urovni.
tab.¢. 32: Publikované velikosti genomuAgipenser ruthenus.

tab.¢. 33: Vysledky stanovené velikosti genomu v praddicasti bakaléské prace u
Acipenser ruthenus.

tab.¢. 34: Publikované velikosti genomuAgcipenser baerii.

tab.¢. 35: Vysledky stanovené velikosti genomu v prdddicasti bakal&ske prace u
Acipenser baerii.

tab.¢. 36: Publikované velikosti genomuAgipenser gueldenstaedtii.

tab.¢. 37: Vysledky stanovené velikosti genomu v prdddicasti bakalgske prace u
Acipenser gueldenstaedtii.

tab.¢. 38: Publikované velikosti genomuAgipenser stellatus.

tab.¢. 39: Vysledky stanovené velikosti genomu v praddicasti bakaléské prace u

Acipenser stellatus.

2. Obrazky
obr.¢. 1: Logo CITES (www.cizp.cz/2}5
obr.¢. 2: Ploutevni znky.

W

obr.¢. 3: Injekeni aplikator.
obr.¢. 4: Elastomerové ziiky.

obr.¢. 5: UReni zralosti ovocytu dle Conte (1988).

obr. ¢. 6: Zpisoby moZného vzniku autotetraploidnich jedino = gamety,o
jedinec (Vasil'ev, 1999).

obr. ¢. 7: Zpisoby mozného vzniku alotertraploidnich jedino = gametyo =
jeidnec (Vasil’ev, 1999).

obr.¢. 8: Injekéni jehla, injekni stikacka.

W

obr.¢. 9: OdHer krve z ocasni cévy.

obr.¢. 10: Jadra erytrocgtobarvena Feulgenovou reakci.

obr. ¢. 11: Histogram relativniho obsahu DNA diplid triploidi. Dle FlajShanse a
Linharta (2000).
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3. Grafy
graf¢. 1: Nadst chovanych jesetiev akvakultue.
graf ¢. 2: Porovnani C-hodnot Acipenser ruthenusSkupiny A a B se mezi sebou
statisticky vyznamalisi (P < 0,05).
graf ¢. 3: Porovnani C-hodnot Acipenser baeriiSkupiny A, B a C se mezi sebou
statisticky vyznamalisi (P < 0,05).
graf ¢. 4: Porovnani C-hodnot Acipenser gueldenstaedtikupiny A a B se mezi
sebou statisticky vyznamnisi (P < 0,05).
graf¢. 5: Porovnani C-hodnotAcipenser stellatuskde bylanalezena pouze skupina A.
graf¢. 6: Porovnani C-hodnot@allus domesticus.
grafé. 7: Porovnani C-hodnotTinca tinca2n a 3n.
graf&. 8: Porovnani imara ploch jader ¢m?) standardnich a polyploidnich jedinc
u Acipenser ruthenus.
graf & 9: Porovnani mimera ploch jader ¢m?) standardnich, polyploidnich a
hybridnich jediné u Acipenser baerii.
graf & 10: Porovnani mmera ploch jader ¢m?) standardnich a polyploidnich
jedinal u Acipenser gueldenstaedtii.
graf ¢. 11: Porovnani @meéra C-hodnoty standardnich a polyploidnich jedinc
Acipenser ruthenus.
graf ¢. 12: Porovnani @meéra C-hodnoty standardnich, polyploidnich a hybridnich
jedinal u Acipenser baerii.
graf ¢. 13: Porovnani mmeéra C-hodnoty standardnich a polyploidnich jedinc
Acipenser gueldenstaedtii.
graf&. 14: Mezidruhové porovnaniigméri ploch jader ¢m?) u standardnich jedinc
graf¢. 15: Mezidruhové porovnanitiméra C-hodnoty u standardnich jedinc
graf&. 16: Mezidruhové porovnaniimera ploch jader (m?) u polyploidnich a
hybridnich jediné.
graf¢. 17: Mezidruhové porovnaniipnéri C-hodnoty u polyploidnich a hybridnich jediinc

graf¢. 18: Grafické znazoemi linearniho iistu velikosti jadra v zavislosti na obsahu DNA.
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4. Prilohy
piiloha¢. 1: Fotogalerie NadduChondroste{www.google.com

piiloha ¢. 2: Kaspické mie, ze kterého pochazi 80% vylovku jesitea swété
(www.google.com).

piiloha¢. 3: Genetické pracovi&ha FROV JU ve Vaghnech.

piiloha¢. 4: Biopsie jiker u samicAcipenser ruthenug&ela, 2008).

piilohac. 5: Kvalitré pripravenyGallus domesticus.

piilohac¢. 6: Nevhodny standa@allus domesticus.

piiloha¢. 7: Kvalitrg pripraveny vzorek vzoreRcipenser baerign.

piiloha¢. 8: Nekvalitre nabarveny vzoreRcipenser baerién.
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8. Abstrakt

Polyploidie u jesetefi

Polyploidie m& za nasledek zmnozeni ¢elychromozomovych sad
v somatickych buikach jedince nad jehabnou Urové.

Cilem této prace bylo pochopeni a poppéaanatki o jeseterovitych rybach
se zamfenim na cytogenetické aspekty jejich polyploidiealdgeni hybrid a
polyploidnich jedind. Nantieni jejich ploidni Urové, porovnani s jedinci stejného
rodu a standardni Uro¥rploidie a nasledné zaprotokolovaaghto udaj, & jiz za
Ucelem dalSiho zkoumani vyiazeni z genetaiho hejna.

Pokus probihal na FROV JU ve Yadech, na vSech zde dostupnych
jeseterovitych rybach i na vzorcich odebranychsetgrovitych farem v zahraij se
kterymi FROV JU spolupracuje. N@jstji se jednalo oAcipenser ruthenys
Acipenser gueldenstaedtia Acipenser baerii Metodou ndfeni byla zvolena
obrazova cytometrie ¥p niz je vyuzivana digitalizace obrazu a jeho rdsée
pocitatova analyza. Ploidni Urosiebyla mefena z velikosti jadetervenych krvinek
(erytrocyti) vybranych jeding.

Vysledkem prace bylo néfani zastupt rodu Acipenseridaese standardni
arovni ploidie, zaprotokolovani ziskanych utdaj nalezeni &kolika polyploidnich
jedinai, kteri jsou chovani na evropskych rybich farmach.

Z&¥rem préce je nutnost dalSich stanovovani ploidgicvni u jeseté,
hledani polyploidnich jediic a jejich nasledné zkoumanéi odstraiovani
z intenzivnich chol, aby jiz nebylo mozné poktavani néeni genofonduémito
hybridy.

Klicova slova: Acipenseridag ploidie, polyploidie, cytogenetické, FROV JU,

obrazova cytometrie, erytrocyty
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Polyploidy in sturgeons

The effect of polyploidy means that the whole chosomal sets are
multiplied over their normal level. The point ofighthesis was to understand and to
describe all information about these species, ésibhedocused on the cytogenetic
aspects of polyploidy, and to find hybrids and ptdyd individuals thereafter to
appoint their ploidy level, to compare the resulith the standard individuals of the
same species and to record the data for the nextsn&his test has been done at the
laboratory of molecular, cellular and quantitatiyenetics, Faculty of Fisheries and
Protection of Waters USB in Vdédny using all sturgeons spawners and using
samples obtained from some foreign fish farms wiuicbperated with the faculty.
The samples included mosthcipenser ruthenysAcipenser gueldenstaedtand
Acipenser baeriiThe method of choice was image cytometry whiskd image
digitalization and subsequently its computer analyghe ploidy level was measured
as erythrocyte nuclear size and the genome sizel@tted individuals.

The upshot of the thesis was determination of datath individuals of
Acipenseridagrecording the obtained data and finding seveoaiptoid individuals
bred on European fish farms. As the result is remngsto say that another
monitoring of reared fish needs to be done. Thggloid fish needs to be find either
for next research or for negative selection from throodstock so that they couldn’t

damage gene resources anymore.

Key wordsAcipenseridaepolyploidy, cytogenetics, image cytometry, erytyies.
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9. Prilohy

ptilohaé. 1: Fotogalerie NadduChondroste{www.google.com).

Celad: Polyontidae(www.google.com

LIU CHEN HAN

Polyodon spathula

Celed: Acipenseridagwww.google.com
Rod: Pseudoscaphirhynchus

Pseudoscaphirhynchus kaufmanni Pseudoscaphirhynchus hermannii

Pseudoscaphirhynchus fedtschenkoi
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Rod: Scaphirhynchuéwvww.google.com
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Scaphirhynchus albus

Huso dauricus kaluga



Rod: Acipensel(www.google.com

Acipenser brevirostrum

Acipenser medirostris Acipenser oxyrhynchus

Acipenser transmontanus Acipenser gueldenstaedtii



Acipenser naccarii Acipenser nudiventris
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Acipenser ruthenus Acipenser sturio

Acipenser stellatus
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Acipenser schrenckii



Acipenser sinensis

piiloha¢. 2: Kaspické mie, ze kterého pochazi 80% vylovku jesitea s¥été (www.google.com
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prilohag. 4: Biopsie jiker u samicAcipenser ruthenu&ela, 2008).




prilohag. 7: Kvalitré pripraveni vzorelAcipenser baerién.




