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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je popsat izolaci, kryoprezervaci a pfipadné pouziti kmenovych
spermatogonialnich a oogonidlnich zarode¢nych bunék jesetert pro potieby Narodni-
ho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroja.

2. VLASTNIi POPIS METODIKY

Spermatogie nebo oogonie jsou nejprve odebrany biopsii a poté enzymaticky
disociovany, separovany koncentra¢nim gradientem Percollu® a za specifickych pod-
minek zmrazovany. Rozmrazené bunky mohou byt transplantovany bud do stejné-
ho anebo jiného béznéjsiho druhu jesetera (napf. jeseter maly, Acipenser ruthenus),
prostiednictvim kterého produkuji gamety donora. Nékolik miligram@ odebranych
juvenilnich gonad tak mUze predstavovat velice efektivni genovou rezervu a navic, pfi
vhodném vybéru recipienta, teoreticky zkratit generacni interval pozdéji dospivajicich
druht.

2.1.Uvod

Rozhodnutim ministra zemédélstvi byl dne 20. zafi 2003 vyhlasen Narodni pro-
gram konzervace a vyuzivani genetickych zdroju rostlin, zvifat a mikroorganisma vy-
znamnych pro vyzivu, zemédélstvi a lesni hospodaistvi, do kterého spadaji také jese-
tefi jeseter maly a vyza velka (Huso huso) jako autochtonni druhy. Narodni program
je ustanoven podle § 14 zdkona ¢. 154/2000 Sb., o slechténi, plemenitbé a evidenci
hospodaiskych zvifat a 0 zméné nékterych souvisejicich zakonl (plemenaisky zakon)
a podle provadéci vyhlasky ¢. 447/2006 Sb. k tomuto zdkonu.

Geneticky Zivocisny zdroj je definovén v §2 odst. 2 zak. ¢. 344/2006 Sb. (UpIném
znéni novelizovaného plemenaiského zdkona ¢. 154/2000 Sb.) jako ,jedinec, sperma,
vajitko, embryo, popfipadé ostatni geneticky materidl autochtonniho nebo lokélné
adaptovaného druhu, plemene nebo populace zvitete, nachazejici se na tizemi Ceské
republiky, majici vyznam pro vyZzivu a zemédélstvi, pro uchovani biologické a genetic-
ké rozmanitosti svétového pfirodniho bohatstvi a pro umoznénijeho vyuzivani pro po-
treby soucasnych i budoucich generaci, zafazené do Nérodniho programu konzervace
a vyuzivani genetickych zdrojl zvifat vyznamnych pro vyzivu a zemédélstvi”.

Geneticky Zivocisny zdroj mize byt uchovan bud' in situ anebo ex situ jako napf.
kryokonzervaci (zamrazovanim) spermatu, embryi, bunék nebo tkani in vitro. U ryb
v CR v soucasné dobé existuje kryobanka spermatu genetickych zdroji na FROV JU,
VURH ve Vodnanech (Flajshans a kol., 2009).
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V soucasné dobé neni zamrazovani vajicek a embryi ryb mozné kvuli vysokému
obsahu Zloutku a nizké permeabilité membrany. Ackoliv maze byt druh, linie ¢i popu-
lace obnovena ze zamrazenych spermii s pouzitim indukované androgeneze s gene-
ticky inaktivovanymi jikrami podobného druhu, Uspésnost androgeneze je extrémné
nizka a vysledni jedinci jsou homozygoti s urcitou ztradtou maternalni mtDNA. To v3e
tuto metodu obnovy genetickych zdroja komplikuje. Alternativou mize byt pravé
kryokonzervace kmenovych zérode¢nych bunék, kterymi jsou primordialni gonocyty
(PGCQ), pozdéji spermatogonie nebo oogonie typu A (Sa0). Ty se mohou po Uspésné
transplantaci proliferovat v téle stejného (alogenni transplantace) nebo podobného
druhu (xenogenni transplantace) a zajistit tak vznik jedinct odpovidajicich jedinci, kte-
rému byly tyto buriky odebrany ke kryokonzervaci a nasledné transplantaci.

Sa0 jsou obecné pluripotentni nediferenciované kmenové zarodecné burnky, za-
jistujici produkci gamet, pficemz jedinec se jiz diferenciovat zacal. U juvenilnich je-
seterd je mnozstvi SaO enormni. Jejich prekurzory jsou embryonalni PGC, kterych je
v jednom embryu jen par desitek a které je navic nutné v pfipadé izolace znacit in-
jikaci fluorescencni sondy do embrya v raném stadiu vyvoje. Navic maji tyto bunky
jesté schopnost migrace, pficemz SaO maji jiz tuto schopnost zna¢né omezenu. PGC
se tedy mohou transplantovat jiz do blastuly v oblasti prekurzord PGC a ty, diky svému
migra¢nimu potencialu, putuji do genitélni ryhy. Pro obnovu gametogeneze pomoci
PGC postacuje pouze jedina bunka (Saito a kol., 2008), ovsem embrya jeseter(i ve fazi
blastuly jsou pro tuto manipulaci velmi citliva. Na druhou stranu SaO jsou injikovany
pfimo do genitalni ryhy embrya nebo gonad. Oba typy zarode¢nych bunék jsou schop-
ny po transplantaci do téla jedince kolonizovat zadrode¢nou ryhu ¢i gonady a diky své
plasticité obnovit vznik obou typl pohlavnich bunék v zavislosti na pohlavi recipienta
(de Rooij a kol., 1999; Ogawa a kol., 2000; Ohta a kol., 2000; Okutsu a kol., 2006; Saito
a kol.,, 2010). Z vyse zminéného Ize pak odvodit evidentni vyhody a nevyhody pouziti
PGC oproti Sa0 a fakt, ze pouziti PGC je vzhledem k omezenému mnozstvi a citlivosti
embryi pro tyto Ucely nepraktické.

Brinster a kol. (1994) poprvé predstavil techniku regenerace spermatogeneze
u mysi, kdyz transplantoval spermatogonialni buriky donora do varlat infertilniho reci-
pienta. Spermatogonie se po transplantaci vyvijely ve funk¢ni spermie.

Okutsu a kol. (2006) jako prvni transplantoval spermatogonie u ryb. Pro vizualizaci
transplantovanych bunék byl vytvofen transgenni pstruh duhovy (Oncorhynchus my-
kiss), nesouci v bunkach gen pro GFP (green fluorescent protein) fizeny cis-elementem
vasa genu, pfi¢emz vasa gen je specificky exprimovan v zérode¢nych burnkach (PGC,
Sa0). Izolované bunky byly enzymaticky disociovany a suspenze spermatogoniélnich
bunék byla injikovana do peritonedlni dutiny divoké formy pstruha ve stadiu lihnuti.



Po 20 dnech se transplantované bunky zacaly proliferovat a diferenciovat v gonadach
recipienta. Rok po transplantaci byly spermie recipientd pouzity pro oplozeni jiker di-
voké formy pstruha. F1 generace produkovala GFP pozitivni spermie odvozené od do-
nora, které byly nasledné pouzity pro zalozeni F2 generace. V pfipadé, ze byly sper-
matogonie transplantovany do téla samice, zacaly se 49 dni po transplantaci v jejich
gonadach diferenciovat GFP pozitivni oocyty, coz dokazuje pohlavni plasticitu téchto
bunék. Jikry pochazejici ze spermatogonii vykazovaly normalni plodnost a vyvoj F1
i nasledné F2 generace. Z toho plyne, Ze diferenciace spermatogonii neni autonomni
zalezitosti bunék, ale je ovliviiovana zejména télnim prostredim.

Dalsi vnitrodruhové transplantace spermatogonii byly provedeny napf. u tilapie
nilské (Oreochromis niloticus) vpravenim fluorescen¢né znacenych spermatogonii uro-
genitalnim kanalkem pfimo do testes samce, kde byla endogenni tvorba spermii po-
tlacena pomoci busulfanu (DNA alkyla¢ni ¢inidlo) a vysokou teplotou (Lacerda a kol.,
2008); u smuhovité ryby druhu Nibea mitsukurii mikroinjikaci spermatogonii do zaro-
decné listy sexualné nediferencovanych alogennich larev (Takeuchi a kol., 2009); u ju-
venilni zebficky pruhované (Danio rerio) (Kawasaki a kol., 2010); u dospélych samct
a samic zebficky pruhované s normalnim vyvojem ve spermie a vajicka (Nobrega a kol.,
2010); a u kranase japonského (Seriola quinqueradiata) (Morita a kol., 2012).

Po zdafilych alogennich transplantacich nasledovaly pokusy o xenogenni
transplantace. Darcem spermatogonii byl pstruh duhovy hemizygotni pro vasa-GFP
gen a heterozygotni pro oranzovou dominantni mutaci. Pfijemcem byla divoka forma
masu lososa (Oncorhynchus masou). Oba druhy nélezi do rodu Oncorchynchus. Ovsem
hybridi vznikli jejich kfizenim jsou nezivotni. Dva roky po transplantaci kfizili recipient-
ni samce a samice lososa s divokou formou pstruha duhového. Z 33 samct lososa 16
tvotilo potomstvo odvozené ze spermatogonii pstruha (donora), mélo tedy GFP pozi-
tivni PGC a oranzovy pigment. Na druhou stranu z celkového poctu 38 recipientnich
samic produkovala F1 generaci odvozenou z transplantovanych bunék pouze jedna
samice. Potomci ostatnich samic byli nezivotni hybridi (Okutsu a kol., 2008). Lacerda
a kol. (2008) provedli xenogenni transplantaci spermatogonii cichlidy (Cichla monocu-
lus) ptes pohlavni papilu do semenotvorného kanélku adultnich samcu tilapie po o3et-
feni busulfanem. Majhi a kol. (2009) pak transplantoval spermatogonie juvenilniho
gavunovce argentinského (Odontesthes bonariensis) do testes adultniho gavinovce
patagonského (Odontesthes hatcheri).

Podobnym zplsobem popsal Wong a kol. (2011) izolaci a transplantaci oogonif
u zebficky pruhované. Tyto bunky vykazaly podobné jako spermatogonie v predcho-
zich studiich svoji plasticitu a schopnost vytvaret oboji typ gamet.
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2.2, 0dbér testes nebo ovarii

Prvnim krokem izolace SaO je odbér testes nebo ovarii. Lze fici, Ze izolace sperma-
togonii z testes je oproti izolaci oogonii snazsi kvuli vétsimu podilu tuku v ovariich.
Ovsem urceni pohlavi juvenilnich jeseterd je komplikované a miize zde dojit k zaméné.
V tomto piipadé Ize stejnym zplisobem, jak je popsano v této metodice, izolovat a pra-
covat jak se spermatogoniemi tak i s oogoniemi. Zasadnim faktorem je zde stadium
vyvoje jedince. Vzhledem k tomu, Ze je vyvoj poikilotermnich organizm, jako jsou
ryby, zésadné ovlivnén teplotou, neni mozné presné stanovit vhodnou dobu odbéru.
Obecné Ize fici, ze se musi jednat o juvenilni jedince. Pokud jsou ve vzorku po mikro-
skopickém vysetieni nalezeny spermie nebo oocyty vyssich stadii, je tento vzorek pro
odbér SaO nevhodny. Orienta¢né mizeme vhodny vék pro odbér stanovit na 3 roky
u jesetera malého, 4-6 let u stredné dlouho dospivajicich druht jako jeseter sibitrsky
(Acipenser baerii) nebo rusky (Acipenser gueldenstaedti) a 8-14 let u pozdné dospivaji-
cich druht jako je vyza velka pfi primérné ro¢ni teploté 10 °C.

Pro hromadnou izolaci spermatogonii Ize pouzit celé gonady ihned po uhynuti
nebo usmrceni jedince, ovéem pro Ucely uchovani genetického zdroje je dostacujici
nékolik miligramt ¢asti gonady odebrané biopsii jak popisuje metodika Gela a kol.
(2008) nebo operativné. Obr. 1 ukazuje testes jesetera sibifského ve stadiu vhodném
pro izolaci spermatogonii.

Obr. 1. Testes 4letého Jjesetera sibirského. (foto M. Psenicka)
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2.3. Enzymaticka disociace testikularnich nebo ovarialnich bunék

Po odebrani gonady je potieba pracovat rychle. Celd procedura izolace a zmrazo-
vani trva 10-12 hodin. Nejprve je nutné odseparovat tukovou tkan. Dale se pracuje
jen s ocisténymi a omytymi ¢astmi gonad. Omyti se provadi v roztoku fosfatového pu-
fru (PBS). Pro pfipravu PBS se k 900 ml destilované vody pfida 8g NaCl, 1,2g Na_,HPO,,
0,29 KH,PO,, 0,29 KCl, pH se upravi roztokem NaOH na hodnotu 7,4 a pak se roztok
doplni na vysledny objem 1 litru destilovanou vodou. Pro pfipravu PBS Ize pfipadné
pouzit komer¢né dostupné tablety. Vzorek se po omyti nechd odkapat a zvazi se na Pe-
triho misce. Poté gonadu rozstiihame na velmi malé kousky (ddkladné rozstfihani je
dulezité). Takto zhomogenizovanou ¢ast gonady premistime do smési enzym obsa-
hujici 0,3% trypsin, 0,1% kolagendzu a 0,1% hyaluronidézu rozpusténou v PBS. Na 1g
gonady nalezi 100 ml smési enzymU. Suspenze se necha inkubovat po dobu 3 hodin
za mirného michani nebo obraceni pfi pokojové teploté. Suspenze bunék je dale filtro-
vana pres 50 um filtr (napf. Partec, Némecko).

2.4, Separace spermatogonii/oogonii

Sa0 jsou ze suspenze testikuldrnich a oogonidlnich bunék separovény koncent-
ra¢nim gradientem Percollu®. Pro separaci se pouzivaji 15ml pfipadné 50ml zkumavky
vhodné pro centrifugaci. Déle se pfipravi roztoky Percollu® ve dvou koncentracich, prv-
ni roztok o koncentraci Percollu® 33 % a druhy 10 % v PBS. Do zkumavky se odméri 30 %
jejiho objemu prvniho roztoku, na ktery se velice pomalu, po sténé zkumavky, pomoci
injek¢ni strikacky, pfida 30% objemu zkumavky druhého roztoku. Na tyto dvé smési
Percollu® se stejnym zplisobem piida 20% objemu zkumavky prefiltrované suspenze
bunék. Se zkumavkou se pracuje velice opatrné, aby se jednotlivé gradienty nesmicha-
ly. Zkumavky se vlozi do centrifugy s vykyvnym rotorem a centrifuguji se 30 min pfi
5009 s minimalni akceleraci a brzdénim, aby se vrstvy nepromichaly. Po centrifugaci se
Sa0 nachazi mezi prvnim a druhym roztokem Percollu® (obr. 2), ktery se pipetou odsaje
do ¢&isté zkumavky (maximdlné do 30% jejiho objemul). Tato zkumavka se poté doplni
PBS, jeji obsah se promicha a opétovné se centrifuguje za stejnych podminek (omezeni
akcelerace a brzdéni jiz neni nutné). Po tomto kroku se vytvoii peleta se SaO. Tato pe-
leta se resuspenduje v PBS na konec¢nou koncentraci cca 10 miliond bunék v 1 ml. Pro
zjisténi koncentrace je mozné pouzit napf. Biirkerovu pocitaci komurku. Detailni meto-
dika pouziti je popsana v metodice Linhart a kol. (2011). Dikaz pfitomnosti spermato-
gonii izolovanych popsanym zpUsobem pfinasi obrézek 3a,b (barveni pomoci antige-
nu pro spermatogonie) a 4a,b (snimky SaO z elektronové mikroskopie). Pro dalsi praci
s Sa0 je vhodné zjistit zivotnost bunék pomoci kitu LIVE/DEAD® Cell Viability (pouziti
kitu v pribalovém letdku, pfipadné Ize postupovat podle ¢lanku Flajshans a kol. (2004).
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|ZOLACE A ZMRAZOVANI SPERMATOGONI[ A OOGONII JESETERU

Obr. 2. vrstva izolovanych spermatogonii jesetera sibifského po centrifugaci v gradientu Percollu®. (foto
M. PSenicka)



Obr. 3. Suspenze spermatogonii jesetera sibifského znacenych antispermatogonia-specifickym antige-
nem 1, plvodné vyrobenym pro spermatogonie thore japonského (Anguilla japonica) (Kobayashi a kol,
1998), kombinovanym se sekunddrni protildtkou Anti-Rabbit IgG-FITC ze svételné (napravo) a fluorescenc-
ni mikroskopie (nalevo). Buniky z jinych gradientt Percollu®) pak nevykazovaly afinitu k protildtce. (foto M.
Psenicka)
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A OOGONI

IZOLACE A ZMRAZOVANI SPERMATOGONI JESETERU

Obr. 4. spermatogonie (nahofe) a oogonie (dole) izolované z jesetera sibifského fotografované pomo-

ci'transmisniho elektronového mikroskopu. (foto M. PSenicka)
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2.5.Zmrazovani spermatogonii/oogonii

Tato metoda spociva v uchovani zivych bunék pfi velmi nizkych teplotach dosaho-
vanych pomoci tekutého dusiku (-196 °C) pfi pouziti ochrannych latek tzv. kryoprotek-
tantd, jimiz jsou napt. glycerol, dimethylsulfoxid (DMSO), metanol, propandiol, etylen-
glykol, atd. Kryoprotektant spolu s fedicim roztokem (nékdy nazyvanym extender) tvofi
kryoprotektivni médium (kryoroztok), kterym se fedi suspenze bunék pred zmrazenim.

Dal$im kritickym bodem pfi zmrazovani je vedle vybéru kryoprotektivniho média
rychlost zmrazovani. Nejpouzivanéjsi technikou je pomalé zmrazovéni v fadu stupnu
za minutu, pii kterém jsou krystalky ledu formovany v extracelularnim roztoku i uvnit¥
bunky. Pfi dosazeni teploty pod -70 °C je mozné buriky pfemistit do kapalného dusiku
(Rodina a kol., 2010).

Ziskana suspenze SaO se smichd s kryoroztokem a naddvkuje po 500 pl do predem
oznacenych kryotub (nejlépe kryotuby s vnéjsim zavitem, Nunc, Dansko). Z nasich ex-
perimentl se jako nejlepsi varianta ukézalo mrazeni bunék v prostfedi o slozeni: 0,5 %
bovinniho sérového albuminu (BSA), 50 mM glukdzy a 1,5M etylenglykolu rozpusténé
v PBS (finalni koncentrace). Toho dosahneme nafedénim suspenze SaO v poméru 1+3
(1 objemovy dil suspenze bunék v PBS + 3 objemové dily kryoroztoku) s kryorozto-
kem, ktery se pfipravi rozpusténim 6,67 g BSA, 12g glukézy a 111,43 ml etylenglyko-
lu do 11 PBS (0,67% BSA, 66,6 mM glukéza, 2 M etylenglykol). Redéni suspenze bunék
se provadi zvolna pfikapavanim kryoroztoku do suspenze bunék, abychom predesli
prudké zméné osmolality prostfedi, tzv. osmotickému 3Soku. Uzaviené kryotuby tem-
perujeme na ledu po dobu 10 minut a poté je vkldddme do komory zmrazovaciho au-
tomatu (napt. PLANER Kryo 10 series lll, UK) (obr. 5) vychlazené na 10 °C. Néasleduje
ochlazovani dévek rychlosti 1 °C.min"" po dobu 90 min. Pfi teploté -80 °C jsou kryotuby
se Sa0 ihned premistény do tekutého dusiku a uchovéany v kontejnerech pod hladinou
tekutého dusiku.
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Obr. 5. vikiddani suspenze SaO do planneru. (foto M. Psenicka)

2.6. Rozmrazeni spermatogonii/oogonii

Kryotuby jsou z kontejneru nejprve premistény do manipulaéni polystyrénové na-
doby s tekutym dusikem. Rozmrazeni probiha ponofenim davky do vodni [dzné s tep-
lotou 38-40 °C po dobu cca 60 s. Ve chvili, kdy je cely obsah tuby rozpustény, se vzorky
umisti na led. Po rozmrazeni je potfeba znovu ovéfit Zivotnost bunék pomoci kitu LIVE/
DEAD® Cell Viability. Pfi pouziti tohoto postupu dosahuji SaO Zivotnosti okolo 60 % bu-
nék. Obecné mlzeme kryokonzervaci povazovat za Uspésnou pfi dosaZeni Zivotnosti
bunék po rozmrazeni nad 50 %.

2.7. Moznosti obnovy genetického zdroje ze spermatogonii/oogonii

Suspenze cCerstvych nebo rozmrazenych SaO se mlze vyuzit k obnové genetic-
kého zdroje pomoci transplantace do stejného nebo podobného druhu jesetera. Pro
transplantaci se pouziva mikromanipulator s mikroinjektorem (obr. 6) a sklenénou ka-
pildrou upravenou na rozmér 40 um pro prichod SaO (obr. 7) (tyto kapilary Ize zakou-
pit jiz pfipravené napf. od firmy Microtech IVF s.r.0.). Vzhledem k tomu, ze Sa0O jiz nema-
ji schopnost migrace, musi byt injikovany pfimo do zarodecné listy pltdku po vykuleni.
Obr. 7 ukazuje znacené spermatogonie jesetera sibitského po 6 dnech od transplanta-
ce. Alternativou muze byt transplantace spermatogonii do testes. V obou pfipadech je
vhodné poufzit sterilniho pfijemce. Obecné se sterilizace u ryb pro tyto Ucely provadi
triploidizaci nebo hybridizaci, coz je v pfipadé jeseterl problematické. Dal$i moznosti
je blokace genu nutného k vyvoji PGC, kterym jsou napfiklad dead end, vasa nebo
nanos gen. Tato blokace se mlze provadét pomoci genové modifikace, anebo zmé-
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nou genové exprese pomoci Morpholino oligonukleotidu, ktery vyfadi funkci genu jen
na dobu nutnou k pferudeni vyvoje PGC. Druhd zminéna metoda blokace genu neni
genetickou modifikaci a nepodléha tak pfisnym pravidldm pro nakladani s geneticky
modifikovanymi organismy. Dal$i moznosti je transplantace spermatogonii do testes
po preruseni endogenni tvorby spermii pomoci busulfanu (Lacerda a kol., 2008). Ste-
rilizace pfijemce je vzdy vyhodou, oviem zarodecné buriky dérce i pfijemce se spolu
mohou vyvijet i spolecné (obr. 8). V tomto pfipadé pak musime ocekévat gamety po-
chézejici od obou jedincu.

Obr. 6. Mikromanipuldtor s mikroinjektorem. (foto M. Psenicka)

Obr. 7. Sklenénd kapildra vytazend na pfistroji Puller PC-10 a zbrousend na mikrobrusce kapildr (Micro-
grinder EG-400, Narishige, Japonsko) a pfipravend k pouZiti pro transplantaci spermatogonii. (foto T. Saito)
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Obr. 8. spermatogonie jesetera malého transplantované do cerstvé vykuleného plidku vyzy velké zna-
cené pomoci PKH26 (Cervené fluorescencni barvivo pro znaceni bunécnych membrdn) 6. den po transplan-
taci. (foto M. Psenicka)

Obr. 9. Zirodecnd lista jesetera malého 24 dni po fertilizaci s PGC zelené znacenymi pomoci FITC a se
spermatogoniemi jesetera sibifského cervené znacenymi pomoci PKH26 14 dni po transplantaci.
(fotoT. Saito)
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3.SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU“

Tato metodika je originalni a prvni svého druhu a vychazi z poslednich experimen-
th autorského kolektivu. Metoda izolace spermatogonii pomoci separace ve hmotnost-
nim gradientu byla popsana fadou svétovych autord, ovsem tyto prace byly provadény
pouze na modelovych druzich kostnatych ryb. V této metodice je popsana modifikace
téchto praci pro chrupav¢ité druhy ryb.

4.POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Podle zékona ¢. 154/2000 Sb. byl Vyzkumny Gstav Zivocisné vyroby v Uhfinévsi, v.v.i.
ustanoven Narodnim referen¢nim stiediskem pro zivocisné genetické zdroje zvirat
a zaroven garantem a koordindtorem Néarodniho programu konzervace a vyuzivani
genetickych zdroja. Soucasti tohoto programu je konzervace genetickych zivocisnych
zdrojG autochtonnich druht ryb, kterymi jsou i jeseter maly a vyza velka. Geneticky zi-
vocisny zdroj mUze byt jedinec, gamety, embrya, pfipadné dalsi geneticky material, tak
jako zarodecné kmenové burky. V této metodice popisujeme zpUlsob izolace a kryo-
konzervace téchto zérode¢nych kmenovych bunék pro potifeby Narodniho programu
konzervace a vyuzivani genetickych zdroju.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Zékladni chovnou jednotkou kazdého genetického zdroje ryb in situ je kmenové
hejno o minimalné 120 kusech pfi poméru pohlavi 1 : 1 (Flajshans a kol., 2009), ov-
$em pro udrzeni co nejvétsi genetické proménlivosti a vzhledem k nevyzpytatelnym
zménam vodniho prostiedi, kde mlze nahle dojit k velkym ztratam, se pouziva ,za-
loha” genetickych zdrojl ex situ obvykle ve formé zamrazeného spermatu. Jiz takové
uchovani genetického zdroje je ekonomické a efektivni (Linhart a kol., 2010), nebot
timto nastrojem je mozné ¢astecné snizit naklady na chov samcud (mli¢akd), ovsem tato
Uspora nemuzZe byt uplatnéna na chov samic (jikernacek). Pomoci zmrazenych SaO je
mozna obnova nejen samcich, ale také samicich gamet. Navic Ize odbér SaO provést
i krdtce po umrti jedince, coz mize v pripadé velmi vzacnych druhd jeseterG znamenat
zachranu vzacného genetického zdroje.

Neni mozné vycislit pfinos této metodiky exaktné. Porovname-li ndklady na ucho-
vavani genetického zdroje in situ s ndklady na uchovani ex situ, dobereme se urcité
vyznamného rozdilu v ndkladech ve prospéch druhého ze zplGsobl uchovavani. Pokud
budeme pocitat pouze materidlni ndklady jako krmeni a pomineme nakladné investice
a prdci pro chov napf. vyzy velké, tak se dostdvdme cca na 14 600 K¢ ro¢né/ks. Kdezto
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uchovani jedné davky SaO, pocitame-li spotiebu tekutého dusiku, vychazi na 2,28 K¢
rocné. Ovsem uchovanim genetického zdroje ve formé suspenze bunék v tekutém du-
siku nelze jisté plnohodnotné nahradit zivého jedince.

Nejvétsi vyhodou je tedy snizeni ekonomické narocnosti spojené s udrzovanim
genetického zdroje ve formé ex situ, ale i moznost mezinarodni vymény genetického
materialu jeseter( jednoduse ve formé zmrazené suspenze bunék.

Dalsim aspektem je moznost transplantace SaO z pozdéji dospivajicich druht jese-
terd, jako je napf. vyza velkd (16-20 let) do ¢asnéjsiho druhu jesetera malého (4-5 let).
V tomto pfipadé by doslo k teoretickému zkraceni genera¢niho intervalu az 4ndsobné
a dalsi uspore nakladu.
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