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1. CiL METODIKY

Vysoce vynosny trh s ¢ernym kavidrem a decimovani divoce zijicich populaci
jeseteri vedou ve svych dusledcich ke zdokonalovani akvakultury téchto
druhd. Chromozomové manipulace, a v jejich rdmci obzvlasté gynogeneze, se
nachazi v centru pozornosti jako zplsob, jak zménit pomér samic a samcl
v potomstvu.

Cilem této metodiky je specifikovat hlavni body protokolu indukce
gynogeneze na modelovém druhu jeseteru malém, Acipenser ruthenus, Siroce
pouzivaném ve vyzkumu genetiky a reprodukce jeseterovitych. Metodika proto
krok za krokem ftesi zplsob inaktivace otcovské DNA, aplikaci fyzikalniho
Soku v provoznich podminkach k obnoveni diploidni konstituce a popisuje
optimalizaci jednotlivych parametrd pro tento modelovy druh. Dale zmiruje
zakladni pozadavky uspofadani pracovisté, adekvatni zpdsoby hodnoceni
experimentalnich vysledkd a popisuje aplikaci v hromadném méfitku pro
budouci vyuziti v akvakulture. Metodika je zamérfena na zalozeni gynogenetické
populace v chovu ryb v poloprovoznim/provoznim meéfitku, kde ziskani
gynogenetické populace s vy$sim zastoupenim samic mlze byt dudlezitym
faktorem zlepSeni ekonomiky chovu jeseter(l k produkci kaviaru. Neni urena
pro produkci genera¢niho hejna k reprodukci potomstva za Gcelem jeho
vysazovani k obnové divokych populaci.

2. VLASTNIi POPIS METODIKY

2.1. Uvod

Celed jeseterovitych ryb (Acipenseridae) je jednou z nejstarsich Zijicich
skupin paprskoploutvych ryb, kterd zahrnuje ctyfi rody Acipenser, Huso,
Scaphirhynchus a Pseudoscaphirhynchus a v nich dohromady 27 druhd.
Predstavuji unikatni a reliktni linii chrupavcitych ryb, které dnes celi nebezpeci
vyhynuti. Znecisténi prostredi, ztrata vhodnych habitatd a pfilis vysoky rybarsky
tlak (drancovani) plsobi staly pokles ¢etnosti jesetefich populaci, a to i pres
mnohé programy zamérené na jejich vysazovani do volnych vod a zavadéni
limitd vylovkd (Rosenthal a kol., 2006). V dlsledku poklesu populaci jesetert
ve volnych vodach, pfipadné zakazu jejich odlovu, vzrostly pozadavky na chov
jeseterd v zajeti, resp. na akvakulturu jeseterl k produkci kavidru, prestoze
dosazeni pohlavni zralosti jikernacek k produkci kavidru trva, v zavislosti na
daném druhu, od péti do patnacti let (Mims a Shelton, 1998). Proto se také
v hledacku biologlh v akvakultufe ocitly metody uniparentalni dédi¢nosti,
jako je indukovana gynogeneze (Keyvanshokooh a Gharaei 2010). U druhd
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s chromozémovym ur¢enim pohlavi typu Drosophila (samice XX, samci XY) vede
gynogeneze k produkci celosamici populace potomstva. U vétSiny jeseterd se
predpoklada chromozémové uréeni pohlavi podobné typu Abraxas (samice WZ,
samci ZZ; Keyvanshokooh a Gharaei 2010) . Aplikace meiotické gynogeneze
mUze zvysit procentudlni zastoupeni samic v potomstvu: gynogenezi vznikaji
samci ZZ, supersamice WW a/nebo samice WZ v rlizném poméru podle miry
rekombinaci mezi sex-urcujicim lokusem a centromerou. Lze proto ocekavat,
Ze gynogeneze muze pomoci zvysit produktivitu akvakultury jeseterd (Van
Eenennaam a kol., 1996).

Gynogeneze je jednim z mechanizmi unisexualni reprodukce, pfi kterém
potomstvo dédi pouze matefskou DNA a pfitomnost spermie je potrfebna
jen k aktivaci vyvoje vajicka. Metoda umélé indukce gynogeneze sestava ze
tii hlavnich krokd. Prvnim krokem je inaktivace genetické informace spermie,
druhym krokem je aktivace vyvoje haploidniho vaji¢ka inaktivovanou spermii
a poslednim krokem je oSetreni k obnoveni diploidniho stavu (lhssen a kol.,
1990; Komen a Thorgaard, 2007). Ultrafialové svétlo (UV) a zvlasté kratkovinné
UV svétlo tzv. UV-C je obvykle pouzivano k inaktivaci genetické informace ve
spermiich. Obnoveni diploidniho stavu se obvykle déje pomoci teplotniho
Soku.

Pfes ponékud protichGdné vysledky s indukci gynogeneze u nékterych
jeseterovitych bylo dosazeno vysokého procenta zastoupeni samic
v gynogenetickém potomstvu u fady druh(: u jesetera sibifského Acipenser
baerii - 81 % (Fopp-Bayat, 2010), jesetera bilého Acipenser transmontanus
- 82 % (Van Eenennaam a kol., 1999), u bestéra (hybrida vyzy velké Huso huso
a jesetera malého Acipenser ruthenus) - 70 az 80 % (Omoto a kol., 2005)
a u jesetera kratkorypého Acipenser brevirostrum - 65 % (Flynn a kol., 2006).
Gynogeneze, a to zvlasté mitoticka gynogeneze, je navic zajimava proto, ze
vysokda homozygotnost gynogenetického potomstva muize byt vyhodou pro
rizné genetické a Slechtitelské studie.

U potomstva jeseterovitych se podle Gely a kol. (2012) rozliSuje stadium
embryonalni (embryo; od oplozeni jikry po vykuleni), stadium prelarvalni
(prelarva; od vykuleni po zacatek pfijmu potravy, obdobi endogenni vyzivy
pladku), stadium larvalni (larva; od zacatku pfijmu potravy do ukonceni
diferenciace ploutvi a vymizeni ploutevniho lemu), stadium juvenilni (od
diferenciace ploutvi po dosazeni pohlavni dospélosti), stadium adultni (od
dosazeni pohlavni dospélosti az do vymizeni rozmnoZzovaci aktivity) a stadium
senektivni (od vymizeni rozmnoZovaci aktivity po dhyn jedince). V souladu se
zminénou metodikou Gely a kol. (2012) budou pro zjednoduseni terminologie
a na zakladé zazité rybarské praxe v této praci prelarvalni a larvalni stadia dale
oznacovana jako pladek.



2.2. Popis technologického postupu

2.2.1. Piiprava generacnich ryb

Individualni pfiprava generacnich ryb je nezbytna z diivodu zavislosti stupné
zralosti gamet na prostfedi a chovnych podminkach. Vzhledem k absenci
sekundarnich pohlavnich znakd Ize pohlavi genera¢nich jeseterd urcovat
pomoci ultrazvukové diagnostiky, analyzou steroidnich hormond v krevni
plazmé nebo biopsii gonad. Biopsie gonad je nejpresnéjsi metodou, ktera
poskytne informace nejen o pohlavi, ale také o stupni zralosti gamet, zejména
oocytl (Gela a kol., 2008).

Bé&hem planovani gynogeneze je tfeba vzit v potaz proménlivost
motility spermii jednotlivych mli¢akd jako odezvu na UV-ozafeni. K zajisténi
dostupnosti dostate¢ného mnozstvi spermatu se proto doporucuje primérené
zvysit pocet mli¢akd pripravovanych k umélému vytéru oproti poctu mlicaka
pro klasicky umély vytér, tj. asi o polovinu. Pokud budeme pozdéji potiebovat
u gynogenetického potomstva urcit rodi¢ovstvi, tedy ovéfit maternalni
dédi¢nost, je nejvhodnéjsi odebrat tkanové vzorky k analyze DNA od rodica
v dobé, kdy se s nimi manipuluje, tedy od generacnich ryb pfipravovanych
k vytéru (popf. od vytrenych ryb). Pro tento Ucel je nejvhodnéjsi odebirat malé
Casti ploutvi (cca 1 cm?) ze spodniho laloku ocasni ploutve sterilnim postupem
a odebranou tkan fixovat v 96% etanolu. Generacni ryby se pfipravuji k vytéru
postupnym zvySovanim teploty vody na 14-15 °C po 6-7 dni a poté hormonalni
stimulaci podle Gely a kol. (2008).

2.2.2. Odbér gamet

Odbér spermatu

Spermiaci Ize u pfipravovanych mli¢akQ vyvolat injekci suspenze kapfi
hypofyzy ve fyziologickém roztoku v davce 4 mg.kg' podle (Linhart a kol.,
2000) 24 hodin pied predpoklddanym odbérem spermatu. Odebirané mli¢aky
jesetera malého je nutno fixovat na vhodné podlozce hibetem doll a osusit
urogenitalni papilu. K odbéru spermatu se u jesetera malého pouziva uzka
ohebna plastova kanyla o vnéjsim priiméru 5-6 mm (napf. akvarijni vzduchovaci
hadicka), jejiz jeden konec je vlozen do odbérné nadobky, kterou drzime nize,
nez je umistén odebirany mli¢ak. Opacny konec kanyly se vsune do pohlavniho
vyvodu (obr. 1), nasleduje samovolny vytok spermatu a zbylé sperma se uvolni
jemnou masazi brisSni partie ryby. Sperma po odbéru se uchovava pti 0-4 °C
alzejejuchovataz po 72 h (Gela akol., 2008). Nutna je analyza kvality spermatu
a koncentrace spermii, protoze tyto parametry se mohou mezi jednotlivymi
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samci velmi lisit i ve vztahu k dobé vytéru. Koncentrace spermii se zjistuje
v Thomové nebo Blrkerové pocitaci komirce po nafedéni 400x vimobiliza¢nim
médiu; procento pohyblivych spermii se zjiStuje pod svételnym mikroskopem.
Pouziva se metoda podle Linharta a kol. (2000).

Odbér jiker

Ovulaci jikernacek jesetera malého Ize vyvolat podle Gely a kol. (2008)
hormonadlni stimulaci vnitrosvalovou injekci prvni davky suspenze kapfi
hypofyzy ve fyziologickém roztoku (0,5 mg.kg” Zivé hmotnosti ryby) 20-25 h
pred ocekavanou ovulaci a aplikaci druhé davky (4,5 mg.kg” Zivé hmotnosti
ryby) o 12 h pozdéji, tedy 8-13 h pred ocekavanou ovulaci (Dettlaff a kol.,
1993). Ovulované jikry lze od jikernacek ziskat pomoci rliznych metod, jako
je klasicka metoda abdominalni masaze, chirurgicky fez sténou bfisni nebo
mikrochirurgicky Fez sténou vejcovodu (Gela a kol., 2008). Siroce uzivana
metoda mikrochirurgického fezu ma nékolik vyhod: vysoka ucinnost odbéru
jiker (obr. 1), nizka casovd narocnost pro obsluhu, mensi stresovani ryb
a predevsim vysoké procento preziti generacnich ryb. Metoda byla popsana

Stéchem a kol. (1999).

2y

Obr. 1. Umély vytér jesetera malého, Acipenser ruthenus. Vlevo odbér spermatu po

zavedeni kanyly, vpravo umély vyteér jikernacky po provedeni mikrochirurgického rezu
sténou vejcovodu. Foto I. Lebeda.

2.2.3. Ozarovani gamet UV svétlem

Ozafovani gamet UV svétlem k inaktivaci DNA v gametach, resp. ve
spermiich, je klicovym problémem zavedeni produkce gynogenetického
potomstva. Nasledkem ozafeni dochazi u spermii k poskozeni DNA pfimym
vlivem UV svétla. Celé spermie véetné pohybového aparatu a/nebo akrozomu
mohou byt také poskozeny vlivem reaktivnich forem kysliku (Reactive Oxygen



Species, ROS), diky ¢emuz se snizuje jejich schopnost aktivovat jikry. K zavedeni
protokolu pro UV ozafovani je proto nutné nalézt kompromis mezi inaktivaci
otcovské DNA a destrukci pohybového aparatu spermie. Lze pouzit nékolik
zpusobU optimalizace UV ozarovani.

Zarizeni pracovniho mista pro UV ozarovdni

UV ozarfovani by mélo probihat na misté bez pfimého svétla nebo pfi
osvétleni cervenym svétlem (obr. 2), které by branilo fotoreaktivaci DNA
ozarenych spermii (Lebeda a FlajShans, 2014). K UV ozarovani spermatu lze
pouzit rizné typy UV zafivek, které vydavaji svétlo o vinové délce 250-260 nm
(germicidni zafivky) a jsou umistény 20 az 50 cm nad vzorkem nebo Ize vyuZzit
automatizované UV ozarovaci systémy pouzivané pro navazani nukleovych
kyselin na membrany a pro eliminaci kontaminace PCR. Kromé toho Ize
pro ozafovani spermatu pouzit rdzné typy UV sterilizatorl pouzivanych ke
sterilizaci Iékarfskych pomUcek nebo transiluminatord navrzenych pro iluminaci
elektroforetickych geltl v kombinaci se zasobniky présvitnymi pro UV svétlo
(obr. 2). Pfi praci s manualné instalovanymi UV zafrivkami je nutné zachovavat
bezpecnostni opatieni, tj. noSeni ochrannych bryli a odévu.

Komeréné dostupné systémy pro UV ozafovani, jako jsou razné typy
UV crosslinkert (CL-1000 Ultra-Violet Products Limited, 45 W.m?, 254 nm;
VILBER LOURMAT BIO-LINK BLX Crosslinker 365/312/254 nm; obr. 3), zajistu;ji
spravné méreni davky UV zafeni a cely proces ozafovani do velké miry usnadriuiji.
Sperma se vklada do crosslinkeru obvykle na Petriho miskach. Crosslinker se
umisti na laboratorni tfepacku a jejim uvedenim do pohybu (50-100 ot.min™)
pfi ozarovani se docili promichavani spermatu a tim i homogenniho ozareni.
Modely crosslinker(, které podporuji dlouhovinné ozarovani UV-A, mohou byt
navic vyuzity i k chemické inaktivaci otcovské DNA ve spermiich.

V pfipadé pouzitimanualné instalovanych UV zafivek musi byt jejich upevnéni
takové, aby zajistilo stalou vzdalenost mezi zafivkou a vzorkem béhem jeho
protfepavani, rovnéz kvili homogenité ozareni. Intenzitu a homogenitu ozareni
Ize méfit a monitorovat pomoci UV radiometru (obr. 4), umisténim senzoru ve
stejné roviné s ozafovanymi vzorky.

-10 -
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Obr. 2. Nahote: Pracovni plocha pro UV ozafovdni gamet pomoci crosslinkeru CL-1000
Ultra-Violet Products Ltd. umisténého na laboratorni trepacce. Dole: Béhem ozarovdni
gamet je osvétleni mistnosti vypnuto a pracovni plochu osvétluje cervené svétlo, které
nepodporuje fotoreaktivaci ozdrené DNA. Foto I. Lebeda.




e
Obr. 3 (Vievo). Komora transilumindtoru. Foto I. Lebeda. (Vpravo). Transilumindtor se
zdarivkami UV-C (254nm) a UV-A (360 nm). Foto I. Lebeda

Obr. 4. Radiometr Blak-Ray UVP (USA) s J-225 (220-290 nm) senzorem pro méfeni
svétla UV-C o intenzité 0-120 W.m™. Foto I. Lebeda

Redéni spermatu

Redé&ni spermatu je zpGsobem, jak pfekonat problémy pfi optimalizaci UV
ozarovani spojené s vysokou optickou hustotou spermatu a s vyznamnymi
rozdily v koncentraci spermii ve spermatu rlznych samc@. Postupovat je
nutno obezfetné, protoze nevhodné fedéni spermatu maze plsobit problémy
s aktivaci spermii a vnést do prace dalsi proménnou. Procedura UV ozafovani

-12 -
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fedéného spermatu je také pracnéjsi (Lebeda a kol., 2014a). Kritickym bodem
je proto zvoleni vhodnych parametrt pro UV ozafovaci protokol, jako jsou
vhodny fedici pomér, hloubka vrstvy ozafovaného spermatu a spravné méreni
davky. Redici pomé&r se stanovi podle denzity spermatu a mél by dosta¢ovat
pro homogenni ozafeni davky spermatu. K fedéni se pouzivd bud semenna
plazma nebo umélé médium s koncentraci iontl podobnou pfirozené semenné
plazmé. Semenna plazma se ziska ze supernatantu spermatu odstfedéného pfi
1 000-10 000 ot.min™ (500-8 000 g) po dobu 2-5 min. Pro sperma jesetera
malého je doporuceno pouzivat umélé médium, které napodobuje pfirozené
iontové slozeni spermatu (Psenicka a kol., 2008) s pfidavkem 0,2% Pluronicu
F127 k usnadnéni tvorby tenké vrstvy spermatu a se zvySenou koncentraci
K* iontd az na 3 mM a osmolalitou az 80 mOsmol.kg', aby se zabranilo
aktivaci spermii b&hem Fedéni. Urover absorpce UV svétla ve spravné redéném
spermatu lze stanovit spektrofotometricky ve kfemikovych kyvetach pomoci
spektrofotometru pokryvajiciho UV rozsah, napi. SPECORD 210. Méfi se nékolik
vzorkd spermatu s riznym fedénim pfi 254 nm vici prazdné kyveté, aby bylo
mozné stanovit zavislost absorpce na koncentraci. Tato zavislost mize byt
extrapolovana pro rlizné koncentrace podle Beer-Lambert-Bouguerova zakona,
podle néhoz homogenita zareni zavisi exponencialné na koncentraci a hloubce
vrstvy. Timto zplsobem Ize odhadnout homogenitu ozarfovani. Tento postup
je vsak pracny a ¢asové narocny, proto se z praktického hlediska povazuje za
dostacujici fedéni 1 : 5 (sperma : fedici roztok) pro homogenni ozafeni UV-C
svétlem pfi hloubce vrstvy ozafovaného spermatu mensi nez 1 mm.

Naredéné sperma se naléva (pipetuje) na rovné, suché a cisté dno nadobky,
obvykle Petriho misky nebo sklenéného tacu a opatrné se rozprostie po celém
povrchu pomoci gumové Spachtle nebo konusu pipety. Doporucuje se béhem
ozarovani vzorky promichavat pfi 50-100 ot.min'. Po ozafeni se sperma
sbird z Petriho misek nebo jinych nadobek a uchovava se na ledu v suchych
kontejnerech chranénych pred svétlem az do aktivace jiker.

Vzhledem k variabilité odezvy spermii jednotlivych mli¢ak na UV ozareni se
doporucuje stanovit pfibliznou motilitu ozafeného spermatu po aktivaci vodou
z lihné.

Optimalizace ozarovaciho protokolu

Obvyklou cestou optimalizace gynogeneze je pouZzivani spermatu ozafeného
raznymi davkami zareni, pficemz je hledana optimalni davka zareni. Pro stanoveni
ucinnosti ozafovani mizeme vyuzit dvé varianty postupu gynogeneze. Pfi prvni
z nich se odebrané sperma naredi, DNA spermii se inaktivuje UV zafenim,
provede se umélé osemenéni a aktivace gamet, ale vynechava se 5ok k obnoveni
diploidniho stavu. Pak potomstvo vzniklé oplozenim oocytl optimalné oSetfenym

-13 -



spermatem vzdy vykazuje tzv. haploidni syndrom (rohli¢kovité zakfiveni
a segmentovany Zloutkovy vacek). Procento potencialnich gynogent pak muze
byt zhruba odhadnuto podle fenotypové charakteristiky pliidku (prelarev; obr. 5)
nebo presné stanoveno podle trovné ploidie.

.y

N Y 1 _
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Obr. 5. Vievo haploidni (potencidlné gynogeneticky) plidek jesetera malého Acipenser

ruthenus 1 den po vykuleni; vpravo srovndni rohli¢kovité zakfiveny haploidni pladek
j. malého s diploidnim plidkem. Méfitko 1 cm. Foto I. Lebeda

Pfi druhé varianté se odebrané sperma naredi, DNA spermii se inaktivuje
UV zafenim, provede se umélé osemenéni a aktivace gamet a nasleduje
Sok k obnoveni diploidniho stavu. V takovém pfipadé gynogeneticky plidek
vykazuje tutéz uroven ploidie jako matka (resp. matersky druh). Podil pladku,
u néhoz se nepodafilo gynogenezi vyvolat, mze byt z mensi ¢asti haploidni, t;.
neovlivnén obnovenim diploidniho stavu. VétSina negynogenetického pladku
muUze byt triploidni. Takovy plidek vznikd jako vysledek splynuti prvojadra
spermie, jez se nepodafilo ozarenim inaktivovat, s prvojadrem oocytu (jikry)
a s druhym poélovym téliskem, zadrzenym diky Soku k obnoveni diploidniho stavu
zérodku. K rozliSeni gynogenetického potomstva se pak jako jedina spolehliva
metoda vyhodnoceni Gc¢innosti gynogeneze pouZzivd analyza mikrosatelitni
DNA (OConnell a Wright, 1997). Néktefi autofi navrhuji optimalizovat davku
UV zafeni na zakladé odezvy motility spermii. Podle tohoto navrhu je 40 %
letdlni davky UV pro spermie (jez zastavuje motilitu) dostate¢nych pro
inaktivaci paternalniho genomu, pficemz zachovava pohyblivost spermii (Mims
a Shelton, 1997). Pro optimalizaci ozafovaciho protokolu je vhodné inkubovat
neodlepkované jikry v maloobjemovych inkubatorech a odumfelé jikry vybirat
ve stadiu neuruly (obr. 6).
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PRODUKCE GYNOGENETICKYCH POPULACI JESETERA MALEHO

i AN
Obr. 6. Vievo inkubace neodlepkovanych jiker na Petriho miskdch v maloobjemovych
pratoénych inkubdtorech. Vpravo ukdzka vybirdni odumrelych jiker (oznaceny sipkou)
béhem inkubace. Foto I. Lebeda

Dadvky zdreni

Pro popis davky UV zareni (J.m?2) a intenzity UV svétla (W.m2) se doporucuje
pouzivat mezinarodni systém jednotek SI. Nedoporucuje se pro popis protokolu
pouzivat elektricky vykon UV Zarovky, vzhledem k variabilité G¢innosti konverze
energie mezi jednotlivymi modely Zarovek, kdy tento parametr nespecifikuje
intenzitu UV zareni. Typické jednotky pouzivané pii méfeni davky UV zareni
a jejich konverze jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1. Konverze ddvkovych jednotek.

Jednotky | Jm?Z= ergmm? = mW.mm=2s'=0.1 ft-lbf.in2
Jednotky pW.mm-=2s" 100 erg.cm? mW.cm=2.s™
Jm?= 3 -2
UW.mm2.s? 10 10 1,87.10
2 —
ergmm?=100 01 102 1,87.10°
erg.cm
mW.mm?=2s"' = . B i5
0.1 mW.cm2.s” 10 10 1,87.10
ft-Ibf.in 53,4 534 53400

Optimalni davka UV zafeni zavisi na druhu ryby a cili indukce gynogeneze.
Pfi spravném fedéni a technice ozafovani je pro jesetery obecné k inaktivaci
paterndlni DNA vhodna davka cca 200-500 ).m? (Lebeda a kol., 2014a). Pro
sperma jesetera malého dostacuji k indukci gynogeneze nizsi davky 100-200 J.m?,
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viz obr. 7. Pfi pouziti optimalni davky zareni lze ocekavat nejvyssi Gcinnost
v rozsahu 20-50 % gynogenetického plidku z pouzZité navazky jiker. To
odpovida lihnivosti v rozsahu 40-80 % hodnot pro kontrolni (neosetfenou)
skupinu oplozenych jiker, viz obr. 8. U¢innost se miZe li$it v zavislosti na kvalité
gamet a inkubacnich podminkach pro jikry.

c
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3. b £
2 3
b .
2 7.b B B
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i — R '}
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= c B d
'“ il o H
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Davka UV, J.m? Davka UV, J.m?

Obr. 7. Vievo lihnivost plidku ve vztahu k ddvce UV-C zdfeni pouzitého pfi indukci
gynogeneze u jesetera malého, Acipenser ruthenus. Vpravo procento haploidniho plidku
ve vztahu k ddvce UV-C zdreni pouZitého pfi indukci gynogeneze u téhoz druhu. Hodnoty
oznacené riiznymi pismeny jsou statisticky vyznamné odlisné na trovni P < 0,05 (ANOVA,
Tukeylv test). Podle Lebedy (2014a).

PrestoZe pfi oSetfeni spermatu niz8imi davkami zareni mize potomstvo
vykazovat vyssi procento lihnivosti, tento pristup je méné vhodny vzhledem
k prfitomnosti negynogenetického pladku (ryb, u nichz se indukce gynogeneze
nezdafila). Vyjimkou mize byt indukce gynogeneze s pouzitim heterologniho
spermatu, tedy spermatu jiného druhu, ktera pfi selhani inaktivace otcovské
DNA vede k produkci rozpoznatelnych nebo nezivotaschopnych hybridd.
Napriklad pfi indukci gynogeneze u veslonosa amerického, Polyodon spathula
bylo pouzito ozafeného spermatu lopatonose amerického, Scaphirhynchus
platorynchus (Mims a Shelton, 1997). Jako marker u jeseterl lze pouzit
napfiklad odliSnou evolu¢ni Uroven ploidie, viz tab. 2.

Fotoreaktivace, Cili na svétle zavisla reparace DNA, mize narusit vysledky
gynogeneze plsobenim posunu optimalni davky zafeni. Je proto doporuceno
uchovavat ozafené sperma a oplozené a aktivované jikry v temnu az do
oSetfeni k obnoveni diploidniho stavu. Pro pohodIné zachazeni se spermatem
pfi oplozovani a aktivaci Ize doporudit osvétleni pracovni plochy ¢ervenym
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PRODUKCE GYNOGENETICKYCH POPULACI JESETERA MALEHO

svétlem (viz obr. 3). Cervené svétlo neaktivuje na svétle zavislou reparaci DNA,
a tudiz nenarusuje indukci gynogeneze.

2.2.4. Chemicka inaktivace otcovské DNA

Pro masovou indukci gynogeneze se pouziti UV svétla k ozafovani
spermatu muze jevit jako komplikované a ¢asové naro¢né vzhledem k omezeni
ozafovaného objemu a nutnosti fedéni spermatu. V takovém pfipadé lze
otcovskou DNA ve spermiich inaktivovat prostfednictvim chemickych latek,
které lze aplikovat do vétsiho objemu spermatu. Chemickd inaktivace vsak
obvykle mivad nizsi Gspésnost ve srovnani s UV zafenim. Nejvyssi ucinnost
chemické inaktivace DNA pfi gynogenezi dosahla do 19,8 % gynogenl z 23 %
vykuleného pladku, a byla ziskana s pouzitim spermatu inkubovaného 2 min
s 50 uM 4’-aminomethyl-4,5, 8-trimethylpsoralenu (AMT) ke zvySeni propustnosti
pro UV zafeni, a nasledné ozareného UV-A (360 nm) zarenim v davce 900 J.m?
(obr. 8). Vzhledem k nizsi Uspésnosti nelze tuto metodu doporucit pro praci
s malymi objemy jiker. Na druhé strané, vétsi propustnost spermatu pro zareni
UV-A umoziiuje zvysit objem ozafovaného spermatu 2x az 3x proti objemm pro
zéateni UV-C, coz zjednodusuje aplikaci gynogeneze ve vétsich objemech jiker
(Lebeda a kol., 2014b).
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Obr. 8. Lihnivost a procento haploidniho plidku v potomstvu ziskaném aktivaci
jiker spermiemi oSetfenymi AMT v koncentracich 0, 5, 25, 50 a 100 uM a ozdrenim
UV-A zdrenim v ddvce 900 J.m? Hodnoty oznacené riznymi pismeny recké abecedy
(% haploidnich larev) a latinské abecedy (% lihnivosti plidku) jsou statisticky vyznamné
odlisné uvnitr téchto soubori na trovni P < 0,05 (ANOVA, Tukeydv test). Podle Lebedy
a kol. (2014a).
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2.2.5. Oplozeni a aktivace jiker, odlepkovani

K oplozeni 1 kg jiker jesetera malého se pouzivd 20-25 ml spermatu
a k aktivaci 4 | vody z lihné nebo inkuba¢niho systému o teploté 16 °C (Gela
a kol., 2008). Sperma se smisi s vodou a vznikla suspenze se bezprostifedné
nalije na jikry. K oplozeni jiker dochazi béhem 2 min za Setrného michani.
Po oplozeni se jikry preliji do sita a tfikrat promyji 2-4 | vody s odlepkovaci
suspenzi (1: 30, susené mléko nebo jil) (Gela a kol., 2003). Proplachnuté jikry
se preliji do nadoby s odlepkovaci suspenzi nebo do inkubatoru ponofeného
do odlepkovaci suspenze o teploté 16 °C, kde jsou Setrné promichavany az do
osetieni k obnoveni diploidniho stavu.

2.2.6. Obnoveni diploidniho stavu teplotnim Sokem

Potomstvo ziskané aktivaci jiker UV-ozafenym spermatem je haploidni
a hyne po vykuleni na konci obdobi endogenni vyzivy. K vytvofeni
zivotaschopného potomstva je nutno aplikovat osetreni k obnoveni diploidniho
stavu, tzv. rediploidizace. Existuji dva potenciadlni mechanismy, potlaceni
druhé faze meiotického déleni, tzv. meiotickd gynogeneze nebo potlaceni
prvniho mitotického déleni, tzv. mitoticka gynogeneze (FlajShans a kol.,
2013). Potla¢eni prvniho mitotického déleni vede sice k obnoveni diploidie,
ale zaroven vyrazné zvySuje mortalitu, sniZzuje oplozenost a lihnivost a vede
k vysokému procentu malformovaného potomstva, které hyne po vykuleni.
Gynogenetické potomstvo ziskané timto zptsobem je homozygotni a obvykle
se nazyva ,dvojiti haploidi” (Komen a Thorgaard, 2007). Potlac¢eni druhé faze
meiotického déleni je nejobvyklejsi praxi obnoveni diploidie, s protokolem
podobnym tomu pro indukci triploidie. Hlavni rozdil v protokolech mitotické
a meiotické gynogeneze je nacasovani Soku. Pfi mitotické gynogenezi je Sok
aplikovan pfi 0,9 1, (1, - délka jednoho mitotického cyklu pfi synchronnim
déleni bunék) po oplozeni, zatimco pfi meiotické gynogenezi je Sok aplikovan
pfi 0,25-0,3 7.

Obnoveni diploidie ve druhé fazi meidzy lze provést pomoci chladového
nebo teplého Soku. Pfi 16 °C je pro jesetera malého (Acipenser ruthenus)
T, = 63 az 65 min (obr. 9), pro vyzu velkou (Huso huso) je T, = 60 min, pro
j. ruského (Acipenser gueldenstaedetii) je T, = 55 min, pro j. hvézdnatého
(Acipenser stellatus) je T, = 50 min (Dettlaff a kol., 1993).

Nejefektivnéjsim a jednoduSe provozné zvlddnutelnym oSetienim
k obnoveni diploidie u jesetert je teply Sok ponofenim oplozenych jiker v ¢ase
0,25-0,3 1, do 34 °C teplé odlepkovaci suspenze na dobu 2 min s naslednym
proplachnutim vodou o 16 °C pouzivanou k inkubaci pro rychlé zchlazeni
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Obr. 9. Doba trvdni jednoho cykiu T, ve vztahu k teploté inkubace jiker u jesetera
malého (Acipenser ruthenus) podle Dettlaffa (1993).

(obr. 10). Jestlize byly jikry po oplozeni a promyti umistény do inkubatoru
ponofeného do odlepkovaci suspenze o teploté 16 °C, pak se cely inkubator ze
suspenze vyjme, sitem v jeho dnu se necha zbyla odlepkovaci suspenze odtéci
a cely inkubator se prenese a ponofi do 34 °C teplé odlepkovaci suspenze.

Obr. 10. Na snimku vlevo uspordddni pracovisté pro aplikaci teplého $oku; teploty

vody a odlepkovaci suspenze v nddobdch jsou udrZzovdny zdvésnymi termostaty: vpredu
nddoba s vodou pro aktivaci gamet (16 °C), uprostied nddoba s odlepkovaci suspenzi
kaolinu (16 °C) do zacdtku a po ukonceni $oku, vzadu nddoba s odlepkovaci suspenzi
kaolinu (34 °C) pro teply sok. Snimek vpravo ukazuje pfenos maloobjemového inkubdtoru
s jikrami do odlepkovaci suspenze. Foto I. Lebeda
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Po aplikaci Soku a proplachnuti inkuba¢ni vodou z lihné o 16 °C pro rychlé
zchlazeni se jikry preliji zpét do nadoby s odlepkovaci suspenzi o teploté 16 °C,
vekteré zlstavajizasetrného promichavanipo 40 min. Po dokonceniodlepkovani
se jikry 2-3krat promyji inkubacni vodou z lihné a vysazuji se do inkubacnich
lihfarskych lahvi (Kannengieterovych, Zugskych nebo MacDonaldovych).

Teply Sok Ize doporutit jako rychlou, nenaro¢nou a levnou cestu k obnoveni
diploidniho stavu pfi indukci gynogeneze. Na druhé strané pfi pouziti Sokd
k obnoveni diploidniho stavu lze obecné ocekavat vyskyt vyssiho podilu
malformaci béhem embryonalniho a larvalniho vyvoje v fadu nékolika procent
(obr. 17).

Obr. 11. Makroskopicky (vievo) a mikroskopicky (vpravo) rozpoznatelné malformace
vykuleného plidku jesetera malého, Acipenser ruthenus, zpisobené teplym Sokem.
Méritko 1 cm. Foto I. Lebeda

2.2.7. Rozliseni gynogenetického pladku

Vzhledem k heterogenité a stochastickému charakteru UV zafeni nelze
vyloudit, ze i pfi aplikaci vhodného postupu muze vzniknout urcity podil
negynogenetického potomstva. Hypoteticky mize pouze gynogenetické
potomstvo vzniknout v pfipadé, kdy se k aktivaci jiker pouzije ozarené
sperma jiného druhu, se kterym matersky druh za normalnich okolnosti tvofi
nezivotaschopné hybridni potomstvo. Tato hypotéza vsak neni u jeseter(
dosud ovérena.

Gynogeneticky pladek Ize od plidku ostatniho odlisit fenotypové (v pripadé
interspecifickych nebo intergenerickych hybridi) nebo podle genotypickych
markerd. Vzhledem k velké variabilité fenotypovych markerd u juvenilnich
jeseterd poskytuje separace podle fenotypu nepresné vysledky. Modernim
spolehlivym postupem identifikace gynogenl je analyza mikrosatelitnich
markerd, tato metoda je vi3ak pracna a nakladna.
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Jako vhodny zplsob u jeseterll se proto ukazuje pouziti ozareného
heterologniho spermatu (spermatu jiného druhu), ktery se od matefského
druhu lisi evolu¢ni drovni ploidie, a kde Ize podle ploidni Grovné odlisit
gynogeneticky plidek (vykazuje uroven ploidie shodnou s matefskym
druhem) a negynogeneticky plidek (vykazuje intermediarni Uroven ploidie
mezi Urovni obou rodi¢ovskych druhd). Mezi negynogeneticky plidek vsak Ize
teoreticky pocitat i pladek haploidni (po aktivaci jikry ozafenym spermatem
s inaktivovanou DNA, neprobéhla vsak rediploidizace) a pladek triploidni
(u spermie neprobéhla inaktivace DNA, probéhla rediploidizace). Priklady
u nékterych hospodarsky vyuzivanych druht jesetert ukazuje tab. 2.

Tab. 2. Priklady ploidnich drovni rodi¢t a potomstva jeseterti po gynogenezi pfi pouZiti
ozdreného spermatu jiného druhu, ktery se od materského druhu lisi evolucni urovni
ploidie. “Haploidni” drovni je zde myslena polovicni troveri ploidie somatickych bunék
materského druhu; ,triploidni” uroven oznacuje potomstvo po fuzi saméiho prvojddra ze
spermie, samiciho prvojddra z vajicka a druhého pdélového téliska zadrzeného sokem.

Druh a evolu¢ni ploidni
uroven rodica

Ploidni Groveii potomstva a mozna pfic¢ina

oo | Ploidni Groven
Ploidni uroven
gynoge- negynoge- o
Haploidni" netického (Fnﬁt;fkgh% ) "T(”P'Ifl',d",'
(spravna potomstva 1 hybridnino _\seihani
Samec Samice inaktivace DNA G, (spravnd p?gglw;;\i’a Dll\lnlslgt“éerlrcneie
spermie, selhani inaktivace inaktivace fun%uje '
redlg(l)(l)(girléace DNSAper:r:?le, DNA spermie rediploidizace
P a selhani Sokem)
redlé;z)l&?}lqz)ace rediploidizace
Sokem)
jeseter jeseter maly
sibifsky 8n 4n 2n 4n 6n e
jeseter maly jeseter
4n sibifsky 8n 4n bl 6n 10n
1eseteernrusky Jesetz:]maly ’n an 6n 8n
jeseter maly jeseter rusky
4n 8n 4n 8n 6n 10n

V takovém pripadé Ize procento gynogenetického plidku odhadnout na
zakladé vzorku minimalné 30 ks jednotlivé analyzovaného plidku stanovenim
relativniho obsahu DNA pritokovou cytometrii, u starSich ryb lze ploidni
uroveri stanovit toutéz metodou individualné ze vzorku krevnich bunék. Podle
typu pritokového cytometru, ktery je k dispozici, se voli vhodné fluorescen¢ni
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barvivo, jeZ se vaze na jadernou DNA [napi. 4', 6- diamidino-2-fenylindol (DAPI),
propidium jodid (PI), SYBR Green aj.].

Dalsi postup se bude lisit podle dostupného typu cytometru, vhodného
fluoresceinu a pfislusné sestavy reagencii. Uvadime proto jen obecné zasady
pfipravy vzorkd. U plidku usmrceného pfedavkovanim CO, a pfeneseného na
hodinové sklo se odebere cela ¢ast trupu a ocasu odfiznutim za Zloutkovym
vackem a oplachne fyziologickym roztokem. Tkan se nafeze skalpelem nebo
rozstiiha anatomickymi ntizkami ve fyziologickém roztoku, aby se do suspenze
uvolnily jednotlivé buriky (obr. 12). Mikropipetou se pfida pufr pro extrakci
bunéc¢nych jader. Suspenze bunék se poté odsaje Pasteurovou pipetou
a prefiltruje se prfes 30 um filtr nebo uhelon o podobném rozméru ok do
zkumavky nebo kyvety pro pratokovou cytometrii. Do ni se prida barvici roztok
pfislusného fluoresceinu. Po uplynuti inkuba¢ni doby se pfipravené vzorky pfi
pokojové teploté analyzuji na relativni obsah DNA pritokovym cytometrem
(obr. 13). Rychlost prltoku bunécné suspenze komirkou cytometru lze
doporucit na arovni 0,4 pl.s™'. Vzorky z normalniho oplozeni (bez inaktivace
DNA spermii a bez pouziti Soku) slouzi jako diploidni kontrola.
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Obr. 13. Histogram relativniho obsahu DNA v jddrech bunék smésného vzorku
z haploidniho pladku (pik 1) a z diploidniho gynogenetického plidku (pik 2) po Gspésné
provedené meiotické gynogenezi. Osa x uddvd cislo kandlu, na ose y je uddn pocet
mérenych &dstic. Snimek D. Bytyutskyy
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3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Protokoly indukce gynogeneze byly zvefejnény pro celou fadu druhd ryb, jak
shrnuje napft. pfehled Komena a Thorgaarda (2007). V metodologii inaktivace
DNA ve spermiich a rediploidizace v3ak existuji podstatné rozdily, diky nimz je
nutnd optimalizace pro kazdy konkrétni pfipad. | pfes skutecnost, Ze zakladni
kroky gynogeneze u jeseterl jsou zavedené, ve zvefejnénych protokolech
stale existuji podstatné odchylky. Napfiklad, publikovana data o UV zafeni pro
indukci gynogeneze zahrnuji velmi riznorodé hodnoty parametrd ozarovani,
intenzity svétla, stejné jako hodnoty fedéni spermatu. Pro jeseterovité ryby
literatura popisuje dvé hlavni skupiny ,optimalnich davek” UV zafeni pro indukci
gynogeneze (viz tab. 3), a to i pro stejné druhy nebo hybridy. Vyznamné, vice
nez desetinasobné, rozdily mezi nimi nekoreluji ani s fedénim, ani s Grovni
ploidie a velikosti genomu a tato variabilita pravdépodobné mohla vzniknout
vzhledem k chybéjici optimalizaci a standardizaci celého postupu. Tato prace si
proto kladla za cil ddkladné popsat proces optimalizace a vénovat obzvlastni
pozornost pravdépodobnym chybam, které mohou ovlivnit posouzeni vysledkd
gynogeneze. Jeseter maly byl zvolen jako modelovy druh pro své rozsiteni ve
stfedoevropské akvakulture a pro vyuziti v hybridizaci s vysoce cenénou vyzou
velkou (Huso huso) k produkci bestéra. Pouziti této metodiky vsak lze rozsifit
po patfi¢né optimalizaci i na jiné druhy jeseterd.

Tab. 3. Ddvky UV zdreni pouZivané riiznymi autory k inaktivaci DNA ve spermiich pro
indukovanou gynogenezi u jeseterd.

Obsah B
Davka UV y haploidni spermatu v
Druh zafeni  buce  (sperma: Autofi
(J-m?) (pgDNA.  meédium)
jadro™)
Acipenser stellatus 2838 2,35 1:9 Saber a kol., 2008
i Acipenser schrenckii 2 589 4,0 1:4 Zou a kol., 2011
g_ Acipenser transmontanus 2 160 5.1 1:9 Van Eenennaam, 1996
% bestér (hybrid) 2100 18 1:9 Omoto a kol., 2005
Acipenser brevirostrum 1200 6,89 1:4 Flynn a kol., 2006
Acipenser gueldenstaedtii 297 3,94 1:19  Recoubratsky a kol., 2003
m Acipenser baerii 288,75 4,15 1:9 Fopp-Bayat, 2010
_E Acipenser stellatus 243 2,35 1:19 Recoubratsky a kol., 2003
% Acipenser ruthenus 135 1,8 1:19 Recoubratsky a kol., 2003
% bester (hybrid) 135 18 1:9 Fopp-Bayat a kol., 2007a
Acipenser baerii 135 4,15 1:9 Fopp-Bayat a kol., 2007b
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4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Postupy uvedenymi v této metodice lze uc¢inné dosahnout indukované
meiotické gynogeneze u jesetera malého v méfitku, které dovoluje pfi
Uspésném odchovu dosahnout pocetnéjsi populace s vyssim, az 80%
zastoupenim samic. Pfedpoklada se, Ze tyto populace po dosazeni pohlavni
dospélosti bude vhodné pouzivat k efektivnéjsi produkci kaviaru. Pfitom pfi
obecné akceptované hypotéze o chromozomovém urceni pohlavi u jesetert
typu Abraxas (pohlavni chromozémy ZW/ZZ) se u gynogenetické populace
mohou vyskytovat tzv. supersamice s pohlavnimi chromozémy WW, a proto
by bylo mozné gynogenetické potomstvo jeseterd vyuzit k budouci produkci
celosamici populace.

Zalozeni gynogenetické populace v chovu muizZe vzhledem k vy3si
homozygotnosti gynogenetickych ryb dale urychlit Slechtitelsky proces.
Vzhledem k pozdéjsi pohlavni dospélosti jeseterll a k omezenému poctu
chovl jeseter( v akvakulture zde maiji klasické Slechtitelské postupy ztizenou
pozici. Tato metodika je ur¢ena predevsim pro chovatele jeseterovitych ryb
s vyhledovym zamérenim na produkci kaviaru a dale pro vyzkumné a vyvojové
tymy, které se chtéji touto problematikou v budoucnu déle zabyvat. Indukce
gynogeneze u jesetera malého v poloprovoznim méfitku byla zavedena na
Fakulté rybarstvi a ochrany vod JU v ramci projektu CENAKVA. Ackoli je metodika
primarné zamérena na produkci gynogenetické populace jesetera malého, data
v ni uvedena mohou byt extrapolovana pro dalsi druhy jesetert.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Konvenc¢ni akvakultura jeseterl vyZzaduje spole¢ny odchov obou pohlavi
podle druhu po nékolik let, neZ je mozné pohlavi diagnostickymi metodami
rozlisit. Pfi chovu jesetert na produkci kavidru z akvakultury ale neni odchov
samcl do vy3si hmotnosti ekonomicky vyhodny, vzhledem k nasobnym az
fadovym rozdildm mezi cenou 1 kg jesetefiho masa (350 K¢&) a 1 kg kaviaru
(15 400 K¢). Dodrzenim postupl uvedenych v této metodice Ize ucinné
dosahnout indukované meiotické gynogeneze u jesetera malého v méfitku,
které dovoluje pfi Uspésném odchovu dosahnout pocetné;jsi populace s vyssim
zastoupenim samic. Tyto populace Ize po dosazeni pohlavni dospélosti pouzivat
k efektivnéjsi produkci kaviaru.
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