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1 Uvod

Stari jesetert (Acipenseriformes), patiici do nadiadu chrupavéitych (Chondrostei),
se odhaduje ptiblizn¢ okolo 250 milioni let (Bemis a kol., 1997). Jejich fylogeneze
a evoluce nebyla zcela jeste¢ objasnéna, a pravé proto se mnoho autorti zabyva touto
skupinou ryb. Veskeré nové poznatky o vyvoji, morfologii a molekularni struktuie
Acipenseridae — at’ uz fosilnich ¢i stale se vyskytujicich v pfirodé¢ a/nebo v umélych
chovech — jsou velmi zadané, a to ptedevsim z hlediska konzervace, evoluéni historie
a biogeografie jeseterti. Nejen diky mezidruhové a mezirodové hybridizaci, ale také
kvuli polyploidiza¢nim udalostem, je ziskavani téchto poznatki ztézovano (Birsten
akol.,, 1997; Flajshans akol.,, 2013; Zhou a kol., 2013). Pro zachovani ¢istych
populacich dosud Zijicich druhii jeseterovitych ryb, k rozeznani plvodu kaviiru
¢i tvofeni umélych uzitkovych hybrida je v dnesni dobé rozeznani hybridniho jesetera
od jesetera ¢istého druhu velmi dilezité.

Krozeznani  hybridi v populaci se vyuZivaji cytogenetické metody
(napf. komparativni genomova hybridizace (CGH), genomova in-situ hybridizace
(GISH), analyza karyotypu, obsahu DNA ¢i velikosti jadra) a molekularni metody
(analyza mitochondridlni DNA nebo mikrosatelitni DNA). Tato prace se zaméiuje
na metody cytometrické, které se obecné rozd€luji na prutokovou a obrazovou
cytometrii. VéEtSina studii zabyvajici se urenim ploidni Grovné ryb, velikosti genomu,
studiem fylogeneze a méfenim obsahu DNA vyuzivd spiSe metodu pritokové
cytometriec nez obrazové metody, a to predev§im kviali c¢asové narocnosti
mikroskopickych analyz.

U pritokové cytometrie (FCM) zaleZi pfedevS§im na vykonnosti zdroje svétla a sadé
filtrd pratokového cytometru, a dale na zvoleném fluorescen¢nim barvivu.
Zatimco K obarveni AT bohatych oblasti DNA se pouziva barvivo DAPI (4,6-diamidin-
2-phenylin-dole), kterym lze ziskat pouze relativni obsah DNA bunék; barvivem
propidium jodid (PI), které se vaZze na GC bohaté oblasti DNA, je mozné ziskat
absolutni obsah DNA bunék (Crissman a Hirons, 1994; Vinogradov, 1994). Feulgenova
obrazova analyza (FIA; denzitometrie), kterd byla aplikovana v této praci, se vyuziva
k ziskani absolutniho obsahu DNA jader rybich erytrocytd pomoci Feulgenovy rekce.
Od roku 1924, kdy Feulgen aRossenbeck poprvé pomoci histochemické reakce
umoznili vizualizovat chromozomalni material neboli DNA bakterie s pouzitim kyselé

hydrolyzy s naslednym obarvenim Schiffovym ¢inidlem a svételného mikroskopu, byla
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Feulgenova reakce nékolikrat modifikovana mnoha autory nejen v rostlinné a zivocisné
biologii, ale také v lékatstvi. Pravé diky rozvoji kamerové a pocitacové techniky
v poslednich letech doslo k velkému vyvoji denzitometrické metody a je tedy mozné
mnohem snadnéji ziskat a porovnat rozdily v obsahu DNA mezi denzitometrii
a pratokovou cytometrii.

Proto pilivodnim ucelem této prace bylo porovnani absolutniho obsahu DNA
naméfeného FCM s barvivem PI a FIA, a nésledné porovnat absolutni obsah DNA
s relativnim obsahem DNA naméfeného FCM pomoci DAPIL. Avsak z divodu poruchy
pratokového cytometru vhodného k méteni vzorkli obarvenych PI je cilem této prace
statistické porovnani naméfenych vysledkt FCM s barvivem DAPI a FIA - vyhodnotit,
zda by v praxi naméfené mnozstvi DNA pomoci FCM s fluorescenénim barvivem
DAPI bylo dostacujici ke stanoveni absolutniho obsahu DNA u ryb. Naslednég, je-li
mozné — Sohledem K nachylnosti jeseterovitych ryb k mezidruhové hybridizaci
a spontanni polyploidizaci — Zz naméfeného obsahu DNA rozeznat Cisté druhy
od mezidruhovych hybridi jesetert.

Vysledky této prace byly soucasti vyzkumnych programi financovanych
Ministerstvem $kolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky — projektu CENAKVA
(LM2018099), Biodiverzita (Reprodukéni a genetické postupy pro uchovani
biodiverzity ryb a akvakulturu) (CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_025/0007370) a Grantovou
agenturou Ceské republiky (18-09323S).



2 Literarni reserse

2.1 Struény 1vod do problematiky mezidruhové hybridizace

jeseterovitych ryb

U jesetert (Acipenseriformes) jiz byla provedena fada genetickych studii
prokazujici charakteristicky vysoky pocCet chromozomi i vysoky obsah DNA
Vv porovnani s kostnatymi rybami (napiiklad studie Mirsky a Riss, 1951; Ohno
a kol.,1969; Arefjev a Nikolaev, 1991; Ludwig a kol., 2001; Hardie a Hebert, 2004)
ajsou schopni hybridizace jak v pfirozenych podminkach, tak v fizenych (umélych)
podminkach (Havelka a kol., 2011). Hlavni pfi¢inu, at’ uz mezidruhové ¢i mezirodové
hybridizace, Dudu a kol. (2011) uvadeéji ptekryvajici se vyskyt rybich farem v piiblizné
stejné dob¢ v okoli feky Dunaj, coz mohlo zapfi€init sniZeni pfirozenych reprodukénich
oblasti v této oblasti. Nejen rybi farmy, ale také ostatni antropogenni ¢innosti jako
napiiklad intenzivni rybolov v minulosti, vystavba elektraren a ptehrad, které
znemoznuji pfirozenou migraci jesetert ¢i zneciSténi fek, zavlaZovaci a odvodiovaci
systémy negativné ovliviiuji predevsim rybi larvy a juvenily (Bacalbasa-Dobrovici,
1997; Ruban, 1997; Zhou a kol., 2013; Yuan a kol., 2018), mohly zavdat duvod
K hybridizaci téchto druhii ryb jako ochranu ¢i vyrovnani struktury a velikosti genetické
diverzity ptirodnich populaci pied rozdilnosti zivotniho prostiedi (Birstein a kol., 1997;
Yuan a kol.,, 2018). Na druhou stranu piirozend schopnost polyploidie, podobné
evoluéni stari a geneticka variabilita ¢i podobné naroky na rozmnozovani a podminky
prostiedi zvySuje schopnost pfirozené hybridizace i poskytnuti Zivotaschopného
potomstva (Birstein a kol., 1997; Flashans a kol., 2013). Problémem také mohlo byt
samotné rozliSeni hybridnich jedincl od ¢istych druhd, kteti v minulych letech byly
brani za samotné druhy ¢i jejich poddruhy (Dudu a kol. 2011). Pfikladem miize byt
publikace Ruban (1997), ve které se na zakladé¢ morfologie a odliSného vyskytu rozlisuji
3 poddruhy jesetera sibifského (Acipenser baerii): (1) A.b.baerii v fece Ob; (2)
A.b.baicalensis v Bajkalském jezete; (3) A.b. stenorrhynchus v Sibifskych tekach.
Avsak dodnes nebyla provedena zadnd genetickd studie, kterda by tyto poddruhy
potvrdila.

Ptes vSechny tyto diivody jsou hybridi v nékterych umélych chovech produkovani

fizené, a to hned z n¢kolika divodi. Hlavnim divodem je komercni produkce téchto
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druhi ryb, kdy je snaha vyuzit heter6zniho efektu ke zlepSeni uzitkovosti. Jedna se vSak
pouze o docileni souladu mezi rodicovskymi geny - cilem tedy je vyuzit ,lepsi“
vlastnosti a ,,potlacit* nechténé vlastnosti. Nevyhodou je pouze to, ze heterozni efekt
Ize pfenést pouze na prvni potomstvo (Fy; Flajshans a kol., 2013). U jeseterovitych ryb
se fada hybridii mize nadale rozmnozovat (Hochleitner, 2004; FlajShans a kol., 2013).

Jeseteti nejsou vyznamni pouze pro kaviar a maso bez kosti, ale také
pro porozuméni evolu¢ni historie, mechanismu genomové duplikace a piivodu ploidie
(Zhou a kol., 2013). Z karyologickych dat a obsahu DNA se piedpoklada, ze druhy
patfici do ¢eledi Acipenseridae pochazi ptivodné z tetraploidniho piedka pravdépodobné
se 120 makro- a mikrochromozomy a obsahem DNA 32 — 3,8 pgjadro™.
Tetraploidizace piedpoklddanych 60-ti chromozomil piedka nastala ziejm¢ v rané
evoluci této skupiny (Birstein a kol.,, 1997). Obecné se jeseteti rozdéluji do tfech
ploidnich skupin dle poctu chromozoml a mnozstvi DNA Vv jadfe erytrocytu:
(1) druhy s potem  okolo 120  chromozomi a 3,6 —4,6 pgjadro™;
(2) druhy s 240 az 270 chromozomy (konvenéné charakterizovani s 250 chromozomy)
ar7-96 pg'jédlro'1 (Birstein a kol., 1993; Blacklidge a Bidwell, 1993; Vasil’ev, 2009);
(3) druhy s 370 chromozomy (jeseter kratkorypy, Acipenser brevirostrum; Kim a kol.,
2005; Vasil’ev, 2009) a 13,1 pg'je’ldro'l (Blacklidge a Bidwell, 1993). Pro nejasny ptivod
a zatim ne zcela objasnéné pficiny ploidie (Madlung, 2013) je mezi védci nejednotné
oznacovani ploidnich wrovni. Zatimco jedna skupina vyuzivd pro oznaceni
polyploidnich jeseterti tzv. funkéni uroven ploidie, tzn. funkéni diploidi, tetraploidi,
hexaploidi atd. (napfiklad Ludwig a kol., 2001; Fontana, 2002; Havelka a kol., 2013);
druha skupina vyuziva oznaceni evolucni tetraploid, oktaploid a dodekaploid, protoze
se domnivaji, ze evolucni diploidni predek jiz vyhynul (naptiklad Ohno a kol., 1969;
Blacklidge a Bidwell, 1993; Birstein a Bemis, 1997; Symonova a kol., 2013).

Pfestoze jsou jiz v dneSni dobé vyuZivany a aplikovany programy na reintrodukci
jesetert zpét do volnych vod, patii jesetefi stile do ohrozenych druhli ryb. Nejen
pro tento divod, ale také pro zachovani genetické variability, ochrany genofondu
a vyrazovani hybridi z Cistych chovi je nutné vyuzit cytogenetické a molekularni
metody K rozeznani ¢istych druhti od hybridnich jedinct. Napiiklad piimé pocitani
chromozomt, stanoveni karyotypového obrazu, identifikace rodi¢ovskych
chromozom, métfeni obsahu DNA v butice, méfeni geometrickych charakteristik bunék

nebo pocitani bungk, ¢i jiné metody v souvislosti s laboratornim vybavenim je mozné
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aplikovat pro identifikaci mezidruhovych hybrida jesetert (Kim a kol., 2005; Flajshans
a kol., 2013; Symonova a kol., 2013; Zhou a kol., 2013; Yuan a kol., 2018).

2.1.1 Velikost genomu a obsah DNA

Poprvé v roce 1950 byl publikovan pojem ,,C-value* nebo-li také ,,C-hodnota‘,
ktery je definovan jako haploidni mnozstvi DNA v buiice (Swift, 1950). Velikost
genomu neboli obsah gametické jaderné DNA, se udava bud’ v jednotkdch hmotnosti
pikogram (kdy 1 pg = 10" g) nebo v poctu bazickych parii (u eukaryot se nejdastdji
uvadéji v megabazich, kdy 1Mb = 10° bazi a 1pg = 978 Mb; Dolezel a kol., 2003).
Ackoli fluorometrickd analyza objemu (,,bulk fluorometry*), elektroforetické metody,
kvantitativni real-time PCR nebo kompletni genomové sekvence ¢i rizné studium
chromozomu se stale vyuzivaji ke studiu velikosti genomu. Hlavnimi metodami v tomto
studovaném oboru je Feulgenova denzitometrie (dnes jiZ pomoci pocitacové obrazové
analyzy) a pratokova cytometrie (Gregory a kol., 2007).

V 50.letech 20.stoleti Mirsky a Riss (1951) uvedli pravé na zakladé obsahu jaderné
DNA rozdilnosti v systematice napfi¢ vSemi skupinami ZzivoCichli; a jako prvni
zaznamenali vy$§i obsah DNA u zastupce chrupavdéitych ryb jesetera velkého (A. sturio;
3,2 pg DNA v jadre erytrocytu) nez u ostatnich modelovych kostnatych ryb. Na zakladé
tohoto zjisténi se staly zastupci chrupav€itych ryb atraktivnimi pro dal§i studium
velikosti genomu, poc¢tu chromozomt, evoluce a jejich ptibuznosti.

JiZ tehdy si tito védecti pracovnici vS§imli vztahu mezi poctem a velikosti bun€k
a mnozstvim DNA (Mirsky a Riss, 1951). Velikostn¢ vétsi bunky (u ryb se jedna
0 jaderné erytrocyty) s vyssim mnozstvim jaderné DNA mohou ovliviiovat fyziologii
ryb. Takto muize velikost genomu ovliviilovat nejen samotného jedince s vétSimi
bunkami, ale také vyvoj mezi skupinami/populacemi obratlovct (Gregory, 2001).
Bytyutskyy a kol. (2012) prokazali u jeseterovitych druhti ryb, Ze s rostouci velikosti
genomu roste také velikost bun¢k. Tedy se zvySujicim se obsahem DNA se zvétSuje
jadro erytrocytu, a tudiz 1 celd builka. AvSak tento rast je umoznén pouze do urcité
velikosti, a u jeseteri svyssi ploidni urovni je DNA v bunéénych jadrech vice
kondenzovana, pficemz velikost bunky se jiz tolik nezvétSuje. Zvétsuje-li
se v8ak velikost té€lnich bunék, pocet bunék se snizuje. Tato regulace mezi mnozstvim
DNA a velikosti bun¢k miize mit negativni dopad na dan¢ho jedince — S nizSim poctem
erytrocytli napiiklad miize dojit ke zhorSeni rozvadéni kysliku v krvi a spravného

okysli¢eni zaberniho aparatu (Flajshans a kol., 2013). Kromé& ovlivnéni fyziologie,
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muze dochazet k ovlivnéni stability genomu, exprese genti, evolu¢niho vyvoje ¢i vzniku
novych rodd a vztahd uvnitf i mezi populacemi (Otto, 2007). Predmétem studie
jizn€kolik let je také vliv nareprodukci ryb (naptiklad PSenicka a kol., 2010;
Havelka a kol., 2014). Pfestoze, jizvyhody inevyhody polyploidnich jeseteru
(ale i ostatnich druhti ryb, cistych ihybridnich jedinci) byly mnohokrat zkoumany,
stale chybi dostate¢né informace k prohlaseni, zda se jednd o pozitivni ¢i negativni

jev (Madlung, 2013).

2.2 Obecna charakteristika cytometrie a jeji vyznam

Cytometrie se vyuzivda pro méfeni geometrickych, fyzikalnich a chemickych
charakteristik jednotlivych bunék, ale i jinych biologickych nebo nebiologickych castic
priblizné ve stejném velikostnim rozpéti. Jejim cilem je zjisténi pifitomnosti danych
bunék ve zkoumaném vzorku, o jaky druh bunék se jedna, jejich pocet a jaka muiize byt
jejich funkce. Diky modernizaci a vyvoji ruznych ptistroji, pocitacovych softwarl
a metod, je tedy mozné ziskat vice informaci o daném vzorku, které neni mozné zjistit
prostym lidskym okem (Shapiro, 2003).

Hlavni cytometrickou metodou je pritokova cytometrie. Aplikovat Ize vSak také
jeji alternativy, mezi které patii napiiklad mikrospektrofotometrie, konfokalni

mikroskopie, analyza obrazu ¢i skenovaci cytometrie (Shapiro, 2003).

2.3 Pritokova cytometrie (Flow cytometry; FCM)

Principem pritokové cytometrie je prichod bunék nebo €astic v unasejicim médiu
prochazejici méficim pfistrojem — pritokovym cytometrem. Detektor bunc¢k nebo
tekutiny, je prutokovy cytometr, ktery vyuziva elektricky a/nebo mechanicky pramér
k odklanéni a shromazd’'ovani bunék (nebo jinych malych ¢astic) s méfenymi
charakteristikami dle zvoleného specifického fluorescen¢niho barviva (Shapiro, 2003).

Pritokovy cytometr se skladd ze 3 hlavnich ¢asti — fluidniho systému, optického
systtmu a elektronického systému (Pekar¢ikovd a kol., 2014). Zakladem
pro prutokovou cytometrii je vytvofeni suspenze Castic, ktera je vstiikovdna pomoci
trysky do nosné tekutiny (destilovana voda nebo roztok soli; Watson, 1991; Suda, 2005;
Novak a kol., 2008; Hrusak, 2011). Dle Watsona (1991) je zajisténi stabilniho toku
komory s vétsim pod tlakem (Watson, 1991) nez suspenze castic (Suda, 2005).

Kvantitativni aspekty FCM jsou zalozeny na meéfeni excitatniho zafeni a emisniho
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zateni (Watson, 1991; Hrusak, 2011; Pekarcikova a kol., 2014). Zdroj excitace obvykle
byva argonovy laser, rtutova vybojka, obloukovd nebo LED lampa. Dale opticky
systém tvoii sestava ¢oCek a hranolti (usmérnujici svételny monochromaticky paprsek),
opticka zrcadla a filtry (umoznujici detekci svételnych fotonu o urcité vinové délce
ptislusnymi detektory; Novak a kol., 2008; Pekarcikova a kol., 2014). V prutokové
komote dochazi k separaci bun¢k ak jejich jednotlivému meéteni. Diky svételnému
signalu neboli analyze fotont dopadajicich na detektor v okamziku, kdy kazdou
jednotlivou buitkou projde laserovy paprsek. Béhem interakce Ccastice (buiiky)
se zatenim dojde Kk detekci rozptylu a odrazu svételného paprsku nebo-li fluorescence
prochazejici &asticemi (Novak a kol., 2008; Sinkorova a Zarybnicka, 2008), pfi¢emz
svétlo excitacniho zdroje ma vzdy nizsi vinovou délku, nez byla detektory zaznamenana
fluorescence emitovaného svétla. Udaje o méfeni jsou tedy zaznamenany dvéma
parametry rozptylu: pomoci pfimého rozptylu (z anglického ptekladu ,,forward angle
lights scatter) pod thlem 2-13°, charakterizujici imérnou velikost buiiky; a pomoci
boc¢niho rozptylu (z anglického piekladu ,,right angle lights scatter* nebo ,,side scatter®)
pod thlem 90°, charakterizujici vnitini rozmanitost bunééné struktury. (Watson, 1991;
Shapiro, 2003; Novék a kol., 2008; Sinkorova a Zarybnicka, 2008; Branska a kol.,
2011; Pekarcikova a kol., 2014). Nakonec pomoci elektronického systému je mozné
prevést opticky signal na elektricky a diky pocitacového softwaru digitalizace vysledk.
Ziskana data tak mohou byt zobrazena jako dvourozmérny graf (tzv. ,,dot plot™ nebo-li
kazda ,tecka* prezentuje jednu bunku) nebo ve form¢ histogramu (jednoparametrova
analyza; Pekarc¢ikova a kol., 2014).

Velka vyhoda pritokové cytometrie je jeji presnost a rychlost v piipraveé vzorkt
I méfeni. V idedlnim ptipad¢ by se méla vysledna fluorescence shodovat se vsemi
analyzovanymi cCasticemi (builkami) vyskytujici se ve stejné rustové fazi.
Ve skutecnosti v§ak dochazi k mirnym vychylkam (rozptylu hodnot), které mohou byt
zpusobeny napftiklad nepatrnymi rozdily v podminkéch, rozdilnou obarvenosti ¢astic
¢i piistrojovou chybou (Suda, 2005). Pfesnost méfeni se uvadi v procentech pomoci
varia¢niho koeficientu (CV; podil mezi smérodatnou odchylkou a pozici piku krat sto).
Hodnota CV by obecné neméla piesahovat hranici 5 %. Pro vyhodnoceni vysledki
jakékoliv analyzy DNA je vhodnéjsi, aby CV nepiesahnul hranici 3 % (Shapiro; 2003;
Suda, 2005).
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2.3.1 Specificka barviva vazana na DNA pro prutokovou cytometrii

Od pocatku vyvoje metody pritokové cytometrie byla aplikovana rdzna
fluorescenéni barviva nejen v souvislosti na zvoleném typu tkané, castic, bunék
¢1 mikroorganismt, ale i béhem analyz zamétenych na studium jaderné DNA. Naptiklad
studie z roku 1980, od autord Taylor a Milthorpe, pojednava o vyvoji fluorescenénich
barviv, zahrnujici napiiklad DAPI, PI, ethidium bromid, mithramycin, chromomycin,
olivomycin a Hoechst 33342. O n¢kolik let pozdéji pojednava o fluorescencnich
barvivech také Vinogradov (1994). Pro svuj experiment zvolil barvivo Hoechst 33258,
které se vaze na AT bohaté oblasti DNA a olivomycin, vazdné na GC bohaté oblasti
DNA pro studium velikosti genomu u vybranych obratlovct. V poslednich letech

se vSak nejCast¢ji vyuziva fluorescencni barvivo DAPI (viz. nize).

2.3.1.1 4-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)

Specifické  fluorescenéni  barvivo  4-6-Diamidino-2-phenylindole  (DAPI)
je nejcastéji vyuzivano pro analyzu chromozomi a jader DNA, nebot’ se pfednostné
vaze na AT bohaté oblasti DNA. Excita¢ni maximum tohoto fluorochromu je pfi vinové
délce 359 nm a emisni maximum pii vinové délce 461 nm (Karg a Golic, 2018).
Emituje modrou fluorescenci, je-li excitovano UV svétlem okolo 350 nm vinové délky.
DAPI barvivo je velmi cytotoxické a mize penetrovat membranami bunck (Crissman
a Hirons, 1994). Velmi podobnému barvivu DAPI jsou také Hoechstova barviva —
Hoechst 33258 a 33342 — maji podobny excitacni i emisni maximum vazici
se téz na AT bohaté oblasti DNA (Crissman a Hirons, 1994; Karg a Golic, 2018).
Pro pritokovou cytometrii bylo DAPI aplikovano pro obarveni vzorkii naptiklad
fibroblastii, leukocytl, tkani plic a jater, kostni dfen€, koznich bun€k, tkan nadord,
erytrocyti kufete a pstruha, aj. (Otto, 1994). Otto (1994) a Gregory (2005) doporucuji
DAPI vyuzivat pro ziskani hodnot relativniho obsahu DNA, nikoliv pro méfeni

absolutniho obsahu DNA ¢i pro porovnéani bunék s rozdilnymi poméry AT oblastmi.

2.3.1.2 Propidium iodid (PI)

Cerveny fluorescenéni barvivo propidium jodid (PI) ma podobnou chemickou
strukturu jako dtive pouzivany ethidium bromid (EB). Obé& barviva se pfednostné vazou
na GC bohaté oblasti DNA a je tedy vhodné pro méteni absolutniho obsahu DNA
(Crissman a Hirons, 1994; Vinogradov, 1994; Gregory, 2005). Excita¢ni maximum

barviva Pl uvadi Branska a kol. (2011) na vinové délce 536 nm a emisni maximum
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na vinové délce 623 nm. Na rozdil od DAPI, PI ani BE nemiize penetrovat membranami
zivych buné€k, ale snadno pronika do bunék s posSkozenymi membrany (Crissman
a Hirons, 1994). Prutokova cytometrie s fluorescen¢nim barvivem PI je pfirovnavana
k obrazové cytometrii s pouzitim Feulgenovy reakce, ktera se bézné€ vyuziva pro méfeni

absolutniho obsahu DNA (Krishan, 1975).

2.3.2 VyuZiti pritokové cytometrie

Pratokova cytometrie ma vyznamnou roli v moderni biologii a medicin€. Bézné
se pritokové cytometry pouzivaji pro méfeni v oborech onkologie, patologie,
hematologie, imunologie a bunééné biologii (Watson, 1991). Vyuziti kvantitativnich
barviv pro analyzu bunééné DNA pomoci této metody zlstava nejrychlejsi a velmi
spolehlivou metodou (Crissman a Hirons, 1994) napiiklad k biochemickym méfeni
DNA a proteinii v jednotlivych buinikach, umoznujici naslednou korelaci téchto
metabolickych parametrii ve studiich vztahu mezi ristem bunék a cyklem bunééného
déleni. Simultanni méfeni mnozstvi DNA a proteini také umoziluje posoudit jejich
pomér, ktery slouzi k vyhodnoceni stavu vyvazeného rustu bunék vyskytujicich
se v urCitych fazich bunééného cyklu (Crissman a Steinkamp, 1994). Dale
ke zhodnoceni relativniho, ale i absolutniho obsahu DNA riznych typt bunék
¢i chromozomového  profilu  bunéénych  populaci. S vyuzitim  pfisluSnych
fluorescen¢nich barviv je tedy mozné provést monitoring déleni bunééného cyklu,
lokalizovat S fazi (rozlisit brzkou, stiedni a pozdni S fazi cyklu), apoptdzu bunék, zjistit
abnormality v pribéhu mitézy (napiiklad nondisjunkce nebo polyploidizace; Crissman
a Hirons; 1994). Dalsi vyuziti ma FCM napftiklad v oblasti studia jaderné DNA, genové
exprese €1 tfidéni a pocitani bunék (Suda, 2005), posouzeni viability organismil/ bun¢k
prostfednictvim méfeni esterasové aktivity, integrity cytoplazmatické membrany,
intracelularni pH, respirace/ dehydrogenasové aktivity (Branskd a kol., 2011),
membranového potencidlu a mitochondridlnich ROS (reaktivni formy kysliku;
Pekarcikova a kol., 2014). V neposledni fadé také v oblasti monitoringu planktonnich
organismli jako jsou bakterie, viry, fytoplankton (Li a Dickie, 2001), ¢i studiich
vz4ajemnych interakci mezi zooplanktonem, bakteriemi a fytoplanktonem (Gerritsen

a kol., 1987; Tang a kol., 2010).
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2.3.2.1 Stanoveni polyploidie a obsahu DNA

Polyploidie u obratlovcd neni zcela bézny jev. Oproti tomu u ryb k tomuto jevu
béhem jejich evolucniho vyvoje dochdzelo zcela bézné¢ (Leggat a Iwama, 2003).
V akvakultufe lze pozitivné vyuzit tohoto experimentdlné vyvolaného jevu,
coz jen potvrzuje, ze polyploidie souvisi s evoluci velikosti genomd ryb (Flajshans
a kol., 2013). Jiz od 80. let 20. stoleti je pritokova cytometrie vyuzivana k hodnoceni
chromozomalnich abnormalit a ke studiu (poly)ploidie (Rab a kol., 2007). Jednou
Z nejcastéjsi aplikaci pratokové cytometrie u ryb je stanoveni relativniho a absolutniho
obsahu DNA, podle n¢hoz je mozné urceni ploidni trovné (Birstein a kol., 1993;
Vinogradov, 1998; Zhou a kol., 2011; Bytyutskyy a kol., 2014).

Pratokova cytometrie 1ze také vyuzit v modifikaci metody in situ hybridizace, ktera
se standardné¢ vyuziva v mikroskopii. Pomoci prutokové cytometrie mohou byt
chromozomy tfidény, a zobrazeny ve dvourozmérném grafu (,,dot plot™; Fisher a kol.,
1994). Dale je také mozné stanovit velikost genomu bunécného jadra, ktera patii mezi
zakladni charakteristiky kazdého druhu (Vinogradov, 1998). Navic patii k vhodnym
parametrim objasiujici fylogenetické a evoluéni studie (Vinogradov, 1998; Gregory,
2001; Cyudad a kol., 2002; Flajshans a kol., 2013; Bytyutskyy a kol., 2014).

Klicovym faktorem v aplikaci prutokové cytometrie je jako u vétSiny meéficich
metod, pouZiti standardu. V tomto piipadé se jedna o standard, u kterého je obecné
znam haploidni obsah jaderné DNA, napf. erytrocyty lina obecného (Tinca tinca)
obsahujici 1,02 pgjadro™® DNA, erytrocyty pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)
obsahujici 2,60 pgijadro® DNA & domestikovaného kufete (Gallus gallus domesticus)
obsahujici 1,25 pgjadro™ DNA (Flajshans a kol., 2013; Bytyutsky a Flajshans, 2014).

2.4 Obrazova cytometrie

Obrazova analyza patii k cennym metodam umoziujici studium jednotlivych Zivych
a fixovanych bunék ¢i bunéénych struktur ve 2D ¢i 3D obrazu (Pollard a Earnshaw,
2002; Bytyutskyy a kol., 2014) prostfednictvim optického mikroskopu a moderni
pocitacové techniky namisto pozorovani prostym lidskym okem (Mayall, 1988; Plasek,
1996). Pomoci obrazové mikroskopie je mozné ziskat nejen informace o velikosti
bunky, velikosti jadra, integrované optické hustoty, ale umoziuje také studium

chromozomti (Del Campo a kol., 1989; Mello a de Campos Vidal, 2017), mechanismi
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bunécnych procest (Pollard a Earnshaw, 2002) ¢i pribéhu vyvoje embryi (Wolenski
a Julich; 2014).

Jednou  znejstarSich  metod  obrazové  cytometrie je  denzitometrie
(mikrodenzitometrie) a pozd€ji denzitometrickd obrazova analyza, vyuzivajici
stechiometrické barveni bun¢k pomoci Feulgenovy reakce (Feulgen a Rossenbeck,
1924; Hardie a kol., 2002). Pomérné¢ novou metodou obrazové cytometric U ryb
je vyuziti konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (CLSM), diky niz je mozné ziskat
3D obraz fixovanych ¢i zivych vzorkd, piipadné 4D (x, y, z a ¢as; Bytyutskyy a kol.,
2014; Wolenski a Julich, 2014). Fluorescencni mikroskopie se vyuziva pro analyzu
karyotypu (Kim a kol., 2005), komparativni genomové hybridizace (CGH) a genomové
in-situ hybridizace (GISH; Symonova a kol., 2013; Symonova a kol., 2015), které¢ jsou
modifikaci metody fluorescence in situ hybridizace (FISH; Pollard a Earnshaw, 2002).

Pti rozhodovani o vybéru jedné z uvedenych metod k odhaleni hybridnich jedinci
v dané populaci hraje dtlezitou roli pouziti vhodného a kvalitniho mikroskopu. Stejné
tak je dilezité dbat na dodrzovani daného postupu pfi barveni vzorkil, nebot’ i pfi mensi
nepozornosti mize dojit k chybé, kterd muze zpisobit sniZzeni kontrastu vizualizace

a zvysit nepiesnost ziskanych vysledkd (Plasek, 2015).

2.4.1 Struc¢ny uvod do optické (svételné) mikroskopie

Standardni optickou neboli svételnou mikroskopii Ize charakterizovat anglickym
terminem ,,wide-field microscopy*, které Ize do Ceského jazyka prelozit jako celoplosné
zobrazovani, vyznacujici se pozorovanim vSech bodl vizualizovaného vzorku soucasné
(Plasek, 2015). Tato rozsahla metoda se vyuziva napf. v biologii, medicing, chemii,
mineralogii, metalurgii ¢i kriminalistice (Plasek, 1996).

Hlavni ptinos optické mikroskopie spociva predev§im v pozorovani zvétSenych
barevnych 1 nebarevnych struktur ve viditelné Ccasti spektra rtznych objekt
az na urovni 0,2 pum (Karp, 2010; Bartova a kol., 2014), nebot’ rozliSovaci schopnost
zdravého lidského oka nam umozituje pozorovat objekty maximalné o velikosti 70 um
pii vzdalenosti 250 mm od oka (Plasek, 2015).

Standardni opticky (svételny) mikroskop se sklada ze tii ¢asti: (1) svételna cast —
zdroj svétla, kondenzor s lamelovou clonou a zrcatko; (2) mechanicka ¢ast — podstavec,
stativ, tubus, méni¢ objektivli a stolek se svorkami a kiizovym posunem exemplait;
(3) opticka cast tvofena objektivy a okulary (Bartova a kol., 2014). Princip klasické

svételné mikroskopie spociva v prichodu svételnych paprski skrz pozorovany objekt
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a optickou soustavu, kterd je tvofena dvéma cockami ¢i soustavou cocek. Pomoci
kondenzatoru se svételné paprsky soustted’uji na preparat, a diky vhodné kombinaci
¢ocek nam mikroskop umoziuje pozorovat obraz zdanlivé zvétSeny a prevraceny ocni
sitnici nebo kamerovym softwarovym systémem (Pollard a Earnshaw, 2002; Karp,
2010; Bartova a kol., 2014).

Jeste pred vyvojem kamerovych a pocitaCovych systémi probihalo méteni
geometrickych charakteristik objektti v mikroskopickém preparatu, jako je Sitka, délka,
vyska €1 objem, pomoci okuldrového a objektivového mikrometru. K ziskdni ptfesnych
udajii je nutnd znalost matematickych vzorcti spolecné s indexem bodu lomu daného
média. Okularovy mikrometr s vyrytou stupnici 1 cm (1 dilek = 0,1 mm) se vklada
do okularu a je vizualizovan pomoci sefizovani clony. Naproti tomu, objektivovy
mikrometr neboli etalon, je sklenéna desticka (podlozni mikroskopické sklicko)
S vyrytym obdélnikem uprostied a numerickou useckou o celkové délce 1 mm (1 dilek
= 10 um; Tesaf a Bednat, 2012; Loffelman a kol., 2017).

Inovaci Vv pozorovani a méfeni ruznych velikosti a vlastnosti pozorovanych
molekul, buné€k, tkani ¢i riznych chemickych reakci apod. ptinesl az vyvoj digitalnich
a CCD kamer (z anglického jazyka ,,charge-coupled device* lze pielozit tento vyraz
jako ,,vstupni skenovaci zatizeni) a ptislusnych pocitacovych programt (Hardie a kol,
2002; Karp, 2010; Tesat a Bednat, 2012). Vyhodou téchto kamer je svételna sensibilita
(schopnost pozorovani objektl za velmi nizkého osvétleni) vhodna predev§im
pii pozorovani zivych preparatl, které se snadno poSkodi teplem vznikajicim svételnym
zéatenim a fluorescencné obarvenych preparati, u kterych mohou néekteré fluoresceiny -
diky ptsobeni svétla - rychle ztracet barvu (Karp, 2010), tzv. ,,vysvitit se®. Velkym
pfinosem vyuzivani kamery je moznost konvertovat pozorovani daného objektu
do elektronického digitalniho obrazu a pomoci piislusného pocitaového programu
ziskavat vice udaji (Karp a kol., 2010; Pollard a Earnshaw, 2002). Digitalizaci obrazu
ziskame snimky, které jsou zobrazeny jako sled pixelti se specifickou intenzitou

a barvou (Hardie a kol., 2002).

2.4.2 Stanoveni obsahu DNA pomoci Feulgenovy reakce

Feulgenovu reakci, kterou vynalezli spoleén¢ Feulgen a Rossenbeck a v roce 1924
publikovali, povazuji Crissman a kol. (1979) jako jednu z brzkych cytometrickych
metod, kterd je vyuzivana ke kvantifikaci obsahu bunééné DNA. AvSak z divodu

Casové naro¢nosti se tato metoda pro obarveni a nasledné stanoveni obsahu DNA pfili$
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Casto nevyuzivd. Dale je také zapotfebi dbat na bezpecnostni opatieni pii praci
Vv laboratofi, nebot esencidlnim krokem této metody je hydrolyza kyselinou
chlorovodikovou, dale probiha depurinace DNA, odstranéni RNA a histonti ¢i dalSich
potencialnich bunécnych organel véetné membrany (Crissman a kol., 1979). Presto
ma ale tato cytometrickd metoda, ktera se postupné vyvijela diky in vitro a in vivo
experimentll s rybami nékolik vyhod (Phan a kol., 2015), a vyuzivd se dodnes
(napf. studie Fontana, 1976; Hardie a kol., 2002; Bytyutskyy a kol., 2012; Bytyutskyy
a Flajshans, 2014; Phan a kol., 2015). Caste¢né je to proto, Ze erytrocyty ryb jsou
jaderné, lze je pomérn& snadno vizualizovat pod mikroskopem pomoci obarveni
krevniho natéru a neni nutné usmrtit zvife k ziskdni malého krevniho vzorku (Phan
akol.,, 2015). Vyuziva se dale v botanice, zoologii i mediciné (napiiklad studie
DeLamater a kol., 1950; Mayall, 1988; Greilhuber a Temsch, 2001; Symonova a kol.,
2013; Mello ade Campos Vidal, 2017; a dalsi). Preparaty obarvené touto reakci
se nasledné¢ vyhodnocuji pomoci svételného mikroskopu, digitalizaci zobrazeni
a modernich pocitacovych softwarti (Hardie a kol., 2002; Mello a de Campos Vidal,
2017).

2.4.2.1 Denzitometrie (mikrodenzitometrie/Feulgenova denzitometrie)

Denzitometrie nebo-li také mikrodenzitometrie ¢i Feulgenova denzitometrie,
je kvantitativni instrumentalni metoda vyuzivana pfedevsim ke stanoveni absolutniho
obsahu DNA v jadfe rybiho erytrocytu obarveného Schiffovym ¢inidlem (Hardie a kol.,
2002; Faljshans a kol., 2013). Tato technika vychazi z predpokladu, Ze mnozstvi
pouZzitého barviva se pfimo Umérné vaZze na mnozstvi DNA pfitomné v erytrocytu.
U takto obarvenych bunék je dale méfeno absorbované svétlo pouzitého barviva (Hardie
a kol., 2002).

Nevyhodou této metody je predev§im nemoznost méteni absorbance pfimo, a proto
musi byt hodnoty absorbance (optické denzity, OD) vypocteny nepfimo z méieni
mnozstvi svétla prochazejiciho objektem (transmitance, T). Pro Feulgenovou
denzitometrii se proto provadi meéfeni pfimo v jadru erytrocytu a mimo erytrocyt
Vv tzv. ,jasné (Cisté)*“ oblasti mikroskopického sklicka. Rozdil v intenzité svétla mezi
témito oblastmi mikroskopického sklicka predstavuje soucinitel transmitance. Vysledek

méfeni Ize pak vypocitat podle nize uvedené¢ho vzorce (Hardie a kol., 2002):

OD = logs, (L/T)
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Heterogenni povaha DNA obarvené v jadie ztézuje jak samotné méfeni,
tak i prezentaci vysledkt. Z tohoto divodu je pii méfeni denzity individualniho jadra
nezbytné poftidit sérii nékolika méfeni v riznych ,,bodech® u kazdého obarveného jadra.
Soucet téchto individualnich optickych denzit je obecné nazyvano integrovana opticka
denzita (IOD) jadra. Primérnd hodnota nebo modal I0OD jader neznamych vzorkl jsou
pak porovnany se standardy (Hardie a kol., 2002).

Jak jiz bylo zminéno, prvni data o jaderném obsahu DNA u ryb publikovali v roce
1951 Mirsky a Riss. Jako zastupce jeseterovitych ryb zvolili jesetera velkého (Acipenser
sturio), u kterého naméfili obsah jaderné DNA s hodnotou 3,2 pgjadro™. Pozdgji, v roce
1969, Ohno a kol. pomoci integrovaného denzitometru naméfili obsah jaderné DNA
u lopatonose amerického (Scaphirhynchus platorynchus) s hodnotou 3,6 pgijadro™.
Integrovany denzitometr ke zméfeni obsahu DNA u vybranych zéstupci chrupavéitych
druhti ryb ve své studii vyuzil také Fontana (1976) a uvadi hodnoty obsahu DNA u vyzy
velké (Huso huso) 3,6 pgjadro™, j. velkého (A. sturio) 3,6 pgjadro™, j. jadranského
(A. nacarii) 5,69 pgijadro™.

V dnesni dobé se tato metoda jiZ nevyuziva, a to predev§im kvili vysoké casové
naroCnosti. Diky  velkému rozvoji  kamerovych a politaCovych  systému
je upfednostinovana Feulgenova obrazova analyza ¢i pritokova cytometrie, ptipadné

jiné metody v souvislosti s vybavenosti laboratofi.

2.4.2.2 Feulgenova obrazova analyza (Feulgen Image analysis; FIA)

Stejné¢ tak jako u klasické denzitometrie, Feulgenova obrazovad analyza (FIA)
vyuziva k obarveni krevniho natéru Feulgenovu reakci. Rozdilem mezi témito dvéma
metodami je pouze laboratorni vybaveni k méfeni a vypoctu absolutniho obsahu DNA.
Zatimco u denzitometrie probihd veskeré meéfeni optické denzity a vypocet obsahu
DNA manuélné (pfipadné pomoci automatickych denzitometri), u FIA je mozné
stechiometricky obarvené bunky vizualizovat pomoci svételného mikroskopu
a prislusné kamery pofizovat snimky, které lze diky modernich pocitacovych softwarti
prevést do elektronické podoby a vyhodnotit (Hardie a kol., 2002; Gregory, 2005;
Flajshans a kol., 2013).

Barevny obraz je pteveden do pozadovaného obrazu se stupném Sedé pomoci
monochromatického svétla (interferenc¢ni filtr je umistén pted zdroj svétla) nebo
analyzovanim pouze jednim ze tii zakladnich kanalt tzv. RGB (Cerveny, zeleny, modry;

tvorici barvu pixelu). Stejné tak jako u klasické denzitometrie, i u obrazové analyzy
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je nutné zméfit intenzitu svétla v ¢asti krevniho natéru mimo jadra i dale pak piimo
Vv jadte erytrocytu (Hardie a kol., 2002).

Pfestoze tato modernizovana metoda klasické denzitometrie dosahla v priabéhu
poslednich let velkého pokroku a Casova narocnost byla zlepSena, 1 v dnesni dobé¢
je stale upfednostinovana metoda pritokové cytometrie. Piesto tuto metodu ve své studii
aplikoval naptiklad Hardie a Hebert (2004), ktefi naméfili absolutni obsah DNA
u j. kratkorypého (A. brevirostrum) 13,8 pgjadro™ a u j. ostrorypého (A. oxyrhynchus)
4.4 pg'jédro'l. Déale ke studii jeseterovitych ryb vyuzil tuto metodu ve své praci
Bytyustkyy a kol. (2012). Ve své studii napiiklad publikoval absolutni obsah DNA
j. malého (A.ruthenus) 3,72 pgjadro™, j. sibifského (A. baerii) 8,29 pgjadro™
a j. ruského (A. gueldenstaedtii) 7,87 pgijadro™.

2.4.2.3 Tvorba krevniho ndtéru

Ptiprava krevniho natéru pro vizualizaci jader erytrocytl ryb je, kromé kvality
lze je umyt v roztoku v alkoholu a smési éteru nebo 10 % roztoku Triton X-100
v poméru 50:50. V piipadé pozorovani velkych necistot je potieba sklicka na 24 hodin
ponofit do roztoku dichromanu, nésledné¢ opladchnout pod tekouci vodou, poté
Vv destilované vod¢ a uchovavat v 95-100% alkoholu. Pfed pouzitim je vhodné sklicko
vy¢istit jemnou tkaninou (Phan a kol., 2015).

Vzorek krve ryb se nejcastéji odebira z ocasni zily nebo ze srdce pomoci injekéni
stiikacky a jehly (Gold a kol., 1991; Phan a kol., 2015). Odbér krve lze provést u ryb
delSich vice nez 40 mm (Gold a kol., 1991). K zabranéni srazlivosti krve se injekcni
stiikacky a zkumavky vyplachuji proti srazecim ¢inidlem, v piipadé ryb Na-heparinem
(Gold a kol., 1991; Ozouf-Costaz a kol., 2015). Nabere se 0,5 - 2 ml krve a k predejiti
hemolyzy je doporucovano netfepat s injek¢ni stiikackou. Po odstranéni jehly se krev
ptevede do sterilnich zkumavek. Takto ziskané krevni vzorky mohou byt uskladnéné
ve 4 °C maximaln€ po dobu 24 hodin bez degenerace erytrocyt. Tésné pted analyzou
krve, je zapotiebi krev lehce protiepat (Phan a kol., 2015). AvSak Ouzouf-Costaz
a kol. (2015) doporucuji krevni vzorek vyuzit neprodlené po odbéru.

Doprostied konce tadné vycisténého mikroskopického sklicka se umisti malé
kapka odebrané krve. Druhé sklicko pomalu ptilozime pod thlem 30° - 45° ke kapce
krve, kterou nechame navzlinat mezi ob¢ sklicka, a rychlym pohybem rovnomérné

rozetteme krev. Pro zaschnuti a zachovani krevnich bun¢k se pohybuje sklickem
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s krevnim natérem rychle v horizontalnim sméru po dobu 15 vtefin a nasledn¢ se krevni
natér uchovava v horizontalni poloze do vysuseni (Hardie a kol., 2002; Phan a kol.,
2015). Poté probéhne fixace prelitim absolutnim metanolem a usuSenim. (Phan a kol.,
2015). Hardie a kol. (2002) v8ak doporucuji pfipraveny a vysuSeny krevni natér fixovat
po dobu 24 hodin roztokem MFA — 85 metanol : 10 formalin (37 %) : 5 kyselina
octova. Vzduchem vysuSeny krevni natér (preparat) Se az do obarveni uchovava

pii pokojové teploté (Hardie a kol., 2002; Hardie a Hebert, 2004; Phan a kol., 2015).

2.4.2.4 Barveni krevniho natéru

Jiz bylo zminéno, ze v pribéhu let byla denzitometrickd analyza né&kolikrat
modifikovana. To plati nejen pro technickou cast, ale také pro postup pii barveni
krevniho natéru. V souvislosti typu bunék ¢i tkani jako zkoumaného vzorku se postup
barveni Feulgenovou reakci mirn€ lisi, avSak princip 2 zékladnich histochemickych
reakci (hydrolyza kyselinou chlorovodikovou a barveni Schiffovym cinidlem) je vzdy
stejny. Volba fixativa a doba jeho plsobeni, doba pribéhu hydrolyzy a doba piisobeni
barviva zalezi na velikosti genomu, typu bun¢k, stati preparati (Hardie a kol., 2002),
koncentraci silné kyseliny, teploté¢ kyselinové koupele (DeLamater a kol., 1950),
aldehydové-pararosalinové reakci za piitomnosti SO, pH (Mirsky a Riss, 1951).
Je nezbytné dodrzovat spravny postup a podminky b&hem fixace i barveni, nebot’
jakakoliv mensi vychylka (naptiklad teploty) miize znehodnotit méteni IOD a ziskané
vysledky (Greilhuber a Temsch, 2001). Hlavni zasadou barveni je také barveni
standardu spole¢né s nezndmymi vzorky a stanovovat je spole¢né (Mirsky a Riss, 1951;
Hardie a kol., 2002; Srp, 2010). Pro studium evoluce genomu a stanoveni absolutniho
obsahu DNA u ryb, shrnuli veSkeré pottebné informace do v praxi aplikovateln¢ho
protokolu Hardie a kol. (2002).

Prvnim krokem je hydrolyza DNA jejimz cilem je depurinace DNA a ,,odhaleni*
aldehydovych skupin na molekulach sacharidu (Feulgen a Rossenbeck, 1924). Nejdiive
se piipravené preparaty oplachnou pod tekouci vodou a nasledné€ se ponofi na 120 minut
do nadoby s 5M kyselinou chlorovodikovou (HCI; Hardie a kol., 2002). Kolega Srp
(2010) ve své bakalatské praci nechal SM HCI plisobit pouze 50 minut. Po uplynuti této
expozi¢ni doby, je nutné preparaty oplachnout kratkymi oplachy destilovanou vodou
(Srp, 2010) nebo 0,1 M HCI (Hardie a kol., 2002).

Druhym krokem je chemickd reakce ,,odhalenych® aldehydovych skupin

se specifickym Schiffovym CcCinidlem, jejiz vysledkem je preparat v barvé magenty
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(Cerveno-fialova barva). Zakladem Schiffova €inidla je fuchsin, ktery je pfevazné tvoten
cervenym barvivem pararosanilin. Pro tuto reakci se vyuzivd roztok fuchsinu
odbarveného oxidem sifi¢itym, popiipad¢ hydrogensifi¢itanem (Feulgen a Rossenbeck,
1924; DeLamater a kol., 1950; Hardie a kol., 2002). Zatimco Hardie a kol. (2002)
a Hardie a Hebert (2004) uvadéji dobu pisobeni této reakce 120 minut, Srp (2010)
nechal Schiffovo ¢inidlo pisobit pouze 60 minut.

Po uplynuti expozi¢ni doby Schiffova ¢inidla, je nasledujicim krokem oplach
pyrosifi¢itanem sodnym (Na;S;0s; Srp, 2010) nebo hydrogensifi¢itanem sodnym
(Hardie a kol., 2002). Pracujeme-li s pyrosifi¢itanem sodnym, je dilezité si ho vzdy
béhem doby pisobeni Schiffova ¢inidla ptipravit ,,Cerstvy* — 190 ml destilované vody,
10 ml zasobniho rozotku pyrosifi¢itanu sodného a 2 ml M HCI. Proplach v takto
pfipraveném roztoku se provadi 2x po dobu 3 minut (Srp, 2010). Druhou moznosti
je pouzit hydrogensiti¢itan sodny, ktery lze pripravit smichanim
150 ml 10 % disifi¢itanu sodného (NaS,0s) nebo 10 % disifi¢itanu draselného
(K2S205) se 3 1destilované vody a 150 ml IM HCI. Proplach stimto roztokem
se provadi 3x po dobu 5 minut. Po tomto proplachu je navic nutné oplachovat obarvené
preparaty 10 minut pod tekouci vodou laboratorni (= pokojové) teploty (Hardie a kol.,
2002).

Po téchto krocich se provadi 2-3 proplachy v destilované vodé po dobu 2 minut
(Hardie a kol., 2002; Srp, 2010). Déle je mozné nechat preparaty uschnout na vzdusném
misté, a nakonec uskladnit v temnych podminkach (Hardie a kol., 2002). Druhou
moznosti je provést fixaci fadné oSetienych preparatti v etanolovych lazni s riznou
koncentraci, které se méni po 1 minuté: (1) 50 % ethanol; (2) 70 % ethanol,
(3) 80 % ethanol; (4) 96 % ethanol. Zavérecnym krokem je oSetfeni preparatd xylenem

po dobu 1 minuty, dale ususeni a uskladnéni (Srp, 2010).

2.4.3 Obecna charakteristika fluorescen¢ni mikroskopie

Zakladem fluorescencni mikroskopie (FM) je mikroskopie opticka. AvSak
pro vizualizaci zkoumaného vzorku pomoci FM je nezbytné pouzit fluorescentni
barvivo nebo fluoreskujici protein (Pollard a Earnshaw, 2002). V dnes$ni dob¢ se tato
metoda hojné vyuziva nejen kvili moznosti vizualizovat rizné struktury, organely
a molekuly v rostlinné a zivo¢isné histologii a buné¢né biologii; ale pifedevsim diky jeji
vysoké citlivosti, diky niz je mozné zkoumat vzorky s nizkou koncentraci pomoci

vhodného mikroskopu a pocitacovych softwart (Soukup, 2004).
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Fluorescen¢ni mikroskop vyuziva jako zdroj svétla vysokotlaké vybojky, obvykle
rtutové nebo xenonové (Soukup, 2004). Principem FM je fyzikdlni jev, pfi kterém
nejprve probiha absorbce svételného fotonu fluorescenéni molekulou (foton
je excitovan do vys$Siho stavu) a nasledné béhem velmi kratkého Casového useku
je foton emitovan zpét do zékladniho stavu (s vys$si vlnovou délkou a nizs§i energii;
Pollard a Earnshaw, 2002; Soukup, 2004). Prikladem muze byt fluorescenéni barvivo
rhodamin, které absorbuje zelené svétlo o kratké vinové délce a emituje Cervené svétlo
o delsi vlnové délce (Pollard a Earnshaw, 2002). Lidskym okem ¢&i piisluSnym
detekovacim zafizenim mikroskopu (digitdlni ¢i konvencni kamera) je tedy
zaznamenana emise svétla odrazeného pouze od sledovaného objektu. Vysledné
fluoreskujici oblasti jsou pak vidény svitivou barvou (v zavislosti na pouZzitém
fluorescenénim barvivu) oproti tmavému pozadi. Cim tmav§i je tedy pozadi
zkoumaného objektu, tim vétsi je kontrast barev a Iépe se vyhodnocuji vysledky. Tento
jev je ovlivnén uvolnénim tepla a rezonan¢nim pienosem na ostatni pfitomné ¢astice
ve vzorku, vinové délce a podminkami prostfedi (jako je naptiiklad pH, koncentrace
pfitomnych ionti ¢iinterakce s ostatnimi molekulami; Soukup, 2004; Abramowitz
a Davidson, 2012).

Fluorescencni mikroskopie se vyuziva k urceni ploidni Grovné ¢i velikosti genomu
prostiednictvim karyotypového obrazu (Arefjev a Nikolaev, 1991; Kim a kol., 2005).
Tvorba karyotypového obrazu probihd pomoci krevniho vzorku fixovaného
na mikroskopickém sklicku, diky nasledné vizualizaci krevniho preparatu je moZzZné
vizualizovat chromozomové abnormality u sledovanych jedinct (Karp, 2010). Dale
se pomérn¢ frekventované vyuziva metoda fluorescence in situ hybridizace (FISH),
beéhem niz se fluorescenéni barvivo vaze na DNA nebo RNA (Karp, 2010). Tato metoda
poskytuje umoziuje studium variability v chromozomalnim umisténi poctu
ribozomalnich tseki DNA (rDNA; Ksiazczyk a kol., 2010). Princip metody FISH
je také vyuzivan pro komparativni genomovou hybridizaci (CGH) a genomovou in-situ
hybridizaci (GISH; Symonova a kol., 2013; Symonova a kol., 2015). Tyto metody
jsou zalozeny na genomové DNA jednoho nebo obou rodi¢ovskych druhi obarvené
specifickymi fluorescen¢nimi barvivy a templatu DNA v podobé metataznich
chromozomt fixovanych na mikroskopickém sklicku. Tim je umoznéna vizualizace
chromatinu rodi¢ovskych druhti na chromozomech hybrida (Schwarzacher a kol., 1989;

Symonova a kol., 2013; Symonova a kol., 2015).
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2.4.4 Obecna charakteristika konfokalni laserové skenovaci mikroskopie

Vyuziti kamer, elektronickych obrazi a pocitacovych softward vedlo k vyvoji
celoplosného zobrazovani. Vyznamnou alternativou standardni optické mikroskopie
je konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (dale CLSM), vyuzivajici jako zdroj
svétla rizné druhy laseru (napiiklad helium-kadmium, krypton-argon, helium-neon,
rtut, a dalsi) a fluorescen¢ni optiku (Beranova a kol., 2009; Karp, 2010; Herman a kol.,
2012; Plasek, 2015). V biologii a mediciné je CLSM relativné nova, rychla a pomérné
neinvazivni metoda (Beranova a kol., 2009).

Hlavnim pfinosem CLSM je snimani fluorescenéné znaceného vzorku v dil¢ich
rovinach a pomoci pocitatového softwaru vytvofit vysoce kvalitni 3D nebo 4D
(X,y,zacas - obraz nebo video) rekonstrukci fixovanych i zivych bun€k ¢&i tkani,
a podrobnéji studovat dany objekt (Fellers a Davidson, 2012; Wolenski a Julich, 2014).
Déle je mozné (jako u klasické svételné mikroskopie) méteni délky, Sitky, objemu,
hloubky ¢i jinych specifickych parametrii zkoumaného objektu (Fellers a Davidson,
2012). To je umoznéno svétlem prochazejicim dirkovou aperturou, které je zaostieno
do jednoho bodu fluorescenéné znaceného vzorku. Dale emitované svétlo,
ze zaostten¢ho bodu objektivu, znovu prochazi dirkovou aperturou a je zachycovano
detektorem mikroskopu. Cely proces je fizen pravé pocitaCovym softwarem, ktery
shromazd'uje takto ziskané informace (Fellers a Davidson, 2012; Karp 2010). Dalsi
vyhodou CLSM je moznost eliminovat nebo redukovat Sum obrazu. To je dano tim,
ze emitované  svétlo  pochazejici  z nezaostfenych  mimoohniskovych  rovin
je soustiedéno mimo dirkovou aperutu a neni zachycovano detektorem (Fellers
a Davidson, 2012; Karp, 2010; Wolenski a Julich, 2014).

Nevyhodou pfi pozorovani Zivych objektl je vSak jejich mozné poskozeni prave
diky pouziti laserového paprsku jako zdroje svétla (Fellers a Davidson, 2012). Dalsi
nevyhodou je problém s difrakci rozptylu svétla a obsorbcee, je-li vzorek piili§ husty.
Pfesto tato metoda piinesla vyznamny pokrok naptiklad v objasnéni mechanismu
morfogeneze tkani u ryb a vyvoje rybich embryi (Wolenksi a Julich, 2014), struktury,
objemu a obsahu DNA erytrocyti jeseterovitych ryb (Bytyutskyy a kol., 2014).
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3 Material a metodika

V experimentalni casti této diplomové prace bylo provedeno 1) stanoveni
relativniho obsahu DNA bunécnych jader hodnocenych vzorkl na zédkladé méteni jejich
fluorescence po obarveni 4,6-diamidin-2-phenylin-dolem (DAPI) prutokovou cytometrii
(FCM) a 2) stanoveni absolutniho obsahu DNA bunéénych jader hodnocenych vzorkt
po barveni Feulgenovou reakci, mikroskopickém digitalnim snimkovani a méfeni
integrované optické hustoty, oboji u 3 Cistych druhil jeseterti a uméle vytvotfenych

mezidruhovych F1 hybridi téchto druhii jesetert (? x ):

(1) M = jeseter maly (Acipenser ruthenus)

(2) S =j. sibifsky (A. baerii)

(3) R =j. rusky (A. gueldenstaedtii)

(4) MxS = j. maly x j. sibifsky (A. ruthenus x A. baerii)

(5) SxM =j. sibif'sky x j. maly (A. baerii X A. ruthenus)

(6) RxS =j. rusky x j. sibifsky (A. gueldenstaedtii x A. baerii)
(7) SxR =j. sibifsky x j. rusky (A. baerii x A. gueldenstaedtii)

V kazdé skupiné byl zméfen obsah DNA vzdy u 20 jedinci (viz. nize),
pochézejicich z uzaviené¢ho chovu pokusného zafizeni Genetického rybaiského centra
Vyzkumného ustavu rybaiského a hydrobiologického (VURH) Fakulty rybaistvi
a ochrany vod, Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budgjovicich (FROV JU). Vzorky byly
zpracovany pomoci obou vybranych metod v Laboratofi molekularni, biologické

a kvantitativni genetiky VURH FROV JU.

3.1 Stanoveni obsahu DNA priitokovou cytometrii (FCM)
3.1.1 Odbér vzorku

Odbér ploutevni tkédné jesetera malého, j. sibifského a mezidruhovych hybrida
probéhl 19.fijna 2017 na Experimentadlnim rybochovném pracovisti a pokusnictvi
VURH ve Vodiianech (FROV JU; tab. &. 1). Ploutevni tkaf j. malého a j. ruského byla
odebrana 13.prosince 2017 ve vnitinich prostordch Genetického rybarského centra
VURH (FROV JU). Pied samotnym odbérem tkang, byl u kazdého jedince ovéfen
identifikacni Cip, podle n¢hoz byl jedinec zatfazen do pfislusné testované skupiny.
Po zvazeni jedince nasledovalo odebirani vzorkii za pouziti chirurgickych ntizek

a pinzety. Vzorek tkang o velikosti pfiblizn& 0,5 cm? ze spodniho laloku ocasni ploutve
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byl odebran do piedem piipravenych zkumavek ,eppendorf* s1 ml Ccerstvé
ptipraveného fixa¢niho roztoku (1% etanol ve fyziologického roztoku). Ihned po odbéru
tkan¢ byla kazda ryba fadn¢ oSetiena dezinfekci (Pfiloha ¢. 1) a vracena zpét do nadrze.

Po ukonéeni odbéru byly vzorky ihned pieneseny do laboratofe VURH a analyzovany.

Tabulka ¢. 1: Vaha (x = S.D.) a stafi skupin jesetert vyuzitych k odbéru ploutevni tkdné

pro pritokovou cytometrii (FCM).

Datum / misto odbéru skupina Vaha [kg] Stari
M 0,67 £0,41
S 1,15+0,30
19.10.2017
MxS 1,25+0,29
Experimentdlni rybochovné 3 roky
pracovisté a pokusnictvi SYM 103 +026
VURH FROV JU ' '
RxS 1,19+£0,27
SxR 1,23+0,32
13.12.2017 M ]
1 rok
Genetické rybarské centrum
VURH FROV JU R -

3.1.2 Priprava vzorki

Do pfipravenych zkumavek ,.eppendorf s 200 ul pufru pro extrakci bunéénych
jader (Nuclei Extraction Buffer + Extraction buffer reagent, Genetrac, CR) byl vloZen
reprezentativni vzorek tkdn¢ — ptiblizné Imm? odebrané tkang. Thned poté byl zbytek
tkané vracen zpét do fixa¢niho roztoku a uschovan v lednici az do ukonceni analyzy.
Pro efektivnéj$i uvolnéni bunék z tkdn¢ do pufru byl kazdy vzorek homogenizovan
po dobu 5 s (ru¢ni homogenizator, Pellet pestles cordless motor, Kimble, USA; pfiloha
¢. 2). Zhomogenizovany vzorek byl inkubovan v laboratornich podminkach po dobu
10 min. Po uplynuti inkubacni doby byl do kazdého vzorku pfidan 1ml barviciho pufru
(,,Staining Buffer s fluorescen¢nim barvivem DAPI; 4,6-diamidin-2-phenylin-dole,
Genetrac, CR). Pomoci tfepadky byl vzorek kratce promichan a piefiltrovan

ptes 30 um nylonovy filtr do sklenéné kyvety. V pifipadé jesetera malého byl vzorek
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pfipraven rovnou k méfeni na prutokovém cytometru (Partec CCA I; Partec GmbH,
Miinster, Germany, piiloha ¢. 3) podle Linharta a kol. (2006). U ostatnich testovanych

skupin byl vzorek j. malého ptidavan jako standard.

3.1.2.1 Pridavani standardu (j. malého)

Vzhledem k tomu, Ze se od sebe jednotlivé vzorky v mnozstvi bunék lisily, bylo
nutné pro kazdy vzorek optimalizovat mnozstvi standardu tak, aby bylo mozné dobie
rozeznat piky. Nejprve byly zméteny vSechny vzorky j. malého pro zjisténi ploidni
urovné na zékladé€ relativniho obsahu DNA. Jako standard byl pouzit pouze vzorek
J. malého, u kterého byla prokazana funkéni diploidni Groven. Postupnym upravovanim
mnozstvi standardu bylo zjisténo optimalni mnozstvi jako 200 pul, které bylo nasledné
prfiddno k 600 pl nezndmého vzorku a pred zméfenim na pratokovém cytometru
promichano na tfepacce. Pokud vsak byly viditelné rozdily v histogramu pii detekovani

obou pik, bylo toto mnozstvi znovu upraveno.

3.1.3 Postup pri méreni a ziskani vysledkii

M¢éteni pripravenych vzorkdi probihalo na pratokovém cytometru Partec
CCA | (Partec GmbH, Miinster, Germany). Z divodu snadngjsiho vypoctu obsahu
DNA neznamych vzorkli bylo napéti na fotonasobici (gain) nastaveno tak, aby se pik
s hodnotou fluorescence obsahu DNA bunéénych jader j. malého ukazoval v histogramu
s primérnou hodnotou pfiblizné na kanale 100. V této praci byl gain nastaven na 488,5.

Prvotni piky byly naméteny vySssi rychlosti, pfiblizn€¢ 100 bunék/s, a nékolikrat
smazany. Konecny pik byl detekovan pftirychlosti do 20 bunék/s a pii analyze
min. 1000 bunék. Vysledny histogram byl hodnocen podle varia¢niho koeficientu (CV)
piku. UloZen byl histogram, u né¢hoz bylo dosazeno CV do 3 % (max. 4 %) a jeho
hodnoty byly zapsany v programu Excel. V piipadé piku s vy$sim CV bylo méfeni
opakovano. Po kazdém zméfeném vzorku, byl prutokovy cytometr nékolikrat
proplachnut destilovanou vodou, aby nedoslo ke kontaminaci nasledujiciho neznamého
vzorku.

Z takto namétenych hodnot nezndmych vzorkl (nz) byl déle relativni obsah DNA
pfepocten na absolutni obsah DNA z piku standardu (st), piku neznamého vzorku (nz)

a znamého obsahu DNA jesetera malého (=standardu; 3,72 pg'DNA‘jédro'l):
obsah DNA (nz) = obsah DNA (st) * (pik (nz)/pik (st))
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3.2 Stanoveni obsahu DNA Feulgenovou obrazovou analyzou (FIA)

Obsah DNA Feulgenovou obrazovou analyzou neboli denzitometrickou analyzou,
byl zji§tén z krevnich natérd jiz pfedem piipravenych pracovniky VURH pro jiné Ggely.
Integrovana optickd denzita (IOD) byla méfena svételnym mikroskopem Olympus
BX50 s kamerou Olympus DP72 (objektiv 100x; piiloha ¢. 2). Z davodu
jiz predpiipravenych vzorkii pro tuto analyzu je postup pii piipravé vzorki a jejich

barveni podrobn¢ popsan v kapitole 2.4.2.3-4.

3.2.1 Meéfeni integrované optické denzity (10D)

Na zacfatku dne kazdého méfeni bylo zkontrolovano nastaveni svételného
mikroskopu, cistoty pracovni plochy a zméfeni standardu pied neznamymi vzorky.
Po kalibraci intenzity svétla a zvétSeni na snimcich, které byly z RBG médu pievedeny
do monochromatického moédu a splnily kritérium prahovani (,,tresholding®; v rozmezi
intenzity 170 — 190 pixeld) byl vzdy prvni zméfen standard. Jako standard byl v této
préaci zvolen diploidni lin o znAmém obsahu DNA (C-value 1,02 pgjadro™), u kterého
bylo vZdy zméfeno min. 50 jader erytrocytli. Néasledné bylo u kazdého nezndmého
vzorku zméteno min. 100 jader erytrocytl a vypocten absolutni obsah DNA. Samotné
méfeni probihalo v programu ,,ImagePro Plus a za klicové parametry nastaveni rezimu

byla zvolena plocha jadra (um?) a integrovana optické hustota (IOD).

3.2.1.1 Vypocet absolutniho obsahu DNA

Diky naméfené integrované optické denzity (IOD) jader erytrocyti
standardu (st) a neznamych vzorkd (nz) je mozné vypocitat hodnotu C-value (CV)
(pg DNA v jadie) dle nize uvedeného vzorce, a ktera se rovna haploidnimu mnozstvi

absolutniho obsahu DNA u dané testované ryby.

CV(nz) = DNA(st) * (prim. IOD(z))/(prim. I0D(st))

3.3 Statistické zpracovani vysledki

Zakladem pro statistické porovnani dat slouzily vysledky zpracovany v programu
Microsoft Excel. Normalita dat byla testovana Shapiro-Wilkiv testem v programu
Statistica 12. Data se nepodafila logaritmickou, odmocninovou ani Box-Cox

transformaci znormalizovat, a proto byla homogenita dat otestovana Levenovym testem
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a nasledné porovnani skupin Kruskal-Wallisovym testem. Pokud byly testovany
pouze 2 skupiny K porovnani metod uvnitt jedné skupiny, byl pouzit neparametricky
Man-Whitney test. Hladina vyznamnosti vSech testli byla nastavena na urovni 0,05.
Pro testovani dat byla aplikovana Bonferroniho korekce.

Pokud byli v dané skupin¢ nalezen pouze 1 jedinec s odliSnym obsahem DNA,

nebyl tento vysledek zahrnut do statistické analyzy.
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4 Vysledky

Prestoze jsme zvolili 7 skupin jeseteri podle jejich dostupnosti na FROV JU,
na zékladé¢ namétenych vysledkt byli tyto skupiny dale rozdéleny do vice podskupin
dle odpovidajici trovné ploidie (viz. kapitola 4.1.1 a 4.1.2), ktera je Vv této praci

prezentovana ve skale ploidnich trovni funkénich.

4.1 Obsah DNA mezi testovanymi skupinami

4.1.1 Obsah DNA naméreny pritokovou cytometrii (FCM)

Tabulka ¢. 2: Relativni obsah DNA (X + S.D. kanalu piku histogrami) s pfislusnymi varia¢nimi
koeficienty CV (%) naméfeny u jednotlivych skupin jesetert (Acipenser) s ruznou funkéni
urovni ploidie pomoci pritokové cytometrie (FCM) s fluorescenénim barvivem DAPI,
piepodteny na absolutni obsah DNA [pgjadro™]; M: A.ruthenus, S: A.baerii,
R: A. gueldenstaedtii, MxS: A. ruthenus XxA. baerii, SxM: A.baeriix A. ruthenus,
RxS: A. gueldenstaedtii x A. baerii, SXR: A. baerii x A. gueldenstaedtii; a, b, ¢, d = statisticky
vyznamny rozdil (p < 0,05).

Ploidn Potet Relativni obsah DNA Cv% Absolutni obsah DNA
Skupina ur(cj)lvenr”: 'egicniﬁ Rozsah piku
J (£5.0) (x+S.D.) (x +5.D.) [pgjadro™]
2n 16 101,89 + 2,142 2,04 + 0,41 3,85+0,12 2
M
3n 4 147,46 +3,90 " 2,51 +0,35 529+0,19°"
S 4n 20 191,56 6,50 2,53+0,31 818+0,11°
R 4n 20 204,25 +5,21°¢ 2,14 + 0,47 8,12+011°
3n 19 139,91+ 5,73 ° 3,14+ 0,16 582+0,24°"
MxS
4n 1 189,56 2,16 7,25
3n 17 142,50 + 8,42 ° 2,63+0,91 581+0,12°
SxM 4n 2 190,03+0,12 € 2,08+0,11 8,07+0,01°¢
6n 1 264,08 2,37 11,61
4n 18 222,71 8,05 ° 2,76 0,11 8,25+0,21°
SxR
6n 2 332,15+5,61 ¢ 2,93 0,03 12,27 0,35 °
RXS 4n 20 220,59 + 3,68 ° 2,81+0,27 8,23+0,13°
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4.1.2 Obsah DNA naméieny metodou FIA

Tabulka &. 3: Absolutni obsah DNA (X + S.D.) [pgjadro™] u jednotlivych skupin jeseteri
(Acipenser) s riznou funkéni urovni ploidie, stanoveny pomoci Feulgenovy obrazové analyzy
(FIA); M: A. ruthenus, S: A.baerii, R: A. gueldenstaedtii, MxS: A. ruthenus x A. baerii, SxM:
A. baerii x A. ruthenus, RxS: A. gueldenstaedtii x A. baerii, SXR: A. baerii x A. gueldenstaedtii;

a, b, ¢ = statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Skupina Ploidni Pocet Absolutni obsah DNA
P Uroven jedinct (x +5.D.) [pgjadro™]
M 2n 20 3,46 +0,30°
S 4n 20 828+0,13°
R 4n 20 7,87 0,06 °
3n 19 5,79+0,57 ¢
MxS
4n 1 7,13
SxM 3n 20 5,92+0,52°¢
3n 10 6,77 +0,18°¢
SxR 4n 9 7,91+0,21°
6n 1 11,05
3n 9 6,76 £0,31°
RxS
4n 11 839+043°

4.2 Porovnani obsahu DNA uvnitF jednotlivych testovanych skupin

4.2.1 Obsah DNA u jesetera malého (A. ruthenus)

Tabulka &. 4: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného pritokovou
cytometrii (FCM) s fluorescencnim barvivem DAPI a Feulgenovou obrazovou analyzou (FIA)

u jesetera malého (A. ruthenus; M); a, b = statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Obsah DNA [pgjad ro’]

ploidie FCM FIA
2n 3,85+0,12 ° 3,46 +0,30°
3n 529+0,19 " -
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4.2.2 Obsah DNA u jesetera sibii'ského (A. baerii)

Tabulka &. 5: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného pritokovou
cytometrii (FCM) s fluorescen¢nim barvivem DAPI a Feulgenovou obrazovou analyzou (FIA)

u jesetera sibifského (A. baerii; S); a = statisticky nevyznamny rozdil (p > 0,05).

Obsah DNA [pgjadro™]

ploidie FCM FIA

4n 8,18 +0,11° 8,28 +0,13°

4.2.3 Obsah DNA u jesetera ruského (A. gueldenstaedtii)

Tabulka &. 6: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného pritokovou
cytometrii (FCM) s fluorescen¢nim barvivem DAPI a Feulgenovou obrazovou analyzou (FIA)

u jesetera ruského (A. gueldenstaedtii; R); a = statisticky nevyznamny rozdil (p > 0,05).

Obsah DNA [pgijadro™]

ploidie FCM FIA

4n 8,12+0,11° 7,87 + 0,06 °

4.2.4 Obsah DNA mezidruhového hybrida MxS (A. ruthenus x A. baerii)

Tabulka &. 7: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného pritokovou
cytometrii (FCM) s fluorescencnim barvivem DAPI a Feulgenovou obrazovou analyzou
(FIA) u mezidruhového hybrida MxS (A. ruthenus X A. baerii); a = statisticky nevyznamny
rozdil (p > 0,05).

Obsah DNA [pgjadro™]

ploidie FCM FIA
3n 5,82 +0,24° 5,79+0,57 °
4n 7,25 7,13
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4.2.5 Obsah DNA mezidruhového hybrida SxM (A. baerii X A. ruthenus)

Tabulka ¢. 8: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného pritokovou
cytometrii (FCM) s fluorescenénim barvivem DAPI a Feulgenovou obrazovou analyzou
(FIA) u mezidruhového hybrida SxM (A. baerii x A. ruthenus); a, b = statisticky vyznamny
rozdil (p <0,05).

Obsah DNA [pgjadro™]

ploidie DAPI FIA
3n 5,81+0,12° 5,92 +0,52 °
4n 8,07+0,01° -
6n 11,61 -

4.2.6 Obsah DNA mezidruhového hybrida SxR (A. baerii x A. gueldenstaedtii)

Tabulka &. 10: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného pritokovou
cytometrii (FCM) s fluorescen¢nim barvivem DAPI a Feulgenovou obrazovou analyzou (FIA)
u mezidruhového hybrida SxR (A. baerii x A. gueldenstaedtii); a, b, ¢ = statisticky vyznamny
rozdil (p <0,05).

Obsah DNA [pgijadro™]

ploidie FCM FIA
3n - 6,77 +0,18°
4n 8,25+ 0,21 ° 7,9140,31°
6n 12,27+0,35 ¢ 11,05

4.2.7 Obsah DNA mezidruhového hybrida RxS (A. gueldenstaedtii x A. baerii)

Tabulka &. 9: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného pritokovou
cytometrii (FCM) s fluorescen¢nim barvivem DAPI a Feulgenovou obrazovou analyzou (FIA)
u mezidruhového hybrida RxS (A. gueldenstaedtii x A. baerii); a, b = statisticky vyznamny

rozdil (p < 0,05); a, b = statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Obsah DNA [pgijadro™]

ploidie DAPI FIA
3n - 6,76 +0,31°
4n 8,23+0,13° 8,39 +0,43 "
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4.3 Shrnuti vysledkii

Z naméfenych vysledkli a statistické analyzy dat vyplyva, Ze obsahy DNA
odpovidajici jedné ploidni urovni pfislusnych skupin jeseterovitych ryb stanovené
metodou FCM s fluorescenénim barvivem DAPI a metodou FIA se statisticky
nelisi (p > 0,05). Oproti tomu, obsahy DNA odpovidajici riznym ploidnim Grovnim
se statisticky vyznamné 1isi (p < 0,05) jak mezi skupinami, tak uvnitf skupin nezavisle
napouziti jedné zcytometrickych metod aplikovanych vtéto diplomové praci.
Tzn., ze diploidni jedinci se statisticky vyznamné 1isi (p < 0,05) od triploidnich, tetraploidnich
a hexaploidnich jedinct; tetraploidni se statisticky vyznamné 1isi (p < 0,05) od triploidnich
a hexaploidnich jedinct apod. (viz. tab. 2 — 9).

Ptiklady histogramti z méfeni obsahu DNA pritokovou cytometrii byly zpracovany
v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf & Danniel, CR) a uvedeny Vv piilohach &. 5 — 12.
Snimky buné¢k erytrocyti z méfeni obsahu DNA Feulgenovou obrazovou analyzou jsou

uvedeny v piilohach ¢. 13 — 14,
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5 Diskuse

Utelem této diplomové prace bylo porovnat vysledky obsahu DNA stanovené
pomoci pritokové cytometrie za pouziti fluorescenéniho barviva DAPI a obsahu DNA
stanovené pomoci Feulgenovy obrazové cytometrie u vybranych ¢istych jeseterovitych
druhti ryb a mezidruhovych hybridd. Pivodné bylo zamysleno porovnat vysledky také
s pomoci pratokové cytometrie za pouziti fluorescenéniho barviva PI (propidium jodid),
avSak kvili poruse cytometru CyFlow Cube 8, ktery by umozZnil tuto analyzu, jsme byli
nuceni tuto metodu z experimentu vyfadit. V tomto experimentu bylo testovano méfeni
20 postupné analyzovanych jedinct z kazdé skupiny/ populace, neslo vSak o identické
jedince testované obéma metodami soucasn€. Proto je mozné, Ze u nékterych skupin

bylo zjisténo vice ploidnich urovni metodou FCM nez metodou FIA a naopak.

5.1 0Obsah DNA u ¢istych druht vs. mezidruhovych hybrida
naméienych pritokovou cytometrii a Feulgenovou obrazovou

analyzou

Métenim obsahu DNA a ploidni Grovné jeseterovitych druhti ryb se jiz zabyvalo
nékolik autord citovanych v této zavéreéné praci. VétSina autord publikovala obsah
DNA (velikost genomu) u ¢istych jedincii, které az na nékolik nepatrnych odchylek
odpovidaji obsahim DNA namétenych u Cistych druhti v této praci (tab. ¢. 11). AvSak
jen ziidkakdy se provadélo méteni i u hybridu, jejichz parentalni druhy a ploidni arovné
byly totoZzné s nasimi testovanymi jedinci. Proto jsou stale nékteré tidaje ne zcela
objasnéné a nami ziskané obsahy DNA pfedevS§im mezidruhovych hybridil (tab. ¢. 11)

V této praci nové:

- M: A ruthenus (2n)

- S: A. baerii (4n)

- R: A. gueldenstaedtii (4n)

- MxS: A. ruthenus (2n) x A. baerii (4n)

- SXM: A. baerii (4n) X A. ruthenus (2n)

- RxS: A. gueldenstaedtii (4n) x A. baerii (4n)
- SxR: A. baerii (4n) x A. gueldenstaedtii (4n)
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Tabulka &. 11: Porovnani naméfenych hodnot obsahit DNA [pgijadro™] u &istych druhi jeseterti a mezidruhovych hybridii — jeseter maly (Acipenser ruthenus),
j. sibifsky (A. baerii), j. rusky (A. gueldenstaedtii), MxS: jeseter maly (Acipenser ruthenus; 2n) x j. sibifsky (A. baerii; 4n), SXM: j. sibitsky (A. baerii; 4n) X j.
maly (A. ruthenus; 2n), RxS: j. rusky (A. gueldenstaedtii; 4n) x j. sibifsky (A. baerii; 4n), SxR: j. sibifsky (A. baerii; 4n) x j. rusky (A. gueldenstaedtii; 4n) —
s jiz publikovanymi hodnotami naméfenych pomoci pritokové cytometrie (FCM) s fluorescenénim barvivem DAPI/PI a Feulgenovou obrazovou analyzou

(FIA); a, b, ¢ = statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05); ' = FCM — DAPI; 2= FCM — PI; * = FIA.

Obsah DNA

Druh Grover X1 >.D.) [pgJadro obsah DNA Autor
FCM FIA [pgjadro™]
3,74 Birstein a kol. (1993)
2n 3,85+0,12° 3,46 +0,30° 4,1 Zhou a kol. (2011)*
A. ruthenus 3,72 Bytyutskyy a kol. (2012)?
b 6,00 Zhou a kol. (2011)
3n 5,29 + 0,19
5,90 Bytyutskyy a kol. (2012)3
Birstein a kol. (1993)%,
8,30 3
Bytyutskyy a kol. (2014)
A. baerii 4n 8,18 +0,11° 8,28 + 0,13° 8 Zhou a kol. (2011)"
8,29 Bytyutskyy a kol. (2012)?
7,86 Birstein a kol. (1993)
A. gueldenstaedtii 4n 8,12 +0,11° 7,87 +0,06° 8,4 Zhou a kol. (2011)*

7,87 Bytyutskyy a kol. (2012)3
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Obsah DNA

Mezidruhovy Ploidni - iadra L Publikovany obsah
ezl ru. ovy ’ ! (x+S.D.) [pgjadro™] V > Autor
hybrid uroven DNA [pgjadro™]
FCM (DAPI) FIA
VxS 3n 582+0,24°  579+0,57° 6,04 Bytyutskyy a kol. (2014)*
(2n x4n) 4n 7,25 7.13
3n 581+0,12° 592+052°
SxM c
4n 8,07 + 0,01
(4n x 2n)
6n 11,61
3n 6,77 +0,18°
SxR c c
4n 8,25+0,21 7,9140,21
(4n x 4n)
6n 12,27 11,05
3n 6,76 + 0,31°
8,39+ 0,43°
RxS
(4n x 4n) 4n 823 +0,13°




Nami naméfené obsahy DNA u cCistych druhii j. ruského (A. gueldenstaedtii)
a j. sibifského (A. baerii) metodou FIA (tab. ¢. 11) se shoduji s vyslednymi obsahy,
jez publikovali Birstein akol. (1993) a Bytyutskyy a kol. (2012, 2014). Zatim
co Birstein a kol. (1993) ve své praci k obarveni erytrocytii aplikoval fluorescenéni
barvivo PI, Bytyutskyy a kol. (2012, 204) vyuzil Feulgenovy reakce. Vysledné hodnoty
u téchto druht jeseterii zjisténé metodou FCM s fluorescencnim barvivem DAPI jsou
shodné s hodnotami, jeZ publikoval Zhou a kol. (2011; tab. ¢. 11), ktery ve své studii
aplikoval stejné fluorescenéni barvivo k obarveni bun€k z krve, ale ibunék z tkané
spodniho laloku ocasni ploutve. U j. malého (A. ruthenus) byly zjistény mensi odchylky
(tab. €. 11) v porovnani s daty jez uz byly publikovany. To mohlo byt zptisobeno napf.
preciznosti prace schemikaliemi a jejich vlastnostmi, dodrZzenim tadného postupu
pii barveni vzorkil, stavem pozorované¢ho preparatu, a predevsim jeho skladovanim
(tmavé misto, vyvarovat se extrémnim teplotdm a neporusit povrch preparatu odienim)
apod. (Hardie akol.,, 2002). V neposledni fadé také zacateCnickou nezkuSenosti
S méfenim témito metodami.

Zabyvani se rozeznanim mezidruhovych jesetertl od ¢istych druhi je dillezité nejen
Z hlediska evolu¢niho vyvoje a genetickych studii, ale také pro zachovani Cistoty druhy,
a v neposledni fadé¢ udrzeni kvality masa a kaviaru. Jiz v roce 1997 Birstein a kol.
uvedli, Ze interspecifickd hybridizace mezi diploidem a tetraploidem u jeseterovitych
druhli ryb je v akvakultufe zcela bézny jev. Stejné tak v pfirozenych podminkéch
byl tento jev také nékolikrat zdokumentovan (Birstein akol., 1997; Ludwig
a kol., 2009; Dudu akol., 2011). Kromé¢ interspecifické a intergenerické hybridizace
mohou jesetefi s vyssi ploidni Grovni vznikat pravé spontanni polyploidizaci prakticky
v kazdé generaci (Havelka a kol., 2013; Faljshans a kol., 2013, Zhou a kol., 2013).
Na zédklad¢ namétfenych vysledcich (tab. €. 11) a statistickych analyz lze metodu
FCM s fluorescencnim barvivem DAPI a metodu FIA jen stézi vyuzivat k rozeznani
mezidruhovych hybridi od ¢istych druhii. Stézejnimi divody budou pravdépodobné
pravé spontanni polyploidizace jeseterovitych druhl ryb a interspecifickd hybridizace.
To prokazuji 1 naSe vysledky, kdy obsah DNA u triploidniho (3n) j. malého
(5,29 + 0,19 pgjadro™)  odpovida obsahu DNA  u mezidruhového triploidniho
(3n) hybrida MxS (FCM:5,82+0,24 pgjadro™; FIA:579+ 057 pgijadro™)
a3nhybrida SxM (FCM:581+ 0,12 pgjadro™; FIA:592+0,52 pgjadro™).
Stejné tak se obsah  DNA  u ¢istych  tetraploidnich  (4n) druhtt  j. ruského
(FCM: 8,18 + 0,11 pgjadro™; FIA:8,28+0,13 pgjadro™) a j. sibifského
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(FCM: 8,12+ 0,11 pgjadro™; FIA: 7,87 +0,06 pgijadro™) shoduje s obsahem
DNA 4n mezidruhovych ~ hybridi ~ SxR (FCM: 8,23+0,13  pgjadro™; FIA:
8,39 + 0,43 pgjadro™) a RxS (FCM: 8,25 + 0,21 pgjadro™; FIA: 7,91 + 0,21 pgijadro™).
V piipadé  tetraploidnich ~ (4n)  mezidruhovych  hybridi  ve  skupinach
MxS (FCM: 7,25 pgijadro™; FIA: 7,13 pgjadro®) aSxM (FCM: 8,07 pgijadro™)
by se krom& spontanni polyploidizace mohlo jednat o =zavleCeni Cistych
druht j. sibifského. U hexaploidnich (6n) mezidruhovych jesetert,
kteti byli identifikovani ve skupinach SxM (FCM: 11,61 pgjadro™)
a SxR (FCM: 12,27 pgjadro™; FIA: 11,05 pgjadro™), Ize prepokladat zdédéni vyssiho
obsahu DNA a poc¢tu chromozomut z matefského genomu prostiednictvim produkce
neredukovanych oocyti (Havelka a kol., 2017). Spontanni zdvojeni matetskych
chromozomli mtize byt zpisobeno apomixii, premeiotickou endomitézou nebo retenci
druhého polarniho téliska v meioze II (Havelka a kol., 2016; 2017).

Nejen triploidni j. maly, ale i ostatni jesetefi s vyS$i ploidni Urovni, mohly
vzniknout diky nékterym polyploidiza¢nim udalostem, mezi které patii inhibice
meiotického déleni (potlaceni uvolnéni polarniho téliska), pifezrani gamet
¢i polyspermiace (Ohno a kol., 1969; Zhou a kol, 2013). At uz se jedna o Cisty druh
¢i mezidruhového hybrida se standardni ploidni Grovni ¢i vys$si, vZdy plati Ze potomek
ziska vzdy haploidni sadu chromozomi od kaZdého rodi€ovského druhu (FlajShans
akol.,, 2013). Pfesto vSak miize pfi vzniku haploidnich pohlavnich bunék dojit
K nestandardnimu déleni sad chromozomi s naslednym vznikem potomka s vyssi

ploidni Grovni, nez maji oba rodi¢ovské druhy (Linhart, 2006).

5.2 Pritokova cytometrie vs. Feulgenova obrazova analyza K rozeznani

mezidruhovych hybridi od jedincii ¢istého druhu

V minulych letech se pro pritokovou cytometrii vyuzivaly rizna fluorescencni
barviva, v zavislosti na typu tkané ¢i bun€k a zvoleného principu metody. V dnesni
dob¢é se vSak cCastéji pro pritokovou cytometrii k méfeni obsahu DNA vyuziva
fluorescen¢ni barvivo DAPI, PI anebo pro obrazovou cytometrii Feulgenova reakce.
Vzhledem K rozdilné casové naro¢nosti béhem ptipravy vzorki a méteni témito dvéma
metodami — pritokovym cytometrem Ize zméfit tisice ¢astic (buné¢nych jader) za méné
nez 5 minut, ptisluSnym mikroskopem a pocitaovym softwarem vhodnych pro metodu
FIA méfeni stejného mnozstvi bunék (jader) trva nékolik hodin (Hardie a kol., 2002) —

se tato prace zabyva pravé porovnanim pratokové cytometrie a Feulgenovy obrazové
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analyzy. Nebot’ pravé z divodu ¢asové ndrocnosti metody FIA, je Castéji vyuzivana
metoda pritokové cytometrie. Stézejnim problémem mulze byt pouziti vhodného
barviva, kterd se vazi na specifické oblasti DNA a nasledné prezentovani vysledka
(relativni vs. absolutni obsah DNA).

Gregory (2005) klade diiraz na moznost, ze fluorescenéni barvivo DAPI
(pfednostné véazané na AT bohaté oblasti DNA) aplikovatelné pro pritokovou
cytometrii Kk pfepoc¢tu na absolutni obsah DNA muze do jist¢é miry podhodnocovat
vysledné hodnoty. Oproti tomu, fluorescenéni barvivo PI (pfednostné vazané
na GC bohaté¢  oblasti DNA) aplikovatelné  také  pro pratokovou cytometrii
je povazovano za interkalator, tj. barvi celou DNA, stejné jako Feulgenova reakce
pouzivana ve FIA. PiestoZe souvislosti se zastoupenim AT/GC bohatych oblasti DNA
a velikosti genomu (obsah DNA) je stile diskutabilni, jiz v roce 1994 byla zjiSténa
pozitivni korelace pravé mezi GC bohatymi oblastmi DNA a velikosti genomu
U 20 druhii obratlovei (Vinogradov, 1994). To muize byt mimo jiné vysvétleno
zjiSténim vysSim poctem repetici GC oblasti v genomu, které mohou napoméhat
K odolavani poskozeni stability bunétného jadra. (Bure$ a kol., 2007; Suda
akol., 2007; Vinogradov, 1994). | ptes doporuceni aplikovat piednostné barvivo
Pl k determinaci absolutniho obsahu DNA pomoci prutokové cytometrie, néktefi autofi,
napiiklad Zhou a kol. (2011), prezentuji vysledky z pritokové cytometrie
S fluorescenénim barvivem DAPI pouze pomoci pfepoctu na absolutni obsah DNA.
Tato hypotéza vSak ndmi stanovenymi obsahy DNA nebyla potvrzena, nebot” statisticky
byla prokdzana shoda pouze u skupin se stejnou ploidni Grovni, nezavisle na zvolené
metode¢ (tab. ¢. 11).

Kazda zuvedenych metod ma své vyhody a nevyhody, které mohou zplsobit
podstatné chyby v méfeni ¢i prezentovani vysledku:

- Volba vhodného standardu je kliCovym faktorem pifedevSim pro kalkulaci

absolutniho obsahu DNA at'uz pro FIA nebo pro ptepocet u FCM
s fluorescen¢nim barvivem DAPI (Bytyutskyy a Flajshans, 2014; Hardie a kol.,
2002). Hardie a kol. (2002) uvadi, Ze rozdil v charakteristikdch standardu
vs.neznamych  bunék miize prezentovat podstatny zdroj chyby,
a proto doporucuje vybér standardu se stejnym typem bunék jako maji neznamé
vzorky. U pritokové cytometrie se doporucuje vytvofit tzv. smésny vzorek,
ktery je tvofen standardem a neznamym vzorkem, néasledné¢ homogenizovan,

barven a méfen (Suda, 2005). V nasem piipadé byly u Feulgenovy obrazové
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analyzy jako standard vyuzity preparaty s erytrocyty lina obecného
(Tinca tinca) a u pratokové cytometrie vzorky ploutevni tkané jesetera malého
(A. ruthenus).

Nevyhodu pratokové cytometrie se povazuje nemoznost vizualizace a méfeni
individudlnich bunék, coz mize za jistych okolnosti vést k prehlédnuti tdaju,
které by mohli byt lépe objasnit vysledné hodnoty a hypotézy. Ve vzorku
by se napiiklad mohly vyskytovat méné¢ pocetné bunéc¢né (sub)populace, které
ale ve vysledném piku histogramu nemusi byt zaznamenany, nebot’ mohl byt
jejich pik sniZzen k/pod hranici Sumu (Del Campo a kol., 1989). Na druhou
stranu u obrazové cytometrie mohou byt vysledky do jisté miry ovlivnéné prave
je vybér vhodnych jader erytrocyti — méfit IOD pouze u dobte obarvenych
jader skoncentrovanym chromatinem a vyhnout se pfipadnym ostatnim
organelam. AvSak pfiprezentaci vysledki je mozné brat ohled na mozné
deformace jader, vyskyt bunécnych shluki a jinych odliSnosti (Hardie
a kol., 2002). Ukazka vhodnych i nevhodnych jader pro méfeni absolutniho
obsahu DNA Feulgenovou obrazovou analyzou jsou k nahlédnuti v ptilohach
¢. 13-14.

Velkou vyhodou Feulgenovy obrazové analyzy je moZznost métit IOD jader
i po mnoha mésicich po uskute¢néni odbérii vzorkl krve (Hardie a kol. 2002).
Samoziejm& pod podminkou tadné obarvenych, fixovanych a uloZzenych
preparati. Tato vyhoda byla uplatnéna v této diplomové praci, kdy se méfilo
IOD jiz ptedem ptedpiipravenych cytologickych preparati. Oproti tomu
u prutokové cytometrie je zcela nemozné opétovné zméfit identicky vzorek
s jakymkoliv odstupem casu, nebot’ analyzované builky se automaticky

odvadgji do odpadu ihned po zméteni (Shapiro, 2003).

Zavérem lze poznamenat, Ze aplikace téchto metod zavisi predev§im na vybaveni

dané laboratofe a mnozstvi vzorka. Budeme-li chtit zmé&fit obsah DNA u né&kolika

vzorkl,, bylo by vhodngjsi vyuzit metodu obrazové analyzy. Naopak pii velkym

mnozstvi vzorkii by zhlediska Casu bylo vhodnéjsi aplikovat spiSe pratokovou

cytometrii. Bez ohledu na ¢asovou naro¢nost provedeni téchto metod, Hardie a kol.

(2002) navrhuji vys$si vyuzivani denzitometrické analyzy v pfislusnych laboratofich.

Hlavnim diivodem je mozZnost vyzkumu velikosti a obsahu DNA jader erytrocytt, ktery

muze lepe objasnit problematiku evoluce genomu v oblasti molekularni 1 evolucni.
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Avsak je-li naSim cilem zméfeni obsahu DNA, naSe vysledky poukazuji na moznost
vyuzit vzorec pro piepocet relativniho obsahu na obsah absolutni pomoci rychlejsi

metody priitokové cytometrie.
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6 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo na zdkladé stanoveni obsahu DNA vybranych
jeseterovitych druh@ ryb porovnat cytometrické metody (FCM — DAPI vs. FIA)
k rozeznani mezidruhovych hybridid od jedincd ¢istého druhu, a je-li mozné v praxi
cytometrii s fluorescen¢nim barvivem DAPI.

Ptestoze jiz nékolik citovanych autorit Vtéto diplomové praci urcilo
charakteristicky obsah DNA pro vétSinu Cistych druhii jeseter, z divodu spontdnni
polyploidizace a hybridizace je obtizné stanovit charakteristicky obsah DNA
pro mezidruhové (ale i mezirodové) hybridy jeseterovitych druht ryb. Tato hypotéza
byla nejen citovana nékolika autory V ramci této diplomové préce, ale také z urCitého
hlediska potvrzena vysledky naSeho experimentu, kdy byl stanoven témét identicky
obsah DNA u n¢kterych jedinct Cistych druhti i u mezidruhovych jedinci (tab. ¢. 11)
se stejnou ploidni trovni. Do jisté miry vSak lze fici, ze u jeseterti z uzavienych chovi
by se obé¢ tyto metody daly vyuzit k rozeznani mezidruhovych jedinct od ¢istych druht;
nebot’ zamé&stnanci rybich farem znaji sloZeni rybich obsadek. Oproti tomu u jesetert
vyskytujicich se v pfirozenych podminkach by vyuziti pouze téchto metod mohlo byt
komplikovanéjsi.

Prestoze né&ktefi autofi nedoporucuji pouzivat FCM s fluorescen¢nim
barvivem DAPI pro prepocet na absolutni obsah DNA,
v této diplomové praci nebyl zjistén  statisticky vyznamny rozdil mezi obéma
metodami — obsahy DNA naméfené metodou FIA se statisticky shoduji s namétenymi
vysledky metodou FCM — DAPI, jedna-li se o stejné ploidni tirovné. Presto jsou mezi
vyslednymi hodnotami obsahit DNA namétfenych obéma metodami nepatrné rozdily,
které ale vychazeji jako statisticky nepritkazné. Tato hypotéza je v této problematice
pozitivnim piinosem, predevS§im z Casové narocnosti — provadime-li odbér napiiklad
50 vzorkti, nasledné jejich barveni preparati a méfeni metodou FIA, potrvad takovy
experiment n€kolik dni, oproti tomu metodou FCM lze stejny pocet vzork odebrat,
obarvit a zmétit béhem jednoho dne.

Ovéteni této hypotézy by mohlo byt pfedmétem budouci studie s doporucenim
zahrnout do metodiky pravé metodu prutokové cytometrie s fluorescenénim barvivem

PI (diky niz je mozné pfimo stanovit absolutni obsah DNA), umozni-li to vybaveni dané
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laboratofe. Nasledné porovnat vysledky s Feulgenovou obrazovou cytometrii

I pritokovou cytometrii s fluorescenénim barvivem DAPL
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8 Seznam tabulek, grafi, a priloh

Tabulka €. 1: Vaha (X + S.D.) a stafi skupin jesetertt vyuzitych k odbéru ploutevni
tkané pro prutokovou cytometrii (FCM).

Tabulka ¢. 2: Relativni obsah DNA (X £ S.D. kanalu piku histogramt) s ptisluSnymi
variaénimi koeficienty CV (%) naméfeny u jednotlivych skupin jesetert (Acipenser)
s riznou funk¢ni Grovni ploidie pomoci pritokové cytometrie (FCM) s fluorescencnim
barvivem DAPI, pfepoéteny na absolutni obsah DNA [pgijadro™]; M: A. ruthenus,
S: A.baerii, R:A. gueldenstaedtii, MxS: A. ruthenus xA. Dbaerii, SxM:
A. baerii X A. ruthenus, RXS: A. gueldenstaedtii x A. baerii, SxR: A. baerii
X A. gueldenstaedtii; a, b, ¢, d = statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Tabulka & 3: Absolutni obsah DNA (X + S.D.) [pgjadro™] u jednotlivych skupin
jesetert (Acipenser) sriznou funkéni tGrovni ploidie, stanoveny pomoci Feulgenovy
obrazové analyzy (FIA); M: A. ruthenus, S: A.baerii, R: A. gueldenstaedtii, MxS: A.
ruthenus x A. baerii, SXM: A. baerii x A. ruthenus, RxS: A. gueldenstaedtii x A. baerii,

SxXR: A. baerii x A. gueldenstaedtii; a, b, ¢ = statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Tabulka ¢&. 4: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného
pritokovou cytometrii (FCM) s fluorescencnim barvivem DAPI a Feulgenovou
obrazovou analyzou (FIA) u jesetera malého (A. ruthenus; M); a, b = statisticky

vyznamny rozdil (p < 0,05).

Tabulka & 5: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného
pritokovou cytometrii (FCM) s fluorescencnim barvivem DAPI a Feulgenovou
obrazovou analyzou (FIA) ujesetera sibifského (A. baerii; S); a = statisticky

nevyznamny rozdil (p > 0,05).

Tabulka ¢. 6: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (x + S.D.) [pg'jédro'l] stanoveného
pratokovou cytometrii (FCM) s fluorescencnim barvivem DAPI a Feulgenovou
obrazovou analyzou (FIA) u jesetera ruského (A. gueldenstaedtii; R); a = statisticky

nevyznamny rozdil (p > 0,05).
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Tabulka ¢&. 7: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného
pritokovou cytometrii (FCM) s fluorescencnim barvivem DAPI a Feulgenovou
obrazovou analyzou (FIA) u mezidruhového hybrida MxS (A. ruthenus x A. baerii); a =

statisticky nevyznamny rozdil (p > 0,05).

Tabulka & 8: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného
pritokovou cytometrii (FCM) s fluorescencnim barvivem DAPI a Feulgenovou
obrazovou analyzou (FIA) u mezidruhového hybrida SxM (A. baerii x A. ruthenus); a, b

= statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Tabulka & 9: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgjadro™] stanoveného
pritokovou cytometrii (FCM) s fluorescencnim barvivem DAPI a Feulgenovou
obrazovou analyzou (FIA) umezidruhového hybrida SxR (A. Dbaerii

X A. gueldenstaedtii); a, b, ¢ = statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Tabulka & 10: Rozdil v absolutnim obsahu DNA (X + S.D.) [pgijadro™] stanoveného
prutokovou cytometrii (FCM) s fluorescen¢nim barvivem DAPI a Feulgenovou
obrazovou analyzou (FIA) u mezidruhového hybrida RxS (A. gueldenstaedtii x A.
baerii); a, b = statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05); a, b = statisticky vyznamny rozdil
(p < 0,05).

Tabulka €. 11: Tabulka ¢. 11: Porovnani namétenych hodnot obsahti DNA [pg'jédro'l]
u Cistych druht jesetertt a mezidruhovych hybrida — jeseter maly (Acipenser ruthenus),
J. sibifsky (A. baerii), j.rusky (A.gueldenstaedtii), MxS: jeseter maly (Acipenser
ruthenus; 2n) x j. sibifsky (A. baerii; 4n), SXM: j. sibifsky (A. baerii; 4n) x j. maly (A.
ruthenus; 2n), RxS: j. rusky (A. gueldenstaedtii; 4n) x j. sibifsky (A. baerii; 4n), SxR: j.
sibifsky (A. baerii; 4n) xj.rusky (A. gueldenstaedtii; 4n) — sjiz publikovanymi
hodnotami naméfenych pomoci pritokové cytometrie (FCM) s fluorescencnim
barvivem DAPI/PI a Feulgenovou obrazovou analyzou (FIA); a, b, ¢ = statisticky
vyznamny rozdil (p < 0,05); * = FCM — DAPI; > = FCM - PI; ® = FIA,
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Piiloha ¢. 1: Odbér ploutevni tkané — piipravené ,.ependorfky“ s 1 mlroztoku
(fyziologicky roztok s 1 % ethanolem), lahvicka s lihem a kahan (vlevo); odér ploutevni
tkdn¢ spodniho laloku jesetera (uprostifed); a oSetfeni dezinfekci poranéné ploutve

(vpravo; foto: autor prace).

Priloha ¢. 2: Piiprava vzorki k méfeni relativniho obsahu DNA pro pritokovou
cytometrii — pripravené ,,ependorky* a kyvety s 30 um nylonovymi filtry pro zpracovani
odebrané tkang (vlevo); odbdr reprezentaéniho vzorku (1mm?) z odebraného vzorku
(uprostied); a homogenizace reprezenta¢niho vzorku (vpravo) (foto: autor prace, Marie

Rausova).

Priloha ¢&. 3: Pritokovy cytometr Partec CCA I; Partec GmbH, Miinster, Germany

(foto: Marie Rausova).

Priloha ¢. 4: Svételny mikroskop Olympus BX50 s kamerou Olympus DP72 a PC

(foto: autor prace).

Ptiloha &. 5: Priklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bunék jesetera
ruského (Acipenser gueldenstaedtii, 4n) a piislusného standardu j. malého (A. ruthenus,
2n). Relativni obsahy se nachazeji pfiblizné na kanale 95 u j. malého a na kandle
208 uj. ruského. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku j. ruského byl piepocten
na 8,14 pgjadro™.

Piiloha ¢. 6: Priklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bunék jesetera
sibitského (Acipenser baerii, 4n) a pfislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n).
Relativni obsahy se nachazeji piiblizn¢ na kandle 94 u j. malého a na kanale
209 u j. sibifského. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku j. sibifského byl pfepocten
na 8,21 pgjadro™.

Priloha ¢. 7: Piiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bunék
mezidruhového triploidniho hybrida jesetera malého x j. sibifského (Acipenser
ruthenus, 2n x A. baerii, 4n; MxS) a pfislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n).
Relativni obsahy se nachazeji piiblizné¢ na kandle 88 u standardu a na kanale
137 u mezidruhového triploidniho hybrida MxS. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku
mezidruhového triploidniho hybrida MxS byl piepoéten na 5,76 pgjadro™.
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Priloha €. 8: Piiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bunck
mezidruhového triploidniho hybrida j. sibifského x j. malého (A baerii 4n x A. ruthenus,
2n; SxM) a piislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n). Relativni obsahy
se nachazeji piiblizn¢ na kandle 81 u standardu anakanale 128 u mezidruhového
triploidniho hybrida SxM. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku mezidruhového
triploidniho hybrida SxM byl piepoéten na 5,89 pgjadro™.

Priloha €. 9: Piiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bunék
mezidruhového tetraploidniho hybrida jesetera malého x j. sibifského (Acipenser
ruthenus, 2n x A. baerii, 4n; MxS) a pfislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n).
Relativni obsahy se nachazeji piiblizn¢ na kanale 83 u standardu a na kandle
163 u mezidruhového tetraploidniho hybrida MxS. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku
mezidruhového tetraploidniho hybrida MxS byl pfepocten na 7,25 pg'jédro'l.

W

Piiloha ¢. 10: Piiklad histogramu z méteni relativniho obsahu DNA jader bunck
mezidruhového hexaploidniho hybrida jesetera sibifského x j. malého (Acipenser baerii,
4n X A. ruthenus, 2n; SxM) a ptislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n).
Relativni obsahy se nachazeji pfiblizné na kandle 84 u standardu a nakanale
264 u mezidruhového triploidniho hybrida SxM. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku
mezidruhového hexaploidniho hybrida SxM byl piepoéten na 11,61 pgijadro™.

Priloha ¢&. 11: Piiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bunék
mezidruhového tetraploidniho hybrida jesetera ruského x j. sibifského (Acipenser
gueldenstaedtii, 4n x A. baerii, 4n; RxS) a pfislusného standardu j. malého (A. ruthenus,
2n). Relativni obsahy se nachazeji priblizné na kanale 98 u standardu a na kanale
221 u mezidruhového tetraploidniho hybrida RxS. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku
mezidruhového tetraploidniho hybrida RxS byl piepocten na 8,36 pgjadro™.

Priloha ¢&. 12: Piiklad histogramu z métfeni relativniho obsahu DNA jader bunék
mezidruhového triploidniho hybrida jesetera. sibifského x j. ruského (Acipenser. baerii,
4n x A. gueldenstaedtii, 4n; SxR) a ptislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n).
Relativni obsahy se nachdzeji pfiblizné na kanale 98 u standardu a na kanale
224 u mezidruhového tetraploidniho hybrida SxR. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku
mezidruhového tetraploidniho hybrida SxR byl piepocten na 8,43 pgjadro™.

60



Piiloha €. 13: Priloha €. 13: Vzorek vhodnych jader erytrocytl pro méfeni Feugenovou
obrazovou analyzu — vpravo krevni natér tetraploidniho jesetera ruského (Acipenser

gueldenstaedtii) a vlevo tetraploidniho j. sibifského (A. baerii).

Prilohy €. 14: Priloha ¢. 14: Nevhodna jadra erytrocyti diploidniho lina obecného
(Tinca tinca; vlevo), mezidruhového tetraploidniho hybrida jesetera sibifského
X J. ruského  (Acipenser baerii  x A. gueldenstaedtii; uprostted) a triploidniho
mezidruhového hybrida j. malého x j. sibifského (A.ruthenus x A. baerii; vpravo)

pro méteni absolutniho obsahu DNA pomoci Feulgenovy obrazové analyzy.
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9 Pfilohy

Ptiloha €. 1: Odbér ploutevni tkané - pfipravené ,.ependortky* s 1 ml roztoku (fyziologicky
roztok s 1 % ethanolem), lahvi¢ka s lihem a kahan (vlevo); odér ploutevni tkané spodniho

laloku jesetera (uprostied); a oSetfeni dezinfekci poranéné ploutve (vpravo; foto: autor prace).

Ptiloha ¢. 2: Priprava vzorkt k méfeni relativniho obsahu DNA pro pritokovou cytometrii —

pripravené ,.ependorfky* a kyvety s 30 um nylonovymi filtry pro zpracovani odebrané tkané
(vlevo); odbér reprezentaéniho vzorku (Imm?) zodebraného vzorku (uprostied);

a homogenizace reprezenta¢niho vzorku (vpravo) (foto: autor prace, Marie Rausova).
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Piiloha ¢. 3: Pritokovy cytometr Partec CCA I; Partec GmbH, Miinster, Germany (foto: Marie

Rausova).

Ptiloha ¢. 4: Svételny mikroskop Olympus BX50 s kamerou Olympus DP72 a PC (foto: autor

prace).
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Mean Index Id Color CV% Area% Area Area gate ChiSqu.

95.5 1 1,83 38,3743 609 560 6,52722

+
208,88 2,19745 2 - 2,27 71,7706 1139 1027 6,52722

0 100 200 300 400 500 600

Ptiloha ¢. 5: Piiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bunék jesetera ruského
(Acipenser gueldenstaedtii, 4n) a ptisluSného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n). Relativni
obsahy se nachazeji priblizné na kanale 95 u j. malého a na kanale 208 u j. ruského. Absolutni

obsah DNA tohoto vzorku j. ruského byl prepoéten na 8,14 pgjadro™.
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Mean Index Id Color CV% Area%  Area Area gate ChiSqu.
94,79 1 2,38 5344 877 770 6,48782

+
209,14 2,20053 2 - 2,03 58,3181 957 a71 6,48782
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Priloha ¢. 6: Priklad histogramu z méteni relativniho obsahu DNA jader bunck jesetera
sibifského (Acipenser baerii, 4n) a piislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n). Relativni
obsahy se nachazeji pfiblizné na kanale 94 u j. malého a na kanale 209 u j. sibifského. Absolutni

obsah DNA tohoto vzorku j. sibitkého byl piepoéten na 8,21 pgjadro™.
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Mean Index Id Color CV% Area% Area Area gate ChiSqu.

86,63 1 1 [ 254 410373 762 611 16,0834
13720 154724 2 [ 237 708560 1451 1208 16,0834
14':'._....................... rprrararE R R e n .I..................... e eE R Ea e R R r e aE e EA R R R

120 7
100 —
80

ED — ...................;............

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Ptiloha ¢. 7: Ptiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bun¢k mezidruhového
triploidniho hybrida jesetera malého x j. sibifského (Acipenser ruthenus, 2n x A. baerii, 4n;
MxS) a ptislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n). Relativni obsahy se nachazeji
piiblizné na kanale 88 u standardu a na kanale 137 u mezidruhového triploidniho hybrida MxS.
Absolutni obsah DNA tohoto vzorku mezidruhového triploidniho hybrida MxS byl pfepoéten
na 5,76 pgjadro™.
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Mean Index Id Color CV%
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Ptiloha ¢. 8: Priklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bunék mezidruhového
triploidniho hybrida j. sibifského xj. malého (A. baerii, 4nxA. ruthenus, 2n; SxM)
a piislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n). Relativni obsahy se nachazeji piiblizné
na kanale 81 u standardu a na kanale 128 u mezidruhového triploidniho hybrida SxM. Absolutni

obsah DNA tohoto vzorku mezidruhového triploidniho hybrida SxM byl piepocten

na 5,89 pgjadro™.
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Mean Index Id Color CV%  Area%  Area Area gate ChiSqu.

83,65 1 1 - 2,05 4905068 620 544 18,9451
163,06 1,95063 2 - 2,61 64 8734 820 720 18,9451
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Ptiloha ¢. 9: Ptiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bun¢k mezidruhového
tetraploidniho hybrida jesetera malého x j. sibifského (Acipenser ruthenus, 2n x A. baerii, 4n;
MxS) a ptislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n). Relativni obsahy se nachazeji
ptiblizn€ na kanale 83 u standardu a na kanale 163 u mezidruhového tetraploidniho hybrida
MxS. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku mezidruhového tetraploidniho hybrida MxS byl
prepoéten na 7,25 pgjadro™.
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Mean Index Id Color CV%  Area% Area Area gate ChiSqu.

8461 1 1 I 207 472419 668 604 13,0067
26408 313991 2 - 237 707921 1001 810 13,0067
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Ptiloha €. 10: Ptiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bun¢k mezidruhového
hexaploidniho hybrida jesetera sibifského x j. malého (Acipenser baerii, 4n x A. ruthenus, 2n;
SxM) a ptislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n). Relativni obsahy se nachazeji
ptiblizné na kanale 84 u standardu a na kanale 264 u mezidruhového triploidniho hybrida SxM.

Absolutni obsah DNA tohoto vzorku mezidruhového hexaploidniho hybrida SxM byl pfepocten
na 11,61 pgjadro™.
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Mean Index Id Color CV%  Area% Area Areagate ChiSqu.
98,57 1 1 1,27 249717 441 387 7.54387

221,65 223836 2 - 1,92 83,692 1478 1379 7.54387
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Ptiloha €. 11: Ptiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bun¢k mezidruhového
tetraploidniho hybrida jesetera ruského x j. sibifského (Acipenser gueldenstaedtii,
4n x A. baerii, 4n; RxS) a pfisluSného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n). Relativni obsahy
se nachazeji ptiblizné€ na kanale 98 u standardu a na kanale 221 u mezidruhového tetraploidniho
hybrida RxS. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku mezidruhového tetraploidniho hybrida
RXS byl prepoéten na 8,36 pgjadro™.
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Mean Index Id Color CV%  Area%™ MArea Area gate ChiSqu.
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Ptiloha €. 12: Ptiklad histogramu z méfeni relativniho obsahu DNA jader bun¢k mezidruhového
triploidniho hybrida jesetera. sibifského x j. ruského (Acipenser. baerii, 4n x A. gueldenstaedtii,
4n; SxR) a pfislusného standardu j. malého (A. ruthenus, 2n). Relativni obsahy se nachazeji
ptiblizné na kanale 98 u standardu a na kanale 224 u mezidruhového tetraploidniho hybrida
SxR. Absolutni obsah DNA tohoto vzorku mezidruhového tetraploidniho hybrida SxR byl
prepoéten na 8,43 pgjadro™.
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Ptiloha ¢. 13: Vzorek vhodnych jader erytrocytll pro méfeni Feugenovou obrazovou analyzu —
vpravo krevni natér tetraploidniho jesetera ruského (Acipenser gueldenstaedtii) a vlevo
tetraploidniho j. sibifského (A. baerii).

Ptiloha ¢. 14: Nevhodna jadra erytrocytti diploidniho lina obecného (Tinca tinca; vlevo),
mezidruhového tetraploidniho hybrida jesetera sibifského x j. ruského (Acipenser baerii
X A. gueldenstaedtii; uprostied) a triploidniho mezidruhového hybrida j. malého x j. sibifského
(A.ruthenus x A. baerii; vpravo) pro meéteni absolutniho obsahu DNA pomoci Feulgenovy

obrazové analyzy.
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10 Abstrakt

Vyuziti cytometrickych metod k rozeznani mezidruhovych hybridi jeseteri

od jedinci ¢istého druhu

Cilem této diplomové prace je porovnani obsahti DNA nameéfenych pratokovou
a obrazovou cytometrii k rozeznani Cistych jeseterovitych druhd ryb (Acipenser
ruthenus, A. baerii, A. gueldenstaedtii) a uméle vytvorenych mezidruhovych F1 hybrida
(A. ruthenus x A. baerii, A. baerii x A. ruthenus, A. baerii x A. gueldenstaedtii,
A. gueldenstaedtii x A. baerii) pochazejici z uzavieného chovu Genetického rybaiského
centra VURH ve Vodianech (FROV JU).

K méfeni relativniho obsahu DNA pomoci pratokové
cytometrie (FCM) byly vzorky ploutevni tkané barveny fluorescenénim
barvivem DAPI (4,6-diamidin-2-phenylin-dolem).  Vysledné hodnoty relativnich
obsahit DNA  byly pfepocitany na absolutni obsah DNA. Pro obrazovou
cytometrii byla zvolena ~ metoda  Feulgenovy  obrazové  analyzy  (FIA).
Stanoveni absolutniho obsahu DNA touto analyzou prob&hlo meéfenim
IOD (integrované optické denzity) jader erytrocyti na pfipravenych, uloZenych
a dosud nezpracovanych krevnich natérech.

V tomto experimentu bylo testovano méfeni 20 postupné analyzovanych jedinci
z kazdé skupiny/ populace, neslo vSak o identické jedince testované ob&éma metodami
soucasng. Proto je mozné, Ze u nckterych skupin bylo zjiSt€no vice ploidnich urovni
metodou FCM nez metodou FIA a naopak.

Na zakladé ziskanych vysledkii méfeni lze fici, Ze vyuZiti téchto cytometrickych
metod Kk rozeznani mezidruhovych F1 hybridd jeseterti od jesetert ¢istého druhu pouze
na zakladé¢ stanoveni obsahu DNA, lze jenstézi. To bylo prokazano statistickou
analyzou, diky niz byl zjistén prikazny rozdil (p < 0,05) pouze mezi obsahy DNA
odpovidajici odlisné ploidni Grovni. Z toho vyplyva, Ze skupina, at’ uzZ mezidruhového
hybrida nebo ¢istého druhu s relativné stejnou hodnotou obsahu DNA odpovidajici
stejné ploidni trovni se od sebe navzdjem statisticky nelisi (p > 0,05), nezavisle
na zvolené metodé¢ méfeni. StéZejnim problémem bude pravdépodobné spontanni
polyploidizace ¢i mezidruhova hybridizace.

Mezi metodami nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (p> 0,05),

a proto Ize do jisté miry odmitnout hypotézu s podhodnocovanim vysledkd namétenych
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metodou FCM s fluorescencnim barvivem DAPI a nasledného piepoctu. Avsak je-li
mozné pro méfeni obsahtt DNA v praxi metodu FCM — DAPI uptednostnit pied casové
experiment zopakovat, s doporu¢enim zafadit do metodiky také priutokovou cytometrii
S fluorescen¢nim barvivem propidium jodid, diky niZ je mozné pfimo méfit absolutni

obsah DNA. Nasledn¢ pak tyto tfi cytometrické metody podrobit statistické analyze.
Klicova slova: jeseter, mezidruhovy hybrid, funkéni ploidie, relativni obsah DNA,

absolutni obsah DNA, priitokova cytometrie, obrazova cytometrie, propidium jodid

(PI), 4,6-diamidin-2-phenylin-dolem (DAPI), Feulgenova reakce
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11 Abstract

Using of cytometric methods to distinguish interspecific hybrids of sturgeons from

clear sturgeon species

The purpose of this master thesis is comparison of DNA content measured by flow
cytometry and image cytometry to distinguish pure sturgeon species (Acipenser
ruthenus, A. baerii, A. gueldenstaedtii) from artificial interspecific F1 hybrids
(A. ruthenus x A. baerii, A. baerii x A. ruthenus, A. baerii x A. gueldenstaedtii,
A. gueldenstaedtii x A. baerii) originating from Genetic Fisheries Centre, RIFCH
in Vodnany (FFPW USB).

The relative DNA content was measured by flow cytometry (FCM) with using
fluorescent dye DAPI (4,6-diamidin-2-phenylin-dole). Fin tissue was used as a sample
for this method. Consequently, results of measuring relative DNA content were
converted to absolute DNA content. The representative method of image cytometry was
a Feulgen image analysis (FIA). Blood samples were already prepared, stored but still
unprocessed. Absolute DNA content was gained by measuring of 10D (integrated
optical density) of erythrocyte nuclei.

In this experiment, 20 individuals were consequently analysed from each group/
population. These individuals were not identical and not tested by both methods
at the same time. Therefore, it is possible that more ploidy levels were detected by FCM
method than by FIA method and vice versa.

Based on the obtained results, it can be said that the use of these cytometric
methods to distinguish interspecific hybrids from clear sturgeons species only based
on measurement of DNA content is complicated. Due to statistical analysis,
asignificant difference (p< 0,05) was found only between DNA contents
corresponding to different ploidy levels. It means, that groups with interspecific hybrids
or group with pure species with the same or very similar DNA content corresponding
the same ploidy level were not statistically different (p> 0,05) from each other,
and it does not matter which cytometric method was used. The crucial factor will
be probably spontaneous polyploidy or interspecific hybridization.

Between methods, not any statistically significant difference (p > 0,05) was found.
Therefore, one the one hand, the hypothesis of underestimating the results measured
by the FCM method with the fluorescent dye DAPI and the subsequent recalculation
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can be to some extent rejected. On the other hand, if the FCM — DAPI method can
be preferred to the more time-consuming FIA method for measuring DNA content
in practice, further investigation is required. It is recommended to provide similar
experiment again. Also flow cytometry with fluorescent dye propidium iodide (PI) will
be applied because with this method is possible to measure directly absolute DNA
content, and finally compare these three methods by statistical analysis.

Key words: sterlet, interspecific hybrid, functional ploidy, relative DNA content,

absolute DNA content, flow cytometry, image cytometry, propidium iodide (Pl),
4,6-diamidin-2-phenylin-dole (DAPI), Feulgen reaction
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