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1. Uvod

Jesetefi (Acipenseriformes) patfi do nadrfadu chrupavcitych ryb (Chondrostei) a jsou
oznacovani jako Zivouci fosilie. Jde o jednu z nejstarSich skupin obratlovc(, u kterych
evoluce trva jiz vice nez 200 milion0 let (Bemis a kol., 1997). Béhem této doby u nich
doslo k nékolika duplikacim chromozomovych sadek v bunééném jadre, které byly
pravdépodobné spojeny s mezidruhovou ¢i mezirodovou hybridizaci (Fontana a kol.,
2007). Soucasné druhy jeseter( jsou k ¢astym mezidruhovym hybridizacim nejspiSe
preduréeny pravé diky svému allopolyploidnimu ptvodu (Billard a Leciontre, 2001).

Hybridi jeseterd se vyskytuji jak ve volnych vodach (Ludwig a kol., 2002, 2009; Dudu
a kol., 2011), tak i v akvakulture, kde jsou intenzivné vyuzivani (Zhang a kol., 2013).
Jednim z hlavnich dlvod( narlstu neptirozené mezidruhové hybridizace jesetert
v pfirodnich podminkach je sniZeni poctu pfirozenych vytérovych mist nasledkem
antropogennich zasahl a tim nasledné zvyseni koncentrace rGznych druhl jeseter(
v mistech vhodnych k reprodukci (Billard a Lecointre, 2001; Dudu a kol., 2011). Pokud
dojde k prekryti ¢asu a mista pfirozeného vytéru rliznych druh(, je prekonana jedna
z pre-kopulacnich reprodukcnich bariér a jeseteri se pak mohou zapojit do spolecné
reprodukce. V mistech spolecné reprodukce je zvySena pravdépodobnost setkani
gamet rlznych druhl a mira Uspésnosti spermii, a faktory ji ovliviujici, zde mohou mit
zasadni vyznam pfi prevenci ¢i naopak vzniku mezidruhové hybridizace.

Vyznamnou post-kopulaéni reprodukéni bariérou zabranujici mezidruhové
hybridizaci je gametickd izolace, kterd zahrnuje reprodukéni bariéry pUsobici
od kopulace aZ po oplozeni (Coyne a Orr, 2004; Howard a kol., 2009). Kompetice
spermii a skrytd volba samic mohou hrat dlleZitou roli pravé v gametické izolaci
mezi druhy, kde doslo k absenci jinych reprodukénich bariér (Coyne a Orr, 2004; Yeates
a kol., 2013).

Cilem této prace bylo objasnit uUlohu kompetice spermii a skryté volby samic
pfi mezidruhové hybridizaci geneticky a fylogeograficky vzdalenych druhl jeseterd,
u kterych vSak jiz byla mezidruhova hybridizace v pfirodnich podminkdach

zdokumentovana.



2. Literarni prehled

2.1 Hybridizace

Hybridizace je jednim zprocest speciace (Abbott a kol., 2013), pfi kterém
potomstvo dédi strukturné pozménéné rodicovské geny ziskané béhem reprodukce
jedinc s rGznymi genotypy. Mezidruhova hybridizace je jednim ze zakladnich
speciacnich mechanism( hlavné u rostlin, ale i Zivocichl jako jsou obojZivelnici, hmyz
¢i ryby (Abbott a Rieseberg, 2012).

Proces hybridizace ma vliv na samotnou diferenciaci populaci. Ta mlze byt
zpomalena nebo zménéna, jelikoz hybridizace umoznuje tok gen( a jejich rekombinaci.
Tim muzZe byt speciace urychlena prostrednictvim adaptivni introgrese nebo muze dojit
k témér okamZzité speciaci zmnoZienim chromozomovych sadek pfi mezidruhové
¢i mezirodové hybridizaci - allopolyploidie (Abbott a kol., 2013). Polypolidizaci genomu
hybridd vznikd jedna zreprodukénich bariér, kterd je dllezitd k izolaci vzniklych
hybridd a rodi¢ovskych druhl a ktera brani jejich vzajemnému rozmnozZovani (Baack
a kol., 2007). Diky takovymto bariéram pak vznikaji nové taxony (Mallet, 2005). Vznik
hybridnich druh( je vysoce zavisly na schopnosti obsadit nova nebo prostorové
izolovana stanovisté, v dasledku cehoZz dojde k prevenci kompetice a toku genu
mezi hybridnimi a rodicovskymi druhy (Abbott a Rieseberg, 2012).

Hybridizace v ptirodé probihd v tzv. hybridnich zénach, coz jsou oblasti, kde se
prekryvaji mista vyskytu rodiCovskych druh(l. Dojde-li k hybridizaci mezi blizce
pfibuznymi druhy, vznika ¢asto potomstvo, které je Zivotaschopné a to diky rlznym
mechanismuUm, jako je epistaze, rekombinace, ¢i mutace (Burke a Arnold, 2001). Tyto
mechanismy ovliviuji proces hybridizace a méni genetickou strukturu, diky které
vznikaji hybridni fenotypy. Ty mohou mit vyrazny vliv na evoluci druh(. V téchto
zénach vznikli hybridi nemusi mit Zadny vliv na plvodni rodi¢ovské populace
diky reprodukénim bariéram. AvSak hybridizace velmi ohroZuje populace s nizkou
abundanci, protoZze mUze ovlivnit existenci rodi¢ovského druhu a muze vést az k jejimu
Uplnému vyhynuti (Rhymer a Simberloff, 1996).

Mezidruhova hybridizace je béZnym jevem, béhem kterého se vzajemné rozmnoZuji
jedinci dvou rbaznych druh( (Leary a kol., 1995). U vzniklych hybridd dochazi z velké

¢asti ke zlepSeni mnoha fyziologickych vlastnosti v porovnani s rodi¢ovskymi druhy



(Malett, 2008; Kocour a kol., 2011). Béhem hybridizace, kdy dochazi ke zktizeni dvou
vzdalenych genotypl, mohou byt kombinovany vlastnosti, které vedou k vysSimu
heteréznimu efektu projevujicimu se zvySenim fitness potomstva. Tim dochazi
i k rychlejsimu dovrseni pohlavni dospélosti (Bartley a kol., 2001; Kocour a kol., 2011).

Pfirozend mezidruhovd hybridizace je u ryb pozorovana i mezi taxonomicky
vzdalenéjSimi druhy (Scribner a kol., 2001). Pokud je takovy hybrid Zivotaschopny, byva
zpravidla neplodny, nebot genetickd neslucitelnost zabraniuje normalnimu vyvoji jeho
gamet, kdy nedochazi ke spravnému parovani chromozom( v zygotenni profazi |
meiotického déleni (Piferrer a kol., 2009).

Mallet (2005) udava, Ze v prirodé hybridizuje asi 25 % druh( rostlin a 10 % druht
ZivocCichG. Drive se predpokladalo, Ze mezidruhova hybridizace nehraje, pravé
vzhledem k neZivotaschopnosti a sterilité hybrid(, v evoluci Zadnou roli. Nicméné dnes
tomu tak neni, jelikoz hybridi mohou byt ¢astecné fertilni a mohou tak zprostredkovat
tok gend mezi druhy (Mallet, 2005). Z tohoto ddvodu je také hybridizace povazovana
za hrozbu pro ohrozené druhy (Wolf a kol., 2001), véetné jeseterd.

Pokud dojde k vyskytu druhG mimo areal jejich pfirozeného rozsireni (nepdvodnimi
druhy) a k jejich naslednému kfiZzeni s plvodnimi populacemi, mGze dojit k outbredni
depresi. Tento jev vede ke snizeni fitness prvni generace v disledku ztrat genetické

variace anebo narusenim ko-adaptovanych genovych komplexd (Ludwig, 2006).

2.1.1 Mezidruhova hybridizace jesetert

| kdyZz mezidruhova hybridizace mezi taxonomicky vzdalenymi druhy obratlovct
neni ¢asta (Arnold, 1997), neplati to u paprskoploutvych ryb (Winfield a Nelson, 1991).
U ryb je mezidruhovd hybridizace ¢astym jevem, jenz byl v pfirodé mnohokrat
zdokumentovan (Benfey, 1989; Bronzi, 1999; Scribner a kol., 2001).

Jesetefi mohou diky svému allopolyploidnimu plvodu hybridizovat snadnéji nez jiné
ryby (Birstein a kol., 1997). Béhem jejich evoluce doslo k nékolika polyploidiza¢nim
udalostem, kdy se duplikovaly jejich chromozomové sadky v bunééném jadre (Ludwig
a kol.,, 2001; Fontana a kol.,, 2007). Tyto duplikace byly pravdépodobné spojeny
s mezidruhovou ¢&i mezirodovou hybridizaci (Fontana a kol.,, 2007). Pfirozena
hybridizace jeseterd je oproti ostatnim druhdm ryb dale podpofena evoluénim starim,
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blizkou genetickou pfibuznosti a podobnymi pozadavky na reprodukci (Billard
a Lecointre, 2001; Havelka a kol., 2011).

Jesetefi se vyznacuji vysokym poctem chromozomu, diky kterému muizZeme
jeseterovité ryby (Acipenseriformes) zafadit do skupin dle obsahu DNA a poctu
chromozom v jejich bunéénych jadrech. Rozdéluji se na druhy s ~ 120, ~ 240 — 270
a~ 360 chromozémy. Se zvysujicim se poétem chromozomi se u jeseter( nelinarné
zvysSuje obsah DNA v jadre jejich bunék (Bytyutskyy a kol., 2012).

Jesetefi mezi sebou hybridizuji bez ohledu na to, jestli maji stejnou ¢i rozdilnou
uroven ploidie. Pokud dojde k mezidruhové hybridizaci v ramci jedné ploidni Urovné,
obecné se predpokladd, Ze takovéto potomstvo bude plodné. Avsak pokud dojde
k hybridizaci v rdmci dvou rtznych ploidnich Urovni, potomstvo je obecné povazovano
za funkéné neplodné (Hochleitner, 2004; Chebanov a Galich, 2011).

Mezidruhova hybridizace jeseterl neni v pfirozenych podminkach bézna (Ludwig
a kol., 2002). Jednou z hlavnich pficin nepfirozené mezidruhové hybridizace u jeseterd,
je prekryti jejich populaci vcéase a misté jejich vyskytu, v disledku snizeni poctu
vytérovych mist zdsahem clovéka (Dudu a kol., 2011). Tyto zmény pfirozeného
prostiedi, jako je napf. stavéni prehrad, znemoznuji jeseterllm anadromni migrace
do oblasti jejich pfirozeného vytéru nebo pfimo devastuji pfirozené vytérové lokality.
RGzné druhy jeseter( se pak koncentruji pod pfehradami ¢i v omezenych mistech
pro vytér (Billard a Lecointre, 2001). To vede k synchronni reprodukci druh, které by
se v prirozenych podminkach nesetkaly, v dlsledku pfirozenych pre-kopulacnich
reprodukénich bariér.

Pro studium hybridizace u ryb je vyuZivdno mnoha rlznych metod
od morfologickych, ptes morfometrické aZz po metody molekularni, které vyuzivaji
analyzy DNA (Peitts a kol., 1997; Costedoat a kol., 2004; FlajShans a kol., 2013).
Mezidruhova hybridizace byla u jeseterl po dlouhou dobu zjistovana na zakladé
morfologickych odlisnosti (Berg, 1948; Birstein a kol., 1997). JelikoZ se jesetefi vykazuji
vyraznou distribuci mezidruhové hybridizace a morfometrické plasticity (Nikolyukin,
1972), v mnoha pfipadech je identifikace druh( a hybridd na zdkladé morfologickych
kritérii uznavanych v ichtyologii nemozna.

Pomoci molekuldrnich a cytogenetickych analyz bylo v pfirodé detekovano nékolik

hybridd jeseterd. Napf. viece Mississippi byli nalezeni hybridi lopatonosa velkého
11



(Scaphirhynchus albus) a lopatonosa amerického (S. platychtus; Tranah a kol., 2004),
viece Volze byli popsani hybridi jesetera ruského (Acipenser gueldenstaedetii)
a jesetera sibifského (A. baerii; Jenneckens a kol., 2000), v Cerném mofi a doInim toku
Dunaje byli identifikovani hybridi jesetera ruského, jesetera malého (A. ruthenus),
jesetera hvézdnatého (A. stellatus) a vyzy velké (Huso huso; Dudu a kol., 2011)
a v hornim toku Dunaje pak byli nalezeni hybridi jesetera sibifského a jesetera malého
(Ludwig a kol., 2009).

Posledni zminovany hybrid by se viibec nemél v téchto vodach vyskytovat vzhledem
k aredlu pavodniho rozsifeni rodicovskych druhtl, kdy jeseter maly patfi plvodem
do Evropy a jeseter sibifsky je pivodem z Asie (Bemis a Kynard, 1997), kde obyva
vSechna povodi od feky Ob az po reku Kolyma (Ruban, 2005). Jeseter sibirsky se do vod
evropskych tok( dostal pravdépodobné v dlsledku uniku z akvakulturnich chovi
(Maury-Brachet a kol., 2008), kde je intenzivné vyuzivan (Bronzi a kol.,, 2011).
| pfes spolecny nepfirozeny vyskyt by nemélo v pfirodnich podminkach dochazet
k mezidruhové hybridizaci mezi témito druhy vzhledem k jejich rozdilnym preferencim
podminek prostfedi. Rozdily ve vytérovych teplotach a teplotach embryonalniho
vyvoje mezi obéma druhy by mély vést k rozdilnym reprodukénim dobam a mistim
vytéru a mély by hybridizaci zabranit. Jelikoz ale byly naruseny pfirozené migrace
jesetera malého prehradou Jochenstein u némecko-rakouskych hranic, dochazi
ke shromazdovani jedincl pfipravenych k vytéru pod prfehradou. Navic v téchto
mistech klesd teplota vody diky alpské fece Inn Ustici kousek nad touto prehradou
do Dunaje. NiZsi teplota tak podporuje reprodukci i embryonalni vyvoj jesetera
sibifského v této oblasti (Ludwig a kol., 2009). Kvali hybridizaci mezi témito druhy
muze v kone¢ném dusledku dojit k dplnému vyhynuti jedné z plvodnich populaci

jesetera malého v Dunaji.

2.2 Pohlavni vybér

Pohlavni vybér patfi mezi evoluéni procesy, kdy jednotlivci zlepSuji své fitness
prostfednictvim reprodukce (Darwin, 1871; Andersson, 1994). Béhem pohlavniho
vybéru jsou upfednostiovany geny pfinasejici reprodukéni vyhody. Tyto geny nesou
znaky, které jsou jedincem preferovdny, a tak se cetnost téchto genll v populaci
zvysuje (Birkhead a Pizzari, 2002).
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Pfi pohlavnim vybéru se prosazuji ti jedinci, ktefi najdou zdatného partnera,
reprodukuji se a své geny predaji potomkim. Tento proces zacind pre-kopulacnim
pohlavnim vybérem, ktery probihd pfed samotnym pdafenim a dochdzi k soupereni
mezi jedinci at uZ stejného pohlavi ¢i opacného pohlavi (intrasexualni pohlavni vybér).

Dale si jedinci vybiraji svého partnera na zakladé jeho kvalit (intersexudlni pohlavni
vybér), kdy jsou uplathovany tzv. sekundarni pohlavni znaky, které byvaji zfetelné
prevaziné u samcu. Mezi tyto znaky patii napf. zbarveni ¢i vyrazné privésky (Andersson,
1994).

Pohlavni vybér se muZe projevit i po samotné kopulaci, kdy je nazyvan post-
kopulaénim pohlavnim vybérem a probihd prostfednictvim kompetice spermii a skryté
volby samic, které mohou mit hluboky efekt na tok gent a reprodukéni Uspéch (Parker,

1970; Snook, 2005; Bonduriansky a Chenoweth, 2009; Yeates a kol., 2013).

2.3 Reprodukcné izolacni bariéry

Existuje mnoho definic druhu, ze kterych k nejrozsitenéjsSim patti tzv. biologicky
koncept druhu. Ten je definovan jako skupina jedincl, mezi kterymi dochazi k volnému
toku genQ, pricemz je reprodukcné izolovan od druhd jinych (Mayr, 1995; Coyne a Orr,
2004). Z tohoto pohledu je pro vznik novych druh( s pohlavnim rozmnoZovanim
nezbytny vznik reprodukénich bariér (Coyne a Orr, 2004). Nicméné disperze druhu a
s ni spojeny tok genl mezi heterospecifickymi populacemi umoznuje tyto reprodukéni
bariéry prekonat.

Reprodukéné izolaéni bariéry omezuji nebo zcela prerusuji tok genu
mezi populacemi riznych druhd. K reprodukéni izolaci dochdzi, pokud se dva taxony
vyskytuji alopatricky, populace se vyviji s malym rozptylem, anebo pokud jedinci
setrvavaji v podobnych prostredich (Edelaar a kol., 2008).

Reprodukéni bariéry zahrnuji mechanismy, které brani vymeéné genl mezi pohlavné
se rozmnozujicimi jednotlivci z populaci riznych druhl a jsou fazeny do rGznych
kategorii v zavislosti na tom, kdy se béhem reprodukéniho cyklu uplatiuji.
Reprodukénich bariér je cela fada a jsou déleny na prezygotické a postzygotické
reprodukéni bariéry (Coyne a Orr, 2004).

Prezygotické reprodukéni bariéry: i) brani vzdjemnému pohlavnimu vybéru
jednotlived = pre-kopulaéni reprodukéni bariéry, mezi které fadime napft. sexudlni
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nezajem odlisSnych druh, izolaci mist vyskytu ¢i rozdilnou dobu vhodnou pro pareni;
ii) brani UspéSnému oplozeni = post-kopulacni reprodukéni bariéry. Post-kopulacni
reprodukéni bariéry jsou jinak nazyvany gametickou izolaci a pUsobi mezi kopulaci
a oplozenim (Coyne a Orr, 2004). Projevuje se béhem ni gametickd inkompatibilita,
tedy nemoznost splynuti pohlavnich bunék zabranujici vzniku zygoty. Pfi udrZzovani
gametické izolace mezi druhy hraje dualeZitou roli kompetice spermii a skryta volba
samic. Tyto jevy mohou branit setkani geneticky nekompatibilnich gamet v pfipadé,
kde existuje riziko post-kopulaéni hybridizace (Coyne a Orr, 2004; Yeates a kol., 2013).

Pti plsobeni postzygotickych reprodukcni bariér zygota vznika, ale pozdéji dojde
ke snizeni Zivotaschopnosti ¢i plodnosti hybridnich potomkd (Howard, 1999; Coyne
a Orr, 2004). V ptirodé je u hybridniho potomstva mnohem castéjsi jejich neplodnost
nez nezivotaschopnost, kdy pfi¢inou neplodnosti hybrid( jsou poruchy pfi segregaci
chromozomU v prlibéhu meidzy (Johnson a Kliman 2002, Coyne a Orr, 2004). Tyto
postzygotické  bariéry jsou |épe prozkoumany z hlediska genetického
nez z ekologického (Hatfield a Schluter, 1999).

Pokud nejsou reprodukéni bariéry zcela kompletni, mGze dochazet k mezidruhové
hybridizaci a naslednému vzniku hybridniho potomstva (Coyne a Orr, 2004). Darwin
(1859) byl jednim z prvnich, kdo si byl védom vyznamu konspecifickych spermii
jako prevence pred hybridizaci mezi blizce pfibuznymi druhy. Preference
konspecifickych spermii pred spermatem od heterospecifickych druh( je stdle vice
uzndvana jako duleZita prekazka pro hybridizaci a tok gend mezi blizce pribuznymi
druhy (Arnold a kol., 1993; Howard, 1999). Mnoho druh( ryb vyuzZiva stejna vytérova
mista, tfou se ve stejnou dobu, a proto je pfitomnost spermii vice rznych druhd velmi
pravdépodobnd (Petersen a Warner, 1998). Vlivem reprodukénich bariér byva
pfi inseminaci konspecifickym i heterospecifickych spermatem zpravidla

upfednostiovano konspecifické sperma (Howard, 1999).

2.4 Kompetice spermii

Kompetice spermii je forma pohlavniho vybéru, ktera se vyskytuje u mnoha zvirat
(Mgller a Birkhead, 1991; Birkhead a Megller, 1998; Simmons, 2001). Prvné byla
popsana Parkerem (1970), ktery ji definoval jako soupereni mezi spermiemi dvou nebo
vice samcU o oplodnéni samicich vaji¢ek. V roce 1997 Parker a kol. definovali riziko
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aintenzitu kompetice spermii. Rizikem kompetice spermii je pravdépodobnost, Ze
spermie samce budou soutézit se spermiemi jinych samcu. Intenzita kompetice spermii
je rozsah prekryti spermatu rliznych samcu, a proto je funkci poctu samca, ktefi se
angazuji v kompetici spermii a mnozstvi spermii, kterym pfispivaji samci k reprodukci
(Parker a kol., 1997; Wedell a kol., 2002). Samci investuji do produkce spermii dle rizika
nebo intenzity kompetice spermii a to jak napfic¢ druhy (Parker, 1998; Fitzpatrick a kol.,
2009) tak i v rdmci druht (Wedell a kol., 2002).

Ryby predstavuji jednu z nejrozSifenéjSich skupin obratlovcld, u kterych se
kompetice spermii intenzivné projevuje (Stockley a kol., 1997). Toto je dano diversitou
paficich systém( — od striktni monogamie, pres polyandrii az k masivni promiskuité
(Avise a kol., 2002) a pro mnoho ryb s vnéjSim oplozenim je kompetice spermii typicka
(Peterson a Warner, 1998). MiZeme se s ni ale setkat i u ryb s vnitfnim oplozenim
(Apsbury, 2007). Kompetice spermii se vyskytuje jak na vnitrodruhové,
tak na mezidruhové Urovni (Petersen a Warner, 1998).

k prizpisobeni se v chovani samc( jako je agrese, namluvy a pareni ¢i vznik socidlnich
systémU (Birkhead a Mgller, 1992; Gomendio a Roldan, 1993; Petersen a Warner,
1998). Dale dochazi k morfologickym i fyziologickym adaptacim, coz ma vliv na samci
gonady i na samotné spermie. U spermii jsou jejich kompetici ovliviiovany nékteré
fenotypové vlastnosti jako je velikost, délka, rychlost, pohyblivost a Zivotnost (Morrow
a Gage, 2000; Snook, 2005; Petersen a Werner, 1998), avsak tyto vlastnosti se mohou

u jednotlivych taxonu lisit (Snook, 2005).

2.4.1 Adaptace gonad a spermii ve vztahu ke kompetici spermii

S teorii, Ze kompetice spermii vede k vy$si produkci spermii, pfisel prvné Parker
(199043, 1990b), kdy vytvoril nékolik sérii modelll kompetice spermii a na jejich zakladé
potvrdil, Ze se mnoZstvi ejakulatu vyprodukované samci lisi v ramci jednoho druhu
v zavislosti na riziku kompetice spermii. Nasledujici srovnavaci studie napfi¢ druhy
prokazaly, Zze kompetice spermii plsobi na zvyseni velikosti samcich gonad a vede
ke zvySeni produkce spermii u rliznych taxon( napf. savcl (Harcourt, 1995), ptaka
(Briskie a Montgomerie, 1992), obojzivelnik( (Jennions a Passmore, 1993) a hmyzu,

konkrétné motyll (Gage, 1994). U ryb se touto tématikou zabyvali Stockley a kol.
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(1997) a demonstrovali, ze pfivétsim potencidlu konkurence mezi druhy se jejich
gonadosomaticky index (GSI = pomér vahy gondad a celkové télesné hmotnosti ryb)
zvysuje. Tato studie obsahuje data pro 89 rybich druh( a nejenze zaznamenava zvyseni
GSI, ale i vyznamné pozitivni korelace mezi rizikem kompetice spermii a poctem
spermii v ejakulatu.

Zvysena produkce spermii byla pozorovdna napf. u morského knézika dvoupruhého
(Thalassoma bifasciatum), kdy bylo zjiSténo, Ze tento druh ryby produkuje vice spermii
béhem pareni ve skupinach, kdy je intenzita kompetice spermii vyssi, nez pri pareni
v parech (Shapiro a kol., 1994). Nicméné to, Ze se mnozstvi spermii s rostoucim rizikem
jejich kompetice zvysuje, neplati plosné u vSech druht ryb. Dlkazem muze byt studie
u hlavacovitych (Gobiidae) - hlavacée cerného (Gobius niger) a hlavace chutného
(Zosterisessor ophiocephalus), kdy mnoZstvi spermii se zvySujicim se poctem
konkurujicich ryb klesa (Pilastro a kol., 2002).

Relativni hmotnost gonad je pozitivnhé korelovana s intenzitou kompetice spermii
nejen na mezidruhové urovni (Stockley a kol., 1997), ale i na vnitrodruhové urovni, a to
predevSim u ryb, u kterych existuji samdci pafici taktiky (Taborsky, 1994; Petersen
a Werner, 1998).

Vysledek kompetice spermii je zavisly na kvalité spermii, ktera je komplexem znaka
a ucink( spermii (Flegr, 2007; Smith, 2012). Kompetice spermii muiZe participovat
na evoluci konkurenceschopnéjsich spermii tim, Ze ovliviiuje jejich rizné fenotypové
vlastnosti. Tyto zmény vlastnosti spermii se v reakci na kompetici spermii lisi jak
na vnitrodruhové, tak i na mezidruhové urovni (Fitzpatrick, 2008).

Morfologické vlastnosti v kontrastu s kompetici spermii byly popsany hlavné u savcl
(Moore a Birkhead, 1999; Ramm a Stockley, 2010). Kompetice spermii spolec¢né
se skrytou volbou samic sniZuji variabilitu v morfologii spermii v rdmci celého ejakuldtu
samce a mezi samci v populaci. Tato variabilita vS8ak nemusi byt ovlivhéna pouze post-
kopulacnim vybérem ale iinbreedingem (Immler a kol., 2008). Variabilita ve velikosti
spermii pravdépodobné pfimo ovliviiuje reprodukéni UspéSnost samcl pfti oplozeni,
jelikoZz u mnoha taxonu bylo zjisténo, Zze délka spermii je pozitivné korelovana s jejich
maximalni rychlosti (Gomendio a Roldan, 1991; Snook, 2005).

| kdyZz byl v nékterych studiich potvrzen pozitivni vztah délky spermie a kompetice

spermii rlznych taxond (Gomendio a Roldan, 2008), u ryb je vztah délky spermie
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a jejich kompetice obecné negativni a délka spermii se u ryb snizuje se zvysujici se
kompetici napfi¢ druhy (Stockley a kol., 1997). Avsak existuji u ryb i studie, kde je délka
spermii pozitivné korelovana se zvySujici se kompetici, jako je tomu u cichlid
(Cichlidae). U vSech druhl polygamnich africkych cichlid, které byly zkoumany, se délka
spermii se zvysSujici se kompetici zvySovala v porovnani s monogamnimi cichlidami
(Balshine a kol., 2001). Navic delsSi spermie utéchto cichlid vykazuji vys$si rychlost
(Fitzpatrick a kol., 2009), ktera ma také vliv na Uspésnost spermii pfi jejich kompetici.
Dalsimi vlastnostmi, které maiji vliv na Uspésnost spermii pfi kompetici a Uspésnost
oplodnéni, jsou jejich pohyblivost, rychlost a Zivotnost (Snook, 2005; Pizzari a Parker,
2009). Rychlost spermii se u nékterych druht Zivocichli zvysuje se vzrustajici intenzitou
kompetice (Nascimento a kol., 2008; Fitzpatrick a kol., 2009). Pohyblivost a rychlost
spermii byla zkoumana napt. Gagem a kol. (2004) u lososa atlantského (Salmo salar),
kdy bylo zjisteno, Ze spermie, které byly pohyblivéjsi a rychlejsi, mély vyssi
pravdépodobnost, Ze najdou jikru a oplodni ji. Podobné byly studovany spermie

u zivorodky duhové (Poecilia reticulata; Boschetto a kol., 2011).

2.4.2 Semenna tekutina

Pfi kompetici spermii je nutné zohlednit cely ejakulat. Své opodstatnéni ma tedy
i semennad tekutina, kterd tvori jednu cast ejakulatu, druhou slozkou jsou spermie.
Plasticita sloZeni ejakulatu je ovlivnéna socidlni skladbou spolecenstva (Ramm a kol.,
2015). Chemicky obsah této tekutiny je komplex, ktery obsahuje celou fadu latek
s Sirokou Skalou plsobeni (Simmons, 2001). Nékteré tyto vlastnosti semenné tekutiny
se soustfedi pfimo na spermie, v€etné uUcinku na jejich preziti, pravdépodobnost
oplodnéni a transport spermii (Eberhard a Cordero, 1995). Samci jsou schopni
pfizpGsobit chemické sloZeni své semenné tekutiny v reakci na kompetici spermii
(Simmons a Fitzpatrick, 2012). Dale je znamo, Ze latky v semenné tekutiné ovliviuji
dalezité fyziologické a behavioralni odezvy u samic (Eberhard, 1996; Simmons, 2001).
SloZzeni ejakuldtu mUZe mit tedy vliv nejen na paternitu konkurencnich samcu, ale
stejné i tak na plodnost samic (Gillot, 2003).

Ackoliv slozeni semenné tekutiny bylo u ryb zkoumano pomérné zevrubné (napf.
Alavi a kol., 2004a), existuji pouze dvé studie, ktera se zaméruji na to, jestli semenna
tekutina muzZe ovlivnit vlastnosti spermii, které jsou v kompetici. Jedna ze studii byla
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provedena u hlavace chutné, u kterého se vyskytuji samci alternativni reprodukéni
taktiky. Bylo zjiSténo, Ze Uspésnost spermii dominantnich samc( je negativné ovlivnéna
semennou tekutinou subdominantnich samcli, zatimco spermie subdominantnich
samcU maji naopak lepsi vysledky v pfitomnosti semenné tekutiny dominantnich
samcuU. Interakce spermii a semenné tekutiny v ejakuldtech konkurujicich samcf, ktefi
investuji do obou slozek, mohou tedy mit vliv na Uspéch oplodnéni v reakci na riziko
kompetice spermii (Locatello a kol., 2013).

Vysledky studie u sivena alpského (Salvelinus alpinus) dokladaji, Ze pfitomnost
vlastni semenné tekutiny samce pfi kompetici spermii nemusi mit pouze pozitivni vliv,
ale i negativni. Pokud jsou totiz aktivovany spermie sivena alpského ve vlastni semenné
tekutiné, dochazi k velkému inhibi¢énimu ucéinku pocatecni aktivace spermii, kdy je
pocatecni pohyblivost u sivenl silny prediktor Uspésného oplozeni pri kompetici

spermii (Rudolfsen a kol., 2015).

2.4.3 Dalsi faktory ovliviiujici kompetici spermii

Na kompetici spermii mize mit vliv mnoho dalSich faktor(. Svou roli pfi kompetici
spermii mlze hrat také vzdalenost spermatu od jiker. Samec, ktery ejakuluje nejblize
k samici, davd svym spermiim jistou vyhodu v boji o oplodnéni jiker (Knapp a Neff,
2008). Vliv vzdalenosti samce od samice u ryb byl demonstrovan napt. Hutchingsem
a kol. (1999) u tresky obecné (Gadus morhua) a Blanchfieldem a kol. (2003) u sivena
amerického (S. fontinalis). Do vzdalenosti spermii od jiker muizZe zasdhnout rychlost
vody a vodni turbulence, kterd je zplisobena okolim ¢i samostatnym tfenim. Jejich
vlivem miZe dojit k rozptyleni spermatu a jiker ve vodé. Tim se uUrovenn kompetice
spermii a pravdépodobnost UspéSného oplozeni jiker sniZuje (Petersen a Warner,
1998).

Dllezité pro kompetici spermii je také samotné nacasovani ejakulace
kvUli koordinaci s jikrami, kdy je podstatné, aby se jikry stfetly se spermiemi v danou
dobu. Pokud samec vypusti sperma dfive, spermie se muizou ve vodé difundovat
a jejich koncentrace bude nizsi (Levitan, 1998; Peterson a Warner, 1998) nebo pohyb
spermii se zastavi dfive, nez samice naklade jikry, ¢i spermie uUplné zahynou. Pokud
dojde k opa¢nému pfipadu, kdy samec vypusti ejakulat pfilis pozdé, jikry mohou byt
oplodnény uz jinym samcem (Hoysak a kol., 2004).
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Dale muZe uspésnost pfi kompetici spermii zdviset i na stari ryby. Napftiklad
u zivorodky duhové starSi samci produkuji delsi a pomalejsi spermie. Tedy
pravdépodobnost oplodnéni spermiemi starSiho samce je pfi kompetici spermii
snizena. Navic pfi oplodnéni spermatem starSich samcl, klesa fitness samice

a geneticka kvalita potomk( (Gasparini a kol., 2010).

2.4.4 Alternativni reprodukéni taktiky samct

Studium kompetice spermii u ryb je také usnadnéno rozsirenym vyskytem samcich
alternativnich reprodukénich taktik (Taborsky, 1994), coz jsou rozdily v chovani jedinc,
kdy se samci uvnitf druhu ¢i populace snazi maximalizovat svij reprodukéni Uspéch
béhem pareni ¢i oplodnovani jiker druhd s vnéjSim oplozenim (Taborsky, 2008).
Alternativni samdi taktiky se vytvorily v disledku zvyseného rizika kompetice spermii
(Flannery a kol., 2013; Lewis, 2015). Nejvétsi variabilitu v alternativnich reprodukénich
taktikach vykazuji pravé ryby (Taborsky, 2008), coz mlze byt spojeno s tim, Ze se tyto
taktiky vyvinuly pravdépodobné v dasledku jejich vnéjsiho oplozeni (Taborsky, 1994).

U ryb je nejznaméjsi komplex guarder a sneaker (Taborsky, 1994; Taborsky, 2008).
Samci mohou byt bud' teritorialni (guarder), ktefi jsou dominantni a brani aktivné sva
uzemi. Tito samci béhem tfeni uvolnuji mensi pocet spermii (Peterson a Warner, 1998;
Taborky, 1998). Riziko kompetice pfichdzi od alternativnich reprodukcnich taktik
neteritoridlnich samc( (sneaker), ktefi nemaji Zadné predpoklady k obrané a hajeni
teritoria Ci lakani samicek. Neteritoridlni samci jsou na rozdil od teritoridlnich mali,
pro samice neatraktivni, rychleji dospivaji a jejich produkce spermii je vyssi (Vladic¢
a kol., 2002). Tito subdominantni samci se tfou nepozorované v blizkosti teritorialnich
samcuU a v blizkosti samic a snaZi se tak oplodnit jikry (Vladi¢ a kol., 2002). Nevyhodné
postaveni subdominantnich samcl pfi konkurenci samcich spermii muze byt
kompenzovano kvalitnéjSim spermatem, které maji hlavné mladsi a mensi jedinci
(Taborsky, 1998, Evans a kol., 2003, Rudolfsen a kol., 2006). Tato situace je znama
napf. u slunecnice velkoploutvé (Lepomis macrochirus; Andersson, 1994). U spermii
neteritoridlnich samcU této ryby byla zpozorovdna az o 50 % vyssi intracelularni zasoba
ATP. Ta je pravé moznym dlivodem, proc jsou jejich spermie rychlejsi (Burness a kol.,

2004). Tyto alternativni reprodukéni taktiky samcl se vyskytuji také u lososa
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atlantského (Taborsky, 1994; Vladi¢ a kol., 2002). U néj ale rozdily Zivotnosti u spermii
dominantnich a nedominantnich samcl nebyly pfimo potvrzeny (Vladi¢ a kol., 2002).

Dals$im prikladem adaptace za uUcelem snizeni rizika kompetice spermii samc( ci
Uplnému vyhnuti se kompetice spermii, mudzou byt reprodukcni taktiky cichlid
(Lamprologus callipterus) z jezera Tanganika, které se tfou do prazdnych ulit
sladkovodnich plza (Neothauma tanganyicense). Velci samci se u nich shromazduji
a brani je, a i presto drobni samci téhoz ¢i jiného druhu do nich mohou béhem treni
vniknout a nepozorované tak oplodnit jikry uvnitt (Sato a kol., 2004; Wirtz-Ocana
a kol., 2013).

S dalsim reprodukéni strategii jako odpovédi na kompetici spermii se mizeme
setkat u polyandrijnich samic cichlidek mramorovanych (Julidochromis transcriptus),
které jsou schopny kontroly otcovstvi. Samice vyuzivaji pfirodni faktory k umisténi své
snGsky v oblastech, které k nim umoznuji maximalni pfistup vice samcl. Timto se
zvysSuje Siteni otcovstvi mezi dominantnimi a subdominatnimi samci (Kohda a kol.,
2009).

Dalsi alternativu, jak kompetici spermii predejit, lze pozorovat u horavky duhové
(Rhodeus sericeus). Samci aktivné navadéji samice ke sladkovodnim mlzdm (Unionidae,
Margaritiferidae), které pak kladou jikry do jejich Zaberni dutiny. Vedou je k mlzam,
kde nejsou jini samci nebo kde jesté nebylo vypusténo sperma jiného samce (Smith

a kol., 2002).

2.5 Skryta volba samic

Samice mohou ovlivnit, s kterym ze samcll zplodi potomstvo nejen pred kopulaci,
ale i po kopulaci (Birkhead, 1998). Skryta volba samic neboli selekce spermii je moznost
samic ovlivnit oplozeni jiker manipulaci spermiemi riznych samct (Birkhead, 1998;
Birkhead a Pizzari, 2002). Samice jsou schopny uptfednostnit spermie jednoho samce
pred jinymi, a tak ziskat napt. lepsi geny pro dals$i generaci. U samic dochazi k selekci
na urcité fenotypové znaky spermii a to muize poskytnout vyhodu nékterému ze samc(
pfi kompetici spermii (Thornhill, 1983). Timto zplsobem jsou samice schopny
kontrolovat otcovstvi a maji tak mozZnost si aktivné vybirat spermie preferovanych
samcu (Birkhead, 1998). Skrytd volba samic muze tedy zlepsit kvalitu potomstva a mit
za nasledek samotnou polyandrii (Reinhold, 2002; Simmons, 2005). Skryta samci volba
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tedy podporuje mezipohlavni konflikty a ma tak vliv morfologické, fyziologické
a behaviordlni adaptace vevoluénim procesu (Birkhead a Pizzari, 2002).
Diky mezipohlavnim konfliktim dochdzi k inter-sexudlni koevoluci a selekci na rizné
samidi ¢ samé&i znaky (Miller a Pitnick, 2002). Sifeni sexudlné vybranych vlastnosti
u jednoho pohlavi vyvolava odpovéd druhého pohlavi, kterd vede ke zvyseni inter-
sexualni specializace (Birkhead a Pizzari, 2002; Székely a kol., 2010). Diky této koevoluci
mezi obéma pohlavimi muize vdlsledku dojit k reprodukéni izolaci, divergenci
populace, a nakonec i speciaci (Birkhead a Pizzari, 2002). Samice zvySuji
pravdépodobnost oplodnéni svych jiker samcem na ukor jiného samce rlznymi
zpUsoby (Eberhard, 1996). Princip skryté volby samic nebyl doposud dobre
prostudovdn, presto byla identifikovdana tada fyziologickych a biochemickych
mechanismU u ZivoCichl s vnitinim oplozenim (Birkhead 2000; Birkhead a Pizzari,
2002). U druh( s vnéjsim oplozenim mohou samice kontrolovat pocet jiker, které
vypusti v pfitomnosti rdznych samcl (Reyer a kol., 1999), anebo samotné jikry mohou
rozliSovat mezi spermiemi biochemickymi mechanismy (Zeh a Zeh, 1997).

Se selekci spermii u ryb se miZeme setkat napriklad u tichomorského lososa cavyca
(Oncorhynchus tschavytscha). Spermie od rdznych samcld maiji signifikantné odlisné
reakce pfisetkani s ovarialnimi tekutinami rlznych samic, kdy je ovlivnéna jejich
Zivotnost, motilita, rychlost a naptimeni trajektorie smérem k jikfe. Samice tak
upfednostiuji samce s kompatibilnimi genotypy bez ohledu na jejich fenotyp. Selekce
spermii je tedy fizena genetickou kompaktibilitou mezi partnery (Rosengrave a kol.,
2008). Navic skrytd volba samic zvySuje u tohoto druhu lososa nejen UspéSnost
oplozeni, ale i embryonalni preziti. Po stanoveni genetické kvality samcu
multilokusovou metodou mikrosatelitnich marker( bylo zjisténo, Ze preZiti embryi je
spojeno pravé se skrytou volbou samic vice kvalitnich samct, kdy ukazatelem kvality
samcuU byla vyssi genetickd heterozygozita (Rosengrave a kol., 2016).

Jak je obecné znamo, spermie jsou obvykle pohyblivé pouze kratkou dobu.
U koljusky ttiostné (Gasterosteus aculeatus) bylo zjisténo, Ze ovaridlni tekutina ma
vyrazny vliv na Zivotnost spermii. Spermie, které byly aktivovany pomoci média
obsahujiciho 25 % ovaridlni tekutiny, mély vyrazné prodlouzenou dobu pohyblivosti
(Elofsson a kol., 2003). Podobny experiment byl proveden u sivena alpského, kdy bylo

zjisténo, Ze ovarialni tekutina ma signifikantni vliv na pohyblivost, rychlost, Zivotnost
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a trajektorii spermii. VSechny tyto proménné se zvySovaly se zvySujici se koncentraci
ovaridlni tekutiny. Za zvySeny pohyb spermii v ovaridlni tekutiné je c¢dastecné
zodpovédné jeji kationtové slozZeni, které se mezi samice v ramci jednoho druhu muze
lisit. SloZeni a koncentrace ovaridlni tekutiny tak mlze potencialné ovlivnit Uspésnost
oplozeni a vysledek kompetice spermii (Turner a Montgomerie, 2002).

Pfi mezidruhovém kfizeni byl sledovdn pomér oplodnéni jiker konspecifickym
a heterospecifickym spermatem lososa atlantského a pstruha obecného (S. trutta;
Yeates a kol., 2013). Bylo zjisténo, Ze i kdyZz je mezi obéma druhy vzdjemnd
interfertilita, spermie jsou intenzivné pfitahovany konspecifickou ovaridlni tekutinou
a tudiz byl pozorovéan vyrazné nizsi podil heterospecifického oplodnéni u sledovanych
druhl. Vysledky dokazuji, ze ovariadlni tekutina efektivnéji pfitahuje konspecifické
spermie smérem k mikropyle. To se pravdépodobné déje diky rychle se vyvijejicim
specifickym proteinim, které jsou schopny rozpoznavat gamety mezi blizce pfibuznymi
druhy. A tak je diky této chemotaxi podporovana reprodukéni izolace na Urovni gamet
(Yeates a kol., 2013).

Je tedy zndmo, Ze existuji interakce mezi ovarialni tekutinou a spermiemi souvisejici
se skrytou volbou samic a kompetici spermii. K témto vzajemnym ovlivihiovanim patfi
napfiklad sloZzeni ovarialni tekutiny, které mize byt mechanismem skryté samici volby.
Samiéi ovarialni tekutina obsahuje kationty jako je Mg?* a Na*. Tyto kationty miiZzou mit
vliv na spermie a to tak, Ze mohou zvySovat jejich pohyblivost a Zivotnost (Linhart
a kol., 2002). Nicméné interakce ovaridlni tekutiny se spermiemi nebyly doposud
hloubé&ji prozkoumany. Casto je obtizné rozlisit, zdali je samé& Uspéch oplodnéni
zpUsoben skrytou volbou samic ¢i spiSe kompetici spermii (Birkhead, 1998) a tyto dva

fenomény nelze zcela oddélit (Coyne a Orr, 2004).

2.6 Gamety chrupavcitych ryb

2.6.1 Zakladni aspekty spermii chrupavcitych ryb v porovnani s kostnatymi rybami
Tvar a stavba pohlavnich bunék samcl ryb zavisi na pfislusnosti k taxonomické
skupiné a zplsobu oplozeni (Alavi a kol., 2008). Spermie kostnatych ryb (Teleostei)
a chrupavcitych ryb (Chondrostei) maji jednoduchou strukturu. U kostnatych ryb
hovofime o tzv. aqua spermii (Jamieson, 1991). Hlavicka spermie je kulovita, stredni

¢ast biciku je velmi redukovana scentriolou a obsahuje 1 — 2 modifikované
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mitochondrie, nasleduje zfetelné ukonceny bicik bez lateralniho lemu (PSenicka a kol.,
2006). Nepfitomnost akrozomu nahrazuje jeden otvor ve vajeCnych obalech jikry -
mikropyle (Ginsburg, 1968).

Spermie chrupavcitych ryb se od kostnatych liSi ve vice parametrech. Hlavicka
spermie chrupavditych ryb je protahld a nékolikandasobné vétsi nez u kostnatych ryb.
Typickym znakem u chrupavcitych ryb je akrozom s posterolateralnimi vybézky a
jadrem, ktery obsahuje akrosomalni enzymy napomahajici prliniku spermie do jikry
(PSenicka a kol., 2011a). Stredni ¢ast obsahuje 2 — 9 mitochondrii. Bic¢ik je zretelné
ukoncen a ma viditelny lateralni lem (PSenicka a kol., 2007).

Pohybovy aparat spermii obou skupin ryb je charakterizovdn dvéma centralnimi
mikrotubuly obklopenymi deviti dublety postrannich mikrotubul( nazyvanych axon
(Cosson, 1996). Energie pro pohyb spermii je vyuzivana ve formé ATP z glykolytickych
a oxidacnich reakci. Spermie vétsSiny sladkovodnich kostnatych ryb se po kopulaci
vyznacuji kratkou periodou pohybu, ktera trva méné nez 2 min, kdezto u chrupavcitych
ryb pohyb trvad nékolik minut az desitky minut (Billard a kol., 1995; Cosson, 2010; Alavi
a kol.,, 2012). Motilita spermii je kontrolovdna slozenim semenné tekutiny
a osmotickym tlakem a to hlavné u kostnatych ryb (Linhart a kol., 1991).
U chrupavditych ryb je pohyblivost kontrolovana osmotickym tlakem pouze z ¢asti.
Druhou c¢ast tvori iontovym efekt (Linhart a kol., 1995; Billard a kol., 1999; Alavi

a Cosson, 2006).

2.6.2 Jikry chrupavcitych ryb

Jikry jeseterovitych ryb jsou kulovitého nebo elipsovitého tvaru (Detlaff a kol.,
1993), jsou lepkavé a velikost neoplozenych jiker je variabilni v zavislosti na druhu.
Naptiklad u jesetera malého maji ovulované jikry velikost 1,8 — 2,8 mm (Hochleithner
a Gesner, 1999) a u jesetera sibifského je v rozmezi 2,4 — 4,9 mm (Billard a Lecointre,
2001). Jikry jeseterovitych ryb jsou chranény silnym obalem (chorionem) s desitkami
mikropyldrnich otvor( na animalnim pdlu. Tento obal jikry je sloZzen z 3 hlavnich vrstev
- nejsvrchnéjsi alveolarni vrstva s rosolovitou lepivou vrstvou, zona radiata externa
a zona radiata interna. V pfipadé neoplozené jikry jsou tésné pod obalem kortikdlni

alveoly, které v pribéhu aktivace vodou bobtnaji. Dale se zde nachdazeji mitochondrie
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a pigmentové, lipidové a Zloutkové granule (Detlaff a kol., 1993; PsSenicka a kol.,
2011b).

Pomoci mikropylarnich otvor spermie pronikaji do jikry. Jikry chrupavcitych ryb
maji nékolik takovychto otvor( (Ginsburg, 1959) na rozdil od jiker kostnatych ryb, které
maji pouze jeden (Kudo, 1991). Pocet mikropyli je u jeseter( variabilni, jak v ramci
jedince, tak i druhu (Dettlaff a kol., 1993). lJikry jesetera malého maji 5 — 13 mikropyli
(Dettlaff a kol., 1993), u jesetera sibifského 3 — 16 (Debus a kol., 2008) a u jesetera
ruského se mizeme setkat dokonce i s 52 mikropylemi (Dettlaff a kol., 1993). Vyssi
pocet mikropyli mlze poskytovat spermii vyhodu snadnéjsiho nalezeni vstupu do jikry.
Nicméné se tim zvysuje riziko polyspermatického oplozeni, které je pro embryo letalni

¢i mGze ovlivnit ploidii vzniklého embrya (PSenicka a kol., 2008a).
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3. Material a metodika

Vtomto experimentu byla sledovdana kompetice spermii a tendence spermii
prednostné oplodnit konspecifické jikry pti mezidruhové hybridizaci jesetera sibifského
a jesetera malého.

Prvotné byly vybrany vhodné ryby k vytéru. Nasledné byl proveden umély vytér, kde
byly kfizeny samice a samci jesetera sibifského a jesetera malého podle navrzeného
experimentalniho designu. Celkem bylo vytvofeno 5 experimentalnich skupin
a 4 kontrolni skupiny. Byla zjisStovana oplozenost a lihnivost ryb v kazdé ze skupin
a nasledovné byla provedena detailni analyza rodiCovstvi potomstva z jednotlivych

experimentalnich skupin pomoci molekularnich markerd.

3.1. Experimentalni ¢ast

3.1.1 Pavod a stafFi generacnich ryb

Pro experiment byly pouzity generacni ryby pochdzejici z uzavieného chovu
pokusného zatizeni Genetického rybarského centra FROV JU ve Vodrianech.

U samic byla zjiSténa zralost jiker pomoci biopsie. Ryby vhodné k reprodukci byly
pred planovanym vytérem umistény do predem pripravenych bazén( v rybi lihni. Bylo
pouzito celkem dvandct ryb - tfi od kazdého druhu a pohlavi.

V nasledujicich tabulkach (tab. 1. a 2.) jsou uvedeny zakladni charakteristiky

jednotlivych ryb pouZitych pro experiment.

Tab. 1. Zakladni udaje o samcich pouzitych k reprodukeci.

Samci Vék Hmotnost (kg) Délka téla (cm)
J. sibifsky Sm1 11 5,50 103
J. sibifsky Sma 9 4,48 98
J. sibifsky Sms 11 5,50 99
J. maly Mm1 6 0,91 57
J. maly M, 6 1,08 59
J. maly Mms 11 1,30 60
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Tab. 2. Zakladni udaje o samicich pouZitych k reprodukci.

Samice Vék Hmotnost (kg) Délka téla (cm)
J. sibif'sky Se 19 7,80 112
J. sibifsky Sr, 9 5,50 105
J. sibifsky St 9 6,00 106
J. maly Mg 11 1,25 60
J. maly Mg 11 1,42 62
J. maly Mg 11 2,04 72

3.1.2 Priprava ryb na vytér, teplotni a hormonalni stimulace

Pfed planovanym vytérem byly ryby teplotné stimulovany v nadrzich o objemu 5 m3
umisténych v lihni, kde byla voda z recirkula¢niho systému vytemperovédna na 15 °C.
Tato teplota byla udrZovana po dobu 7 dnd a poté byla provedena hormonalni
stimulace. Ryby nebyly po dobu teplotni stimulace krmeny.

Pfed hormonalni stimulaci byl pouzit hiebickovy olej jako anestézie v mnoZstvi
0,07 ml.I"Y. Pro samotnou hypofyzaci byla pouZita kapfi hypofyza aplikovana ve formé
intramuskularni injekce suspenze ve fyziologickém roztoku do htbetni svaloviny. Tato
suspenze byla samctim podadvdna v davce 4 mg.kg?! Zivé hmotnosti ryby 36 hodin
pred planovanym vytérem. U samic byla pouZita stejnd suspenze ve dvou davkach.
Prvni davka byla aplikovdna v mnoZstvi 0,5 mg.kg™? Zivé hmotnosti ryby 42 hodin
pfed planovanym vytérem a druhd davka po 12 hodinach a to v mnoiZstvi 4,5 mg.kg*

Zivé hmotnosti ryby.

3.1.3 Vytér ryb

Samotny vytér byl proveden dle metodické priruc¢ky Gela a kol. (2008). Samc(im bylo
odebrano sperma z urogenitdlni papily pomoci kanyly o prliméru 5 mm pti souc¢asné
lehké masazi brisni krajiny do plastovych nddob pro kultivaci bunék o objemu 100 ml.
Tyto nadobky se spermatem byly uloZeny pro kratkodobé uchovani na led o teploté 0 —
4 °C v termoboxu. Poté byla v laboratofi zjiSténa motilita a koncentrace spermii.

Ovulované jikry byly odebrany po mikrochirurgickém nafiznuti vejcovod( dle Stécha
a kol. (1999) a naslednym vytérem pomoci bfisni masaze do suchych misek. Jikry byly
kratkodobé uchovany pfi teploté 16°C ve vlastni ovaridlni tekuting, jejiz prebytek byl

ihned po vytéru slit.
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Béhem vytéru byl od kazdé z rodi¢ovskych ryb odebran vzorek tkdné z prsni ploutve

pro molekularni analyzy. VSech 12 vzorku bylo ulozeno v 96% etanolu.

3.1.4 Oplozeni, aktivace pohlavnich produktti a odlepkovani

3.1.4.1 Urcovani motility a koncentrace spermii

Pro uréeni mnoizstvi spermii, které bylo pouZito pro oplozeni, byla nejdtive
stanovena mikroskopicky motilita a koncentrace spermii.

Pohyblivost spermii byla uréena tak, Ze byl vzorek spermatu nejdfive nafedén 1 : 50
destilovanou vodou, ¢imZ bylo sperma aktivovdano. Do nafedéného spermatu byl
pridan 0,1% pufr BSA (hovézi sérovy albumin), aby se tak zabranilo pfilepeni spermii
k mikroskopickému sklicku. Motilita spermii byla sledovdna dle Rodiny a kol. (2004)
pomoci mikroskopu Olympus BX 41.

Koncentrace spermii byla mérena v Blirkerové komlrce na Birkerové
hemocytometru a mikroskopu Olympus BX 41 pfi zvétSeni 200x. Pfed stanovenim
koncentrace bylo sperma naredéno 100x v imobiliza¢nim roztoku (10mM Tris, pH 8,5
a 100 mM sachardza). Koncentrace spermii byla vypoctena tak, jak uvadi Caille a kol.
(2006), kde pocet spermii byl spocten v 16 Ctvercich a vypocten dle nasledujiciho

vzorce:

1 1
10° X v X v X [Z(n xN)]
W+, V;+V,

kde: a=sténa ¢tverce (mm?)
b = hloubka ¢tverce (mm)
N = pocet ¢tverct
n = pocet spermii na ¢tverec
V1 = objem spermatu (mm?3)
V, = objem fyziologického roztoku s formaldehydem (mm?3)
V3 = celkové mnoistvi predfedéného spermatu (mm3)

V4 = objem pfidaného imobilizaéniho roztoku (mm?)
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Koncentrace spermii byla vyjadiena jako 10° ml! spermii ve spermatu.

3.1.4.2 Mnoistvi spermii a jiker pouzité pro oplozeni

Na zdakladé ziskanych udaji o pohyblivosti a koncentraci byl objem spermatu
od kazdého samce stanoven tak, aby se dosahlo poméru 6,67 x 10* pohyblivych
spermii na jednu jikru. Pfi pouZiti 3 samcl daného druhu to ve vysledku &inilo 2 x 10°
pohyblivych spermii na jednu jikru od kazdého druhu. Objemy spermii pro oplozeni od

kazdého samce (Vsp;) byly vypocteny dle nasledujiciho vzorce:

()

Vipy = 7———
b (Cmi X Mmi)

kde: spz,=celkovy poéet pohyblivych spermii jednoho druhu na jikru = 2 x 10°
O: = celkovy pocet jiker ve skupiné = 3 x 103 (ks)
m; = pocet samcl daného druhu = 3 (ks)
Cmi = koncentrace spermii samce

Mnmi = pohyblivost spermii samce

Pro oplozeni bylo pouzito vzdy celkem 3 000 jiker v kazdé experimentalni i kontrolni
skupiné. Pokud probihalo oplozeni ve skupiné, kde byly jikry pouze od jednoho druhu,
bylo pouzito vidy 1000 jiker od kazdé samice daného druhu. Pokud se jednalo
o skupinu se dvéma druhy, kde byly pouzity jikry jak od jesetera malého, tak

i od jesetera sibifského, bylo pouzito od kazdé samice 500 jiker.

3.1.5 Aktivace pohlavnich produktd a odlepkovani

Stanoveny pocet jiker od danych samic byl smichan dle experimentalni skupiny
adan do plastovych misek. Jikry od kazdé skupiny byly osemenény odpovidajicim
spermatem od pfislusnych samcu (obr. 1.). Tésné pred smisenim s jikrami bylo sperma
nafedéno vodou (15 °C). Stykem spermii s vodou doslo k jejich aktivaci. Objem vody
pro fedéni byl vypocten tak, aby vysledna koncentrace spermii pfi oplozeni cinila

3,75 x 10 ml.
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Obr. 1. Znazornéni vytvorenych experimentalnich a kontrolnich skupin.

O jikry od vSech tfech samic jesetera sibifského
®

o

O jikry od vSech tfech samic jesetera malého
e

= sperma od viech tfech samcu jesetera sibifského

Cog-_ sperma od vSech tfech samcll jesetera malého

Po smichdni spermii svodou ajikrami byla tato smés promichdvana po dobu
3 minut rukou. Nasledné byla pfidana suspenze jilu slouzici k odstranéni lepivosti jiker,
kterd byla po 20 vtefinach michani slita. Dale ndsledovalo promyvani jiker vodou
s malym mnoZstvim odlepkovaci suspenze a to 3x po sobé, aby byly odstranény
prebytecné spermie a bylo zabranéno polyspermii (Gela a kol., 2008). Pro dostatecné
odstranéni lepivosti jiker byl pouzit 0,1% tanin (kyselina tfislovd) po dobu 60 sekund.
Poté byla opét pridana suspenze jilu a smés byla umisténa na elektronickou trfepacku
pfi otackach 200 rpm. Po 45 minutach odlepkovavani jilem byly jikry promyty vodu,
aby byl odstranén vSechen zbyly jil.
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3.1.6 Inkubace jiker a stanoveni oplozenosti

Promyté jikry po odlepkovani byly premistény do inkubaénich Kannengieterovych
lahvi, které byly umistény v odchovnych kolibkach o rozmérech 24 x 34, 5 x 107 cm
o provoznim objemu 0,08 m3. Pritok byl nastaven tak, aby doslo k vyméné 30 — 40 %
objemu vody v lahvich za minutu (Conte, 1988), ¢imzZ bylo zajiSténo, Ze nedochazelo
k odplavovani jiker ven z lahvi nebo toho, Ze se jikry neusazovaly na jejich dné. Teplota
vody byla po dobu inkubace udrZovana na 15 °C a byla sterilizovdana UV lampou, aby
bylo zamezeno vyskytu plisfovych onemocnéni. Obsah kysliku ve vodé se pohyboval
okolo 9 mg.I"* 0.

Pro stanoveni oplozenosti bylo po 6 hodindch od oplozeni odebrdno nahodné
100 oplozenych jiker od kazdé skupiny a to celkem 3x. Jikry v této dobé jsou ve stadiu
4 — 8 bunék, coz odpovidd druhému a tretimu ryhovani, kdy je doba pro kontrolu
oplozenosti nejvhodnéjsi (Dettlaff a kol., 1993). Oplozenost byla stanovena
podle ryhovani animalniho pélu. U oplozenych jiker se animalni pdl ryhuje symetricky.
Pokud vsak dojde k nesymetrickému ryhovani animalniho pdlu, ¢i k ryhovani vibec
nedochazi, jikra je neoplozena. Ze zaznamenaného poctu oplozenych a neoplozenych
jiker byla vypoctena procentudlni oplozenost u jednotlivych experimentdlnich

a kontrolnich skupin.

3.1.7 Kuleni, urcéovani lihnivost, a vzorkovani

Masivni kuleni embryi nastalo pfiblizné 7. den od oplozeni. V tomto obdobi byla
zvySena vymeéna vody v systému, aby se voda organicky nezatéZovala rozpadajicimi se
obaly jiker a nedochazelo tak ke sniZovani kysliku ve vodé a ndaslednym Uhynim
inkubovanych jiker i embryi (Gela a kol., 2012).

Hodnota lihnivosti pro kazdou skupinu byla stanovena jako podil vylihlych larev
z celkového poctu jiker pouzitych v dané skupiné a byla vyjadrena procentudlné. Larvy
byly pocitany individudlné po vykuleni.

Pro ndasledné molekularni analyzy bylo pfi pocitani larev z kazdé experimentalni
skupiny odebrdno ndhodné 96 jedincl. Pro kazdou kontrolni skupinu bylo odebrano 24

larev. VSechny vzorky byly uloZzeny v 96% etanolu a uchovany v lednici pfi 4 °C.
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3.2 Molekularni analyzy

Molekularni analyzy byly pouzity pro urceni rodi¢ovstvi u jedinct z experimentalnich
skupin. Po rutinni izolaci DNA byla pouZita polymerazovd retézovd reakce (PCR),
fragmentacni analyza mikrosetelitnich markerd a nasledné byly vyhodnoceny genotypy
pomoci softwaru. U experimentalnich skupin, kde byly pouZity jikry obou druh, bylo
dale vyuZito analyzy kontrolni oblasti mitochondridalni DNA pro stanoveni plvodu
jedincd po materidlni linii. U rodicovskych jedincl bylo nejprve testovano 14
mikrosatelnich markert. Na zakladé urovné polymorfismu mikrosatelitd mezi rodici
bylo pro urcovani rodiovstvi vybrano 6 markerd - AciG 35 (Bork a kol., 2008), AfuG
135 (Welsh a kol., 2003), Aox 45 (King a kol., 2001), Spl 101, Spl 163 a Spl 173
(McQuown a kol., 2002). Z kazdé experimentdlni skupiny bylo analyzovano 96 ndhodné
vybranych jedincd a jejich genotypy byly porovnany se ziskanymi genotypy

rodicovskych ryb.

3.2.1 Izolace DNA

Genomova DNA byla izolovdana ztkani pomoci kitu NucleoSpin® Tissue
dle ptilozeného navodu (Macherey-Nagel, 2012). Vzorky pro izolaci DNA byly
pripraveny do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml tak, Ze u larev bylo pomoci ndzek
od jedince odstfihnuto kousek téla Ci byli jedinci pouZiti celi dle velikosti, aby mél
vzorek cca 25 mg. U vzorkl rodicl (z odebranych casti prsnich ploutvi pfi vytéru) byl
vidy odstfihnut kousek odpovidajici téZze hmotnosti. Tkan byla vidy rozstfihana
na mensi kousky (prolepsi rozpousténi) a bylo pfidano 200 ul lyzaéniho pufru
k rozpusténi membran bunék a denaturaci bilkovin a 20 pl proteindzy pro rozstépeni
protein( a histon(l. Po dobu 3 — 4 hodiny byla tato smés zahfivana pfi teploté 56°C
na termobloku pfi otdckach 450 rpm. Béhem lyze byly vzorky 2 — 3x promichany
na vortexu nebo protiepany v ruce. Poté byl pridan dalsi lyzacni pufr (200 ul) a vzorky
byly zahtivany pfi 70 °C a 600 rpm. Po 10 minutach bylo pfidano ke vzorkim 210 ul
96% etanolu k vysrazeni detergentd a ostatnich sloZzek lyza¢niho roztoku, proteinu, soli
a dalSich nedistot a vzorky byly protfepany v ruce. Bunéény lyzat kazdého vzorku byl
pfenesen na izola¢ni kolonku, jejiz soucasti je silikdtovda membrana. Kolonky byly
predem umistény do 2,0ml sbérnych zkumavek. Poté byly vzorky sto¢eny na centrifuze
opét po dobu 1 minuty a 11 000 rpm. Po odstranéni filtrath ze sbérnych zkumavek
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byly kolonky umistény zpét. Nasledovalo promyti kolonek s DNA vazanou na silikat
promyvacimi pufry (400 a 500 pl), kdy po kazdém promyti byly vzorky opét stoceny
a filtraty vylity. Poté byly kolonky vysuSeny v centrifuze pti 11 000 rpm, v ¢ase 2 minut
a nasledné preneseny do novych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Pro uvolnéni DNA
z kolonek bylo pouzito 50 ul eluéniho pufru, ktery byl pfedem predehraty na 70 °C,
a vzorky byly stoc¢eny pfi 11 000 rpm po dobu 1,5 minut. Vzorky s izolovanou DNA byly

uchovavany v lednici pfi 4 °C.

3.2.2 Gelova elektroforéza

Kvalita extrahované DNA byla kontrolovdna pomoci gelové elektroforézy. Byl pouzit
1% agardzovy gel - 0,5 g agardzy a 50 ml TBE pufru (Tris-borat-EDTA). Agardza s pufrem
se nechala prejit varem. Po zchladnuti bylo do gelu pfiddno pro vizualizaci DNA
fragmentG 5 pl barviva GoldView (Guangzhou Geneshun Biotech Ltd., Cina). Gel byl
nalit do formy a byl do néj vloZzen hieben. Po ztuhnuti gelu bylo do vzniklych jamek
nanaseno vzdy 5 pl vzorku DNA s 2 ul vkladaci pufr Loading Dye (TaKaRa Bio Inc.,
Japonsko). Elektroforéza byla nastavena na napéti 100 V a 50 minut. Po ubéhnuti

elektroforézy byly vzorky zkontrolovany pod UV zarenim o vinové délce 300 nm.

3.2.3 PCR amplifikace DNA

Pro fragmentacni analyzu mikrosatelitli bylo zapotiebi amplifikovat Zadouci Usek
DNA pomoci PCR. PCR reakce byla pro kazdy lokus provedena zvlast.

Byla vytvorena reakéni smés vidy pro prislusny pocet vzork(. SloZeni reakéni smési

je v tabulce 3. Celd pfiprava probihala na ledu v termoboxu.

Tab. 3. SloZeni a objem reakéni smési pro PCR reakci na jeden vzorek.

PR AT Mnozstvi
na 1 vzorek (ul)
Master mix 5
PFimy primer 0,03
Zpétny primer 0,3
Univerzalni fluorescencné znaceny primer 0,3
Deionizovana voda 2,87
Vzorek DNA 1,5
Celkem 10
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Do reakéni smési byl pfidan PP Master Mix (TopBio, Ceska republika) obsahujici 150
mM Tris-HCI, 40 mM (NH4),S0a, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM
dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Tag DNA polymerazy, stabilizatory
a aditiva. Ddle byla pfidana voda a 3 primery — pfimy, zpétny a univerzdlni
fluorescencné znaceny primer. Pfimy primer obsahoval sekvenci na 5° konci, ktera
odpovidala sekvenci univerzdlniho primeru, jenz byl pouzit pro dany lokus (Schuelke,
2000). Vsechny reagenty pro pfislusny pocet vzorkd byly smichany do jedné
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a promichany na vortexu. Objem PCR reakéni smési
byl rozdélen po 10 ul do PCR desticky, poté byl pfidan pfislusny vzorek templatové
DNA (1,5 ul) a desticka byla uzaviena vi¢ky. Nasledné byly vzorky v desticce
promichany na vortexu a pred vlozenim do termocykleru byly sto¢eny na odstiedivce.
V termocykleru byl spustén program pro ,Touchdown PCR“ (tab. 4.). Po skonceni
programu byly PCR produkty vyjmuty z termocycleru a opét zkontrolovany pomoci

elektroforézy (viz kapitola 3.2.2)

Tab. 4. PCR protokol pro amplifikaci DNA.

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykld

Uvodni denaturace 94 180

Denaturace 94 30

Nasedani 63 — 54 (-1 / cyklus) 45 10
Elongace 72 45

Denaturace 95 30

Nasedani 53 45 20
Elongace 72 45

Finalni elongace 72 600

3.2.4 Analyza mitochondridlni DNA (mtDNA)

U rodicovskych samic a také u jednotlivcl ze skupin A, B, a C, kde byly pouZity jikry
od obou druht, byla provedena analyza mtDNA. Pro PCR reakci byly pouZity
jizizolované vzorky DNA. Pro amplifikaci 620 bp kontrolni oblasti mtDNA byl pouzit
standardni protokol pro PCR (tab. 5., Mugue a kol., 2008).
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Tab. 5. PCR protokol pro amplifikaci mitochondrialni DNA.

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklG
Uvodni denaturace 95 120
Denaturace 95 60
Nasedani 53 60 5
Elongace 72 60
Denaturace 95 30
Nasedani 53 45 30
Elongace 72 60
Finalni elongace 72 720

PCR produkty byly purifikovany s pouzitim kitu NucleoSpin® Extrakt Il (Macherey-
Nagel, Némecko), kdy byl do nich nejdfive pridan vazebny pufr NTI (50 pl). Poté byly
vzorky pfeneseny na kolonky a centrifugovany pfi 11 000 rpm po dobu 30 sekund.
Membrany byly promyty pomoci NT3 pufru (500 ul) a vysuseny v centrifuze pfi 11 000
rpm béhem 2 minut a nasledné preneseny do novych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml.
Ke kazdému vzorku bylo ptfidano 30 ul NE pufru a poté byly kolonky centrifugovany.

Nasledovala kontrola PCR produktl na 1,5% gelové elektroforéze pfi 100 V a 50
min. Poté byly vzorky preneseny na platicko a odeslany na sekvenaci do spolecnosti

Macrogen Europe Inc. v Nizozemi.

3.2.5 Fragmentacni analyza mikrosatelt a jejich vyhodnocovani
Nejdfive bylo nutné PCR produkty zfedit kvali rozdilné intenzité jejich amplifikace,

tak, aby se dosahlo vyrovnanych hodnot koncentrace amplifikovanych fragment

(tab. 6.).

34



Tab. 6. Multiplexy pro fragmentacni analyzu s ndzvy mikrosatelitnich lokus(, univerzalni

primery s pouzitymi fluorofory a mnozstvi deionizované vody pro zfedéni PCR produkt(

Univerzalni fluorescenc¢né

LIl [.?'r(.'f Nazev mikrosatelitniho znaceny primer Objem deionizované
fragmentacni - o v
, markeru Univerzalni Pouzity vody (ul)
analyzu .
primer flourofor
Spl 163 M13R 40
Spl Spl 101 Hillyer 40
Spl 173 CAG 20
AfuG 135 M13R 20
AAA Aox 45 CAG 10
AciG 35 M13R 10

Po naredéni byla dle prislusného poctu vzork( pfipravena smés deionizovaného
formamidu (HIDI) o objemu 10 pl na vzorek a velikostniho standardu LIZ 600 o objemu
0,5 ul na vzorek. Tato smés byla promichdana a odmérena do specidlniho platicka
do sekvendtoru. Poté byly ptidany PCR produkty o objemu 0,5 ul a to dle daného
multiplexu.

Takto pripravené vzorky byly prikryty félii, promichany na vortexu, kratce stoCeny
avloZzeny do termocykleru na 5 minut pfi 95 °C. Po denaturaci byly vzorky rychle
schlazeny na ledu po dobu 5 minut. Nasledné byly vloZzeny do automatického
kapilarniho sekvenatoru ABI 3500 (Applied Biosystems, TM), kde byla provedena

fragmentacni analyza.

3.2.6 Zpracovani vysledka

Zpracovani vysledk(l fragmentacni analyzy a urceni genotypl bylo provedeno
pomoci softwaru GeneMapper 5.0 (Applied Biosystems, TM).

Byly uréeny genotypy vsech rodicovskych jedincd na lokusech AciG 35, AfuG 135,
Aox 45, Spl 101, Spl 163 a Spl 173. Pro kontrolu sprdvného urcovani rodi¢ovskych
genotypl bylo vyuZito analyzy dédi¢nosti alel mezi rodi¢i a potomky v kontrolnich
skupinach. Na zakladé ziskanych udaja bylo standardizovano skérovani alel.

Po urceni genotypl rodict byly skérovany alely vSech analyzovanych potomkui
zkazdé experimentdlni skupiny na vSech analyzovanych lokusech. Velikosti

jednotlivych alel byly zapisovany do tabulky Microsoft Excel 2010 (Microsoft, 2010)
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ana zakladé ziskanych genotypld bylo provedeno urceni rodi¢ovstvi u kazdého
z jedincu.

U skupin, kde byly pouzity jikry od obou druhi, byla dodate¢né analyzovéna
kontrolni oblast mtDNA. Ziskané nukleotidové sekvence kontrolni oblasti byly
zpracovany v programu Geneious 6.1.8 (http://www.geneious.com, Kearse a kol.,
2012). Ziskané haplotypy analyzovaného potomstva byly porovnany s haplotypy
rodi¢ovskych samic, a tak byl uréen jejich pivod potomstva po maternalni linii. To
vyrazné usnadnilo uréeni rodi¢ovstvi u jedincl z experimentalni skupiny C a pfispélo

k urceni maternalniho ptvodu u skupin A a B.
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4. Vysledky

4.1 Koncentrace spermii a jejich pohyblivost

Koncentrace spermii a procento pohyblivych spermii se v ramci druhu vzajemné
liSily. PFi pfimém pozorovani nefedéného spermatu pomoci mikroskopie v tmavém poli
bylo zjiSténo, Ze vétSina spermii jesetera malého a jesetera sibifského nevykazovala
zadnou pohyblivost. Bicik byl rovny a mirné se chvél. Po nasledném zfedéni spermatu
destilovanou vodou se pohyblivost spermii zvysSila na42 — 98 % u jesetera malého
ana 82 -91 % u jesetera sibirského.

Koncentrace pohyblivych spermii se u jesetera malého pohybovala vrozmezi
1,61 +0,05 x 10° mlt —3,35 + 0,07 x 10° ml! a u jesetera sibifského v rozmezi
1,03+0,05 x 10° mlt —1,94 + 0,03 x 10° ml?'. Jednotlivé hodnoty koncentrace

a pohyblivosti spermii vSech samcul jsou uvedeny v tabulce 7.

Tab. 7. Hodnoty koncentrace spermii a pohyblivosti spermii od kazdého samce.

Samci Koncentrace spermii (10° ml?) Pohyblivost spermii (%)
J. sibifsky Sm1 1,03 + 0,05 89 + 3,30
J. sibifsky Sma 1,94+ 0,03 82 +2,82
J. sibifsky Sms 1,30+ 0,05 91 + 4,50
J. maly Mm1 2,11 +0,03 49 + 3,55
J. maly Mp,, 3,35+ 0,07 42 + 4,65
J. maly Mms 1,61 +0,05 98 +1,25

4.2 Pocet jiker
Mnozstvi jiker odebranych od samic jesetera malého se pohybovalo v rozmezi 92 —
110 ks na 1 g a u jesetera sibifského 37 — 73 ks jiker na 1 g. Pocty jiker v 1 g od kazdé

samice jsou uvedeny v tabulce 8.
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Tab. 8. Pocet jiker od kazdé samice.

Samice Pocet jiker ks.g?
J. sibif'sky Sx 37 +1,67
J. sibirsky Sp 52 +2,06
J. sibitsky Sis 73+2,14
J. maly Mg 110+ 2,48
J. maly My, 111 + 3,70
J. maly Mg 92 + 3,52

4.3 Oplozenost a lihnivost

Oplozenost se v experimentalnich skupindch pohybovala mezi 65,7 — 75,3 %
a v kontrolnich skupinach mezi 65,3 — 73,7 %. Lihnivost z Kannengiterovych lahvi byla
vrozmezi 37,1 — 45,4 % v experimentdlnich skupinach a 36,4 — 49,5 % v kontrolnich
skupinach. Hodnoty oplozenosti a lihnivosti ve vSech experimentalnich a kontrolnich

skupinach zndzoriuje graf 1a a 1b.

a 100 - HE Oplozenost| | b 100 - @ Oplozenost
O Lihnivost 80 - O Lihnivost
8 8 60 -
= 50 - =
8 B 40 -
[a a
20 A
0 - 0 -
A B C D E F G Ar. Ab.
Experimentalni skupiny Kontrolni skupiny

Graf 1: Hodnoty oplozenosti a lihnivosti a) v experimentalnich skupinach; b) v kontrolnich

skupinach.

4.4 Zastoupeni Cistokrevného a hybridniho potomstva v jednotlivych
experimentalnich skupinach
Ve skupiné A a B byly jikry jesetera malého a jesetera sibifského smichany
dohromady a osemenény bud spermatem jesetera malého (skupina A), anebo
spermatem jesetera sibifského (skupina B). Vysledné potomstvo v obou skupinach
obsahovalo témér stejny pomér hybridnich a istokrevnych jedinct (tab. 9.). V pfipadé
skupiny A, kde byly jikry obou druh(i osemenény spermatem jesetera malého, bylo
Cistokrevnych potomkl 52,6 % a hybridnich potomk( 47,4 %. Ve skupiné B, kdy byly
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opét jikry obou druhli osemenény tentokrat spermatem jesetera sibifského, bylo
identifikovano 47,9 % Cistokrevnych potomk( a 52,1 % hybridniho potomstva.

Ve skupiné C byly smichény jak jikry, tak i sperma obou dvou druhd. Cistokrevného
potomstva bylo celkem 48,4 %, pficemz 38,9 % potomstva tvofril jeseter maly a 9,5 %
jeseter sibirsky. Na 51,6% hybridniho potomstva se podilel hybrid jesetera malého
a jesetera sibifského (A. ruthenus Q x A. baerii 3') 2 11,6 % a hybrid jesetera sibifského
a jesetera malého (A. baerii @ x A. ruthenus 3) ze 40 % (tab. 9.).

Vysledky ze skupiny D a E, kde byly osemenovany jikry bud’ jesetera sibifského,
anebo jesetera malého smésnym spermatem obou druhl jeseterd, jsou zndzornény
v tabulce 9. Z vysledk( u skupiny D, kde byly osemenovany jikry jesetera sibirského
smésnym spermatem obou druh(, vyplyva, Ze Cistokrevnych potomkd bylo 18,1 %
a zbyvajicich 81,9 % bylo hybridd. Ve skupiné E byly osemenény smésnym spermatem
jikry jesetera malého. Vysledné potomstvo bylo slozeno ze 75,8 % Ccistokrevnych

jedincl a zbylych 24,2 % tvofrili hybridni jedinci.

Tab. 9. Pocty Ccistokrevného a hybridniho potomstva u jednotlivych experimentalnich

a kontrolnich skupin.

Potomstvo Celkem
Skupina M x M SxS M xS Sx M N analyzovaonych
vzorku
_ A 50 - - 45 1 96
c
‘© B - 46 50 - - 96
3
= C 37 9 11 38 1 96
T X
8"l D - 17 - 77 2 96
[N N]
E 69 - 22 - 5 96
F - - - 24 - 24
s 2l G - - 24 - - 24
5 a
S 2| Ar 24 : - - . 24
~
A.b - 24 - - - 24

Pozn.: M x M = Cisty druh — jeseter maly (A. ruthenus), S x S = Cisty druh — jeseter sibifsky (A. baerii),
M xS = hybrid jesetera malého a jesetera sibifského (A. ruthenus Q@ x A. baerii &), S x M = hybrid
jesetera sibiFského a jesetera malého (A. baerii Q x A. ruthenus &), N = neidentifikovani jedinci.

4.5 Pfifazeni materstvi a otcovstvi
Ve skupinach A, B a C byly osemeniovany smisené jikry jesetera malého a jesetera
sibifského, a to bud spermatem kazdého druhu zvlast (skupiny A a B), anebo smésnym
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spermatem obou druhl (skupina C). Celkové mnozstvi potomstva zplozeného
samicemi jesetera malého a jesetera sibifského znazornuje tabulka 10. Na celkovém
poctu potomkd z téchto skupin se ze 48,25 % podilel jeseter sibifsky a z 51,75 % jeseter
maly. Zvysledk( je patrné, Ze jikry zadného z druhl nevykazovaly schopnost
,pritahovat” konspecifické spermie, tedy spermie stejného druhu a ovlivnit

tak vysledny pomér Cistokrevného a hybridniho potomstva.

Tab. 10. Pfifazené matefstvi — vysledny pocet potomk( jesetera malého (A. ruthenus) a
jesetera sibirského (A. baerii) ve skupinach, kde byly smiseny jikry obou druh(. Pro nazornost

jsou uvedeny i hodnoty pro skupiny s nesmisenymi jikrami.

bruh Smisené jikry (A, B, C) Nesmisené jikry (D, E)
Pocet | % Pocet | %
J. sibifsky 138 48,25 94 50,81
J. maly 148 51,75 91 49,19

V pripadech, kdy bylo pouzZito smésné sperma jesetera malého a jesetera sibifského
a spermie tak byly v kompetici (skupiny C, D a E), bylo celkem 78,93 % potomstva

zplozeno jeseterem malym a 21,07 % potomstva jeseterem sibifskym (tab. 11.).

Tab. 11. Pfifazené otcovstvi — vysledny pocet potomkd, kdy byly spermie v kompetici (smésné
sperma obou druhll). Pro nazornost jsou uvedeny i hodnoty pro skupiny, kde spermie

v kompetici nebyly.

bruh Smésné sperma (skupiny C, D, E) Nesmisené sperma (skupiny A, B)
Pocet | % Pocet | %
J. sibirsky 59 21,07 96 50,26
J. maly 221 78,93 95 49,74

4.6 Celkovy reprodukéni tspéch analyzovanych druht

Graf 2a a 2b zndzornuje celkovy reprodukéni Uspéch jesetera sibifského a jesetera
malého v jednotlivych skupinach. Z grafu 2a, kdy byly smiseny jikry samic (skupiny A, B,
C), je patrné, Ze samice obou druhl jeseterli se navysledném potomstvu podilely
témér stejnou mérou a vykazovaly tedy shodny reprodukéni dspéch. Graf 2b zobrazuje

experimentalni skupiny, kdy osemenovani jiker probihalo smésnym spermatem obou
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druhl (skupiny C, D a E). Vtomto pfipadé byl ve vSech skupinach, kde byly spermie
v kompetici, vyrazné Uspésnéjsi jeseter maly, kdy se hodnoty potomstva zplozeného
timto jeseterem pohybovaly mezi 75,8 — 81,9 %, dokonce i tehdy, kde byly pfitomny
pouze heterokonspecifické jikry jesetera sibifského (skupina D). To jasné ukazuje
na vyssi oplozeni schopnost spermii jesetera malého v porovndni s jeseterem

sibifskym, a to bez ohledu na druhovy puvod jiker.

a b
100 + 0J. maly 100 -+ 0OJ. maly
@J. sibifsky @ J. sibifsky
50 + 50 -
0 - 0 -
A B C C D E
Experimentalni skupiny Experimentalni skupiny

Graf 2: Procentudlni reprodukéni Uspéch jesetera sibifského (A. baerii) a jesetera malého
(A. ruthenus) v experimentalnich skupinach a) kde byly smiseny jikry; b) kde bylo smiseno

sperma.
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5. Diskuze

Kompetici spermii a skryté volbé samic nebyla u jeseterovitych ryb prozatim
vénovana pozornost, jako tomu bylo doposud u jinych rybich druht (napt. Vladic¢ a kol.,
2002; Fitzpatrick a kol., 2009; Yeates a kol., 2013 a dalsi). Tyto post-kopulacéni bariéry
byly studovany hlavné mezi rybami téhoz druhu, prestoZze mezidruhova hybridizace
neni uryb vzacnym jevem (Campton, 1987; Scribner a kol.,, 2001). Navic jesetefi
mohou tvofit hybridy snadnéji nez jiné ryby (Birstein a kol., 1997). A pravé kompetice
spermii spole¢né se skrytou volbou samic patfi mezi vyznamné reprodukéni bariéry,
které neptirozené mezidruhové hybridizaci zabranuji (Coyne a Orr, 2004).

Zvolené druhy jeseterq, tedy jeseter maly a jeseter sibirsky, byly vybrany s ohledem
na zdokumentovany vyskyt jejich hybrid( ve volné pfirodé (Ludwig a kol., 2009) a ddle
s ohledem na jejich genetickou i fylogeografickou vzdalenost (Peng a kol., 2007; Krieger
a kol., 2008) a v neposledni fadé také s ohledem na jejich rozdilné ploidni Urovné
(Havelka a kol., 2011).

Geograficky vyskyt jesetera malého a jesetera sibirského je dilezitou pre-kopulacni
reprodukéni bariérou branici hybridizaci mezi témito druhy. Jeseter sibifsky pochazi
plvodem z Asie, zatimco jeseter maly je evropskym druhem (Bemis a Kynard, 1997).
Tyto dva druhy se pfirozené spole¢né nevyskytuji, a proto neni jejich hybridizace
v prirodé bézna.

S plvodnim vyskytem téchto druh( jeseterl souvisi i jejich autekologie, kdy se
jejich preference pfirozenych podminek pro reprodukci a embryondlni vyvoj lisi.
Jeseter maly se vytira od dubna aZ do cervna pfi teploté vody 12 — 17 °C na zatopené
plochy se stérkovym dnem (Billard a Lecointre, 2001). Zatimco vytér jesetera sibifského
probihd v pfirozenych podminkach predevsim od zacatku ¢ervna do konce Cervence pfi
teplotdch 9 — 18 °C, kdy optimum pro reprodukci je mezi 11 — 16 °C. Vytér probiha
v hlavnim proudu na kamenné ¢i Stérkové dno (Ruban a Bin Zhu, 2010; Billard
a Lecointre, 2001). Embryondlni vyvoj jesetera sibifského probiha mezi 8 — 22 °C
(Gisbert a Williot, 2002), kdy se optimalni teploty pohybuji mezi 11,7 — 14,9 °C
(Nikolskaya a Sytina, 1974) a minidlni teplota pro vyvoj embrya je 4°C (Ruban, 2005).

evvs

embrya je 12 °C (Ruban, 2005). Presto odliSnosti v reprodukénich dobach, mistech
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vytéru ¢i teplotach vytéru a embryondlniho vyvoje netvofi pro jesetera malého
a jesetera sibifského vyraznou prekazku v simultdnni reprodukci a tudiz vzajemné
hybridizaci (Ludwig a kol., 2009). Jeseter sibifsky je v soucasnosti preferovanym
akvakulturnim druhem pro svoji odolnost, dobrou konverzi krmiva a relativné rychly
rast (Bronzi a kol., 2011). Do volnych vod se pravdépodobné dostava pfi povodnich
nebo pfi jiném nezadoucim uUniku z chovl (Maury-Brachet a kol., 2008).

V pfipadé, Ze dojde k prekondni pre-kopula¢nich reprodukénich bariér, mohou
jako prevence hybridizace jesetera malého a jesetera sibifského slouzit post-kopulaéni
reprodukéni bariéry bréanici splynuti jejich gamet, tedy kompetice spermii a skrytd
volba samic.

Na uspésnosti spermii pfi kompetici participuje jejich kvalita (Smith, 2012), na které
se podili nékolik slozek, mezi které patti hlavné pohyblivost (Cosson a kol., 1991; Alavi
a kol., 2004b). Spermie jeseter(, tak jako kostnatych ryb, jsou v semenné tekutiné
¢i v pohlavnich vyvodech inaktivni (Gallis a kol., 1991; Cosson a kol., 2000). K aktivaci
pohybu dochazi az ve vodnim prostfedi ¢i aktivaénim médiu. Pohyb spermii je
ovliviiovan biochemickym slozenim semenné plazmy a osmolalitou, kdy zalezi
na koncentracich rGznych iontli, osmotickém tlaku, pH, teploté a poméru naredéni
ve vodnim prostredi ¢i aktivacnim médiu (Alavi a Cosson, 2006).

PFi posuzovani pohyblivosti spermii u jednotlivych samcd v tomto experimentu bylo
zjisténo, Ze motilita spermii se pohybovala v rozmezi 42 — 98 %. Hodnoty pohyblivosti
spermii samcl jesetera sibifského nebyly pfilis odliSné a vSechny se pohybovaly
pozorovany (Tsvetkova a kol., 1996). U dvou samcu jesetera malého byly hodnoty
pohyblivosti spermii pod 50 %, cozZ bylo v souladu s vysledky motility spermii jesetera
malého, které byly pozorovany Sieczynskim a kol., (2012). Rozdily v hodnotach
pohyblivosti spermii nemély vtomto experimentu vliv na reprodukéni Uspéch
jednotlivych druh, jelikoZ se objem spermatu pouzitého k oplozeni upravoval tak,
aby bylo dosazeno stejného poctu pohyblivych spermii od kazdého samce na jednu
jikru (viz nize).

Dalsim sledovanym parametrem, ktery by mohl ovlivnit kompetici spermii, byla
koncentrace spermii v jednotlivych ejakuldtech. Vysledné koncentrace spermii samc(

se liSily mezi druhy i v rdmci druhu. Pozorované rozdily v koncentraci spermii byly
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pravdépodobné dlsledkem zvysené produkce semenné tekutiny. Spermie tak mohou
byt nafedény a tim se jejich koncentrace v ejakuldtu snizuje (Shaliutina a kol., 2012).
Dal$im vysvétlenim ve zménach koncentrace spermii mize byt citlivost na hormonalni
oSetfeni generacCnich ryb pfi umélém vytéru ¢i ekologické podminky a biologické
vlastnosti generacnich ryb (Linhart a kol., 2000). S vy$si koncentraci spermii se
zpravidla zvySuje reprodukéni Uspéch daného samce (Martin a kol., 1974). Proto byl
u vech samcll upraven objem spermatu tak, aby bylo dosaZeno 6,67 x 10* pohyblivych
spermii od kazdého samce na jednu jikru. To zajistilo, Ze byl pro oplozeni pouZit stejny
pocet pohyblivych spermii od kazdého samce, a tak méli vSichni samci shodnou
moznost reprodukéniho Uspéchu.

Reprodukéni ukazatele v experimentalnich i kontrolnich skupindch dosahovaly
podobnych hodnot. Malé rozdily v hodnotach oplozenosti v ramci kontrolnich skupin
prokazaly shodnou oplozeni schopnost spermii jednotlivych druhtd. Hodnoty
oplozenosti v kontrolnich skupinach také vypovidaji o vyrovnané kvalité jiker a jejich
shodné afinité k oplozeni. Navic hodnoty oplozenosti u kontrolnich skupin F a G,
v kterych bylo vytvoreno hybridni potomstvo, nepotvrdily existenci bariér, které by
zabranovaly vzajemnému splynuti gamet sledovanych druhd a tudiZ jejich mezidruhové
hybridizaci. Zjisténé hodnoty lihnivosti v kontrolnich skupinach F a G v porovnani
s kontrolnimi skupinami A.r. a A.b. dokazuji, Ze po oplodnéni nedochazelo k vyraznému
post-zygotickému umrti hybridnich jedinc(i, a tak pravdépodobné neexistuji zadné
post-zygotické reprodukéni bariéry, které by sniZzovaly Zivotaschopnost téchto hybrid(
béhem embryonalni periody.

U hybridniho potomstva je vSak castéjsi neplodnost neZ neZivotaschopnost
(Howard, 1999; Coyne a Orr, 2004). Predpoklad sterility potomstva vzniklého
mezidruhovou hybridizaci jesetera malého a jesetera sibifského vychazi z rozdilné
ploidie téchto druhl (Hochleitner, 2004; Chebanov a Galich, 2011). Jeseter maly ma
~ 120 chromozom (Rab, 1986) a je funkéné diploidni (Havelka a kol., 2013), kdeZto
jeseter sibifsky ma v jadre svych bunék ~ 240 — 270 chromozom (Vasil’ev a kol., 1980)
a je funkéné tetraploidni (Havelka a kol., 2013). Vzhledem krozdilnému poctu
chromozom( a rozdilné ploidni Urovni by méli byt jejich hybridi neplodni, jelikoz
se jejich chromozomy nemohou spravné parovat béhem zygotenni profaze |

meiotického déleni a nedochazi tak k normalnimu vyvoji gamet (Piferrer a kol., 2009).
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Byl vsak zdokumentovan pfipad, kdy byl kfizen jeseter maly s vyzou malou (H.
dauricus). Vyza mala ma 240 — 270 chromozom( (Vasil'ev a kol., 2010) a je funkéné
tetraploidni (Ludwig a kol., 2001), tedy podobné jako jeseter sibifsky. Samci hybrida
téchto dvou druht byli ¢astecné plodni a produkovali pocetné potomstvo pfi zpétném
kfizeni se samicemi jesetera malého a vyzy malé (Vasil'ev a kol., 2014). U hybridnich
potomk(l jesetera malého a jesetera sibifského jsou samice sterilni, ale u samcl se
muze projevit subfertilita (Poduska, 2004). Proto by v pfirodé mohlo potencidlné dojit
ke zpétnému krizeni s rodi¢ovskymi druhy. To mze mit za nasledek dalsi negativni
introgresi nepdvodnich genli do ohroZenych populaci jesetera malého. Ztohoto
divodu muzZe byt skrytd volba samic dllezitym faktorem pfi interakci gamet obou
druhd.

Ve skupindch A a B byly smisené jikry jesetera malého a jesetera sibifského
osemenovany spermatem kazdého druhu zvlast. Bylo zjisténo, Ze jikry byly oplozeny
konspecifickym a heterospecifickym spermatem témér bez rozdilu, prestoze zpravidla
byvad uprednostiiované konspecifické sperma (Howard, 1999). V pripadé pfirazovani
materstvi (ve skupinach A, B, C), kde byly jikry smiseny, se ukazalo, Ze celkovy
reprodukéni Uspéch samic obou druht byl témér shodny. Tyto vysledky demonstruji, Ze
jikry Zadného z druhl nemély schopnost pritahovat konspecifické spermie a tim
ovlivnit vysledny podil Cistokrevnych jedinclG. Nebylo tedy prokazano, ze by u jiker
a spermii studovanych druhl existovala pozitivni chemotaxe, a jikry by tudiz
pfitahovaly spermie téhoz druhu. Skrytd volba samic tak pravdépodobné
nepredstavuje mezi témito druhy reprodukéni izolacni bariéru na Urovni gamet tak,
jako je tomu u lososa atlantského a pstruha obecného (Yeates a kol., 2013).

Spermie jesetera malého a jesetera sibifského ve skupinach D a E, kde byla absence
volby samic, oplodnily konspecifické a heterospecifické jikry se znacnym rozdilem.
Po pfifazeni otcovstvi u skupin, kde byly spermie v kompetici, bylo zjiSténo, Ze
na vysledném potomstvu se z vétsi ¢asti podilel jeseter maly a to ze 78,93 %. V pfipadé
kompetice spermii nebylo prokazano, Zze by spermie oplodriovaly konspecifické jikry
s vyraznou prevahou.

O vysledku kompetice spermii a tedy otcovstvi jednotlivych embryi rozhoduje
mnoho faktorl (Petersen a Warner, 1998). Jak uZz bylo feceno, ve znacné mire

se natom podili i kvalita spermii v ejakulatech (Smith, 2012). Vzhledem k tomu, Ze
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objem spermatu byl upraven tak, aby kompetice spermii nebyla ovlivnéna jejich
motilitou a koncentraci, mohla se teoreticky na rozdilném reprodukénim udspéchu
jesetera malého podilet rychlost spermii, kterd byla dfive uzndna jako hlavni faktor
urcujici uspésnost oplozeni (Cosson a kol., 1991). | kdyZ v tomto experimentu nebyla
rychlost spermii jesetera malého a jesetera sibifrského méfena, rychlost spermii téchto
dvou druht se signifikantné liSi. Dle dostupnych udajl v literatufe dosahuji spermie
jesetera sibirského vyssi rychlosti nez spermie jesetera malého (PSenicka a kol., 2008b)
a to konkrétné 210 pm.s? vs. 180 um.s! (Shaliutina a kol., 2013, 2015). Jeseter sibifsky
se ve skupindch, kde byla kompetice spermii, podilel na vysledném potomstvu pouze
221,07 %. Proto lze wvyloudit, Ze by rychlost méla vliv na Uspéch oplodnéni
pfi kompetici spermii téchto dvou druhi jeseterld. Obdobné nebyl prokazan pozitivni
vliv rychlosti spermii na jejich uspesnost v kompetici u pstruha duhového (0. mykiss;
Lahnsteiner a kol., 1998) a kapra obecného (Cyprinus carpio; Linhart a kol., 2005;
Kaspar akol., 2007). Naopak pozitivni vliv rychlosti spermii na jejich UspésSnost
pfi kompetici byl pozorovan u lososa atlantského (Gage a kol., 2004) ¢i Zivorodky
duhové (Boschetto a kol., 2011). Podobné jako u polygamnich cichlid (Fitzpatrick a kol.,
2009) by vyssi rychlost spermii jesetera sibifrského mohla mit souvislost s délkou jeho
spermii, kdy tento druh jesetera ma delsi spermie nezZ jeseter maly (PSenicka a kol.,
2008b).

| pfesto, Ze spermie jesetera malého maji potencidlné nizsi pravdépodobnost se
dostat k jikfe dfive nez spermie jesetera sibifského a oplodnit ji, byl pfi kompetici
i heterospecifickych jiker. Tento fakt by mohla vysvétlovat morfologie a struktura
gamet obou druhu jeseter(.

Zralé jikry jeseterl maji nékolik mikropyli pobliz animalniho pdlu, které
perforuji povrch chorionu. Mikropyldrni otvory jsou kdénusového tvaru zuZujici
se do mikropylarniho kanalku (Siddique a kol., 2014) a v Urovni vrstvy zona radiata
interna tvori rozsirujici se ampuli, kterd je vyplnénd cytoplazmou (Ginsburg, 1959).
Pramér vnéjsiho otvoru mikropyle se u jeseterll pohybuje mezi 10 — 20 um (Debus a
kol., 2008). Vnitini primér otvoru mikropylarniho kandlku je uzsi a u jesetera malého
se pohybuje vrozmezi 2,5 — 3,0 um, u jesetera sibifského ma tento otvor 5 um

(Vorob'eva a Markov, 1999).
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Velikost nejsirSi ¢asti hlavicky spermie jesetera malého a jesetera sibifského se
signifikantné lisi, kdy u jesetera malého je pridmér této casti hlavicky 0,85 + 0,08 um
a u jesetera sibifského 1,14 * 0,18 um (PSenicka a kol., 2008b). To, Ze je hlavicka
spermie jesetera malého mensi, mize umoznit snadné;jsi proniknuti spermie do jikry
skrze mikropylarni otvor. Tak muize byt poskytnuta spermiim jesetera malého vyhoda
k rychlejSimu oplozeni jikry, i pfesto, zZe jsou pomalejsi na rozdil od vétsich a rychlejsich
spermii jesetera sibirského.

Z vysledk( této prace vyplyva, Ze na urovni jiker pravdépodobné neexistuji post-
kopulaéni reprodukéni bariéry brénici mezidruhové hybridizaci jesetera malého
a jesetera sibirského. Spermie jesetera malého vykazovaly vyssi reprodukéni Uspéch
pfi kompetici se spermiemi jesetera sibifského. Toto by bylo moiné do jisté miry
chapat jako post-kopulacni reprodukéni bariéru zplsobenou rozdilnou velikosti spermii
obou druht v dlsledku jejich rozdilnych ploidii. Spermie diploidnich druh( jesetert
jsou zpravidla mensi v porovnani se spermiemi tetraploidnich druhi vlivem rozdilného
obsahu DNA (PSenic¢ka a kol.,, 2008b). Na vytérovych mistech volnych vod spolu
prekvapivé Castéji koexistuji druhy jeseter( s rozdilnou ploidii, nez druhy se shodnou
ploidii (Vasil'ev a kol., 2014) a jejich vzajemné hybridizaci zpravidla brani vice ¢i méné
rozvinuté pre-kopulacni a post-kopulacni bariéry. Nicméné pokud budeme pre-
zygotické post-kopulacni reprodukéni bariéry chapat jako mechanizmy branici splynuti
geneticky nekompatibilnich gamet (Birkhead a Pizzari, 2002), zjistény vyssi reprodukéni
Uspéch spermii jesetera malého nelze povaZovat za tento typ bariéry, protozZe jesetera
malého nepredurcuje k vysSimu reprodukénimu Uspéchu pouze s konspecifickymi
samicemi. Toto zjiSténi zaroven poukazuje na fakt, Ze nékteré faktory a vlastnosti
spermii, které jim poskytuji vyhodu pfi vnitrodruhové kompetici, nemusi vidy platit
pfi kompetici mezidruhové. Vysvétlenim, pro¢ mezi studovanymi druhy neexistuje
zadnd gametickd izolace, mlzZe spocivat v tom, Ze se tyto dva druhy jeseteru
v pfirozenych podminkach spole¢né nevyskytuji a jejich vyvoj probihal zcela
alopatricky. Z tohoto divodu u nich nedoslo k vyvoji post-kopula¢nich reprodukénich
bariér, které by mezidruhové hybridizaci zabranily (Edelaar a kol., 2008). Reprodukéni
bariéry vznikaji béhem evoluce v dlsledku mezipohlavnich kontaktl u druh(, které

spolu dlouhodobé koexistuji (Birkhead a Pizzari, 2002).
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V budoucnu by bylo vhodné realizovat obdobnou studii mezi druhy jeseterq, ktefi se
vyskytuji spolu na stejnych lokalitach. To by umoznilo porovnat, zdali se mezi nimi
béhem sympatrické evoluce vyvinuly post-kopulaéni reprodukéni bariéry na drovni

gamet.
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6. Zavér

Tento experiment byl zaméfen na mezidruhovou kompetici spermii jesetera malého
a jesetera sibifského, kdy byla pozorovana tendence prednostné oplodnit
konspecifické gamety. Po provedeni detailni analyzy rodiCovstvi bylo zjisténo,
bez ohledu na druhovy puvod jiker. Naopak jikry studovanych druhl nevykazovaly
tendenci uprednostiiovat konspecifické spermie.

Za predpokladu uniku jesetera sibifského do volnych vod by hybridizace jesetera
malého a jesetera sibifského mohla vzhledem k Zivotnosti hybridd mit znacny vliv
na Cisté druhy ve volnych voddach. Vétsi hrozbu pfi simultanni reprodukci obou druhd
mohou pravdépodobné predstavovat samice jesetera sibifského, jelikoz jejich
reprodukéni UspesSnost byla shodna se samicemi jesetera malého. Samci jesetera
malého vykazovali urcéitou reprodukéni vyhodu v porovnani se samci jesetera
sibifského, avsak tuto vyhodu nelze chapat jako pre-zygotickou post-kopulaéni
reprodukéni bariéru, protoZze samce jesetera malého nepredurcuje k vysSimu
reprodukénimu Uspéchu pouze s konspecifickymi samicemi. Ze ziskanych vysledk( tedy
vyplyva, Ze pravdépodobné neexistuji Zadné post-kopulaéni reprodukéni bariéry
na urovni gamet, které by zabranily mezidruhové hybridizaci jesetera malého a

jesetera sibirského.
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8. Abstrakt

Jeseterovité ryby (fad Acipenseriformes) vykazuji znac¢nou ndachylnost
k mezidruhové hybridizaci. Vlivem antropogennich zasah( v povodi fek mlze dochazet
k prekryti doby a mista jejich prirozeného vytéru. Razné druhy jeseterl se pak snadnéji
zapojuji do spolecné reprodukce, ¢imz se zvySuje pravdépodobnost setkani
heterospecifickych gamet. V takovychto pripadech mohou pro prevenci nepfirozené
mezidruhové hybridizace hrat vyznamnou roli prezygotické post-kopulaéni reprodukéni
bariéry zahrnujici kompetici spermii a skrytou volbu samic. Cilem této prace bylo
objasnit ulohu kompetice spermii a skryté volby samic pfi mezidruhové hybridizaci
jesetera malého (Acipenser ruthenus) a jesetera sibifrského (Acipenser baerii).
U vytvorenych skupin byly sledovany hlavni reprodukéni ukazatele (oplozenost,
lihnivost), které se mezi experimentdlnimi a kontrolnimi skupinami vyrazné nalisily.
Nasledovné byla u vzniklého potomstva provedena detailni analyza rodi¢ovstvi pomoci
mikrosatelitnich a mitochondrialnich DNA markerd. Po pfifazeni otcovstvi bylo
nez spermie jesetera sibifského, a to bez ohledu na druhovy ptvod oplozovanych jiker.
Celkovy reprodukéni uspéch samcl jesetera malého byl 78,9 % a jesetera sibifského
21,1 %. Naopak, pokud nebyly spermie v kompetici, vykazovaly oba druhy shodny
reprodukéni Uspéch, a to jak pfi opozeni konspecifickych, tak i heterospecifickych jiker.
V ptipadé, kdy byly jikry obou studovanych druh(i smichany a osemenény spermatem
kazdého druhu zvlast, se ukazalo, Ze jikry Zadného ze studovanych druhl nemély
tendenci pfitahovat konspecifické spermie. Pravdépodobné tak neexistuji Zadné post-
kopulacni reprodukéni bariéry na udrovni gamet, které by mezidruhé hybridizaci

jesetera malého a jesetera sibifského zabrariovaly.

Klicova slova: jeseter sibifsky, jeseter maly, mezidruhova hybridizace, skryta volba

samic, postkopulacéni sexualni vybér
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9. Abstract

Sturgeon species (order Acipenseriformes) are prone for interspecific hybridization.
Anthropogenic activities in river basins influence sturgeon reproduction by destruction
of their natural spawning grounds. Consequently, spawning areas, as well as the time
of spawning of sturgeon species overlap and different sturgeon species reproduce
concurrently. This increases the probability of meeting of heterospecific gametes and
pre-zygotic postcopulatory reproductive barriers, comprising of sperm competition
and cryptic female choice, may play an important role in preventing undesirable
interspecific hybridization. The goal of this study was to evaluate the role
of interspecific sperm competition and cryptic female choice during interspecific
hybridization of sterlet (Acipenser ruthenus) and Siberian sturgeon (Acipenser baerii).
Reproductive characteristics (fertilization rate and hatching rate) were described
in each of experimental and control groups showing similar values for competitive and
non-competitive trials. Parentage assignment was performed in hatched larvae using
combination of mitochondrial DNA and microsatellite DNA markers. Obtained results
revealed higher fertilization success of sterlet spermatozoa, when these competed
for fertilization with spermatozoa of Siberian sturgeon. Total reproductive success
of starlet spermatozoa was 78.9 % and Siberian sturgeon 21.1 %. Contrary, when
spermatozoa did not compete for fertilization, males of analysed species showed equal
fertilization success. In the trials, where eggs of both studied species were mixed and
fertilized by sperm from each species separately, eggs of any species did not show
a tendency to bias fertilization by spermatozoa of conspecific males. Probably, there
are no pre-zygotic postcopulatory reproductive barriers that prevent interspecific

hybridization of sterlet and Siberian sturgeon at the gametic level.

Keywords: Acipenser baerii, Acipenser ruthenus, interspecific hybridization, cryptic
female choice, postcopulatory sexual selection
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