Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budgjovicich
Fakulta rybafstvi a ochrany vod

Vyzkumny ustav rybatsky a hydrobiologicky

Bakalarska prace

Ovéreni technologie hromadné indukce
triploidie u sivena amerického v
provoznich podminkach pstruharstvi

Autor prace: Katefina Svagrova

Vedouci prace: prof. Ing. Martin FlajShans, Dr. rer. agr.
Konzultant: Ing. Milo$ Havelka, PhD.

Studijni program a obor: Zootechnika, rybarstvi

Forma studia: kombinovana

Roc¢nik studia: 3.

Ceské Budgjovice, 2014



Prohlaseni autora bakalaiské prace

Prohlasuji, ze svoji bakalaifskou praci jsem vypracovala samostatn¢, pouze s
pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, Ze v
souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb. v platném znéni, souhlasim se zvefejnénim své
bakalaiské prace, a to v nezkradcené podobé&. Zvetejnéni probiha elektronickou cestou ve
vefejné pristupné ¢asti databaze STAG, provozované Jihoteskou univerzitou v Ceskych
Budg&jovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zékona ¢. 111/1998 Sb.
zvetejnény posudky Skolitele a oponentil prace 1 zdznam o priabéhu a vysledku obhajoby
kvalifikacni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni préace
s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz, provozovanou Nérodnim registrem

vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich 30.4. 2014 oo

Katefina Svagrova



Podékovani

Rada bych podékovala svému vedoucimu prof. Ing. Martinu Flajshansovi, Dr.
rer. agr. za vedeni celé prace, za poskytnuti uzitecnych rad, ale také za ochotu a
vstiicnost. Dale bych chtéla podékovat svému konzultantovi Ing. Milosi Havelkovi,
Ph.D. za pomoc pfi praktické €éasti experimentu, za jeho trpclivost a za poskytnuti
materiali. Také bych chtéla podékovat své rodin€ za finan¢ni i psychickou podporu

béhem celého studia.

Katerina Svagrova



Zadani Bp



Obsah

Lo VO oo 8
2. Literarni prehled. ..ot 9
2.1. C0O JE POIYPIOIAIE? ...ttt 9
2.1.1. Vyhody polyploidie........ccccoviiiiiiiiiiiiiciiiceee e 10
2.1.2. Nevyhody polyploidie........cccciiieiiiiiiieiiiieiee e 11
2.1.3. THIPIOTAIR. ... 11
2.1.4. TetraplOIdi€ ..o 12

2.2. Indukce triploidie a tetraploidie .........c.coovviiiieieirreee e 12
2.2.1. Teplotni SOKY.....oiieiiiiiiieie e 14
2.2.1.1. Chladovy SOK....cceiiiiiiiiiieieieiiesie st 14

2.2.1.2. TePLY SOK ..oieiiieieetee s 15

2.2.2. Hydrostaticky tlakovy SOK ........cccooriiiiiiiiicieee e 15
2.2.3. MechaniCKe SOKY........ccoiieiiiiiiieiiiie e 16
2.2.4. ChemiCKeE SOKY .....coiviiiiiieeiiiie e 16
2.2.5. KITZEMT....ee ittt 17

2.3. Metody identifikace triploidie.........ccceueueueueuiiciciceee e 17
2.3.1. Nepiime MELOAY......veeiiiriieiieiiiesie e 17
2.3.1.1. M¢feni jadernych a bunéénych velikosti...........ccoovviiiiiiiinnn, 17

2.3.1.2. PoCitani Jad@rek .........coviiiiiiiiiiiiii 18

2.3.1.3. Coulterova Metoda .........cccvvveireeirinieiiciecsee e 18

2.3.1.4. Morfologicko-anatomické odlisnosti triploidd............cc.cerveunnee. 18

2.3.2. PHME MELOAY ..oovviiiiiiiiici e 19
2.3.2.1. Pocitani chromozomill v bufikach ..........ccoooiiiiiniiiiiiieen 19

2.3.2.2. Kvantifikace obsahu DNA .........ccccoooviiiiniiiiieee s 19

2.3.2.3. Proteinova elektroforéza ............coooviviiiieiieiiienie e 20

2.4. Uzitkové v1astnosti triploidll.........oeueiririeieinirieeieeeseee e 20
3.Material a MEtOAIKA............ccoeeiiii e e 22
3.1. Charakteristika generanich ryb .........cccccoivrieiiininecree s 22
3.2. UMELY VYtEr @ 0plozeni JIKT .......cceivirieiiieieieiieee et 23
3.3, INAUKCE trIPIOIAIE ...ttt 24
3.3.1. Technologické sestavy pro indukci triploidie ..........oooverviverieiiniinienneen, 24

5



3.3.2. Indukce triploidie teplym SOKEML........c.coviviiiiiiiiiiie e 25

3.3.3. Indukce triploidie tlakovym SOKem.........ccccovcvviiiiiriiiiiiiie e 25

3.4, INKUDACE JIKET ... 25
3.5. OVEFOVANT ITIPIOIAIC. ... 26
o VYSICAKY ... 27
4. 1. OPIOZENOSE JIKET ...t 27
4.2, TARNIVOSE .eutetiiiie ettt ettt ettt e bt ee et 28
4.3. Vysledek ovétrovani ucinnosti triploidie u teplého a tlakového Soku..................... 29
4.4. Porovnani a zhodnoceni teplého a tlakoveho SOKU..........cccvvevivinininnrnnnres 32
5. DIHSKUZE ... 33
5.1. Oplozenost @ HhNiVOSt JIKET .........cvvvrueieieieiciciciceccee e 33
5.2. UInnost tIakovVEho SOKU.........c.oovveeveeeveeeereeieseessseesssessssessseesssee s sesnens 34
5.3, UGNNOSt tePIEN0 SOKU ....veorvveeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeee s sesesssseeesessesseeans 34
5.4. Porovnani a zhodnoceni teplého a tlakového SoKu.........ccovvviviviciviciccicicccccee, 35

0.0 ZLAVET ... et h ettt e e be e abeenree s 36
7. Seznam pPouZité lteratury ..............ccooviviiiiiiiiiiii s 37
8. Seznam obrazki, grafii, tabulek a priloh ...................coi 43
0. PFILOMY ...t 45
10, ABSEFAKE ... 49
11, ABSEFACT. .....ciicii s 50



1. Uvod

V dnes$ni akvakultuie se u Sirokého spektra rybich druhd casto setkdvame
s modernizaci chovatelskych postupti. Jednim ze zpusobl, jak zlepSit uzitkové
vlastnosti chované populace daného druhu ryby, je uméld indukce polyploidie.
Nejcastéji se u ryb umeéle indukuje triploidie. Uméla indukce triploidie se také nazyva
triploidizace. Vyzkumem indukce triploidnich ryb a jejich biologickymi a uzitkovymi
vlastnostmi se zabyvala celé fada autort uz od 70. let 20. stoleti.

Piedevsim u sivent americkych by méla triploidizace v akvakultufe velky vyznam,
nebot’ triploidni ryby vykazuji zna¢né vyhody.
Patii mezi né¢ naptiklad Uplnd nebo geneticka sterilita triploidnich ryb. Odchované
sterilni ryby jsou vhodné pro vysazovani do volnych vod, zejména do sportovnich
rybafskych revirl, protoze negativné geneticky nenarusuji plvodni rybi populace,
jelikoZ mezi nimi nedochdzi ke kiiZeni. U triploidnich ryb se sniZuje agresivita a
teritorialni chovani, tim se zamezi vzniku vnéjSich poranéni ryb, které vznikaji
napadanim samci stejného druhu a snizi se tak umrtnost ryb v intenzivnich chovech

Dalsi velkou vyhodou, kterou vykazuji triploidni ryby, je jejich zvySeny rust.
Diploidni jedinci vyuZzivaji ¢ast Zivin a energie z potravy do tvorby gonad a zrani gamet,
kdezto sterilni triploidni jedinci veSkerou energii a ziviny transformuji do télesného
rastu. Uvadi se, ze v zavislosti na druhu triploidni ryby rostou az o 15 — 20 % rychleji
neZ diploidni jedinci. Z toho diivodu by se dala produkce triploidnich ryb aplikovat pro
intenzivni chovy uzitkovych ryb nebo také pro sportovni rybolov. V dne$ni dobé
sportovni rybafi vyhledavaji stdle cCastéji trofejni ryby a triploidizace je jednou
z moznosti, jak docilit toho, aby siveni doristali vétSich rozméri. Neopomenutelnou
ptrednosti triploidnich jedincii je 1 zlepSeni organoleptickych vlastnosti masa, protoZe
diploidni ryby v reprodukénim obdobi mobilizuji dostupné energetické zdroje, a maji
tak napt. mén¢ tuku ve svaloving.

Cilem této prace bylo v pfehledové Casti zhodnotit zpiisoby triploidizace u ryb, jeji
vyznam a zpusoby stanoveni triploidie. V experimentalni ¢ésti jsem se podilela na
indukci triplodie u sivena amerického Salvelinus fontinalis v provoznich podminkach

rybi lihn& na Pstruhatstvi CRS Kaplice, spol. s.r.o. za pomoci tlakového a teplého Soku.



2. Literarni prehled

2.1. Co je polyploidie?

Zmény v poc¢tu chromozomu a zmény struktury DNA hraly rozhodujici ulohu ve
vyvoji vSech eukaryotnich organismii. NejdramatictéjSi zmény nastaly pies proces
znamy jako polyploidie, pfi které dochdzi k nasobeni sddek chromozomu (Leggatt a
Iwama, 2003). Organismy, jez maji v somatickych bunkach vice nez dvé sadky
chromozomu, se nazyvaji polyploidi (Piferrer a kol., 2009). S timto jevem se muzeme
setkat jak v rostlinné, tak v Zivoc¢isné #isi (Comai, 2005). Polyploidie byla zaznamenana
u mnoha skupin obratlovct, jako jsou napfiklad savci, obojzivelnici a ryby (Pifferer a
kol., 2009). Konkrétné u ryb je polyploidie rozsifena napiiklad u fada bahnikd, jeseterd,

veslonost a Siroce se vyskytuje napti¢ nadiadem Ostariophysi (FlajShans a kol., 2013).

Polyploidii rozdélujeme podle zpisobu jejiho vzniku na autopolyploidii a
allopolyploidii (Comai, 2005). Autopolyploidie vznikd v rdmci jednoho druhu, oproti
tomu k allopolyploidii dochdzi v rdmci mezidruhového kiiZzeni (Flajshans a kol., 2013;

Pifferer a kol., 2009).

Polyploidie muize vzniknout bud naruSenim mitozy ¢i meidzy (Ramsey a
Schemske, 1998; Comai, 2005; Flajshans a kol., 2013; Pifferer a kol., 2009), nebo
vzacnéji i za jinych podminek (Flajshans a kol., 2013). Jde-li o naru$eni mitdzy nebo
meidzy, hovotfime o autopolyploidii (FlajsShans a kol., 2013). Pfi autopolyploidii
dochazi k potlaeni prvniho nebo druhého meiotického de€leni (Pifferer a kol., 2009).
Dusledkem autopolyploidie je vznik gamet, které maji vice nez jednu sadku
chromozom. Pfi slou€eni takovych gamet s béZnymi haploidnimi vznika polyploidni
zygota (Ramsey a Schemske, 1998; Comai, 2005). Autopolyploidii mohou vyvolat i
okolni podminky, které mohou zplsobit poruchy pii spojeni vajicka se spermii
(Flajshans a kol., 2013). Dal§i moznosti vzniku autopolyploidie je polyspermicke
oplozeni, pfi némz dochdzi k vniknuti vice spermii do vajicka (FlajShans a kol., 2013;
Purdom, 1983).

Druhou moznosti vzniku polyploidniho stavu je allopolyploidie. K allopolyploidii
muze dojit pii kfiZzeni dvou riznych druhli nebo rodi ryb (Comai, 2005; FlajShans
akol., 2013). Pii hybridizaci vzdalenych druhti mize dojit k vyraznym genetickym
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zménam v disledku rozdilnych genomt obou rodi¢t (Flajshans a kol., 2008). V Evropé
se vyskytuje nékolik druht ryb, které¢ se mezidruhové kiizi, jako je napiiklad karas
stiibfity Carassius auratus a iberie ouklejovita Iberocypris alburnoides (Rab a kol.,
2006). U losovitych dochazi v pfirodnich podminkach ke kiizeni pstruha poto¢niho
Salmo trutta a sivena amerického Salvelinus fontinalis. Vznikly hybrid se nazyva
tygrovana ryba (McKay a kol., 1992).

Jestlize dochazi k allopolyploidii nebo autopolyploidii pfirodni cestou bez zasahu
¢loveéka, hovotime o spontanni polyploidii. (Flajshans a kol., 2013).

Polyploidni organismy oznacujeme v zévislosti na poc¢tu chromozomovych sadek.
Celkovy pocet chromozomovych sadek je indikovan prefixem, naptiklad tri - ( 3 ), tetra-

(4), penta-(5), hexa- (6), aokta - (8) (Comai, 2005).

2.1.1. Vyhody polyploidie

Comai (2005) uvadi tfi zdokumentované nebo zjevné vyhody polyploidie. Prvni
dvé, heterdze a nadbytek alel, jsou vysledkem zdvojeni genu. Heterdze autopolyploidi
je vyraznéjsi nez u diploidnich jedincti z divodu vétsi variability genomu (Auger a kol.,

2005).

U hybridnich allopolyploidnich jedinct je heteroze vysoka z divodu vzdaleného
genomu rodi¢t obou druhi. Nadbytek alel chrani jedince pted nepfiznivymi vlivy
mutaci. Ttfeti vyhodou je nepohlavni, resp. jednopohlavni (unisexualni) rozmnoZovani,
které umoziiuje reprodukci jedincim nekterych polyploidnich populaci i v
nepiitomnosti opa¢ného pohlavi stejného druhu (Comai, 2005). Hlavni vyhodou pro
akvakulturu je sterilita nebo CasteCna sterilita polyploidnich ryb (Benfey, 1999).
Caste¢na sterilita vede k tvorbé aneuploidnich gamet (Comai, 2005), které nedokazi
vytvofit zivotaschopné potomstvo po oplozeni vajicka (Ueda a kol., 1987). U n¢kterych
¢eledi mohou triploidni samci rozvijet mnohem vétSi pohlavni Zlazy na rozdil od
triploidnich samic a ¢asto také mohou produkovat funk¢éni aneuploidni spermie (Benfey
a kol., 1986; Solomon, 2003; Rottmann a kol., 1991). Diivod, pro¢ se tGroven sterility
triploidnich ryb 1i$i druhem a pohlavim, je zatim nejasny (Linhart a kol., 2006).



2.1.2. Nevyhody polyploidie

Nevyhodou polyploidie je zvySeni obsahu genetického materiald organismu, ktery
obvykle zvySuje velikost buiikya velikost jaderného obalu. To mize mit za nasledek
vytvofeni fenotypovych abnormalit, které maji vliv na zdravi organismu (Comai, 2005).
Nevyhodou miize byt také nesnadné proniknuti diploidni spermie ptes mikropyle jikry
(Chourrout a kol., 1986). Hlavni nevyhodou uméle navozené polyploidie v akvakultute

je snizena mira pieziti oproti diploidnim protéjskim (Solomon, 2003).

2.1.3. Triploidie

Jak uz nazev napovida, triploidni jedinci maji tfi sadky (3n) chromozomi ve svych
somatickych buiikach, na rozdil od bézného diploidniho stavu, kdy somatické buiiky
obsahuji pouze 2 sadky chromozomu (2n) (Benfey, 2001; Rottmann a kol., 1991).
Vyvoj gamet u diploida pro pohlavni rozmnozovani se uskutecniuje pomoci meiotického
bunééného déleni, které zahrnuje dvé nasledna jaderna dé€leni, ale jeden cyklus replikace
DNA, coz umoziluje segregaci jedné kopie kazdého homologniho chromozomu do
kazdé nové gamety. Pfitomnost jedné sady chromozémi v gameté (haploidie, 1n) a
splynuti gamet pfi pohlavnim rozmnozovani zajistuji znovunastoleni diploidniho stavu
nového organismu (Flajshans a kol.,, 2010; Rottmann a kol., 1991). V nékterych
pfipadech miiZze dojit k obCasnému selhdni druhé faze meiotického déleni, kdy se
neoddéli druhé poélové télisko, a to vede k pfirozenému vyskytu triploidnich jedinct
(Thorgaard a Gall,1979). Pii cilené produkci triploidnich jedinc dochazi k indukci az
po oplozeni jikry (Rottmann a kol., 1991).

V piirod¢ jsou u nékolika druhii popsany ptirozené se vyskytujici triploidni
populace, vétSinou se jedna pouze o celosamici populace, které se rozmnozuji se samci
jiného druhu (Purdom, 1983). Autofi uvadéji naptiklad vyskyt triploidnich karast
stiibfitych a sekavci Cobitis spp. (Rab a kol., 2006).
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2.1.4. Tetraploidie

Tetraploidie hrala roli ve vyvoji mnoha ekonomicky dilezitych skupin ryb, vcetné
lososovitych (Allendorf a Thorgaard, 1984). Byl také zaznamenan piirozeny vyskyt
tetraploidie u nékterych druht ryb, napiiklad u piskotfe dalnovychodniho Misgurnus
anguillicaudatus, karase stiibfitého, parmy obecné Barbus barbus a sekavce

nagasackého Cobitis biwae (Pandian a Koteeswaran, 1998).

2.2. Indukce triploidie a tetraploidie

Indukce triploidii je jiz znama od cCtyficatych let dvacatého stoleti (Ihssen a kol.,
1990). U mnoha druht ryb bylo polyploidie dosazeno pisobenim riznych fyzikalnich
(mechanickych, teplotnich, tlakovych) a chemickych Sokt, jez blokuji meiotické d€leni
a zabranuji oddéleni druhého polového téliska z jikry v prvni hodiné po oplozeni
(Tiwary a kol., 2004; Pandian a Koteeswaran, 1998). Mechanické Soky se v produk¢ni
akvakultufe témér nepouzivaji, zejména z divodu nizké ucinnosti a vysoké mortality,
zatimco dalsi typy fyzikalnich Sokl jsou dnes Casto pouzivané k indukci polyploidie u

ryb. Mezi né fadime Sok chladovy, tepelny a tlakovy (FlajShans a kol., 2013).

Sok zptisobuje v oplozené jikfe depolymerizaci tubulinu, coZ je hlavni stavebni
latka dé€liciho vieténka, které slouzi k oddéleni druhého poélového téliska. Proto nedojde
k oddéleni druhého poloveho téliska a vysledna jikra tak ponese 3 sadky chromozomi
(1. sadka ze spermie, 2. z jikry, 3. z polového téliska) (Obr. ¢. 1) (Flajshans a kol., 2010;
Rottmann a kol., 1991; Tiwary a kol., 2004).
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. prvojidro vajicka (1n)

Obr. ¢. 1: Prabéh indukce triploidie (upraveno podle Flajshanse a kol., 2013)

Tetraploidie mize byt indukovéana jak kratce pfed prvnim mitotickym délenim, tak
i pfed druhym nebo tietim délenim oplozené jikry (Nagoya a kol., 1990). V dasledku
fyzikalniho nebo chemického Soku dojde k inhibici cytokineze (Pandian a Koteeswaran,
1998). Prub¢h indukce tetraploidie je znazornén na Obr. ¢. 2. Tetraploidie byla
indukovana u druhd ryb, jako je napiiklad Megalobrama amblycephala, Misgurnus
mizolepis (Pifferer a kol., 2009). V praxi se indukce tetraploidie na rozdil od indukce
triploidie u ryb dnes téméf nepouziva. A to predev§im z hlediska vysoké mortality a

nachylnosti jedinct na vnéjsi podminky (Flajshans a kol., 2008).

O
t 2n 4n
O O

Obr. €. 2: Prubeh indukce tetraploidie (upraveno podle Flajshanse a kol., 2013)
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Indukce polyploidie je zalozena na tfech podminkach, které je dilezité dodrzet a
spravné zkombinovat. Prvni podminkou je doba aplikace Soku po oplozeni jikry, druha
podminka je intenzita Soku a tieti je expozi¢ni doba Soku (Flajshans a kol., 2013; Felip a
kol., 1997). Piesné nacasovani a intenzita Soku je zakladem pro vysokou indukci
polyploidie ryb, tyto proménné zavisi na druhu ryby a teploté¢ vody (Rottmann a kol.,
1991). Pro ziskani 100 % triploidniho potomstva je nutné dodrzeni piesného protokolu
(Piferrer a kol., 2009), jenz zahrnuje kritické hodnoty proménnych pro konkrétni rybi
druh (Pifferer a kol., 2000; 2003). Indukce triploidie v kombinaci shormonalnim
zvratem pohlavi muize vést k vytvofeni samici, sam¢i, nebo celosterilni populace
(Pandian a Koteeswaran, 1998). Teplotni a tlakové Soky jsou dnes obecné¢ znamymi

metodami indukce triploidnich ryb (Solomon, 2003).

2.2.1. Teplotni Soky

Teplotni Soky jsou zalozeny na pieneseni oplozenych jiker do lazn¢ s vodou s
vyrazné nizsi nebo vyssi teplotou. Teplotni Soky se déli na chladovy a teply (Flajshans a
kol., 2013). Vyhodami teplotnich Sokl jsou nizké ndklady na realizaci, jednoduchost a

vysoka tc¢innost (Tiwary a kol., 2004; Rottmann a kol., 1991).

2.2.1.1. Chladovy Sok

Chladovy Sok je zaloZen na pfeneseni oplozenych jiker do lazné€ s vyrazné nizsi
teplotou vody, nez je pfirozena teplota vody pii inkubaci. Zchlazeni vody se provadi
ledem (Flaj$hans a kol., 2008). Chladovy Sok zacina 2 aZ 7 minut u teplomilnych druhi
ryb a 15 az 20 minut u studenomilnych druhti ryb po oplozeni jiker. Poté jsou jikry
premistény do 1azné s vodou o teploté -1 az 4 °C po dobu od 2 do 20 minut (Pifferer a
kol., 2009), tato doba je vSak zavisla na druhu ryb. Existuji ptipady, kdy chladovy Sok
trva i n€kolik hodin (Flajshans a kol., 2013). Chladovy $ok je G¢inng&jsi piedevsim u
teplomilnych druhii ryb (Thorgaard a Gall, 1979), ale existuji i vyjimky. Napiiklad u
tilapie Oreochromis niloticus byla zjisténa 100% indukce triploidie pfi tepelném Soku
(Varadaraj a Pandian, 1988).
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2.2.1.2. Teply Sok

Teply Sok je zalozen na pieneseni oplozenych jiker do lazné s vyrazné vyssi
teplotou vody, nez je piirozend teplota vody pfi inkubaci. Teplé Soky se provadi 2-7
minut u teplomilnych a 15-20 minut u studenomilnych druhti ryb po oplozeni jiker
(FlajShans a kol., 2013). Potom jsou jikry teplomilnych ryb pfemistény do ldzn¢ s
teplotou vody 34-41 °C po dobu 45 sekund - 3,5 minuty. U studenomilnych ryb se jikry
po oplozeni pfemisti do 1azné o teploté vody 24-32 °C po dobu 10-25 minut (Pifferer a
kol., 2009). Expozi¢ni doba je rozdilna v zavislosti na druhu ryby (Flajshans a kol.,
2013). Vysledky tepelnych Sokti jsou velice variabilni a pieziti vzniklého triploidniho
potomstva muze byt nizké, zejména u ranych stadii (Siitterlin a kol., 1987; Jungalwalla,

1991). Uspé&snou aplikaci uvadi napiiklad Benfey (1989) u lososovitych ryb.

2.2.2. Hydrostaticky tlakovy Sok

Indukce triploidie tlakovym Sokem je zaloZena na nahlém zvySeni hydrostatického
tlaku na oplozené jikry pomoci tlakové jednotky (Piferrer a kol., 2009). Tlakova
jednotka je vétSinou valcovita nadoba vyrobena z nerezové oceli. Nadoba je uzaviena,
obsahuje pist, tlakomér, pojistny ventil a externi hydraulicky lis, ktery umoznuje tlacit
na pist (Rottmann a kol., 1991). Tato metoda, stejn¢ jako jiné Soky, blokuje oddéleni
druhého polového téliska (Tiwary a kol., 2004). Proti tepelnym Sokim je tlakovy Sok
ucinnéjsi (az 100 % ucinnost) a umoziuje vetsi produkei triploidniho potomstva
(Solomon, 2003). Rottmann a kol. (1991) uvadi, ze tato metoda je nejdislednéjsi a
nejrozsifengjsi pro komeréni produkci triploidniho pstruha duhového Oncorhynchus
mykiss. U indukce triploidie pstruha duhového byla nejvétsi uspésnost pii tlaku 48 MPa,
aplikovaném 40 minut po oplozeni jiker, po dobu 4 minut pfi teploté 9,6 °C (Rottmann
a kol., 1991). Pro vSechny ryby je intenzita hydrostatického tlaku podobna a pohybuje
se v rozmezi 58-85 MPa (Pifferer a kol., 2009).
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Tato metoda byla UspéSné pouzita napiiklad u pstruha duhového, dania
pruhovaného Brachydanio rerio, kapra obecného Cyprinus carpio, tilapie nilské, lososa
kisu¢ Oncorhynchus kisutch a jinych druhti ryb (Lou a Purdom, 1984;Hussain a kol.,
1991, Pifferer a kol., 2009).

2.2.3. Mechanické Soky

Mezi mechanické Soky patii otfesy a napichovani jiker. Experimentalné byly tyto
Soky testovany u kapra obecného. Dochazelo k velkym ztratdm u potomstva, ti¢innost
Sokii byla velmi nizka, a proto se v dneSni dobé mechanické Soky nevyuzivaji.

(Flajshans a kol., 2013).

2.2.4. Chemické Soky

Jedna se o aplikaci chemikalii, které zamezi odchodu poélového téliska z oplozené
jikry (Tiwary a kol., 2004). Metoda je zalozena na plsobeni tzv. vieténkovych jedl
nebo inertnich plynt, které maji vliv na délici aparat bunky (Flajshans a kol., 2013).
Stejné jako u predchozich Sokt i1 zde jsou ryby velmi citlivé na koncentrace chemickych
latek, pocatek Soku a dobu jeho trvani (Beaumont a Fairbrother, 1991). Avsak indukce
triploidie pomoci chemickych latek se v akvakultufe dnes téméf nepouziva (Flajshans a
kol., 2013).

Chemické Soky byly aplikovany na oplozenych jikrach lososa obecného Salmo
salar s aplikaci chemikalie cytochalasin B (Refstie a kol., 1977), podobna aplikace
chemikalie kolchicinu byla pouzita na oplozenych jikrach sivena amerického (Smith a
Lemoine, 1979). Mezi dalsi vhodné chemikalie, které vyvolavaji vysokou ucinnost v
produkei triploidii, patii napiiklad oxid dusny (az 79,7 % cinnost) a freon (Johnstone a
kol., 1989). Dalsi mozZnosti muze byt vystaveni spermii nebo Cerstvé oplozenych jiker
pstruha duhového vysokym hodnotam pH a vapniku, coz vede k vysokému vyskytu

triploidnich jedinct (Ueda a kol., 1988).
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2.2.5. Krizeni

Dalsi moznosti vzniku triploidniho potomstva je kiizeni tetraploidnich a
diploidnich ryb (Solomon, 2003). Sheehan a kol. (1999) uvadi, ze kiiZenim
tetraploidnich a diploidnich ryb vznikne 100% triploidd. Hlavnim problémem této
metody je vSak odchov tetraploidnich rodic¢t. Z diivodu jejich vysoké homozygotnosti a
citlivosti vii¢i vnéjs§im podminkam neni tento zpusob ziskavani triploidi u ryb dnes

vyuzivany (Flajshans a kol., 2008).

2.3. Metody identifikace triploidie

Protoze indukce triploidie nemusi byt vzdy uspéSna, je dilezité jeji ovéfovani
(Rottmann a kol., 1991). V¢tsina triploidnich jedincti neni morfologicky odliSitelna od
diploidnich jedinct svého druhu, a tudiz byly navrzeny riizné metody pro stanoveni

triploidie u ryb (Pandian a Koteeswaran, 1998).

Triploidie je potvrzovana pfimymi nebo nepfimymi metodami. Mezi nepiimé
metody patii méfeni jadernych a bunécnych velikosti, pocitani jadérek, méteni objemu
jadra Coulterovou metodou a anatomicko-morfologické rozdily. P¥imé metody zahrnuji
stanoveni karyotypu, kvantifikaci obsahu DNA pomoci pritokové cytometrie,
spektrofluometrie a mikrodenzitometrie (Flajshans a kol., 2013).

2.3.1.Neprimé metody

2.3.1.1.Méreni jadernych a bunéénych velikosti

Méteni rozmérii erytrocytit je nejjednodussi nepfimou metodou pro stanoveni
triploidie u ryb, ovSem tato metoda nepatii mezi nejpiesnéjsi (Thorgaard a Gall, 1979).
Princip metody je zaloZen na rozdilné velikosti erytrocytii triploidnich a normalnich
diploidnich jedinct. Jaderné a buné&tné velikosti erytrocytu triploidnich druht ryb jsou
veétsi, a to z divodu vyssiho mnozstvi DNA (Small a Benfey, 1987). Metoda méfeni
jadernych a bunécnych velikosti byla GspéSné pouzita k identifikaci triploidie u amura

bilého Ctenopharyngodon idella (Wattendorf, 1986) a lososa obecného (Benfey a
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Siitterlin, 1984). Ptesnost a spolehlivost této metody zavisi predevsim na druhu ryby, u
lososa obecného se u¢innost této metody pohybovala mezi 90-100% (Benfey a
Siitterlin,1984), u pstruha duhového pouze 70,8% (Tambets a kol., 1991).

2.3.1.2. Poditani jadérek

Dalsi nepiimou metodou je pocitani jadérek. Triploidni buiika obsahuje tii jadérka,
oproti diploidni burnice, ktera obsahuje pouze jadérka dvé (Tiwary a kol., 2004). Tato
metoda byla aplikovana napfiklad pfi identifikaci triploidniho karase obecného
Carassius carassius, kapra obecného (Cherfas a Ilyasova, 1980), sumce velkého Silurus
glanis (Linhart a Flajshans, 1995) a pstruha duhového (Al-Sabti, 1995).

2.3.1.3.Coulterova metoda

Coulterova metoda (impedanc¢ni) je vyuZzivana nejen pro identifikaci triploidie u
ryb, ale také k analyze krve u lidi a zvifat. Principem této metody je zjisténi a zméteni
velikosti buiiky pomoci vodivého roztoku a elektrod (velikost elektrického impulsu je
pfimo tmérnd bunéénému objemu) (FlajShans a kol., 2013). Poprvé byla u ryb tato

metoda testovana u amura bilého (Wattendorf, 1986).

2.3.1.4. Morfologicko-anatomické odliSnosti triploidi

Morfologické rozdily mezi diploidnimi a triploidnimi jedinci nejsou u vétSiny
druhti ryb patrné (Tiwary a kol., 2004). OvSsem u nékterych druhi, jako je napiiklad
amur bily, kapr obecny, tolstolobik pestry Arisichthys nobilis, byly popsany
morfologické rozdily, na jejichZ zéklad¢ je mozné triploidni jedince od diploidnich
rozeznat (Tiwary a kol., 1999). Cassani a kol. (1984) uvadi az 95% piesnost vizualniho
rozliSeni triploidniho kapra obecného a tolstolobika pestrého od normalnich diploidnich
jedinct. Na rozdil u druhd, jako je napiiklad pstruh duhovy, jsou triploidni jedinci od

jedinct diploidnich morfologicky nerozeznatelni (Leary a kol., 1985).
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Solomon (2003) uvadi, ze morfologicka zména muze nastat béhem vytérového
obdobi, kdy jsou diploidni ryby ve svatebnim $atu a triploidnim rybam zistava bézné
zbarveni.

Z anatomického hlediska bylo zaznamenano nékolik rozdili mezi triploidnimi a
diploidnimi druhy (Tiwary a kol., 2004). Prvnim rozdilem je rozdé¢leni sleziny u
nékterych triploidd, napf. u pstruha duhového (Okada, 1985). Druhym rozdilem jsou
gonady a jejich vyvoj, ktery se vsak 1isi v zavislosti na druhu a pohlavi ryb (Tiwary a
kol., 2004). Napiiklad u pstruha duhového mély triploidni samice pouze fetézec oogonii
a zadné primarni oocyty ve vajecniku, u triploidnich samct byla varlata podobna jako u
normalnich diploidnich pstruhti, avSak obsah varlat obsahoval pouze spermatidy,
spermatocyty a malo pohyblivych spermii (Lincoln a Scott, 1983). U triploidniho
pstruha duhového bylo pozorovano zvétSeni mnoha orgdnt a tkani, véetné mozku,
svalul, sitnice, jater a sleziny (Benfey, 1999).

Nicméné tyto pomérné velké anatomické rozdily nemaji zasadni vliv na fyziologii,

chovani a celkovou funkci organismu ryb (Solomon, 2003).

2.3.2.PFimé metody

2.3.2.1. Poéitani chromozomu v bunkach

Jednou z pfimych metod pro pfesnou identifikaci triploidie u ryb je pocitani
chromozomu v buiikach (Thorgaard, 1983). Tato metoda je vSak velice ¢asové narocna
a jedinec, u n¢hozZ je ploidie ovéfovana, musi byt usmrcen (Tiwary a kol., 2004).
Nektefi autoti ale tvrdi, Ze je mozné ptipravit vzorky z ploutvi, které jsou schopny
regenerace (Tiwary a kol., 1997), nebo z kultury lymfocytt (Thorgaard a Gall, 1979),
aniz by ryba musela byt usmrcena (Tiwary a kol., 2004).

2.3.2.2. Kvantifikace obsahu DNA

Kvantifikace obsahu DNA se provadi nejcastéji pomoci instrumentalnich metod,
mezi které patii priatokova cytometrie, spektrofluometrie a mikrodenzitometrie.

Zakladem této metody je permeabilizace bunééné membrany a obarveni DNA a
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nasledné méteni fluorescence. Vysledkem metody je histogram, ktery udava intenzitu
fluorescence danych vzorkd. Triploidni vzorek je na histogramu zobrazen vySe nez
diploidni vzorek, a to 1,5x (Flajshans a kol., 2013).

2.3.2.2.1. Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je dnes Casto pouzivanou metodou pro identifikaci mnoha
druht triploidnich ryb, jejiz hlavni vyhodou je pfedevsim rychlost a piesnost (Flajshans
a kol., 2013). Nevyhodou jsou vysoké potizovaci naklady (Benfey, 2001).

Tato opticka metoda je zalozena na méteni Castic fluorescence poté, co byla DNA
obarvena specifickym barvivem, jako je naptiklad proprium jodid (Flajshans a kol.,
2013). Obarveny vzorek je dale identifikovan v Ortho Cytofluorografu (Allen, 1983).
Stanoveni triploidie miize byt provadéno u embryi, larev, ale 1 u dospélych jedincii
z bun¢k krve a tkani (Flajshans a kol., 2013).

Uspésné byla tato metoda pouzita pro identifikaci triploidii pstruha duhového
(Thorgaard a kol., 1992). Podle Flajshanse a Vajcové (2000) byla identifikace pomoci
prutokové cytometrie aplikovana na riznych urovnich polyploidie u jesetertt (Acipenser

ruthenus, A. gueldenstaedti A. baerii).

2.3.2.3. Proteinova elektroforéza

Proteinova elektroforéza je zaloZena na odd¢lovani proteind z tkani (Flajshans a
kol., 2013). Na separaci proteini jsou pouzivany vzorky svalového myogenu nebo
keratinu (Liu a kol., 1978). Metoda byla uspésné aplikovana napiiklad u triploidniho
mortana japonského Pagrus major (Sugama a kol., 1992).

2.4. Uzitkové vlastnosti triploidi

Hlavni vyhodou triploidnich ryb je jejich sterilita, ktera muze ptispet k zachovavani
puavodnich rybich populaci. V ptipadé tiniku téchto ryb do volnych vod nedojde k jejich
rozsifeni ve volné piirodé¢ (Benfey, 2001; Solomon, 2003) a nasledné ke kiizeni, které
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by zpusobilo prolinani genetického materidlu (Rottmann a kol., 1991). Pokud je nutné
vysazovani nepivodnich druht ryb do mist, kde to legislativa zakazuje, jsou vhodni
prave triploidni jedinci, ktefi negativné nenarusuji danou lokalitu. Jedna se naptiklad o
vysazovani triploidniho amura bilého. Ten snizuje mnozstvi vodniho porostu, napiiklad
v USA a na Novém Z¢land¢ (Flajshans a kol., 2008). Dalsi vyhodou triploidnich ryb je
rychlejsi rist.

U diploidnich jedincti je energie v dob¢é dospivani pouzita pro vyvoj pohlavnich
organt, zatimco u triploidu pro jejich celkovy rust (Rottmann a kol., 1991; Flajshans a
kol., 2010). V obdobi pohlavniho dospivani jsou také u triploidi vyrazné ovlivnény
organoleptické vlastnosti masa. Naptiklad u pstruha duhového byl u polyploidnich
jedincti popsan niz§i obsah vody v mase a vys$§i obsah tuku ve svaloviné (Lincoln,
1987). Buchtova a kol. (2005) se v souvislosti s organoleptickymi vlastnostmi masa
zabyvala chemickym sloZzenim masa u triploidnich linti obecnych Tinca tinca a dospéla
k nazoru, ze triploidni lini maji vy$$i obsah tuku ve svaloving a lep$i chemické slozeni

masa nez diploidni jedinci.
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3. Material a metodika

Experimentalni &ast byla provadéna v ramci pilotniho projektu Pstruhatstvi CRS
Kaplice, spol. s.r.o. z programu OP Rybarstvi ¢.CZ.1.25/3.4.00/11.00374 ,,Ovéteni
technologie hromadné indukce triploidie u sivena amerického v provoznich
podminkach“.Cely proces probihal v provoznich podminkach firmy. Laboratorni
analyzy byly provedeny v laboratoii VURH FROV JU ve Vodianech.

Experiment byl rozdélen do nékolika fazi. V prvni fazi se jednalo o pfipravu a
vybér generacnich ryb, v druhé fazi byl proveden vytér a oplozeni jiker, tieti faze byla
zaméfena na indukci triploidie pomoci fyzikélnich Soki (teplého a tlakového), ve Ctvrté
fazi probéhla inkubace jikera v posledni paté fazi byla ovéfovana cinnost triploidie na

rozplavaném plidku.

3.1. Charakteristika generacnich ryb

Meli jsme Kk dispozici 135 ks generacnich ryb sivena amerického Salvelinus
fontinalis, z toho 50 samic (jikernacek) a 85 samct (mli¢aka). Generacni ryby byly ve
véku 3-4 let a jejich priimérna hmotnost se pohybovala mezi 500-1000g.

Do piedvytérového obdobi byly ryby umistény na Zlabech v aredlu pstruhatstvi.
Nasledné byly sloveny a ptfemistény do pifedem vydezinfikovanych manipulaénich
nadrzi vrybi lihni. Zde se provadélo tiidéni generacnich ryb dle pohlavi, aby
nedochazelo ke spontannimu vytéru a nékolik dni byla v pravidelnych intervalech
kontrolovana zralost pohlavnich produktl a pfipravenost ryb k umélému vytéru.
Pozornost byla vénovana predevSim jikernackdm, u kterych v dobé pfipravenosti na
vytér, dochazelo k samovolnému uvoliovani jiker z dutiny bfiSni jiz pfi mirném tlaku

na bfi$ni partie. Hormonalni stimulace ryb nebyla provedena.
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3.2. Umély vytér a oplozeni jiker

Bezprostiedné pred samotnym vytérem se provadéla anestezie generacnich ryb ve
vodni lazni. Lazen byla pfipravena ve vani¢ce o objemu 50 litrdi, do které byl piidan
hiebidkovy olej v koncentraci 0,03 ml.I". Generaéni ryby se nechaly v p¥ipravené vodni
lazni az do doby ztraty reflexti. Nasledné se pfistoupilo k umélému vytéru.

Nejdiive se vytiraly jikernacky, které se po vyjmuti z anestezie otfely vlhkym
hadrem, aby se zamezilo kontaktu pohlavnich produktt s vodou. Jikry s ovarialni
tekutinou byly uvoliiovany mirnym masirovanim dutiny bfiSni do pfedem piipravené a
peclivé vysusené plastové misky. U samct se postupovalo stejnym zptisobem, mlici
bylo odebirano do pfedem vysusenych plastovych kadinek. Kadinky a misky se predem
zvazily, aby mohly byt nédsledné zjiStény hmotnosti Cistych pohlavnich produktt.

Oplozeni bylo provedeno suchou némeckou metodou, kdy se nejdfive smichaji
jikry (i s ovarialni tekutinou) s mli¢im a poté se ptida voda, nebo aktiva¢ni roztok, pro
aktivaci pohlavnich produkti. Ke smési jiker z nékolika samic bylo pfidano mli¢i samcti
(heterospermické oplozeni), v poméru 3 ml heterospermatu na 100 ml jiker. Po
osemenéni probéhla aktivace pohlavnich produktt vodou z lihné o teploté10°C, pomér
vody a oplozenych jiker byl 2:1. Voda byla temperovana na 10°C teplotu 2kW
zavésnymi termostaty (Julabo GmbH, Némecko). Cas, kdy doslo k oplozeni gamet byl
oznacen jako ¢as 0 minut

Oplozené jikry byly uchovavany pfi teploté 10 °C a po 1,5 minuté od ¢asu 0 minut,
bylo zapocato postupné promyvani jiker vodou o stejné teploté, aby se eliminovala
jejich lepkavost a odstranily se veskeré zbytky spermatu. Po disledném proplachnuti

jiker se ptistoupilo k indukci triploidie.
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3.3. Indukce triploidie

3.3.1. Technologické sestavy pro indukci triploidie

Technologické sestavy, které se pouzily pro realizaci celého experimentu, byly
pripraveny jesté¢ pred vytérem. Obsahovaly tfi odkulovaci zlaby, do kterych byly
preneseny vlozky s jikrami. V kazdém ze dvou zlabl, ve kterych se provadélo
temperovani vody na 10 °C, byl zavésen 2 kW termostat (Julabo, GmbH, Némecko) a
jeden Zlab je$té navic obsahoval ¢erpadlo o vykonu 700 1.h-1 s hadicovym rozvodem.
Treti odkulovaci Zlab, ve kterém byla indukovana triploidie teplym Sokem, obsahoval
dva 2 kW zavésné termostaty, aby mohla byt teplota vody zvysena na 28 °C, a ¢erpadlo
pro cirkulaci vody (Obr. €. 3).

Pro indukeci tlakového Soku byla pouzita tlakovd jednotka, ktera se skladala
z vysokotlakého kompresoru s pojistnym ventilem, kterym byl stlateny vzduch dodavan
pomoci vysokotlaké hadice a redukéniho ventilu do nasobice, diky kterému doslo
k vytvoteni pozadovaného tlaku uvnitf tlakové nadoby. Cela tlakova jednotka byla
registrovana Utadem priimyslového vlastnictvi CR jako uzitny vzor ¢. 23378 (Flajshans

a kol., 2012).
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Obr. €. 3: Schéma odchovnych Zlabt pro inkubaci jiker na Pstruhatstvi Kaplice spol. s.r.o.
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3.3.2. Indukce triploidie teplym Sokem

Jikry, pro indukeci teplym Sokem a jikry, které slouzily jako kontrolni skupina byly
preneseny na vlozky do zlabt se stalou teplotou 10 °C .

Po 15 minutach od oplozeni se vlozky s jikrami pro indukci teplym Sokem pienesly
do zlabu, ve kterém byla teplota vody zvySena termostatem na 28 °C a zde se
ponechaly po dobu 10 minut. Poté byly vlozky z teplé lazn¢ vyjmuty a pfeneseny do

odkulovacich Zlabt se stalou teplotu 10°C , kde se jikry inkubovaly az do vykuleni .

3.3.3. Indukce triploidie tlakovym Sokem

Jikry, které slouzily pro indukeci triploidie tlakovym Sokem, byly po 17 minutach od
aktivace gamet nality spole¢né s vodou o teploté 10 °C do tlakové nadoby, ve které se
teplota vody pohybovala téz na 10 °C. Postupné byl v tlakové nadob¢ vyvolavan tlak
az na hodnotu 65,6 MPa. Sok trval 5 minut (expoziéni doba $oku), po ukonéeni Soku
byl vypustén prebytecny tlak z nadoby a jikry byly spole¢né s vodou piemistény na
vlozky a nasledné pieneseny do odkulovacich Zlabi s teplotou 10 °C , zde se ponechaly

az do vykuleni.

3.4. Inkubace jiker

Inkubace oplozenych jiker probihala na vlozkéach ve Zlabu. Jikry na vloZkach byly
rozloZzeny v jedné, maximalné¢ ve dvou vrstvach z divodu lepsi kontroly, snazsiho
odebirani odumftelych jiker a spravného promyvani jiker Cerstvou, okyslicenou vodou.
Béhem celé inkubace bylo o jikry pecovano. Pravidelné byla sledovana teplota a kvalita
vody, odstraiiovaly se odumielé a zaplisnéné jikry, aby nedochézelo k organickému
znecistovani vody a k dal§imu sekundarnimu zaplisnéni ostatnich jiker. Pfesny pocet
odstranénych jiker se peclivé zaznamenaval. Pfi inkubaci nebyly aplikovany Zadné

protiplisiové koupele.
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3.5. Ovérovani triploidie

Triploidie se ovéfovala u rozplavaného pladku ve stafi 200 d° po vykuleni.
Ovéfovani probéhlo v Laboratofi molekularni, bunééné a kvantitativni genetiky FROV
JU, kam byl plidek ptevezen V polyetylenovych vacich s kyslikovou atmosférou.

V laboratoii se piistoupilo k piipravé vzorki pro analyzu na pritokové cytometrii,
nasledujicim zplisobem.

Plidek byl usmrcen ptredavkovanim CO,. Poté byl individudlné pienesen na
hodinové¢ sklicko, ptfedni ¢ast odiiznuta za zloutkovym vackem a odpreparovana ocasni
¢ast byla oplachnuta fyziologickym roztokem.

Tkéan byla rozstfthana ntizkami na mens$i kousky a poté bylo ptfiddno 0,5 ml
fyziologického roztoku a pokracovalo se v rozstiihavani tkan¢, aby se buiiky dostaly do
ptipravovaného preparatu. Mikropipetou bylo pfidano 200 ul DAPI Solution A (Partec
GmbH, Némecko), ve kterém se buiiky zacaly lyzovat, niizkami byly jesté tkdné kratce
rozmélnény a nasledné se nechaly bunky 10 minut uvolnovat.

Po deseti minutach byla Cistou Pasteurovou pipetou odsata tekutina s lyzovanymi a
uvolénymi buiikami, ktera byla piekapana pies filtr do 3,5 ml zkumavky pro flow
cytometrii.

Mikropipetou bylo pfidano 1000 ul roztoku DAPI SOLUTION B. Zkumavka byla
uzaviena plastovym uzavérem a kratce roztiepana na tiepacce a nechala se 10 minut
odstat.

Ptipravené vzorky se analyzovaly na relativni obsah DNA pratokovym cytometrem
Partec CCA I ((Partec GmbH, Némecko). Vzorky z normalniho oplozeni (bez pouZiti

Soku) slouzily jako diploidni kontrola.
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4. Vysledky

V této kapitole jsou rozdéleny vysledné hodnoty celého experimentu (oplozenost
jiker, lihnivost, ovéfovani U¢innosti a porovnani teplého a tlakového Soku a jejich

zhodnocenti).

4.1. Oplozenost jiker

Oplozenost jiker v kontrole (jikry diploidniho sivena amerického inkubované bez
Soku) byla 89,1 %, tato hodnota je nadprimérna a vypovida o spravném postupu pfii
umélém vytéru. Oplozenost jiker sivena amerického po teplém Soku k indukci triploidie
byla 83,2 % a po tlakovém Soku k indukci triploidie 83,9 % (Graf ¢. 1). Hodnota
oplozenosti jiker po teplém Soku dosahovala 90% kontroly a po tlakovém 94,2 %

kontroly.

Graf oplozenosti
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Graf ¢. 1: Porovnani % oplozenosti jiker mezi jednotlivymi Soky a kontrolou.
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4.2. Lihnivost

Lihnivost jiker v kontrole (jikry diploidniho sivena amerického inkubované bez
Soku) byla na rovni 88,4 %. Tato hodnota je nadprimérnad a vypovidd o spravném
postupu béhem celé inkubace. Pti inkubaci jiker po teplém Soku byla zjiSténa lihnivost
na urovni 80,3 %. Lihnivost u jiker po tlakovém Soku byla vyssi oproti Soku teplému a
pohybovala se na urovni 83,4 % (Graf ¢. 2). Z celkem 9 500 jiker podrobenych teplému
Soku bylo ziskano 7 630 ks plidku sivena a z celkem 29 100 jiker podrobenych
tlakovému Soku bylo ziskano 24 260 ks pladku sivena (Tab.c. 1).

Graf lihnivosti
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Graf ¢.2 : Porovnani % lihnivosti jiker mezi jednotlivymi Soky a kontrolou.
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4.3. Vysledek ovérovani ucinnosti triploidie u teplého a

tlakového Soku

Ovéfovani ucinnosti obou typtt Soku k indukci triploidie u plidku sivena
amerického bylo provedeno na zdkladé metody priitokové cytometrie. U 21 kust pliidku
z kontrolni skupiny byl zjistén relativni obsah DNA na kandle 98,59 + 5,56 (pramér +
S.D.) svariaénim koeficientem (CV) 3,91 + 1,04 . Vsech 21 kust pladku bylo
diploidnich.

U 30 kusti pludku z varianty s indukci triploidie teplym Sokem byl u triploida (24
ks ze 30) zjistén relativni obsah DNA na kanale 158,16 + 16,16 s variatnim
koeficientem 2,79 + 0,61. U zbylych ryb byl relativni obsah DNA na kanale 107,75 +
3,62 s varia¢nim koeficientem 3,95 + 0,39, jednalo se tedy o diploidy. Triploidie byla
uspésné indukovana u 80 % plidku.

U 30 kust pladku z varianty s indukci triploidie tlakovym Sokem byl zjiStén
relativni obsah DNA na kanale 146,01 + 15,46 s varia¢nim koeficientem 5,04 + 2,07.
VSech 30 ks bylo triploidnich. Triploidie byla tedy uspésné indukovana u 100%
analyzovaného plidku.

Porovnani relativniho obsahu DNA je uvedeno v Grafu ¢. 3. Porovnani variaéniho
koeficientu je uvedeno v Grafu ¢. 4. A porovnéani vzorktl diploidniho a triploidniho
plidku sivena jsou zndzornény na obrazku z histogramu pritokové cytomerie (Obr. €.

4),
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Graf ¢. 3 : Porovnani relativniho obsahu DNA (prumér + S.D.) u tii skupin vzorku (kontrola,
teply a tlakovy $ok).
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Graf ¢.4: Porovnani varia¢niho koeficientu hodnot relativniho obsahu DNA u tfi skupin vzorkt
(kontrola, teply a tlakovy $ok).
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Obr. ¢. 4:Histogram smésného vzorku bunc¢k diploidniho a triploidniho plidku sivena z
pratokové cytometrie (Partec CCA I). Relativni obsah DNA diploidniho (2n) sivena je na
kandle 100, relativni obsah DNA triploidniho (3n) sivena je na kanale 150.

U indukce teplym Sokem byla zjisténa Gcinnost 80 %, tedy ze 7 630 ks pliadku
sivena byla triploidizace uspésna u 6 104 ks. U indukce tlakovym Sokem byla zjisténa
100 % indukce triploidie, tedy vSech 24 260 ks pludku bylo triploidnich (Tab. ¢. 1).

Uc¢innost triploidizace je zndzornéna na Grafu €. 5.
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Graf ¢.5: Porovnani i¢innosti triploidizace u obou typt Soki.

4.4. Porovnani a zhodnoceni teplého a tlakového Soku

Tlakovy Sok se ukazal jako vyhodnéjSi a to predevSim z hlediska wUc€innosti
triploidizace, oplozenosti jiker a lihnivosti plidku oproti vySe zminénému teplému
Soku, ktery je vSak jednodussi na provoz, méné finan¢né nakladny, protoze pro jeho
aplikaci neni potieba tlakova jednotka. Piehled vSech zjisténych hodnot je uveden

v Tab. ¢. 1.

Tab. ¢. 1: Pfehled zjisténych hodnot oplozenosti, lihnivosti a u¢innosti Soku.

Oplozenost jiker 89,10% 83,20% 83,90%
Lihnivost jiker 88,40% 80,30% 83,40%
Uginnost triploidizace 80% 100%
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5. Diskuze

5.1. Oplozenost a lihnivost jiker

Generacni siveni byli ve véku 3-4 let, coz je idealni vék z hlediska vytérovych
charakteristik (Pfihoda a Kominek, 1977). A to piedevS§im V souvislosti s inkubaci a
lihnivosti, protoze u mladsich genera¢nich ryb byly zjistény velké ztraty pladku, a to
80-100 % (Ptihoda a Kominek, 1977). Ryby byly v dobré kondici, pfed vytérem byly
chovany v zemnich rybnicich v areéalu pstruhaistvi. Genera¢ni siveni nebyli hormonalné
stimulovani. Vytér probihal klasickou némeckou metodou (Koufil a kol., 2008), na
rozdil od metody ruské, ktera se pouziva naptiklad pii vytéru sivena amerického na
pstruhaistvi Zichovice (Senft, Gst. sd&l., 2013), je tato metoda jednodussi a méné Gasové
naroc¢na. Jako aktivaéni roztok pro oplozené jikry se pouzila voda z lihné o teploté¢ 10
C°. Pti pouziti aktivacnich roztokl soli nebo organickych sloucenin by se mohla jesté

¢aste¢n¢ oplozenost zvysit vlivem prodlouzeného pohybu spermii (Koufil a kol., 2008).

Oplozenost u kontroly, u teplého a tlakového Soku byla vysoka, dobrému vysledku
napomohl spravny postup jak pii umélém vytéru, tak pii samotné indukci triploidie. Pti
podobném postupu umélého vytéru sivena a jinych ptibuznych ryb se stejnymi, nebo
podobnymi vytérovymi charakteristikami by se mélo postupovat stejné a teplota
oplozovaciho roztoku by se nemé¢la lisit. Po oplozeni byly jikry inkubovéany na vloZkéch
s teplotou vody 10 C°. Tato teplota je standardni pro inkubaci jiker lososovitych ryb, pii
prili§ nizkych teplotach by se prodlouzila doba inkubace a tim by se mohla zvysit
umrtnost jiker. Pii pouziti vySsi teploty by se inkubacni doba zkratila, ale vysledna

lihnivost by byla nizsi (Koufil a kol., 2008).

Lihnivost jiker v kontrole (jikry diploidniho sivena amerického inkubované bez
Soku) byla vysoka. U obou Soki byla zjisténa lihnivost nad 80 %, coz je pouze 0 <8 %
mensi lihnivost nez v kontrole. U jiker indukovanych tlakovym Sokem byla vyssi
lihnivost o 3,1 %, tento vysledek potvrzuje vyssi lihnivost plidku triploidi lososovitych

ryb indukovanych tlakovym Sokem oproti teplému Soku (Haffray a kol., 2007).
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5.2. U¢innost tlakového Soku

V provoznim méfitku se u sivena amerického osvédéila hodnota tlakového Soku od
50 MPa (Boulanger, 1991) do 65 MPa (Decley a Benfey, 1995). Na§ experiment
indukce triploidie tlakovym Sokem byl zapoc¢at 17 minut po oplozeni a hodnota tlaku
byla 65,6 MPa po dobu 5 minut. Tyto hodnoty jsou v rozmezi hodnot pro indukci
triploidie u lososovitych ryb, které uvadi Piferrer a kol. (2009): zacatek Soku 15-20
minut po oplozeni, intenzita 58-85 MPa a doba expozice 6 minut. Témito proménnymi
bylo indukovano 100 % triploidi. Tento vysledek je vyborny a hovoii o spravném
postupu béhem celého experimentu. Janéek (2000) uvadi, Ze je dalezité dbat na dobu
aplikace Soku, pfili§ brzky, nebo naopak pfili§ pozdni Sok muze zcela zdsadn¢ ovlivnit
indukeci. Optimalni hodnoty pro pouziti tlakového Soku u sivena, kdy byla provedena
100 % indukce triploidie, uvadi Arai a kol. (1989) pii aplikaci Soku 10 minut po
oplozeni po dobu 6 minut a intenzité tlaku 68,6 MPa. Pfi stejné intenzité tlaku po dobu
7 minut a zac¢atku Soku 12 minut po oplozeni byla zjisténa 90 % indukce triploidie (Arai
a kol., 1989). Jancek (2000) uvadi, ze aplikace tlakového Soku 30 minut po oplozeni
snizuje vysledek ucinnosti indukce triploidie. V porovnani s jinymi lososovitymi
rybami, kdy naptiklad McGeachy a kol. (1995) uvadi 85-88 % ucinnost pfi triploidizaci
tlakovym Sokem u lososa obecného Salmo salar pii tlaku 65,5 MPa po dobu 5 minut se

zacatkem Soku 30 minut po oplozeni jiker.

5.3. U¢innost teplého $oku

Ovéfovani technologie teplého Soku pro indukci triploidie sivena probéhlo 15
minut po oplozeni v lazni o teploté vody 28 C° po dobu 10 minut. Aplikaci teplého Soku
jsme dosahli 80 % indukce triploidie, tato indukce je v celku UspéSna. Podobnych
vysledkt dosahl i Jan¢ek (2000) pii délce Soku 10 minut o teploté vody 28-29 C°. 100
% indukci uvadi Scheerer a Thorgaard (1983) pii podobnych parametrech, jaké uvadi
Jancek (2000). Arai a kol. (1989) uvadi na zakladé svého experimentu, ze nejvetsi
ucinnost indukce triploidie teplym Sokem u sivena (80 %) byla ziskédna pfi aplikaci Soku
10-20 minut po oplozeni, tito triploidi méli vSak nizkou lihnivost (0-31 %). Nejlepsi
vysledky, poméru lihnivosti a a¢innosti indukce byly pfi aplikaci Soku 30 minut po

oplozeni, kdy ucinnost indukce byla 70 % a lihnivost 79 %, teply Sok zapocaty po 45
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minut od oplozeni mél nejhorsi vysledky indukce (Arai a kol., 1989). Dubé a kol.
(1991) uvadi nejlepsi vysledky pro indukei triploidie u sivena pfi aplikaci $oku 15 minut
po oplozeni o teploté vody 28 C° a délkou expozice 10 minut, pii téchto hodnotach
dosadhl Dubé a kol. (1991) 100 % ucinnosti indukce s 42 % piezitim, takze nas
experiment potvrdil jejich vysledky.

Uspé&snost teplého Soku u sivena je pravdépodobnd vyssi, nez u indukce Sokem
chladovym (Tiwary a kol., 2004).

Pro ostatni losovité ryby uvadi Piferrer a kol. (2009) dobu aplikace Soku 15-20
minut po oplozeni o teploté¢ vody 34-41 C°. U pstruha poto¢niho byla zjisténa 100 %
indukce triploidie 15 minut po oplozeni pii teplot¢ vody 28 C° po dobu 10 minut
(Scheerer a Thorgaard, 1983).

Uginnost teplého Soku mize byt podle Jungalwalla (1991) velmi variabilni a pro
celkové posouzeni indukce by bylo nutné vice opakovani. Také preziti vylihlého
plidku, podle nékterych autor, mize byt velmi nizké a to zejména u ranych stadii
(Stitterlin a kol., 1987). Zalezi také na kvalité jiker a citlivosti jiker daného druhu
(FlajShans, 1989).

5.4. Porovnani a zhodnoceni teplého a tlakového Soku

U obou Sokil §lo pouze o ovéfeni diive GspéSné indukce triploidie v laboratornim
meéftitku, neslo tedy o sérii experimentll zaméfenou na nalezeni idedlni kombinace

proménnych veli€in tlakového a teplého Soku.

Podle Lincolna (1989) se pii tlakovém Soku dosahne lepsi UspéSnosti indukce
triploidie u lososovitych ryb nez je tomu u Soku teplého. Vysledky tuto teorii potvrdily a
tlakovy Sok se ukdzal jako vyhodnéjsi a to predevSim z hlediska i¢innosti triploidizace,
oplozenosti jiker a lihnivosti plidku oproti vySe zminénému teplému Soku, ktery je vSak
jednodussi na provoz, méné finan¢né nakladny, protoze pro jeho aplikaci neni potfeba
tlakova jednotka. Cena tlakové jednotky se pohybuje mezi 400 000- 500 000 K¢
(FlajShans, tst. sdél., 2014).
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6. Zaver

Cilem této prace byla indukce tripliodie u sivena amerického Salvelinus fontinalis
v provoznich podminkéch rybi lihné na Pstruhaistvi CRS Kaplice, spol. s.r.o. za pomoci

tlakového a teplého Soku a nésledné vyhodnoceni vysledki.

Prace byla vykonavéna v ramci pilotniho projektu zprogramu OP Rybaistvi
¢.CZ.1.25/3.4.00/11.00374 ,,0Ovéfteni technologie hromadné indukce triploidie u sivena
amerického v provoznich podminkach®. Teply Sok spocival v pieneseni jiker do 1azné
s vodou o teploté 28°C, coz je teplota o 18°C vyssi, nez je piirozena teplota inkubace
jiker u sivena amerického, a zde byly jikry ponechany po dobu 10 minut. Indukce
triploidie tlakovym Sokem byla provedena pomoci tlakové jednotky, ktera byla
registrovana Ufadem primyslového vlastnictvi CR jako uzitny vzor ¢. 23378. Jikry byly
Vv tlakové nadobé vystaveny tlaku o sile 65,6 MPa.

Ziskané vysledky potvrdily moznost triploidizace sivena amerického v provoznich
podminkach pomoci tlakového a teplého Soku. Hromadnda triploidizace tlakovym
Sokem byla v Ceské republice u sivena amerického provadéna poprvé, pficemz se
ukazalo, Ze tlakovy Sok je pro praxi vyhodnéjsi a to piedevSim z hlediska vyssi
oplozenosti jiker, vyS§i lihnivosti, ale hlavné tlakovym Sokem bylo dosazeno 100%
triploidizace u sivena amerického. Oproti tomu teply Sok se ukazal jako mén¢ G¢inny,
protoze indukoval pouze 80% triploidnich jedinct, stejné tak oplozenost jiker a
lihnivost byla nizsi, nez tomu bylo u tlakového Soku. Bylo mozné konstatovat, ze pii
dodrZeni stanovenych parametrli je Sok hydrostatickym tlakem s relativné kratkou
expozi¢ni dobou Setrnéjsi k oplozenym jikram a u¢innéjsi v indukci u triploidie sivena
amerického nez provozné jednodussi teply Sok.

Z vysledki vyplyva, Ze ptedevsim tlakovy Sok, presnéji Sok nahlou zménou
hydrostatického tlaku, by mohl byt v praxi vyuzivany k hromadné indukci triploidniho
sivena amerického a pro moderni akvakulturu v Ceské republice, ale i ve svété by
mohla byt tato metoda velkym pifinosem. Nebot’ triploidni ryby vSeobecné vykazuji
vys§i ristové schopnosti, snizenou agresivitu, reprodukceni sterilitu €i substerilitu, a lepsi

organoleptické vlastnosti masa.

35



7. Seznam pouZzité literatury

Literarni zdroje:

Al-Sabti, K. (1995). Detection of triploidy in fish using the cytokinesis-blocked method for
erythrocyte and hepatic cells. Cytobios 82, 181-187.

Allen, S.K. (1983). Flow cytometry: assaying experimental polyploidy in fish shellfish.
Aquaculture 33, 317-328.

Allendorf, F.W., Thorgaard, G.H. (1984). Tetraploidy and the evolution of salmonid fishes.

In:Turner, B.J. (Ed.), Evolutionary Genetics of Fishes. Plenum Press, New York, 1-53.

Arai, K., Fujino, K., M. Kahamura.(1989). Chromosome set manipulations inSalvelinusspecies.
Physiol. Ecol. Japan, 515-528.

Auger, D. L., Gray, A. D., Ream, T. S., Kato, A., Coe, E. H., Birchler, J. A. (2005). Nonadditive
gene expression in diploid and triploid hybrids of maize.Genetics, 169(1), 389-397.

Beaumont, A.R., Fairbrother, J.E. (1991). Ploidy manipulation in molluscan shellfish, a review.
J. Shellfish Res. 10, 1-18.

Benfey, T.J. (1989). A bibliography of triploid fish, 1943 to 1988. Canadien Technical Report
of Fisheries and Aquatic Sciences 1682, 33s.

Benfey, T.J. (1999). The physiology and behavior of triploid fishes. Rev. Fish. Sci. 7, 39-67.

Benfey, T.J. (2001). Use of sterile triploid Atlantic salmon (Salmo salar L.) for aquaculture in
New Brunswick, Canada. ICES J. Mar. Sci. 58, 525-529.

Benfey, T.J., Sutterlin, A.M. (1984). Triploidy induced by heat shock and hydrostatic pressure
in landlocked Atlantic salmon (Salmo salar L.). Aquaculture 36, 359-367.

Benfey, T.J., Solar, I.1., de Jong, G., Donaldson, E.M. (1986). Flow-cytometric confirmation of
aneuploidy in sperm from triploid rainbow trout. T. Am. Fish. Soc. 115, 838-840.

Boulanger, Y. (1991). Performance comparison of all-female diploid and triploid brook

trout.Canadian Technical Report of Fisheries and Aquatic Science 1789, 111-121.

Buchtova, H., Vorlova, L., Svobodova, Z., Flajshans, M. (2005). Chemical composition of flesh
of diploid and triploid population of tench (Tinca tinca, Linnaeus 1758). Czech J. Anim.
Sci. 50, 213-219.

36



Comai, L. (2005). The advantages and disadvantages of being polyploid. Nat. Rev., Genet.
6, 836-846.

Cassani, J.R., Caton, W.E., Clark, B. (1984). Morphological comparison of diploid and triploid
hybrid grass carp, Ctenopharyngodon idella female x Hypophtalmichthys nobilis male. J.
Fish Biol. 25, 269-278.

Deeley, M. A., Benfey, T. J. (1995). Learning ability of triploid brook trout. Journal of Fish
Biology 46, 905-907.

Dubé, P., Blanc, J-M., Chouinard, M., Noue, J., 1991. Triploidy induced by heat shock in brook
trout (Salvelinus fontinalis). Aquaculture 92, 305-311.

Felip, A., Zanuy, S., Carrillo, M., Martinez, G., Ramos, J., Piferrer, F. (1997). Optimal
conditions for the induction of triploidy in the sea bass (Dicentrarchus labrax L.).
Aquaculture 152, 287-298.

Flajshans, M. (1989). Uméla polyploidizace u lososovitych ryb (Pfehled). Bull. VURH
Vodnany 2, 14-17.

Flajshans, M., Vajcova, V. (2000). Odd ploidy levels in sturgeon suggest a backcross of
interspecific hexaploid sturgeon hybrids to evolutionary tetraploid and/or octaploid
parental species. Folia Zool. 49, 133-138.

Flajshans, M., Kocour, M., Rab, P., Huldk, M., Slechta, V., Linhart, O. (2008). Genetika a
$lechténi ryb. VURH JU Vodiiany, 230s.

Flajshans, M., Gela, D., Kocour, M., Buchtova, H., Rodina, M., PSenicka, M., Kaspar, V.,
Piackova, V., Sudova, E., Linhart, O. (2010). A review on the potential of triploid tench
for aquaculture. Rewiews in Fish Biology and Fisheries 20, 317-329.

Flajshans, M., Havelka, M., Ktiz, M., Toncar, J., Vesely, L. (2012). Tlakova jednotka pro
indukci polyploidie u ryb. UZitny vzor &. 23378. Ufad pramyslového vlastnictvi CR.

Flaghans, M., Kocour, M., Rab, P., Huldk, M., Petr, J., Slechtova, V.B., Slechta, V., Havelka,
M., Kaspar, V., Linhart, O. (2013). Genetika a Slechténi ryb. FROV JU, Vodnany, 305s.

Haffray, P., Aubin, J., Houis, V., Labbe, L., Jalabert, B. (2007). Comparison of pressure or
thermal treatments on triploid yields and malformations up to swim up stage in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss).Aquaculture 272, 265s.

Hussain, M.G., Chatterji, A., McAndrew, B.J., Johnstone, R. (1991). Triploidy induction in

Niletilapia, Oreochromis niloticus L. using pressure, heat and cold shocks. Theor. Appl.
Genet. 81, 6-12.

37



Cherfas, N.B., llyasova, V.A. (1980). Induced gynogenesis in silver crucian carp and carp
hybrids. Genetika 16, 1260-1269.

Chourrout, D., Chevassus, B., Krieg, F., Happe, A., Burger, G., Renard, P.(1986). Production of
second generation triploid and tetraploid rainbow trout by mating tetraploid males and
diploid females - potential of tetraploid fish. Theor. Appl. Genet. 72, 193-206.

Ihssen, P.E., McKay, L.R., McMillan, I., Phillips, R.B. (1990). Ploidy manipulation and

gynogenesis in fishes: cytogenetic and fisheries applications. T. Am. Fish. Soc. 119, 698-
717.

Jancek, J. (2000). Produkéné zhodnotenie triploidizacie sivomia amerického (Salvelinus
fontinalis, M.) v podmienkach pstruharstva Biely Potok. Diplomova prace MZLU Brno,
82s.

Jungalwalla, P.J. (1991). Production of non-maturing Atlantic salmon in Tasmania. Can. Tech.
Rep. Fish. Aquat. Sci. 1789, 47-71.

Johnstone, R., Knott, R.M., McDonald, A.G., Walsingham, M.V. (1989). Triploidy induction in
recently fertilized Atlantic salmon ova using anaesthetics. Aquaculture 78, 229-236.
Kouril, J., Mares, J., Pokorny, J., Adamek, Z., Randak, T., Kolafova, J., Palikova, M. (2008).

Chov lososovitych druhti ryb, lipana a siht. VURH JU Vodiany, 141s.
Leary, R.F., Allendorf, FW., Knudsen, K.L., Thorgaard, G.H. (1985). Heterozygosity and

developmental stability in gynogeneticdiploid andtriploidrainbowtrout. Heredity 54, 219—
225.

Legoatt, R.A., lwama, G.K. (2003). Occurrence of polyploidy in the fishes. Rev. Fish Biol.Fish.
13, 237-246.

Linhart, O., Flajshans, M. (1995). Triploidization of European catfish Silurus glanis L. by heat
shock. Aquacult. Res. 26, 367-370.

Linhart, O.,Rodina, M., Flajshans, M., Mavrodiev, N., Nebesatova, J., Gela, D., Kocour, M.
(2006). Studies on sperm of diploid and triploid tench (Tinca tinca L.). Aquac. Int. 14, 9—
25.

Lincoln, R.F. (1987). Triploid rainbow trout. Trout News (MAFF Lowestoft) 1, 13-16.

Lincoln, R.F., Scott, A.P. (1983). Production of all-female triploid rainbow trout. Aquaculture
30, 375-380.

Lincoln, R. F. (1989). Triploid induction in rainbow trout using hydrostatic pressure. Trout
News 8, 8-10.

38



Liu, S., Sezaki, D., Hashimoto, K., Kobayashi, H., Nakamura, M. (1978). Simplified techniques
for determination of polyploidy in ginbuna, Carassius auratus langsdorfi. Bull. Jpn. Soc.
Sci. Fish. 44, 601-606.

Lou, Y.D., Purdom, C.E. (1984). Polyploidy induced by hydrostatic pressure in rainbow trout,
Salmo gairdneri Richardson. J. Fish Biol. 25, 345-351.

McKay, L.R., lhssen, P.E., McMillan, 1. (1992). Growth and mortality of diploid and triploid
tiger trout (Salmo trutta x Salvelinus fontinalis). Aquaculture 106, 3-4, 239-251

McGeachy, S., Benfey, T. J., Friars, G. W. (1995). Freshwater performance of triploid Atlantic
salmon (Salmo salar) in New Brunswick aquaculture. Aquaculture 137, 333-341.

Nagoya, H., Kimoto, T., Onozato, H. (1990). Diploid gynogenesis induced by suppression of
the second or the third cleavage in the goldfish, Carassius auratus. Bull. nat. Res. Inst.
Aquaculture 18, 1-6.

Okada, H. (1985). Studies on the artificial sex control in rainbow trout, Salmo gairdneri. Sci.
Rep. Hokkaido Fish Hatchery 40, 1-49.

Pandian, T.J., Koteeswaran, R. (1998). Ploidy induction and sex control in fish. Hydrobiologia
384, 167-243.

Piferrer, F., Cal, R M., Alvarez-Blazquez, B., Sanchez, L., Martinez, P. (2000). Induction of
triploidy in the turbot (Scophthalmus maximus). I. Ploidy determination and the effects of
cold shocks. Aquaculture 188, 79-90.

Piferrer, F., Cal, R.M., Gémez, C., Bouza, C., Martinez, P. (2003). Induction of triploidy in the
turbot (Scophthalmus maximus), Il. Effects of cold shock timing and induction of
triploidy in a large volume of eggs. Aquaculture 220, 821-831.

Piferrer, F., Beaumont, A., Falguiere J.C., Flajshans, M., Haffray, P., Colombo, L. (2009).
Polyploid fish and shellfish: Production, biology and applications to aquaculture
forperformance improvement and genetic containment. Aquaculture 293, 125-156.

Piihoda, J., Kominek, A. (1977). K problematice zvySenych ztrat jiker a embryi béhem
inkubace u sivena amerického v podminkach lihné. Bull. VURH Vodiany, 4, 22-25.

Purdom, C.E. (1983). Genetic engineering by the manipulation of chromosomes. Aquaculture
33, 287-300.

Rab, P., Bohlen, J., Rdbova, M., Flajshans, M., Kalous, L. (2006). Cytogenetics as a tool box in

fish conservation: the present situation in Europe. In Pisano, E., Ozouf- Costaz, C.,

Foresti, F., Kapoor, B.G. (Eds.), Fish Cytogenetics. Science Publishers, Enfield,pp. 215-241.

39



Ramsey, J., Schemske, D. W. (1998). Pathways, mechanisms, and rates of polyploid formation

in flowering plants. Annu.Rev. Ecol. Syst.29, 467-501.

Refstie, T., Vaasvic, V., Gjedrem, T. (1977). Induction ofpolyploidy in salmonids by
Cytochalasin B. Aquaculture 10,65-74.

Rottmann, R. W., Shireman, J. V., Chapman, F. A. (1991). Introduction to hormone-induced

spawning of fish. Southern Regional Aquaculture Center 421.

Sheehan, R.J., Shasteen, S.P., Suresh, A., Kapuscinski, A.R., Seeb, J.E. (1999). Better growth in
all-female diploid and triploid rainbow trout. Trans. Am. Fish. Soc. 128, 491-498.

Scheerer, P.D., Thorgaard, G.H. (1983). Increased survival in salmonids hybrids by induced
triploidy. Canadien Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 2040-2044.

Small, S.A., Benfey, T.J. (1987). Cell size in triploid salmon. J. Exp. Zool. 241, 339-342.

Smith, L.T., Lemoine, H.L. (1979). Colchicine-induced polyploidy in brook trout. Prog. Fish-
Cult. 41, 86-88.

Solomon, D.J. (2003). The potential for restocking using all-female triploid brown trout toavoid

genetic impact upon native stocks. Trouth news, 28-30.

Satterlin, A.M., Holder, J., Benfey, T.J. (1987). Early survival rates and subsequent
morphological abnormalities in Landlocked anadromous and hybrid (landlocked X
anadromous) diploid and triploid Atlantic salmon. Aquaculture 64, 157-164.

Sugama, K., Taniguchi, N., Seki, S. (1992). Survival, growth and gonad development of
triploid red sea bream, Pagrus major (Temmink a Schlegel): use of allozyme marker for
ploidy and family identification. Aquacult. Fish. Mgmt. 23, 149-159.

Tambets, J., Paaver, T., Palm, A., Pihlak, A. Gross, R. (1991). Variability of some cell
parameters in di- and triploid rainbow trout Oncorhynchus mykiss R. Eesti Teaduste
Akadeemia Toimetised Bioloogia 40, 129-135.

Tiwary, B.K., Kirubagaran, R., Ray, A.K. (1997). Induction of triploidy by cold shock in Indian
catfish, Heteropneustes fossilis (Bloch). Asian Fish. Sci. 10, 123-129.

Tiwary, B.K., Kirubagaran, R., Ray, A.K. (1999). Altered body shape as a morphometric
indicator of triploidy in Indian catfish, Heteropneustes fossilis (Bloch). Aguaculture
Research 30, 907-910.

Tiwary, B.K., Kirubagaran, R., Ray, A.K. (2004). The biology of triploid fish. Rev. Fish Biol.
Fish. 14, 391-402.

Thorgaard, G.H. (1983). Chromosome set manipulation and sex control in fish. In: Hoar, W.H.,

40



Randall, D.J., Donaldson, E.M. (Eds.), Fish Physiology, Vol. IXB. Academic Press, New
York, pp. 405-434.

Thorgaard, G.H., Gall, G.A.E. (1979). Adult triploids in a rainbow trout family. Genetics 93,
961-973.

Thorgaard, G.H., Scheerer, P.D., Zhang, J. (1992). Integration of chromosome set manipulation

and transgenic technologies for fishes. Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 1, 251-256.

Ueda, T., Sawada, M., Kobayashi, J. (1987). Cytogenetical characteristics of the embryos
between diploid female and triploidmale in rainbow-trout. Jpn. J. Genet. 62, 461-465.

Ueda, T., Sato, R., Kobayashi, J. (1988). Triploid rainbow trout induced by high pH multiplied
by high calcium. Nippon Suisan Gakkaishi 54, 358s.

Varadaraj, K., Pandian, T.J. (1988). Induction of triploids in Oreochromis mossambicus by
thermal, hydrostatic pressure andchemical shocks. Proc. Aquacult. Int. Congr.
Vancouver, Canada,531-535.

Wattendorf, R.J. (1986). Rapid identification of triploid grass carp with coulter counter and
channelyzer. Prog. Fish-Cult. 48, 125-132.

41



8. Seznam obrazki, grafi, tabulek a priloh

Obrazky:

Obr. ¢. 1 : Prabeh indukee triploidie (upraveno podle Flajshanse a kol., 2013)

Obr. €. 2 : Prabeh indukce tetraploidie (upraveno podle Flajshanse a kol., 2013)

Obr. €. 3 : Schéma odchovnych zlabii pro inkubaci jiker na Pstruhatstvi Kaplice spol. s.r.o

Obr. ¢. 4:Histogram smésného vzorku bunck diploidniho a triploidniho plidku sivena z

pratokové cytometrie (Partec CCA I).

Grafy:
Graf ¢. 1: Porovnani % oplozenosti jiker mezi jednotlivymi Soky a kontrolou.

Graf ¢.2: Porovnani % lihnivosti jiker mezi jednotlivymi Soky a kontrolou.

Graf ¢. 3 : Porovnani relativniho obsahu DNA (pramér = S.D.) u tii skupin vzorku (kontrola,

teply a tlakovy Sok).

Graf €.4 : Porovnani variacniho koeficientu hodnot relativniho obsahu DNA u tii skupin vzorki

(kontrola, teply a tlakovy $ok).

Graf ¢.5: Porovnani ti¢innosti triploidizace u obou typt Soki.

Tabulky:

Tab. ¢.1 : Prehled zjisténych hodnot oplozenosti, lihnivosti a t¢innosti Soku.

Prilohy:

Ptiloha ¢. 1: Generaéni siven americky- samec (mli¢ak)

Ptiloha €. 2 :Generac¢ni siven americky- samice (jikernacka)

Ptiloha €. 3 : Prabéh umélého vyteéru

Ptiloha ¢. 4 :Indukce triploidie tlakovym Sokem-nalévani jiker s vodou do tlakové nadoby

Ptiloha ¢. 5 : Méfeni teploty vody u vlozky s indukeci teplého SokuObr. ¢. 10: Rozplavany

pladek sivena amerického ve stati 200 d°

Ptiloha ¢. 6: Rozplavany plidek sivena amerického ve stari 200 d°

Ptiloha €. 7 : Sestava pro piipravu vzorki pro ovétrovani triploidie

42



Ptiloha €. 8 : Sestava pro piipravu vzorki pro ovétrovani triploidie

Ptiloha ¢. 9 : Prutokova cytometrie Partec CCA T ((Partec GmbH, Némecko)

43



9. Prilohy

Ptiloha €. 1 : Generaéni siven americky- samec (mli¢ak) (Foto: autor).

Ptiloha €. 2 :Generac¢ni siven americky- samice (jikernacka) (Foto: autor).

44



Ptiloha €. 4 : Indukce triploidie tlakovym Sokem-nalévéni jiker s vodou do tlakové nddoby
(Foto: autor).

45



* B wosrzo007sa000 o
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10. Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva indukci triploidie u sivena amerického Salvelinus
fontinalis v provoznich podminkach pstruhaistvi za pouziti teplého a tlakového Soku.

Prvni ¢ast prace zahrnuje problematiku polyploidie u ryb, jeji indukci, metody
detekce polyploidie a jeji piinos pro akvakulturu.

Druhd cast obsahuje technologicky postup indukce triploidie a nésledné
vyhodnocovéani ucinnosti jednotlivych Sokl stanovenim ploidie plidku pritokovou
cytometrii.

Timto experimentem bylo zjiSténo, ze teply Sok indukoval 80 % triploidnich
jedinct, oproti tomu Sokem tlakovym byla indukce triploidie 100%.

Vysledkem bylo zjisténi, Ze tlakovy Sok je pro indukeci triploidie u sivent
americkych u¢innéjsi, nez Sok teply a poskytuje lepsi provozni vysledky. A to z diivodu
lepsi oplozenosti jiker, vyssi lihnivosti, ale pfedevsim vyssiho procenta triploidnich

jedinct.

Kli¢ova slova: Triploidie, siven americky, tlakovy Sok, teply Sok, pritokova cytometrie.
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11. Abstract

This bachelor thesis deals with the induction of triploidy in brook trout, Salvelinus
fontinalis under farm conditions using a heat- and /or hydrostatic pressure shock.

The first part involves the issues of polyploidy in fish, its induction, detection
methods of polyploidy and its contribution to aquaculture.

The second part deals with the technological process of induction of triploidy and
subsequently, with evaluation of the effectiveness of both types of the shock upon
ploidy level determine by flow cytometry.

In this experiment, heat shock induced 80% of triploids in contrary to the
hydrostatic pressure shock inducing triploidy in 100%. The pressure shock induced
triploidy in brook trout more effectively than the heat shock and provided better
operational results. Moreover, pressure shock displayed better fertilization of eggs,

higher hatchability, and also higher percentage of triploids.

Keywords: Triploidy, brook trout, pressure shock, heat shock, flow cytometry.

49



