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1. UVOD

Za triploidni organismy lze oznacovat takové, které maji ve svych bunkach tfi sady
chromozomu. Triploidni stav mize u ryb vznikat zcela ptirozené (napf. pfi pfezrani jiker),
avsak pro tcely akvakultury je tento stav indukovan zamérn¢ (Leggatt and lwama, 2003).
Smyslem zamérné produkce triploidnich ryb je skutecnost, Ze tii sady chromozomt vedou
k ¢asteéné nebo tplné sterilité, ktera se poté projevuje rychlej$im rustem a vy$si kvalitou
masa, ¢imz se vyznamné posiluje ekonomika chovu (Piferrer a kol., 2009; FlajShans a
kol., 2013). Nejpouzivangjsi moznosti pro zamérnou indukci triploidniho stavu je
vystaveni aktivovanych jiker takzvanému Soku (teplotni nebo tlakovy), ktery u jiker
zpusobi zadrzeni druhého polového téliska. Méné pouzivanou variantou je kiizeni
tetraploidnich ryb (4n) s rybami diploidnimi (2n) (Piferrer a kol., 2009). Triploidizace
nasla své uplatnéni nejen pro produkei sterilnich jedinct, ale je zaroven vyuzivana pro
obnoveni ploidni urovné pti produkci celosamicich obsadek pomoci gynogeneze (Peruzzi
a Chatain, 2000; Felip a kol., 2001).

V soucasné dobé€ je snaha omez it zne€iSténi pochazejici z intenzivni akvakultury, a
proto se chov ryb zac¢ina pozvolna piesouvat do recirkula¢nich akvakulturnich systémi
(RAS). Pro zvyseni efektivity provozu téchto systému se do chovll zavadi ty druhy ryb,
které vynikaji rychlym riistem, vysokou kvalitou svaloviny a vysokou trzni hodnotou
(Zhang a kol., 2011). V tomto ohledu lze oznalit okounovité druhy ryb za idealni
kandidaty.

Mezi evropsky nejvyznamnéjsi okounovité druhy ryb chované v akvakultute patii 1
candat obecny (Sander lucioperca). Duvodem zajmu o jeho chov byla nejen jeho kvalitni
svalovina, ale i skuteCnost, ze za poslednich 30-40 let se divoké populace vlivem
intenzivniho lovu snizily 0 vice nez 50 % (Policar a kol., 2013). Do podminek
recirkulacniho akvakulturniho systému byl candat poprvé pieveden pied 10-15 lety,
pfi¢emz v budoucnu lze o¢ekavat narist jeho produkce (Molnér a kol., 2004). V Ceské
republice je jeho chov provadén predevsim v kombinaci rybnika a RAS.

Triploidizace byla u okounovitych druhil ryb jiZz experimentalné testovana u okouna
zlutého (Perca flavescens; Malison a kol., 1993), okouna fi¢niho (Perca fluviatilis;
Rougeot a kol., 2003), candata severoamerického (Sander vitreum; Malison a Garcia-
Abiado, 1996) a jeho hybrida s candatem kanadskym (S.vitreum x S. canadensis; Garcia-
Abiado a kol., 2001). Vyzkum triploidizace candata obecného je teprve na svém

prvopocatku a z toho divodu je k dispozici pouze omezené mnozstvi informaci. Cilem



této studie je otestovat moznost triploidizace candata obecného za pomoci chladového
Soku, pokusit se nalézt nejefektivnéj$i kombinaci pro zacatek aplikace Soku, intenzity a
délky trvani teplotniho Soku. Zéaroven bude posouzen vliv Soku na celkovou lihnivost
jiker, vyskyt télesnych deformit a ploidni tGroven larev. Ploidni uroven larev bude

nasledné oveéfovana za pomoci pritokové cytometrie.



2. HLAVNI STAT

2.1. Polyploidie a polyploidizace

Na zacatek je velmi dilezité fici, ze fizend polyploidie patii do skupiny
chromozomovych manipulaci (Arai, 2000) a takto vznikli jedinci nejsou a ani nemohou
byt oznacovani za GMO (Geneticky Modifikovany Organismus; Piferrer a kol., 2009).
V principu se jedna o stav, ve kterém dojde v buiikach ke zmnozeni chromozomovych
sad nad jejich ptirozenou ploidni uroven (Leggatt a lwama, 2003). Takovéto organismy
poté oznacujeme jako polyploidi nebo také polyploidni. Podle po¢tu chromozomovych
sad je k nim pfifazen prefix napft. pro 3 (tri), 4 (tetra), 5 (penta) a dalsi (Comai, 2005).

Hegarty a Hiscock (2007) uvadéji, ze prirozena polyploidie byla jednim z nastroju
evolucni speciace zivoc¢icht a rostlin, diky které vznikla jejich druhova rozmanitost.
Konkrétné u ryb doslo v pribéhu jejich evoluce pravdépodobné hned k nékolika
polypoidiza¢nim udalostem (Le Comber a Smith, 2004). Polyploidie ale neni doménou
pouze ryb. Jeji vyskyt byl zjistén také u mekkysu, plazl, obojzivelnikt a dokonce, velmi
vzacné, u nékterych savet (Gallardo a kol., 1999). Znama je rovnéz u rostlin, kde je hojné
vyuzivana pii §lechténi riznych zemédélskych plodin (Piferrer a kol., 2009).

Polyploidni stav miiZe vznikat spontanné piirozenou cestou, nebo mize byt navozen
uméle. Polyploidii jako takovou lze pak rozdélit do dvou zakladnich forem -

autopolyploidie a alopolyploidie (Flajshans a kol., 2013).

2.2. Prirozena polyplodizace

Se spontanni (pfirozenou) polyploidizaci je mozné se setkat u zna¢ného mnoZstvi
rybich druhu (Benfey, 1989). Rab a kol. (2007) potvrzuji vyskyt triploidniho jedince jelce
proudnika (Leuciscus leuciscus) z feky Dyje. Pii podobném prizkumu zjistili autofi
Flajshans a Rab (1987) také ptitomnost triploidniho pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss) a lina obecného (Tinca tinca). Japonsti védci Zhang a Arai (1999) popisuji
ptitomnost triploidnich piskoit (Misgurnus anguillicaudatus) v nékolika lokalitach
tamnich fek. Vyskyt pfirozené triploidnich nebo tetraploidnich jedinct této celedi na
uzemi Evropy popisuji FlajShans a kol. (2013). Riizné polyploidni stavy byly rovnéz
nalezeny napf. u iberie ouklejovité (Leuciscus alburnoides ). V Cing byli ve volnych
vodach nalezeni triploidni i tetraploidni jedinci karase stiibfitého (Carassius auratus;
Xiao akol., 2011). U jeseterti je napiiklad mozné se setkat az se Ctyfmi riznymi ploidnimi

urovnémi (Carmona a kol., 2008). Polyploidni jedinci se také vyskytuji u celé fady
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akvarijnich ryb. Rasch a kol. (1982) popsali vyskyt spontanné triploidnich zivorodek
(Poecilia formosa). Maistro a kol. (2004) objevili triploidni jedince teter z rodu Astyanax.
Triploidni 1 tetraploidni jedinci byli popsani také u akvarijnich sumca z Celedi
Heteropneustidae (Flajshans a kol., 2013).

Polyploidni jedinci mohou spontanné vznikat hned né€kolika zplsoby, které jsou

popsany v nasledujicich kapitolach.

2.2.1. Autopolyploidie

Pti autopolyploidii dochédzi ke zmnozeni chromozomovych sad, a to pfi reprodukci
jedinct stejného druhu. Ptiklady vzniku autopolyploidie popsali Flajshans a kol. (2008)
a Piferrer a kol. (2009). Podle obou autort Ize vznik autopolyploidie shrnout do ¢tyf
nasledujicich situaci.

1. Porucha gametogeneze — pti samotné gametogenezi muze dojit k potlaceni
prvni ¢i druhé faze meiotického d¢€leni, popiipadé selhani rozchodu
mitotickych chromozomt.

2. Prezrani ovocyti a jiker — v pfipad¢ prezrani ovocytl ¢i jiker dochéazi ke
zménam cytoskeletalni organizace bunky, které mohou vést ke zméndm
VvV organizaci jadra, jadérka nebo porucham v tvorbé cytoskeletalnich
mikrotubuld. Vysledkem téchto zmén tak mize byt potlaceni druhé faze
meiotického d¢leni, coz ma za nasledek zablokovani oddé€leni druhého
polového téliska vedouci k vzniku triploidniho jedince.

3. Polyspermické oplodnéni — jinymi slovy oplodnéni vajicka vice spermiemi
najednou. Tento jev je vSak u ryb pomérné vzéacny, nebot je samovolné
blokovan obrannymi mechanismy jikry (Murata, 2003). Vyjimku zde tvofi
jesetefi, u kterych je polyspermické oplozeni pravdépodobnéjsi diky veétSimu
poctu jikernych mikropyli (PSenicka a kol., 2010).

4. Vnéjsi vlivy — autopolyploidni stav mize byt rovnéz navozen riznymi
podminkami vnéjSiho prosttedi, které mohou zplisobovat poruchy v procesu

fertilizace gamet (Flajshans a kol., 2008)
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2.2.2. Alopolyploidie

K alopolyploidii dochézi pti mezirodové nebo mezidruhové hybridizaci. Hybridizaci
(ktizenim) vzdalenych druhti mize dochazet k vyraznym genetickym zméndm, a to
v disledku slouceni rozdilnych genomii obou rodict (Flajshans a kol., 2008).
Alopolyploidie je nejcastéji spojovana se zménami ve zpusobu reprodukce, vcetné
partenogeneze, gynogeneze a hybridogeneze (Flajshans a kol., 2013). Napft. v Evropé je
znamo pies 90 takto vzniklych hybridnich komplexa (Vrijenhoek a kol., 1989; Alves a
kol., 2001).

2.3. Uméla indukce polyploidie
Pro zamérné navozeni triploidniho nebo tetraploidniho stavu jsou kli¢ové poznatky

Z mitdzy a meidzy v pribéhu gametogeneze (Obr.1; pievzato a upraveno podle Lineage

Medical, 2018)
2n @ PGC
JoAROTINM
Mitoza
@; z®wm
2n 2n 1 2n 2n

Mitdza
2n Primarni ovocyt

Meiodza 1. (Heterotypické déleni)

n Sekundarni ovocyt + 1.pdlové

O t8lisko
) .

Meiodza II. (Homeotypické déleni)

Vajicko (Ovum) + 2.po6lové télisko

Obr. 1 Schéma ovogeneze. PGC = primordialni gonocyty (prapohlavni burnky)
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2.3.1. Mitoza

Ukolem mitézy je predat dcefiné buiice shodnou genetickou informaci a stejny pocet
chromozomu. V pribéhu anafaze zde dochazi k rovnomérnému roztrzeni chromozomi a
tim padem i stejnomérnému rozdéleni genetické informace do obou budoucich bunék.

Vysledkem je vznik dvou diploidnich bunék (mateiské a dcefiné; Sipek, 2010-2014).

2.3.2. Meidza

Meidza je charakterizovana dvéma rliznymi zptsoby déleni bunék. Pfi prvnim tzv.
redukénim (heterotypickém) zpusobu dé€leni (meidza I.) dochazi nejprve k parovani
homolognich chromozomii. Ve vzniklém chromozomovém paru (bivalentu) zaroven
dochdzi k prekryvani chromatid, které vede k vzniku tzv. crossing-overu. V prubéhu
anafaze ovSem nedochdzi k rovnomérnému roztrzeni chromozomii. Vysledkem meidzy
L. je tedy vznik dvou bunék s polovicnim mnoZzstvim genetické informace a poloviénim
poctem chromozomu. Druhé bunééné déleni (meidza I1.) je shodné s béZnym mitotickym
délenim bunky (Sipek, 2010-2014).

Béhem celého meiotického cyklu dochazi pouze k jedné replikaci DNA. Tento fakt
umoznuje segregaci jedné kopie z kazdého homologniho chromozomu do kazdé nové
gamety. Vysledkem meidzy jsou ctyii haploidni gamety s jednou sadou chromozomu

(Flajshans a kol., 2013).

2.3.3. Triploidizace

Ovulovany ovocyt se nachdzi v metafazi druhého meiotického déleni a pokracovani
meidzy je opét nastartovano az po oplozeni (Pandian a Koteeswaran, 1998). Pro cilené
navozeni triploidniho stavu je nutné ovulovany ovocyt v této fazi vystavit Soku, ktery
povede Kk depolymeraci tubulinovych vldken, coz zabrani oddéleni sekundarniho
polového téliska (FlajShans a kol., 2013). Vysledkem je tedy organismus, jenz obsahuje
jednu sadu chromozomii ze samiciho prvojadra, jednu sadu ze samciho prvojadra a jednu
z pélového téliska (FlajShans, 2008). Vznik triploidni buriky je popsén v Obr. 2 (pfevzato

a upraveno od Flajshanse a kol., 2008).
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Obr. 2 Schéma umélé indukce triploidie pomoci meiotického Soku.

2.3.4. Tetraploidizace

Pii umélé indukci tetraploidie je zapotiebi postihnout Sokem cytokinezi prvniho
mitotického déleni (prvni ryhovani). Diky Soku dojde k depolymeraci tubulinovych
vldken dé€liciho vieténka, coz vede k zablokovani procesu rozdéleni duplikovanych sad
do dcefinych bun¢k. Vysledny organismus tedy obsahuje ¢tyti sady chromozomi: dvé ze
sami¢iho prvojadra a dvé ze samciho prvojadra (Flajshans a kol., 2013). Vznik

tetraploidni bunky je popsan na Obr. 3 (pfevzato a upraveno od Flajshanse a kol., 2008).
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Obr. 3 Schéma umélé indukce tetraploidie pomoci mitotického Soku.
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2.4. Druhy Soki pouzivané pri umélé polyploidizaci ryb
2.4.1. Mechanické Soky

Mechanické Soky byly pouzivany zejména v pocatcich uméle indukované polyploidie.
Poprvé byly experimentalné testovany jiz ve 30. letech 20. stoleti u kapra obecného
(Cyprinus carpio). Oplozené jikry byly napichovany nebo po urcitou dobu vystavovany
otfesim o ruzné intenzité. Zna¢nou nevyhodou téchto Sokd byla jejich velmi mala

ucinnost a vysoka mortalita takto oSetfenych jiker (FlajShans a kol., 2013).

2.4.2. Chemické Soky

Principem je pouziti chemikalii fungujicich jako tzv. vieténkové jedy. Tyto latky maji
za nasledek poskozeni mikrotubulti déliciho vieténka, v disledku cehoz nedojde
k oddé€leni druhého polového téliska (Beaumont a Fairbrother, 1991). K tomuto ucelu je
mozné vyuzit napt. kolchicin. Kolchicin je alkaloid vyuzivany zejména k umélé indukci
polyploidie u rostlin. U ryb byla tato latka testovana u sivena amerického (Salvelinus
fontinalis). Zna¢nou nevyhodou kolchicinu je ale to, Ze zpisobuje mozaicismus (Smith a
Lemoine, 1979).

Mezi dalsi chemikalie pouzivané k umélé indukci polyploidie patfil cytochalasin B.
Pouziti této chemikalie pii indukci polyploidie u lososa atlantského (Salmo salar) popsali
Refstie a kol. (1977). Ve vysledcich tohoto experimentu bylo ale zjiSténo, Ze cytochalasin
B vede rovnéz k vzniku mozaicismu. Pouziti cytochalasinu B pro ucely akvakultury je
v Evropské unii zakazano (Piferrer a kol., 2009), avSak dfive byla tato chemikalie hojné
vyuzivana k indukci tetraploidnich slavek nebo Ustfic (Beaumont a Kelly, 1989; Gosling
a Nolan, 1989).

Podobnym zptisobem byly testovany i dalsi chemikalie (6 — dimethylaminpurin, kofein
a dalsi), pticemz nejvétSich uspéchtl bylo dosazeno pii pouziti plynného oxidu dusného.
U pstruha duhového bylo zjisténo, Ze pro uspésné zablokovani druhého polového téliska
je zapotiebi pouzit oxid dusny pii tlaku zhruba 11 barti. Timto zplisobem je mozné docilit
az 90% uspésnosti triploidizace (Shelton a kol., 1986).

Mezi dalsi historické experimenty s vice ¢i mén¢ uspokojivymi vysledky patii rovnéz
indukce triploidie za pomoci vysokého pH a Ca?*. Ueda a kol. (1988) popsali experiment
u pstruha duhového, kdy byla ziskdna ¢ast triploidniho potomstva pouze za pomoci

osetfeni jiker a mli¢i vysokym pH a vysokou koncentraci Ca?*.
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2.4.3. Fyzikalni Soky
2.4.3.1. Elektrofuze

Principem elektrofiize je zadrzeni druhého polového téliska za pomoci elektrického
proudu. Elektrofiize byla experimentalné testovana u lososa coho (Oncorhynchus
kisutch). Tento zpusob indukce triploidie se vSak osvéd¢il pouze pii kombinaci

s tepelnymi Soky (Teskeredzi¢ a kol., 1993).

2.4.3.2. Tlakové Soky

V chovech ryb se tlakové Soky spolecné s teplotnimi ukazaly jako nejucinnéjsi zptsob
umélé indukce triploidizace. Je to predevsim z divodu jejich snadného provedeni a
vysoké efektivity (FlajShans a kol., 2013). Pfesny princip navozeni triploidniho stavu
pomoci hydrostatického tlaku nebyl zatim dikladn€¢ zkoumén. S nejvétsi
pravdépodobnosti mé vysoky tlak za nasledek zabranéni oddé€leni druhého polového
téliska nebo zablokovani funkce mikrotubula déliciho vieténka (Wilson a kol., 2001).
Druhou mén¢ pravdépodobnou moznosti je kombinace obou vlivil (Piferrer a kol., 2009).
Tlakovy Sok se oproti teplotnim Soklim vyznacuje vyssi Setrnosti k jikram, coz se pozdéji
projevuje niz§i mortalitou embryi (Benfey a Sutterlin, 1984). Dalsi ptednosti tlakovych
Sokll je moZnost oSetfeni velkého poctu jiker najednou, a to vcetné jiker pelagofilnich
druhi ryb (Piferrer a kol., 2009).

Pro uspésné provedeni tlakového Soku je nutné pouzit specialni tlakovou nadobu, ktera
je pfipojena na kompresor, ruéni pumpu nebo na tlakovou ldhev se stlacenym plynem
(Flajshans a kol., 2013). Ve vétsiné ptipadii je vyuzivan tlak v rozmezi 58-85 MPa. Cas
pro zacatek aplikace tlakového Soku se odviji od jednotlivych druhii ryb. Pro ryby
teplomilné, jako je kapr obecny, lin obecny, amur bily (Ctenopharyngodon idella) a dalsi,
se uvadi optimalni zacatek 2-7 minut od aktivace gamet. U studenomilnych druht (pstruh
duhovy, losos obecny a dalsi) je optimalni aplikovat Sok po 15-20 minutach od aktivace.
Délka expozi¢ni doby je u obou skupin ryb podobna a pohybuje se okolo 2-6 minut
(Piferrer a kol., 2009).
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2.4.4. Teplotni Soky

Tyto druhy fyzikdlnich Sokli patii mezi jedny z nejstarSich a zéaroven také
nejpouzivanéjSich zpisobu indukce triploidie. Jiz ve 40. letech 20. stoleti byly
s uspéchem testovany pii navozeni triploidniho stavu u koljusky tiiostné (Gasterosteus
aculeatus; Swarup, 1959). Pti pouziti teplotnich Sokd dochéazi k zadrzeni druhého
polového téliska kombinaci hned nékolika vlivii. Mezi tyto vlivy lze zaradit napt. zménu
rychlosti vyvoje bunék, naruSeni mikrotubuli déliciho vieténka nebo zmény hustoty
Vv cytoplazmé (Piferrer a kol., 2009). Z divodu vysoké efektivity a nizké financni
narocnosti jsou Casto nadifazovany nad tlakové Soky (Thorgaard, 1986). Pouziti teplého

nebo chladového Soku se odviji od druhu ryby (Felip a kol., 2001).

2.4.4.1. Chladovy Sok

Aplikace tohoto druhu Soku je vyhodnd u teplomilnych druhti ryb nebo
u ryb s drobnymi jikrami jako napf. kapr obecny, mofan zlaty (Sparus aurata), moréak
evropsky (Dicentrarchus labrax) aj. (Piferrer a kol., 2009). Principem chladového Soku
je expozice oplozenych jiker ve vyrazné chladnéjsi vod¢, nez je bézna teplota vody pfi
reprodukci danych druhti. Pro zchlazeni vodni 1azné se bézné pouziva led (Flajshans a
kol., 2008). Obecné se udava, Ze optimalni teplota vodni 1azné¢ by se méla pohybovat
v rozmezi 0-4 °C. Tato hodnota se vSak u jednotlivych druhti ryb miiZe mirné liSit, napf.
u amura bilého je to 5-7 °C, u tilapie nilské (Oreochromis niloticus) dokonce az 9 °C
(Cassani a Caton 1985; Hussain a kol., 1991). Pro motské druhy se uvadi jako optimalni
teplota 1-3 °C (Piferrer a kol., 2009).

U teplomilnych druht ryb by mél byt Sok aplikovan po 2-7 minutach od aktivace jiker,
pfi¢emz expozi¢ni doba v ledové lazni by se méla pohybovat okolo 30 minut (Piferrer a
kol., 2009). Pro druhy chladnomilné se Sok provadi obvykle po 15-20 minutich od
aktivace, pficemz expozi¢ni doba se znac¢né 1i$i druh od druhu a pohybuje se od 20 minut

az po nékolik hodin (FlajShans a kol., 2008).

2.4.4.2. Teply Sok

Tento druh Soku je opakem chladového Soku. To znamena, Ze oplodnéné jikry jsou
ponofeny do vyrazné teplejsi vody, nez ve které bézn€ probihd reprodukce a jejich
nasledna inkubace. Teplota Sokové ldzn¢ je nejCasteji udrzovana za pomoci termostatu

(Flajshans a kol., 2008). VySe teploty je na rozdil od chladové 14zné¢ zna¢né variabilni.
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Pro ryby chladnomilné se uvadi jako vhodna teplota Sokové lazné 29-30 °C. Sok by mél
byt aplikovan 5-7 minut po aktivaci, ptiCemz délka expozi¢ni doby je 10-25 minut
(Malison a kol., 1993; Rougeot a kol., 2003). U ryb teplomilnych se uvadi teplota lazné
az 40-41 °C. Samotna aplikace Soku je provadéna 3-5 minut od aktivace (Don a Avtalion,
1986). Expozi¢ni doba v Sokové lazni je pak vétsinou velmi kratka, a to 1-3 minuty
(Flajshans a kol., 2008).

2.5. Faktory ovliviiujici efektivitu umélé polyploidizace

Kazdy druh Soku je charakterizovan tfemi proménnymi a jejich kombinace je kli¢ova
pro konecnou tspésnost polyploidizaéniho procesu (Chourrout, 1984; Piferrer a kol.,
2009).

2.5.1. Zacatek Soku

Nejdulezitéjsim ze vSech tii faktord je prave doba zahdjeni Soku, ktera je zavisla na
druhu ryby a teploté vody v prub&hu inkubace jiker. Za standardni teplotu vody pro
inkubaci jiker teplomilnych druhi, jako je kapr, lin, sumec velky (Silurus glanis) a dalsi,
se povazuje 20-22 °C, pro druhy chladnomilné 10 °C (lososovité). Naptiklad pfi teploté
20 °C se u kapra a lina provadi Sok 5 minut od aktivace gamet, ¢imz dojde k postihnuti
metafaze druhého meiotického déleni a tim ke vzniku triploidniho jedince. Pozdgjsi
provedeni Soku (43,5 min. po aktivaci) postihuje cytokinezi prvniho mitotického déleni a
jeho vysledkem je vznik tetraploidniho jedince (FlajShans a kol., 2008). V piipadé, ze
neni pouzita standardni inkubacni teplota, je zacatek aplikace Soku vypocten pomoci
hodnoty t0 (tau nula). Tato hodnota pfedstavuje délku jednoho mitotického cyklu
(v minutach) pfi synchronnim déleni bun¢k. V piipadé, Ze je hodnota t0 pro dany druh
znama, lze za pomoci standardni teploty a pouzité teploty vody (nestandardni) vypocitat
optimalni ¢as pro zahajeni aplikace Soku (Shelton a kol., 1997). Hodnota 10 je vSak

prozatim stanovena u pomérné malého rozsahu rybich druhd.

2.5.2. Intenzita Soku

Vyse intenzity Soku (teplota ldzn€ nebo sila tlaku) znacné ovliviiuje jak GspéSnost
samotné polyploidizace, tak i nasledné preziti embryi. Obecné plati, Ze vyssi teplota nebo
tlak indukuji vyssi procento polyploidil, ale zaroven s tim neimérné zvySuji mortalitu

embryi (Flajshans a kol., 2008).
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2.5.3. Expozi¢ni doba

Délka expoziéni doby je uzce spojena s intenzitou Soku. Nepfiméfené dlouha
expozicni doba muze vést az k 100% mortalité embryi. Naopak pfili§ kratkd expoziéni
doba ma za nasledek nizké nebo nulové procento indukce polyploidl (Cassani a Caton,

1985; Manickam, 1991).

2.6. Polyploidie v intenzivni akvakultuie

Produkce polyploidnich ryb je soucasnym trendem modernich akvakultur, kdy jsou
nejcastéji indukovani jedinci triploidni (Piferrer a kol., 2009). Tetraploidni ryby jsou
uplatiiovany pouze pfti kiizeni s diploidnimi pro naslednou produkci triploidi. Produkce
tetraploidnich ryb je nevyhodnd, protoze tyto ryby jsou diky vysoké homozygotnosti
citlivé vici vnéjsim podminkam, coz vede k jejich vysoké mortalit¢ (Arai, 2000).
Tetraploidie je ovSem hojné vyuzivana v intenzivnich chovech mlzi, kde se bézné

pouziva pro produkci triploidnich usttic (Crassostrea gigas) (Nell, 2002).

2.6.1. Vyhody chovu triploidnich ryb

(Pandian a Koteeswaran, 1998). Sterilitu ryb zpisobuji tfi sady homolognich
chromozomu, které se v prubéhu gametogeneze nemohou rovnomérné rozdélit (Flajshans
a kol., 2013). Pozitiva této vlastnosti potvrzuji Werner a kol. (2008), ktefi u triploidnich
pstruhit duhovych zaznamenali lepsi vyuzZiti energie z pfijatého krmiva. Tato energie je
vyuzita na rast svalové hmoty a nikoliv k tvorbé gonad. Kromé¢ této vlastnosti popisuje
stejny autor také lepsi kvalitu svaloviny téchto ryb. Ta je charakterizovana predevSim
zvySenou pevnosti, niz§im obsahem vody, vyssi vytéZnosti fileti a vy$§im obsahem tuku.
Dalsi vyhody chovu triploidnich ryb popisuje Mair (1993), ktery tvrdi, ze sterilita téchto
ryb vede ke sniZeni jejich temperamentu a tim ke sniZeni ztrat v pribéhu odchovu.
Z ekologického hlediska ma produkce triploidii vyznam 1 pfi chovu nebo vysazeni
neptvodnich druhti ryb do volnych vod. Piikladem miize byt vyuziti amura bilého
v mé¢lkych jezerech na Floridé, kde byl uspésné pouzit na redukci makrofyt (Hanlon a
kol., 2000). Alternativni vyuziti triploidnich ryb popsali i Cotter a kol. (2000). Jejich
prace je zaméfena na problematiku klecového chovu losost, kde mize dochazet k jejich
uniklim do volnych vod. Ve vytérovém obdobi se mohou potom tyto ryby z farem zkiiZzit

s divokymi liniemi a tim znehodnotit jejich pivodni genom.
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2.6.2. Nevyhody produkce a chovu triploidnich ryb

Hlavni nevyhodou produkce polyploidnich jedinct jsou vysoké ztraty v priubéhu
inkubace jiker a pfi nasledném odchovu pludku (Solomon, 2003). Se zvySenim ploidie
buiky dochazi rovnéz k zvétSovani bunééného jadra i buitkky samotné. Tento jev miize
mit dopady jak na chovani ryb, tak na jejich celkovy vzhled, ktery je zejména u larev
poznamenan fadou riznych malformaci (Solar a kol., 1984). Tyto malformace se
projevuji predevsim jako makrocefalie, lordozy, apod. Triploidizace muzZze mit zaroven
negativni dopad na vyvoj zaberniho vicka, a také samotnych Zabernich listki, u kterych

se snizuje jejich respirac¢ni plocha (Sadler a kol., 2001).

2.7. Metody urceni ploidni urovné

Pro vyhodnoceni UspéSnosti indukce polyploidie, je nezbytné stanoveni hladiny
ploidni Grovné u nové vzniklych jedinct. V pribéhu let byly vyvinuty metody, které jsou
zalozeny na skuteCnosti, ze polyploidni jedinci maji navic jednu ¢i vice sadek
chromozom a jejich jadra a buiky jsou vétsi (v ptipadé€ jader i kondenzovangjsi) néz
u béznych diploidnich jedinct (lhssen a kol., 1990). Metody vyuzivané ke stanoveni
ploidni urovné bunék 1ze rozdélit na pfimé a nepiimé (Wolters a kol., 1982).

Do piimych metod patfi stanoveni karyotypu, kvantifikace obarvenych jadérek
(NOR), kvantifikace obsahu DNA pomoci prutokové cytometrie a mikrodenzitometrie
(Flajshans a kol., 2013).

Mezi metody nepiimé lze zatadit Coulterovu metodu, méteni bunéénych a jadernych
geometrickych charakteristik a morfologické rozdily mezi triploidy a diploidy (FlajShans
a kol., 2008).

2.7.1. PFimé metody
2.7.1.1. Stanoveni karyotypu

Pro stanoveni karyotypu je klicovy celkovy pocet vSech chromozomt v buiice. Prvni
moznosti je ziskat chromozomy z krve nebo ploutevni tkan¢ zivych ryb. Druhou mozZnosti
je ziskani chromozomui zryb po jejich usmrceni. V tomto piipadé se chromozomy
preparuji z kranialni ¢asti ledvin, ze sleziny, gonad nebo Zaberniho epitelu (Flajshans a
kol., 2008; 2013). Stanoveni karyotypu se v provoznich podminkach bézné nepouziva,

nebot’ je velmi ndro¢né na ¢as. Na druhou stranu patii mezi nejpresnéjsi metody, protoze
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dokaze odhalit rizné abnormality, jako je aneuploidie nebo heteromorfismy (Tiwary a

kol., 2004; Flajshans a kol., 2013).

2.7.1.2. Kvantifikace obarvenych oblasti organizitoru jadérka (NOR)

Tato metoda spociva v pocitani obarvenych oblasti organizatoru jadérek (NOR) ¢i
samotnych jadérek, ktera se nachazeji v metafazi nebo interfazi. K obarveni a vizualizaci
jadérek se pouziva AgNOs Principem je navazani stéibra na zbytky rRNA-proteinového
komplexu, jenz je syntetizovan organizatorem jadérka v predeslé interfazi. Z tohoto
divodu uvedend metoda identifikuje pouze aktivni NOR (Foresti a Toledo, 1981;
Flajshans a kol., 2008).

Timto zpisobem 1ze u diploidni bunky napoditat pouze dvé NOR, v piipadé
triploidnich bunék se obarvi tfi NOR (Tiwary a kol., 2004). Tato metoda ptedstavuje
levny a rychly zptsob identifikace polyploidie. Nevyhodou metody je pouziti pouze
U druhti ryb, které maji v haploidni sadé chromozomu jen jeden chromozom s NOR
(u fady ryb neodpovida pocet chromozomi s NOR Vv haploidni sad¢ skuteéné ploidni

urovni). Zaroven tato metoda nedokaze odhalit mozaicismus (Flaj$hans a kol., 2013).

2.7.1.3. Pritokova cytometrie

Tato metoda patii mezi presné a rychlé metody, u ryb se zacala hojn€ vyuZivat jiz od
80. let 20. stoleti (Rab a kol., 2007). Jeji nespornou vyhodou je moZnost stanoveni ploidni
urovné u vSech vékovych skupin, a to v€etné rybich embryi (Flajshans a kol., 2008). Pro
prutokovou cytometrii 1ze pouzit jako zdroj bunék rybi tkan i krev (Thorgaard a kol.,
1982).

Principem pritokové cytometrie je méfeni obsahu bunécného jadra za pomoci
fluorescence, kterou vyzatuje komplex obarvené DNA (Flajshans a kol., 2008). Pro
vyvolani fluorescence je zapotiebi nejprve zprichodnit bunéénou membranu a nasledné
obarvit DNA jadra za pouziti specifickych barviv. Pro tento el se béZzn¢ pouzivaji 4’,6-
diamido-2-phenylindol (DAPI) a Propidiumjodid (PI; Thorgaard a kol., 1982; Solar a
kol., 1984). Mén¢ znamym, ale pouzitelnym barvivem je také akridinova oranz (AO)
(Darzynkiewicz, 1990).

Pfipraveny a obarveny vzorek je vloZen do cytometru, ktery zobrazuje intenzitu
fluorescence analyzovanych bun¢k do formy histogramu. U pritokové cytometrie se

vychézi z ptedpokladu, ze triploidni jedinec ma tii sady chromozomu a ma tedy 1,5krat
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vice DNA a vyssi fluorescenci nez prirozen¢ diploidni jedinec. Proto se histogram (peak)

triploidniho jedince nachazi na ose x 1,5krat dale nez u diploida (Flajshans a kol., 2008).

2.7.1.4. Denzitometrie
Denzitometrie je podobna pritokové cytometrii. Principem je méfeni absorbance

barviva v burnikach natéru, které jsou obarveny za pomoci Fulgenovy reakce (Gold a kol.,
1990).

2.7.2. NepFimé metody

2.7.2.1. Coulterova metoda

Principem Coulterovy metody je méfeni velikosti buiiky za vyuziti vodivého roztoku
a elektrod, pfi¢emz velikost elektrick¢ého impulzu je pfimo tmérnd bunécnému objemu
(Flajshans a kol., 2013). Johnson a kol. (1984) uvedli, ze navzdory jejimu snadnému
provedeni ma Coulterova metoda zhruba o 11 % procent nizsi piesnost méfeni nez

priutokova cytometrie.

2.7.2.2. Méreni geometrickych charakteristik erytrocyta

Meéfeni geometrickych parametrl erytrocyti z obarveného krevniho natéru je levna a
jednoducha metoda identifikace polyploidnich jedinct (Benfey, 1999). Principem této
metody je porovnani podélné osy, Sitky a plochy jadra erytrocytu s parametry erytrocytt
diploidniho jedince (Wolters a kol., 1982). Pro identifikaci triploidniho jedince je nejvice
prukazna délka podélné osy erytrocytu, pficemz ostatni parametry se méni jen nepatrné
(Flajshans a kol., 2008). V pifipadé vyssich plodnich trovni se méti plochy jader
erytrocytu, piipadné jejich obvod. Je to dano tim, Ze s vySsi hladinou ploidie roste i plocha
jader (Svobodova a kol., 1998). Wolters a kol. (1982) uvedli, Ze pomoci méfeni

geometrickych charakteristik 1ze rozeznat polyploidni stav zhruba u 92 % piipadi.

2.7.2.3. Morfologické rozdily mezi triploidy a diploidy

Tato metoda je nejméné spolehlivd a navic ji 1ze pouzit pouze pro znacné omezeny
okruh rybich druhd (Maxime, 2008). U alopolyploidnich hybridii je mozna jejich
identifikace na zaklad¢ rozdilného fenotypu (Flajshans a kol., 2008). Napiiklad
Lilyestrom a kol. (1999) uvedli, Ze triploidniho hybridniho sumce (Ictalurus punctatus x

Ictalurus furcatus) je mozné rozeznat pouze podle tmavsiho zbarveni. Zména zbarveni
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byla pozorovana také u hybrida sivena amerického a pstruha potoc¢niho (Salvelinus
fontinalis x Salmo trutta m. fario; Scheerer a kol., 1987).

V piipadé autotriploidii jsou moznym rozpoznavacim znakem rozdilné Supinové
vzorce a rozdily v poétu paprski v ploutvich. Bonar a kol. (1988) uvadgji tyto rozdily
u triploidniho a diploidniho amura bilého. Zaroveil vSak dodavaji, Ze piesnost
identifikace je 65-85 %. Rozdilny pocet ploutevnich paprskt v fitni ploutvi byl rovnéz
pozorovan u triploidniho kapra obecného (Gomelsky a kol., 2003). U lina jsou triploidni
jedinci snadno identifikovatelni podle délky a tvaru bfisnich ploutvi (Flajshans a kol.,
1993). Rozdilné télesné parametry u triploid byly popsany napt. u sumecka teCkovaného
(Ictalurus punctatus) nebo u tolstolobce pestrého (Aristichtys nobilis) (Wolters a kol.,
1982; Tave, 1993).

2.8. Triploidie u okounovitych druhi ryb

V soucasné dob¢ existuje jen omezené mnozstvi publikaci, které se timto tématem
zabyvaji. U evropsky vyznamnych akvakulturnich druhti jako je candat obecny a okoun
fi¢ni, byla triploidie testovana pouze na experimentalni trovni. Rougeot a kol. (2003)
usp&s$né otestovala indukei triploidie u okouna fi¢niho za pomoci teplého Soku. Stejny
druh $oku rovnéz aplikovali Blecha a kol. (2016) pro triploidizaci candata obecného. Na
jikry morc¢édka evropského jako vyznamného zastupce okounovitych v motské
akvakultufe byly s uspéchem pouzity chladové a tlakové Soky (Felip a kol., 1997).

Nejvice publikaci tykajicich se triploidizace okounovitych ryb pochazi ze Severni
Ameriky, kde je pomérné¢ hojné vyuzivana v chovech candata severoamerického
(Stizostedion vitreum), candata kanadského (Stizostedion canadensis) a okouna Zlutého
okounovitych ryb z hlediska intenzivni akvakultury a sportovniho rybolovu na tzemi
USA a Kanady. Napftiklad v roce 2013 ho bylo jen v Coloradu vyprodukovano 40 mil.
kusii. Indukce triploidie u tohoto druhu je velmi Zadouci, protoZe je pro svou ,,rybaiskou
atraktivitu® ¢asto vysazovan do biotopi, kde neni ptivodnim druhem (Fetherman a kol.,
2015). Uméelou triploidizaci tohoto druhu za pomoci teplého a tlakového Soku popisuji
napi. Ewing a kol. (1989) a Malison a kol. (2001).

Candat kanadsky je hojné vyuzivan pro hybridizaci s candatem severoamerickym.
Dtivodem hybridizace je zvySeni organoleptickych vlastnosti svaloviny, riistové rychlosti

a Vv neposledni fadé také odolnosti vii¢i podminkam intenzivnich chovil. Triploidizace
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tohoto hybrida je nezbytna, nebot’ je zde mozné zpétné kiizeni s ptivodné Cistymi
matefskymi liniemi (Malison a kol., 1990). Podobné jako u candata severoamerického,
byly i zde pro produkci triploidnich hybrida aspésné aplikovany teplé a tlakové Soky
(Garcia-Abiado a kol., 2001). Stejny autor rovnéZ popsal i netspésny pokus o indukci
tetraploidizace za pomoci tlakového Soku.

Vyznam triploidizace u okouna zlutého je diskutovanym tématem. Efektivni indukci
triploidizace za pomoci teploty a tlaku popsali Malison a kol. (1993). Bohuzel v prubé¢hu
testovani rtistové schopnosti triploidnich okount bylo zjisténo, ze samotny Sok vede ke
zpomaleni ristu bez ohledu na pocet chromozomovych sad. Moznym feSenim, jak
predejit negativnim ucinkiim Soku, je kfizeni tetraploidnich ryb s diploidnimi, za vzniku

triploidnich jedincti (Malison a Garcia-Abiado, 1996).

2.9. Candat obecny (Sander lucioperca)

2.9.1. Soucasna situace

V Evropé je candat obecny povazovan za jeden z nejhodnotnéjsich sladkovodnich
druht ryb (Schulz a kol., 2007). Je to dano ptedevsim jeho kvalitni svalovinou, ktera je
charakterizovana vysokou dietetickou hodnotou a nizkym obsahem tuku (pouze 1-2 %).
Diky této vlastnosti je vyhleddvany jak evropskym trhem, tak sportovnimi rybafi
(Lehtonen, 1985; Dil, 2008). Vlivem nadmérného odlovu z volnych vod vSak
Vv poslednich desetiletich dochazi k vyraznému poklesu jeho ptirozenych populaci. Za
obdobi 1950-2005 doslo ve volnych vodach témét k trojnasobnému snizeni jeho
populace. V letech 1995-2005 se prumérny ro¢ni vylovek pohyboval v rozmezi 17 000-
17 500 t (FAO, 2007). Kvuli nutné ochran¢ candatich populaci a zaroven dostate¢nému
zasobeni trhu timto druhem, byla v poslednich 15-20 letech vénovana pozornost chovu
této ryby v recirkulacnich systémech (RAS), a to predevS§im v Nizozemsku, Dansku,

Finsku a Francii (Policar a kol., 2016).

2.9.2. Zarazeni, popis a biologie candata obecného

Zarazeni

Kmen: Chordata — Strunatci
Podkmen: Vertebrata — Obratlovci
Ttida: Osteichthies — Ryby

Nadiad: Teleostei — Kostnati
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Rad: Perciformes — Ostnoploutvi
Celed: Percidae — Okounoviti
Rod: Sander — Candat

Druh: Sander lucioperca — Candat obecny

Popis a biologie

Pro candata je charakteristické protahlé vietenovité télo, které je ze stran mirné
zplostélé (Obr.4). Hlava je klinovitého tvaru. V pfedni ¢asti hlavy se nachazi pomérné
velké o€i. Velka, rozekland usta jsou jak na spodni, tak na horni ¢elisti opatfena drobnymi
zuby, pti¢emz vpiedu se nachazi velké, tzv. ,,psi zuby* (Lusk a kol., 1992; Barus a Oliva,
1995; Dubsky, 2003). Supiny jsou stiedni velikosti, typicky hebenité a na povrchu drsné.
Krom¢ povrchu téla pokryvaji rovnéz cCast skietovych kosti. Zbarveni je typicky
Sedozelené az temné modré s 8-12 tmavymi pii¢nymi pruhy. Bficho ma Zlutavy az bélavy
nadech. (Barus a Oliva, 1995; Dubsky a kol., 2003). Charakteristické je posunuti bfisnich
ploutvi do blizkosti prsnich ploutvi. Ocasni ploutev je mirn¢ vykrojena. Dvé hibetni
ploutve jsou rozdéleny mezerou. U hibetnich ploutvi jsou charakteristické tmavé skvrny,
které jsou upotradany do tad (Lusk a kol., 1992). Barus a Oliva (1995) uvad¢ji ploutevni
vzorec: D1 XII-XV; D2 I-111, 19-23; A I-111, 9-12; P 15; V I, 5.

Candat obecny byl pivodné rozsifen v zapadni Evropé v povodi Dunaje a Labe,
v severni Evropé se vyskytoval v imofi Baltského mofe a jizni ¢asti Svédska a Finska,
Na vychodé¢ Evropy byl zndm jeho vyskyt v povodi feky Volhy. Jeho vyskyt byl zjistén 1
v fekach, které usti do Cerného a Kaspického mote, véetnd Aralského jezera (Barus a
Oliva, 1995). Diky umélému vysazovani byl v§ak rozsiten do celé jizni a zdpadni Evropy,
véetné Balkanského poloostrova (Lusk a kol., 1992). Rovnéz v Ceské republice byl
vyskyt candata vyznamné ovlivnén umélym vysazovanim. Z toho divodu se dnes
muzeme s candatem setkat téméf ve vSech typech tekoucich a stojatych vod v povodi
Labe, Odry a Moravy (Hanel a Lusk, 2005).

Candat se mtize dozit 10-15 let, dosdhnout délky az 100 cm a hmotnosti okolo 10-12
kg. Mladsi skupiny ryb se sdruzuji typicky do hejn, oproti tomu nejstarsi a nejvétsi jedinci
jsou vétSinou samotafi (Baru§ a Oliva, 1995). Riistova rychlost je vyznamné ovlivnéna
prostfedim, potravni nabidkou a délkou vegetacniho obdobi (Dubsky, 2003; Hanel a
Lusk, 2005).
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Candat preferuje hluboké nadrze a feky s tvrdym, c¢lenitym dnem, které zaroven
poskytuje hojnost tkrytl v podob¢ patezi, potopenych kmenti a kamenti (Barus a Oliva,
1995). Vostradovska (1974) popisuje candata jako stanovistni rybu, ktera se pies den
zdrzuje v blizkosti ukrytl, odkud poté vyplouva za potravou. Potravni aktivita vyznamné
stoupa ve veCernich hodinach a také pti zvySené zakalené vodé (Lusk a kol., 1992).

Candat je typicky dravou rybou, jehoz potravu tvoii v dospélosti vyhradné ryby (Barus
a Oliva, 1995). Tuto informaci doplnuji Lusk a kol. (1992), ktery zaroven uvadi velikostni
preferenci lovenych ryb, a to 50-150 mm. Pro 1 kg pfirtstku potiebuje candat 3,5-6 kg
potravnich ryb (Sedlar a Zitian, 1974). Prvni potravu juvenilnich jedincii tvoii pfedevim
vyvojova stadia klanonozct (Copepoda) a vitnici (Rotatoria). Jiz ve velikosti 12 mm se
objevuje kanibalismus, avSak vétSina ryb pfechdzi na dravy zplsob Zivota az pii délce
30-50 mm (Barus a Oliva, 1995; Lusk a kol., 1992).

Nastup pohlavni dospé€losti se odviji podle podminek prostiedi a V priméru se
pohybuje od 3 do 5 let, pfi¢emz mlic¢aci dospivaji o rok dfive nez jikernacky (Bastl, 1969).
Samotné vytérové obdobi je podle teploty vody situovano do dubna az konce kvétna, kdy
teplota vody dosahuje 8-16 °C (Sonesten, 1991; Dubsky a kol., 2003). V této dob¢ lze
u mlicakii pozorovat pohlavni dimorfismus, ktery se projevuje ztmavnutim bficha nebo
celého téla. Oproti tomu jikernacky maji biiSni ¢ast svétlejsi az bilou a zaroven jsou
v biisku plnéjsi (Dubsky a kol., 2003). Informaci dopliuji Baru§ a Oliva (1995), ktefi
uvadéji, Ze rozpoznani pohlavi na zdkladé uvedenych znakd neni vzdy spolehlivé.
Vytérové obdobi je u mli¢akl spjato s vyhledavanim vhodného trdlisté pro vybudovani
tzv. ,,vytérového hnizda“ (Erm, 1981). Jako vytérovy substrat slouzi napt. kofeny vodnich
porostil, popiipadé piscité nebo Stérkovité podlozi, které mlicak dikladné ocisti od
nanost. Vytérové hnizdo se vétsinou nachazi v hloubce kolem 1-2 metrii (Dubsky a kol.,
2003). Na takto ptipraveném hnizdé setrva mlicak az do vytéru. Vlastni vytér poté probiha
jednorazoveé v parech (Baru§ a Oliva, 1995). Mnozstvi jiker je umérné hmotnosti
jikernaCek a pohybuje se vrozmezi 50 000-320 000 ks jiker. Relativni plodnost je
110 000-120 000 ks jiker na kilogram hmotnosti jikernadek (Citek a kol., 1998). Jikry
jsou zlutavé, lepivé a v priméru maji velikost 0,84-1,08 mm (Dubsky a kol., 2003). Po
nabobtnani se jejich velikost zvysi az na 0,9-1,4 mm (Demirkalp, 1992). Primérna
inkuba¢ni doba jiker se pohybuje od 120-150 °D (Lappalainen a kol., 2003). Po celou
dobu inkubace mli¢ék jikry chrani a zaroven je zbavuje kalu (Barus a Oliva, 1995).
Vylihlé larvy dosahuji délky okolo 4,5-6 mm (Schlumberger a Proteau, 1996). Zloutkovy

vacek je podle teploty vody kompletné straven za 6-8 dni, pfi¢emz tsta se profezavaji

27



¢tvrty az Sesty den po vykuleni (Hamza a kol., 2007). Poté nastupuje pfechod na exogenni

VyZivu.

Obr. 4 Candat obecny (Sander lucioperca).
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3. MATERIAL A METODIKA
3.1. Misto pokusu

Cely pokus byl proveden v Experimentalnim a rybochovném zatizeni (ERZ) Fakulty
rybafstvi a ochrany vod ve Vodianech a v laboratoti molekularni, bunécné a kvantitativni
genetiky na téze fakulté. Pokus probéhl ve dnech 5.5.2017 az 18.5.2017. V ERZ byl
proveden vytér generacnich ryb, oplodnéni jiker, jednotlivé teplotni Soky oplodnénych
jiker a jejich nasledna inkubace. Ploidni uroven vylihnutych larev byla nasledné
stanovena za pomoci prutokové cytometrie v jiz zmiflované laboratofi molekularni,

bunécné a kvantitativni genetiky.

3.2. Generacni ryby, priprava generac¢nich ryb na umély vytér a umély
vytér jiker a spermatu

K pokusu bylo celkem pouzito 10 mli¢aka (1568 + 133 g) a 3 jikernacky (1612 + 83 @)
generacnich candatl o stafi ptiblizné 3-5 let. Tyto ryby pochazely z rybnikti Klatovského
rybafstvi a.s., odkud byly ptivezeny 4 tydny pied predpokladanym vytérem. V ERZ byly
vysazeny do 2 gumotextilnich vakl o rozmérech 2 x 5 m. Zde byly az do vytéru krmeny
Zivymi rybami v podobé¢ stfevli¢ky vychodni (Pseudorasbora parva) a pliadku kapra
obecného.

Dalsim krokem byla kontrola pfipravenosti jikernacek k vytéru zahrnujici stanoveni
zralosti ovocytii. To bylo provedeno pomoci katetrizace jikernacek (Obr. 5) a nasledné
kontroly odebranych ovocyti. Vzorek odebranych ovocytl byl vlozen do Petriho misky,
kam bylo poté pfidano nékolik mililitrG Serrova roztoku (60% ethanolu, 30%
formaldehydu a 10% kyseliny octové). Takto oSetiené ovocyty byly ndsledné umistény
pod binokularni mikroskop (Olympus BX51), kde bylo stanoveno stadium jejich zralosti
podle metodiky popsané v Zarski a kol. (2012).

Jikernacky ve stadiu zralosti V. (Obr. 6) byly hormonaln¢ oSetfeny piipravkem
Chorulon v ddvce 500 TU-kgl. Viem mli¢akim byl posléze podan stejny hormonélni
piipravek v davce 250 TU-kg?. Z diivodu zabranéni spontanni ovulace jikernadek a
nasledné ztraty jiker byla jikernackdm po hormondlni injikaci preventivné zaSita
mocopohlavni papila. Takto oSetiené generacni ryby byly umistény do nadrze, kde byla
udrzovéna stabilni teplota vody na Grovni 14 + 0,5 °C. Zde byly genera¢ni ryby drZeny

az do zacatku ovulace. Pred vytérem byly jikernackam odstranény stehy a poté byla kazda
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Z ryb vytfena do samostatné misky. Odbér spermatu od mlicakli pomoci Sml injekéni

stiikacky byl uskute¢nén bezprostiedné po vytéru jikernacek.

Obr. 5 Odbér ovocyti od jikernacky candata obecného

pomoci katetru.

Obr. 6 V. stadium zralosti ovocytu podle Zarski a kol. (2012).
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3.3. Priprava ledové lazné

Ledova lazen byla pfipravena v plastové nadobé o objemu 100 litrd, kam bylo
umisténo ptiblizné 30 litrh vody a Supinkovy led, tak aby bylo dosazeno pozadované
teploty vody 2 °C. Z davodu lepsi tepelné izolace bylo dno a stény vani¢ky potazeny
bublinkovou folii. Nedilnou soucasti této lazn¢€ byl také teplomér, kterym byla v priabehu

pokusu nepfietrzit€¢ monitorovana teplota vody.

3.4. Experimentalni skupiny, oplodnéni a aktivace gamet

K samotnému pokusu byl ze ziskanych jiker vytvofen jeden smésny vzorek
0 hmotnosti 60 g (20 g jiker od kazd¢ jikernacky), ktery byl osemenén spermatem od
vSech mlicaka (1,5 ml od kazdé ryby). Tato smés byla néasledné jemné promichana a
aktivovana vodou z lihné o teploté 14,5 °C. Okamzik pfidani vody ke smési jiker a mlici
byl oznacen jako ¢as 0, od kterého zacalo méefeni doby od aktivace gamet po zacatek a

konec Soku.

Popis pribéhu od aktivace gamet aZ po ukonceni Soku:

1) Aktivovat osemenéné jikry vodou z lihné (60 g jiker + 120 ml vody o teploté
14,5 °C). Zacatek méfeni ¢asu — Cas 0;

2) Umistit cca 3 ml aktivovanych a osemenénych jiker do Sokové lazné ptesné v Case
1; 3; 5; 7 a 10 minut po aktivaci. Jikry jsou zde umistény v plovoucich sitkach
(Obr. 7), se kterymi je zapotiebi nékolikrat v pribéhu Soku zahybat, aby se
castecné zamezilo jejich slepent;

3) Vyjmout jikry z Sokové lazn€ po 20 a 40minutové expozici (Cas 21; 23; 25; 27 a
30, respektive 41; 43; 45; 47 a 50);

4) Konec¢né odlepkovani jiker smési plnotuéného mléka a vody (1 dil mléka a 1 dil
vody) o teploté 14,5 °C po dobu 50-60 minut;

5) Oplachnout jikry od odlepkovaciho roztoku a umistit do inkuba¢nich misek.

6) Inkubace pii teploté vody 14,5 °C.
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Celkové bylo tedy v pokusu 5 skupin (kazda o péti opakovanich) o délce expozice 20
minut a 5 skupin (kazda o péti opakovanich) o délce expozice 40 minut. Dale zde byla
jedna kontrolni skupina jiker, ktera nebyla vystavena Sokové lazni. V kazdém
Z jednotlivych opakovani, véetné kontroly, bylo po odlepkovani ndhodné¢ vybrano 100

kust jiker, které byly umistény do 250 ml plastovych misek slouZicich k jejich inkubaci.

Obr. 7 Plastova plovouci sitka s jikrami v $okové (ledové) lazni. Horni fada testovana

na ¢tyficetiminutové expozici, spodni fada testovana na dvacetiminutové expozici.

3.5. Inkubace jiker, péce 0 jikry v prubéhu inkubace, kuleni larev a

sledovani malformaci u €erstvé vykulenych larev

K inkubaci jiker byly pouzity plastové misky o objemu 250 ml. Tyto misky byly
umistény do pruto¢ného zlabu (Obr. 8), ktery byl soucasti malého recirkula¢niho systému,
kde bylo mozné dle potieby regulovat teplotu vody. Ta byla za pomoci termostatu
udrzovéna na hodnoté¢ 15+0,2 °C. Vyska vodniho sloupce ve Zlabu s inkubac¢nimi
miskami byla cca 4 cm. Voda ve Zlabu inkuba¢nimi miskami neprotékala, ale misky v ni
byly pouze ponotfeny. Timto zplisobem byla v inkuba¢nich miskach udrzovana velmi

stabilni teplota vody v pritbéhu celého inkubac¢niho obdobi. Pro zajisténi dostatecného
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mnozstvi kysliku inkubujicim se jikram bylo nutné v jednotlivych vani¢kach kazdy den
dvakrat vymeénit vodu a také pritbézn€ pomoci kapatka odstraiiovat odumfelé jikry.

Po zahgjeni procesu lihnuti byly jednotlivé vykulené larvy vyjmuty z inkubacnich
misek a pieneseny do jednolitrovych plastovych nadob, kde byly ponechany az do
vykuleni ostatnich larev z pfislusné skupiny. Kazdé experimentalni skupin¢é odpovidala
jedna nadoba. V tomto obdobi byla také pocitana délka inkubace v dennich stupnich (°D),
a to na zéklad¢ souctu primérnych teplot vody v jednotlivych dnech inkubace od jejiho
zacatku az po pocatek kuleni larev.

Dalsim ze sledovanych ukazateli bylo zaznamendni poctu malformovanych larev
u jednotlivych skupin. Jednalo se predevsim o vady patete, predevsim lordozy a skolidzy.
Tyto vady byly u larev jasné zietelné a Casto byly spjaty s nekoordinovanymi pohyby a
plavanim v kruhu. Larvy, u kterych byly takovéto vady zjistény, byly rovnéz spocteny a

zaevidovany.

Obr. 8 Zlab s plastovymi miskami pro inkubaci jiker.

3.6. Méreni ploidni Grovné

Ploidni uroven cerstvé vykulenych larev byla stanovena za pomoci pratokového
cytometru (Partec CCA GmbH, Germany: Obr. 9) Samotna analyza byla provadéna u 21
jedinct (tfi opakovani po sedmi) z kazdé experimentalni skupiny a kontroly, a to

nasledujicim zptisobem:
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Usmirtit larvy plynnym COg;

Umistit jednu larvu na hodinové skli¢ko a ptidat n¢kolik kapek fyziologického
roztoku;

Odfiznout (pomoci skalpelu) ocasni ¢asti larvy (pro analyzu je pouzita pouze
ocasni ¢ast bez zloutkového vacku);

Umistit vzorek do 2 ml zkumavky Eppendorf a pfidat 200 um pufru k extrakci
buné¢nych jader DAPIa (Nuclei Extraction Buffer — CyStain DNA 2step, Partec
GmbH, Germany);

Rozm¢lnit vzorek pomoci laboratorniho mixéru (Pellet pestle, ZORO) a nechat
10 minut reagovat s DAPIa;

Ptidat 1 ml fluorescen¢niho barviva DAPIb (4°,6-diamidino-2-fenylindol) ;
Prefiltrovani suspenze pies 30 pum filtr (CellTrics green, Wolf & Daniel) do
kyvety pritokového cytometru;

. Analyza vzorku na pritokovém cytometru (v tomto ptipad¢ byla analyza vzorka

provadéna pfi rychlosti 0,1 ul-s™).

Obr. 9 Pritokovy cytometr pouzivany k uréeni ploidni urovné larev.

34



3.7. Statistické vyhodnoceni dat

Vysledky byly analyzovany pomoci softwaru — STATISTICA 13.0. (StatSoft, Ceska
republika) a za pomoci programu MS Excel 2016. Namétené hodnoty byly nejprve
testovany na normalitu dat. Nasledné byla data testovana pomoci funkce ONE-WAY
ANOVA a nasledné Tuckeyho HSD testem. Vsechny testy byly provedeny na hladiné

vyznamnosti (p<0,05). VSechna data v % byla transformovana arcsinovou transformaci.
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4. VYSLEDKY
4.1. Délka inkubacni doby a lihnivost

4.1.1. Délka inkubaéni doby a lihnivost jiker po 20minutové expozici
Primérna délka inkubace jiker se ve vSech skupiniach pohybovala na urovni
127 + 2,56 °D. U vsech testovanych skupin jiker, které byly vystaveny 20minutovému
Soku, byl zjistén statisticky vyznamny pokles lihnivosti oproti kontrolni skupiné. Déle
bylo zjisténo, ze s prodluzujici se dobou zacatku Soku se lihnivost jednotlivych skupin

postupné snizuje (Graf 1).
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2 50 ¢
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£ 40 23,2
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30 d 13,4
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0
Kontrola 1 3 5 7 10
Zacatek Soku (min. po aktivaci)

Graf 1 Lihnivost larev v zavislosti na rizném zacatku Soku (1; 3; 5; 7 a 10 min. od aktivace) a

délce expozi¢ni doby 20 minut. Rlizna pismena nad jednotlivymi sloupci znaci signifikantni
rozdil (p<0,05).

4.1.2. Lihnivost po 40minutové expozici

U vsech skupin jiker, které byly v Sokové lazni ponechany po dobu 40 minut, bylo
oproti 20minutové expozici zaznamenano snizeni lihnivosti. Nejvyssi lihnivost byla
pozorovana u kontroly, kterd se zaroven statisticky liSila od vSech ostatnich sledovanych
skupin. Prabeh lihnivosti zde mél podobny charakter jako v ptipad€ Soku trvajiciho 20

minut, a to Ze s prodluZzujicim se zacatkem Soku od aktivace postupné klesala lihnivost
(Graf 2).
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Graf 2 Lihnivost larev v zavislosti na rizném za¢atku Soku (1; 3; 5; 7 a 10 min od aktivace) a

délce expozi¢ni doby 40 minut. Riznad pismena nad jednotlivymi sloupci znaci signifikantni
rozdil (p<0,05).

4.2. Vyskyt malformovanych larev

4.2.1. Vyskyt malformovanych larev po 20minutové expozici

V kontrolni skupin¢ a ve skupindch vystavenych Soku po 1 a 3 minutach od aktivace
nebyli zaznamendni zadni malformovani jedinci. Pfitomnost malformovanych jedinct
byla pozorovana az u skupin vystavenych Soku po 5; 7 a 10 minutach od aktivace, kdy

nejvyssi vyskyt malformovanych larev byl u jiker se za¢atkem Soku po 10 minutach od
aktivace (Graf 3).
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Graf 3 Procentualni vyjadieni vyskytu malformovanych larev pro jednotlivé skupin jiker

Sokované po 1; 3; 5; 7 a 10 minutach od aktivace a délce expozi¢ni doby 20 minut. Rtizna pismena

nad jednotlivymi sloupci znaci signifikantni rozdil (p<0,05).

4.2.2. Vyskyt malformovanych larev po 40minutové expozici

V kontrolni skupin€ a ve skupin€ vystavené Soku po 1 minuté od aktivace nebyly
nalezeny zadné larvy s télesnymi deformitami. U ostatnich skupin byl pozorovéan

postupny nardst vyskytu téchto larev, kdy s prodluzujici se dobou zacatku Soku od

aktivace jiker postupné stoupalo i mnozstvi deformovanych jedinct (Graf 4).
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Graf 4 Procentualni vyjadfeni vyskytu malformovanych larev pro jednotlivé skupiny jiker

Sokované po 1; 3; 5; 7 a 10 min. od aktivace a délce expozi¢ni doby 40 minut. Riizna pismena

nad jednotlivymi sloupci znaci signifikantni rozdil (p<0,05).

4.3. Vyskyt triploidnich larev

4.3.1. Vyskyt triploidii po 20minutové expozici

Z4dna z pouzitych kombinaci zagatku $oku a 20minutové expozice nevedla k indukci
kompletné triploidni populace larev. U skupin se zacatkem Soku po 1 a 3 minutach od
aktivace nebyly zjistény zadné triploidni larvy. V piipadé ostatnich skupin dosahla
uspésnost triploidiza¢niho procesu maximalné¢ 57,1 +14,2% (Graf 5). Samotné

histogramy z prutokového cytometru, ktery hodnotil ploidni trovné larev, jsou zachyceny

na Obr. 10 a 11.

39




80,0 57,1
70,0
60,0
50,0
40,0

19,1

a
30,0 9,5

20,0 a

Triploidni jedinci (%)

10,0 0,0 0,0 0,0
a a a

0,0
Kontrola 1 3 5 7 10
Zacatek Soku (min. po aktivaci)

Graf 5 Procentualni vyskyt triploidnich larev u jednotlivych skupin jiker Sokovanych po 1; 3; 5;
7 a 10 minutach od aktivace a délce expozi¢ni doby 20 min. Ruizna pismena nad jednotlivymi

sloupci znaci signifikantni rozdil (p<0,05).

4.3.2. Vyskyt triploidi po 40minutové expozici

Stejné jako u dvacetiminutového Soku ani v pfipadé 40 minut trvajici expozice
Vv Sokové lazni nebylo dosaZeno produkce kompletné triploidni populace larev candata.
U skupin se zac¢atkem Soku 1 a 3 minuty po aktivaci nebyly zjistény zadné triploidni larvy
a v pripad¢ ostatnich skupin méla Gspésnost triploidizaéniho procesu stoupajici tendenci
s maximem 61,9 + 8,24 % u skupiny jiker vystavenych Soku 10 minut po aktivaci
(Graf 6).
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Graf 6 Procentualni vyskyt triploidnich larev u jednotlivych skupin Sokovanych po 1; 3; 5; 7 a
10 minutach od aktivace a délce expoziéni doby 40 min. Rtizna pismena nad jednotlivymi sloupci

znadi signifikantni rozdil (p<0,05).

Obr. 10 Diploidni uroven bunék zobrazena ve formé histogramu na kanale 50.
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Obr. 11 Triploidni troven bunék zobrazena ve form¢ histogramu na kanale 75.

4.4. Neobvyklé ploidni arovné

Priitokova cytometrie provedena u jednotlivych skupin vykulenych larev odhalila dvé
nestandardni ploidni urovng, a to haploidni tiroven larev (1n) a tzv. mozaicismus (2n a
3n) (Obr. 12). Vyskyt obou typid neobvyklych ploidii byl v testovanych skupinach
omezen pouze na nékolik kusii. V obou skupinach exponovanych v Sokové 1azni po dobu
20 a 40 minut nebyly v kontrole a ve skupinach Sokovanych po 1 a 3 minutach od aktivace
nalezeni zadni jedinci s neobvyklou ploidni urovni. Po 20minutové expozici bylo
nalezeno maximalné 4,8 + 8,24 % haploidd, a to ve skupinach Sokovanych po 5 a 10
minutach od aktivace. Expozi¢ni doba prodlouZena na 40 minut vedla ke sniZeni vyskytu
larev s touto ploidni abnormalitou, jediny vyskyt byl zaznamenan u skupiny Sokované po
10 minutach od aktivace, a to opét na trovni 4,8 & 8,24 %.

Mozaicismus po 20minutové expozici byl zjistén u skupiny Sokované po 5 minutach
od aktivace, a to na urovni 4,8 + 8,24 %. Oproti tomu u skupin Sokovanych po 7 a 10
minutach od aktivace bylo shodné zjisténo 9,5+ 8,24 % larev s mozaicismem.
S prodlouzenim expozicni doby na 40 minut se zvySilo i procento larev s touto

abnormalitou. Skupina Sokovana po 7 minutach od aktivace vykazala 19 +14,2 %
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vyskytu mozaiciznich larev a ve skupin¢ Sokované po 10 minutéch se poté vyskyt téchto

larev snizil na 14,3 + 14,2 %.

Obr. 12 Mozaicizni larva (2n a 3n) detekovana ptitomnosti dvou stejnych histogrami na
kanalech 50 a 75.
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5. DISKUZE

Lihnivost je jednim ze zakladnich parametri vypovidajicich o kvalit¢ jiker. Za
prumérnou lihnivost jiker candata obecného lze povazovat 60-70 % (Schlumberger a
Proteau, 1996, Kfist'an a kol., 2013).

V ptipadé této studie bylo v kontrolni skupiné dosazeno lihnivosti 75,2 £+ 5,30 %, ¢imZ
bylo ovéfeno tvrzeni vySe zminénych autorti. V porovnani s kontrolni skupinou byla
uvsech experimentalnich skupin lihnivost negativné ovlivnéna provedenym Sokem.
Dalsim zajimavym zjisténim je, ze S prodluzujicim se Casem zacatku Soku, a to jak ve
20minutové, tak i 40minutové expozici, postupné klesala lihnivost jiker. Zaroveit m¢la
40minutova expozi¢ni doba za nasledek vys$si sniZeni lihnivosti nez expozi¢ni doba
nastavena na 20 minut. V tomto ohledu se tyto vysledky ¢astecné shoduji s praci Garcia-
Abiado a kol. (2001). V jejich studii byly jikry hybridniho candata S. vitreum x S.
canadensis vystaveny tiem riznym chladovym Sokum (teplota 1,2 °C, za¢atek 5 min. od
aktivace, expozi¢ni doba 120, 130 a 150 minut), jejichz vysledkem byla postupné se
snizujici lihnivost z 27,6 az na 21,3 %. Trend sniZeni lihnivosti byl zaznamenan také
u moicaka evropského (Peruzzi a Chatain, 2000). Po chladovych Socich provedenych po
4-7 minutach od aktivace pfi teploté¢ 0-1 °C a pii expozi¢ni dobé 15-20 minut byla
lihnivost takto Sokovanych jiker sniZena na troven 76-56 %. Z vysledkd, které byly
zjistény u candatich jiker, l1ze odvodit, Ze lihnivost je ovlivnéna piedevs§im zacatkem Soku
a délkou expozi¢ni doby. Je pravdépodobné, Ze v pfipadé, kdy je zvolena S$patna
kombinace zacatku Soku a expozi¢ni doby, dochdzi u jiker k omezeni ¢i zablokovani
produkce urcitych proteind, které jsou pro dalsi vyvoj jikry nezbytné (Maxime, 2008).
Podobna souvislost byla nalezena ve studii, kterou publikovali Blecha a kol. (2016).
V jejich praci byly jikry candata obecného vystaveny teplym Soktm (teplota 29 a 31 °C,
zacatek Soku 1; 3; 5; 7 a 10 minut po aktivaci, délka expozice 20 a 40 minut). Na rozdil
od chladového Soku provedeného v této praci, zaznamenali zminéni autofi nejvyssi
lihnivost v posledni skupiné Sokované po 10 minutach od aktivace, a to jak ve 20 tak i
40minutové expozici, coz odpovidalo 11,5+ 1 % (20 minut expozice) a 1,3 + 1,8 % (40
minut expozice) pi1 29 °C. Pfi teploté 31 °C byl trend rostouci lihnivosti shodny po 10
minutach od aktivace 20 £ 5,2 % (20 minut expozice) a 18,3 + 7,6 % (40 minut expozice).
Z vyse uvedenych vysledki je zfejmé, Ze na procentu vylihnutych larev se rovnéz podili

1 teplota Sokové lazné.
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Podobné jako teplota je dulezitym faktorem jiz zminovana délka expozi¢ni doby.
V piipad¢ této studie méla delsi expozi¢ni doba (40 minut) negativni vliv na vyslednou
lihnivost. S timto vysledkem se rovnéZz shoduji i vysledky Blechy a kol. (2016).
Z teoretického hlediska se zda byt vyhodnéjsi pouziti kratSi expozi¢ni doby, avsak pii
niz§i teploté. Tato moznost byla pouzita ve studii, kterou provedli Felip a kol. (1997)
u moicéaka evropského. Podobné jako u candata byly jikry motcdka vytfeny pii teploté
12-13 °C a poté vystaveny sokové 1azni 5 minut po aktivaci, pfi teploté Sokové lazné 0 °C
a expozi¢ni dobé 10 minut. Pfi pouziti této kombinace zlstava zachovana lihnivost az na
urovni 70 %, zaroven vsak efektivné indukuje triploidni stav. Problémem vsak zlstava
skute¢nost, Zze mot¢ak je piivodem motsky druh, z tohoto diivodu nemusi tato kombinace
fungovat na sladkovodniho candata obecného.

Vyskyt malformovanych larev je vedlejSim vysledkem zamérné polyploidizace. Jejich
vyskyt je nezadouci, a to jak z divodi zvysené mortality béhem chovu, tak i z divodu
znaén¢ omezené prodejnosti té€chto ryb. Vyskyt té€lesnych deformit je zpravidla vazan na
triploidni larvy (Maxime, 2008). V této studii bylo zjisténo, Ze s rostoucim ¢asem pro
zacatek Soku spolu s prodluzujici se expozicni dobou vrista i procento malformovanych
larev, a to jak ve 20minutové, tak i 40minutové expozici. V tomto ohledu se vysledky
této studie podobaji vysledkim z teplého Soku, ktery zpracovali Blecha a kol. (2016). Na
rozdil od chladového Soku zaznamenali Blecha a kol. (2016) nejvySsi procento
malformovanych larev (74,1 %) jiz po jedné minuté od aktivace gamet pii teploté Sokové
lazn¢ 31 °C a expozi¢ni dob¢ 20 minut. Prodlouzeni expozi¢ni doby na 40 minut vedlo
k témé&f nulovému vyskytu larev s t€lesnymi deformitami, tedy K pfesné opacnému jevu
nez tomu bylo u chladovych $okl provedenych v této studii. V tomto ohledu se vysledky
z chladovych Sokt podobaji vysledkim, které zjistili Gervai a kol. (1980) u kapra
obecného. V jejich studii byly jikry kapra vystaveny chladovému Soku o teploté 0 °C, a
to po 1 az 9 minutach od aktivace gamet pii délce expozi¢ni doby 45 minut. Pti pouziti
této kombinace bylo ve vsSech testovanych skupinach zaznamenano 30-60 %
malformovanych larev. Podle trendu zjisténého u candatich jiker je pravdépodobné, ze
s prodlouzenim ¢asu pro zacatek Soku by dale stoupalo i procento malformovanych
jedinct. Z tohoto ditvodu by bylo pro pfisti studie efektivnéjSim feSenim pouziti vyssiho
rozsahu teplot v Sokové lazni spolu se zkracenim expozi¢ni doby.

Kum¢lé indukei triploidie je mozné vyuzit celé fady riznych druht Soku. Jejich
ucinnost je zavisla zejména na druhu ryby, velikosti jiker ¢i teploté vody pfi reprodukci

(Pifferer a kol., 2009). V této praci bylo zjisténo, Ze chladovy Sok o teploté 2 °C indukuje
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prvni triploidni jednice az od paté minuty od aktivace gamet a Ze spolu s prodluzujicim
se Casem pro zacatek Soku roste i zastoupeni triploidnich larev. Tento trend byl zjistén
jak u 20minutové, tak i 40minutové expozice. V tomto ohledu jsou tyto vysledky pfesnym
opakem teplého Soku, ktery u candata obecného provedli Blecha a kol. (2016). Pfi pouZziti
Soku o teploté 31 °C zaznamenali nejvyssi procento triploidi (95,8-100 %) ve skupinach
Sokovanych po 1; 3 a 5 minutach od aktivace, pii expozi¢ni dob¢ 20 minut. Pfi expozicni
dobé prodlouzené na 40 minut jiz podil triploida klesal. Vysledky chladového Soku
provedeného V této studii se zaroven podobaji chladovym Soktam, které provedla Garcia-
Abiado a kol. (2001) u jiker hybridniho candata S.vitreum x S.canadensis. Zminéni autofi
zaznamenali u jednotlivych sledovanych skupin velmi pozvolny vzestup v zastoupeni
triploidnich larev, a to vrozmezi od 30 do 31,9 %. Vysledky z chladovych Sokut
aplikovanych na jikry candata obecného se vSak neshoduji se zjisténimi Felipa a kol.
(1997), kteti pouzili chladové Soky na jikry motcaka evropského (5 minut od aktivace
gamet, teplota Sokové lazné 0 °C, délka expozi¢ni doby 5; 10; 15 a 20 minut). Pii
expozi¢ni dob& 10 minut zjistili az 87% vyskyt triploidnich larev. Ov§em s prodlouZenim
expozi¢ni doby se postupné snizovalo i procento triploidnich larev. Z chladového a
teplého Soku aplikovaného na candati jikry lze usoudit, ze kli¢ovymi faktory pro
uspéesnost triploidizaéniho procesu je délka expozi¢ni doby a zacatek Soku. Tim lze jen
potvrdit vyrok Flajshanse a kol. (2008).

Neobvyklé ploidni urovné jsou vedlejs$im efektem polyploidiza¢niho procesu. Snaha
o zadrZeni 2. pélového téliska za pomoci Soku vede Casto ke vzniku larev s takzvanym
mozaicismem. To jsou larvy, jejichz tkané vykazuji rizné ploidni urovné (2n a 3n, 2n a
4 n, 1 a 3n, apod.). Netispésny proces triploidizace mize ale na druhou stranu vézt ke
vzniku jedincd, ktefi maji pouze jednu sadu chromozomu (takzvani haploidi). Jedinci
s riznym druhem ploidnich abnormalit jsou schopni piezit celou embryogenezi az do
vykuleni, avS§ak po straveni zloutkového vacku zpravidla hynou (Arai, 2000). Zaroven
vykazuji oba typy abnormalit vysoké procento malformaci, které se u larev projevuji
celkovym zkracenim téla a deformitami hlavy (Onozato, 1984). V této studii bylo
zjisténo, ze chladovy Sok je u candatich larev schopen navodit haploidni uroven, avsak
pouze Vv nizkém procentualnim zastoupeni (4,8 %) u vsech tii skupin, kde byli haploidi
nalezeni. Skupina Sokovana po 10 minutach od aktivace vykazovala vyskyt haploidt jak
ve 20minutové, tak | 40minutové expozici, coz by mohlo teoreticky poukazovat na jistou
spojitost vyskytu haploidii se za¢atkem aplikace Soku a délkou expozi¢ni doby. Avsak

pro piesné urceni podminujici faktorii je vyskyt haploidi pouze ve tfech skupinach
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nedostacujici. Mozaicismus typu 2n a 3n byl u jiker osetfenych chladovymi Soky
prokdzan u obou expozi¢nich dob. Pfi 20minutové byl vyskyt zjistén az od 5 minut od
aktivace, pfi¢emz podil mozaiciznich larev rostl spolu s casem zacatku Soku. Ve
40minutové expozici byl mozaicismus prokdzany az v poslednich dvou skupinach
Sokovanych po 7 a 10 minutach, pfi¢emz nejvyssi procento larev s mozaicismem
vykazovala skupina Sokovana po 7 minutach od aktivace. Z téchto vysledku lze fici, ze
vyskyt mozaicismu se cCaste¢né Kryje svyskytem triploidnich larev a je tedy
pravdépodobné, Ze Vvyskyt mozaicismu je ovlivnén stejnymi faktory jako vyskyt
triploidnich larev. S tvrzenim, ze delSi expozicni doba zpisobuje vys$i procento
mozaicismu, se rovnéz shoduji vysledky Lemoine a Smith (1980), ktefi pfi triploidizaci
sivena amerického (Salvelinus fontinalis) zaznamenali 33% vyskyt mozaiciznich larev

typu 2n a 3n.
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo indukovat u jiker candata obecného triploidni stav za
pomoci chladového Soku. V tomto ohledu Ize oznalit pokus za UspéSny, nebot’ se
potvrdilo, Zze chladové Soky jsou moznou alternativou pro navozeni triploidniho stavu
u candata. Vzhledem k tomu, Ze je vyzkum umélé triploidizace candata teprve na zacatku,
vysledky této diplomové prace zajisté poslouzi pro dalsi studie vedouci k efektivnéjsi a
uspésné hromadné indukci triploidnich candati, které by bylo mozné vyuzit i
V komer¢nich chovech.

Je tfeba zdiraznit skutecnost, ze triploidizace candata obecné¢ho (na rozdil od
severoamerickych druhtll) je teprve na svém pocatku a potyké se s Cetnymi problémy,
které je potieba dalSimi vyzkumy eliminovat, protoZe tyto problémy prozatim znemoziuji
vyuziti triploidizace v praxi. Mezi tyto problémy patii pfedevs§im velmi nizka lihnivost
Sokovanych jiker a vysoké procento malformovanych larev.

Na zaklad¢ vysledkl ziskanych v pribcéhu této prace je mozné predpokladat, ze
s prodlouzenim ¢asu pro zacatek Soku napi. na 12; 14 nebo 16 minut od aktivace gamet
by doslo k zvyseni podilu produkovanych triploidi. S nejvétsi pravdépodobnosti by tak
mohlo byt dosazeno i produkce kompletné triploidni populace larev candata. Problémem
by vsak ziejmé byla velice nizka lihnivost jiker, spolu s vysokym vyskytem télesnych
deformit u vykulenych larev. Z tohoto divodu by nejspi§ bylo vhodné otestovat $irsi
spektrum teplot Sokové lazné, spolu se zkracenim expozi¢ni doby. Delsi expozi¢ni doba
sice vedla k produkci vétsiho mnozstvi triploidi, ale negativné ovlivnila lihnivost a
zvySovala vyskyt télesnych deformit.

Dal8i moZnou alternativou pro zvyseni vytézku triploidi by bylo pouziti tlakovych
Soku, které jsou k jikram Setrnéj$i nez teplotni Soky, zdroven zachovavaji vysokou
lihnivost a efektivné indukuji triploidni stav. Problémem tohoto Soku vsak zlstavaji
vysoké naklady na realizaci spolu s faktem, ze do tlakové nadoby mohou byt vlozeny
pouze odlepkované jikry. V pfipadé studii, které se zabyvaly tlakovymi Soky
u severoamerickych candatd, problém s lepivosti jiker odpadl, protoze jikry téchto ryb
jsou tém¢eft nelepivé.

Zaroven je nutné poznamenat, Ze i po navozeni triploidni tirovné u 100 % larev a po
odstranéni problémil s lihnivosti a malformitami zde stile ziistane spousta
nezodpovézenych otazek ohledné piechodu téchto ryb na exogenni vyzivu, ohledné riistu

a dal$iho pteziti. VE&im, Ze v pribéhu dalSich ne¢kolika let bude triploidizace candata na
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stejné urovni jako tfeba u pstruha duhového a stane se vyznamnym piinosem pro chov

této velmi atraktivni ryby.
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8. ABSTRAKT

Cilem této studie bylo indukovat triploidni stav u candata obecného za pomoci
chladového Soku. Pro navozeni triploidie byly oplozené jikry, aktivované pii 14,5 °C,
ponoteny do ledové 1azné o teploté 2 °C. Jikry byly Sokovany po 1,3,5,7 a 10 minutach
od aktivace pii délce expozi¢ni doby 20 a 40 minut. Ploidni Groven vykulenych larev byla
poté stanovena za pomoci pritokové cytometrie. Sok aplikovany na jikry vedl ve viech
testovanych skupinach k postupnému snizeni lihnivosti, a to jak ve 20minutové (58,4-
13,4 %), tak i ve 40minutové expozici (28-9,6 %). Zastoupeni malformovanych larev se
zvySovalo spolu s ¢asem pro zacatek Soku a s délkou expozi¢ni doby, pti 20minutové
expozici bylo zjisténo 0-47,2% a pii 40minutové expozici 0-58,8 %. Zadna
Z testovanych kombinaci nedokdzala navodit triploidni stav u 100 % larev. Vyskyt
triploidnich larev se zvySoval spolu se zacatkem Soku a s délkou expozice, nejvyssi
zastoupeni triploidnich larev bylo zjisténo ve skupiné Sokované po 10 minutich od
aktivace, a to jak ve 20minutové (57,1 + 14,2 %), tak ve 40minutové expozici
(61,9 + 8,2 %). Nejdulezitéjsim poznatkem této studie je skuteénost, Ze jsou chladové
Soky schopny indukovat triploidni stav u candatich jiker. Pro navozeni triploidie u 100 %
larev je nutné provést dalsi vyzkum, ktery by zahrnoval zkraceni expozi¢ni doby a vyssi
rozsah teplot v Sokové lazni, ¢imz by se ¢astecné eliminovala nizka lihnivost a zastoupeni

télesnych deformit u larev.

Kli¢ové slova: Triploidizace, malformace, larva, candét obecny, chladovy Sok, prutokova

cytometrie.
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9. ABSTRACT

The aim of this study was to induce the triploidy in pikeperch (Sander lucioperca) with
use of a cold shock. To induce the triploidy, fertilised egg were (spawning temperature
14,5 °C) submerged in a cold bath at the temperature of 2 °C. Time of initiation was 1; 3;
5; 7 and 10 minutes post activation. The exposure time was 20 and 40 minutes. Ploidy
level of freshly hatched larvae was assessed with use of the flow cytometry. In both
exposure times, the hatching rate was getting lower with later time of initiation (20
minutes exposure, hatching rate: 58,4-13,4 %; 40 minutes exposure, hatching rate: 28-
9,6 %). Number of malformed larvae increased with later time of initiation and longer
exposure time (20 minutes exposure, malformed larvae 0-47,2 %; 40 minutes exposure,
malformed larvae 0-58,8 %). None of the tested combination of exposure time and time
of initiation led to a population containing 100 % triploid larvae. However, percentage of
triploid larvae grew up with longer exposure time and later time of initiation. The best
cold shock combination with highest yield of triploids were after 20 minutes long
treatment initiated 10 minutes post activation (57,1 + 14,2 %) and after 40 minutes long
treatment initiated 10 minutes post activation (61,9 + 8,2 %). The most important finding
of this study is that cold shock treatment leads to triploidy in pikeperch. To obtain 100%
triploid larvae, shorter exposure time and different shock temperature might be applied.

It may also eliminate low hatching rate and high appearance of malformed larvae.

Key words: Triploidisation, malformation, larvae, pikeperch, cold shock, flow cytometry.
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