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Optimalizace chovu druhu Danio pruhované Danio rerio
(Hamilton, 1822)

Souhrn

Tato diplomovéa prace shrnuje experimentdlni metodu odchovu potéru dénia
pruhovaného Danio rerio (Hamilton, 1822). Prace zjistuje, ktera z metod odchovu potéru
v prechodném obdobi ontogenetického vyvoje je nejlepsi pro miru pieziti a rist standardni
délky zkoumanych jedincti.

Test byl proveden na dvou zdkladnich linii dania pruhovaného a to divoké formy této
ryby a linie Casper. Na zac¢atku testu byly vytvofeny ¢tyii skupiny rozdélené podle krmného
rezimu. Kontrolni skupina byla krmena jednou denn¢ peletovym krmivem GEMMA Micro 75
a jednou denné od desatého dne po oplozeni pfikrmovana naupliovymi stadii zdbronozky
solné Artemia salina (Linnaeus, 1758). Druha skupina byla krmena pouze jednou denné
peletovym krmivem GEMMA Micro 75. Posledni dvé skupiny byly krmeny pétkrat denné
slanovodnimi vifniky druhu Brachionus plicatilis (Miiller, 1786), pii ¢emz jedna pouze jimi a
druhd byla jest¢ tfikrat denné prikrmovana naupliovymi stadii  zébronozky solné.
Pro kazdou skupinu byly vytvoreny Ctyfi reprezentativni nddrze o poc¢ateénim stavu tficeti ryb
ve véku péti dni po oplozeni.

Vysledky této metody ukazaly, Ze metody, které vyuzivaly ke krmeni vifniky, nemé&ly
statisticky vyznamny dopad na miru pieziti jedinc. V ristu se tato metoda projevila
se statisticky vyznamnym vysledkem ve skupiné, kde se krmilo v kombinaci se zabronozkou
solnou, kde se dosdhlo primérné standardni velikosti juvenilnich ryb 16,02 + 0,80 mm
pro divokou formu a 17,39 + 0,81 mm pro linii Casper, oproti kontrolni skuping, ktera dosahla
hodnot standardni délky 11,63 + 0,64 mm pro divokou formu a 9,54 + 0,56 mm pro linii
Casper.

Tato metoda odchovu ma veliky potencidl a je tedy nutné dale tuto metodu rozvijet a

piizplisobovat ji jednotlivym chovnym zatizenim.

Klic¢ova slova: Danio rerio, danio pruhované, vyziva, potér, pieZiti



Optimization of the rearing of the species Zebrafish Danio
rerio (Hamilton, 1822)

Summary

The diploma thesis summarizes the experimental method for the rearing of zebrafish
Danio rerio (Hamilton, 1822) screed. The work of figuring out which of the methods
of rearing fry in the transitional period of the ontogenetic development is best for the survival
rate and growth of the standard length of the surveyed individuals.

The test was carried out on two basic lines of zebrafish Wild Type and Casper. At

the beginning of the test were created four groups divided by feeding mode. The control
group was fed once a day with pellet feed GEMMA Micro 75 and one day from the 10th day
after fertilization the fed with nauplii stages of brine shrimps Artemia salina (Linnaeus,
1758).
The second group was fed only once a day with pellet feed GEMMA Micro 75. The last two
groups were fed five times a day saltwater rotifer species Brachionus plicatilis (Miiller, 1786),
and only one of them and the other was still three times daily nourished with nauplii stages
of brine shrimps. For each group of four representative have been created initially, thirty tanks
of fish at the age of five days after fertilization.

The results of this method have shown that the methods they use to feed the rotifers,
did not have a statistically significant impact on the survival rate of individuals. In the growth
of this method has proven to be statistically significant result in the group where the fed
in combination with brine shrimps, where to achieve the average standard size of juvenile fish
16.02 + 0.80 mm for the Wild type and 17.39 + 0.81 mm for Casper, compared to the control
group, that has been the standard length 11.63 + 0.64 mm for the Wild Type and 9.54 + 0.56
mm for Casper.

This method has great potential and breeding is therefore necessary to further

develop this method and to adapt it to individual zebrafish facilities.

Keywords: Danio rerio, Zebrafish, Nutrition, Larvae, Survival
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1 Uvod

Danio pruhované Danio rerio (Hamilton, 1822) je snovym modelovym organismem
na poli nové viny genomového prizkumu. Tato fotogenickd zvitata jsou prvnimi obratlovci,
ktefi se ukézali ve velkém meéfitku jako tvarny typ genetického screeningu a UspéSné se
pouzivaji stejn¢ jako octomilky nebo Cervy. Mutace vyvolané chemickymi latkami, zafenim
nebo vlozenim za pomoci viri zpasobuji viditelné zmény (fenotypy), které mohou byt snadno
pozorovany i u obratlovcli. Embrya téchto ryb diky své transparentnosti usnadnuji analyzu
mutaci, protoze zmény v jejich fenotypech mohou byt sledovany na urovni jednotlivych
bunck v zZivém organismu. Podobnost vyvojovych programli mezi v§emi obratlovei znamena,
ze je tato ryba skvélym modelovym organismem pro zkouméni lidského vyvoje (Fishman,
2001).

Vzestup dania pruhovaného jako pokusného organismu byl skute¢né dramaticky.
V relativné kratké dobé€, béhem pouhych nékolika desitek let, se z konicku akvaristiky stal
hlavni proud zvifeciho modelu vyuzivaného védci pro studium vSeho od kmenovych bunék
po zmény v chovani vyvolané drogovou zavislosti. Tento rychly vyvoj byl zaznamenan a
popohénén pievazné cetnymi pusobivymi pokroky v technologii spolu s podrobnou
charakteristikou zvifete na genetické a molekularni Grovni (Harper and Lawrence, 2011).

Metody chovu u téchto ryb vsSak i1 pfes jeho rostouci prevalenci ve vyzkumnych
programech po celém svété, zdaleka nedosahuji hodnot, kterych dosahuji tyto védecké
programy. Tento trend muzeme pficist opojnému tempu technologickych inovaci, jakoZz 1
vlastni toleranci téchto ryb na rtizné podminky prostfedi. Skutecnost, ze se daji Dania
pruhovand snadno chovat a mnozit v laboratofi je hlavni, ale ¢asto pfehlizeny pfispivajici
faktor, ktery pomalu vystupuje do poptedi (Lawrence, 2011), nekteré z nejzékladnéjSich
otazek vSak zUstavaji nezodpovézené. Mezi nejvyznamnéjs$i z nich patii vhodny zptsob

vyzivy, biologie traveni a chovani ryb pii krmeni (Lawrence et al., 2012).



2 Cil prace

Cilem prace je optimalizace akvarijniho chovu druhu dania pruhovaného Danio rerio

(Wild type, Casper), ptfedevsim s ohledem na miru pfezivani ranych stadii.
2.1 Formulované hypotézy

Pro ucely této prace byly formulovany tyto védecké hypotézy:

Ryby rozkrmované vifniky druhu Brachionus plicatilis 1épe snaseji ptechodnou fazi
ontogenetického vyvoje nez ryby krmené béznymi metodami.

Ryby rozkrmované viiniky druhu Brachionus plicatilis 1épe rostou nez ryby krmené béznymi
metodami.

Um¢lé krmivo dokaze pIn€ nahradit zivou potravu v pirechodné fazi ontogenetického vyvoje.



3 Literarni reSerse
3.1 Danio pruhované Danio rerio (Hamilton, 1822)

Taxonomie

Danio pruhované Danio rerio (Hamilton, 1822) patii do fadu ryb Cypriniformes,
druhov¢ nejbohatsi rodiny obratlovet, do ¢eledi Cyprinidae a podcéeledi Rasborinae, ktera se
vyskytuje v oblastech Afriky a Jizni Eurasie vCetn¢ Indonesie, slozeni a monofylie této
skupiny je vSak nejisté (Nelson, 2006). V soucasné dob¢ existuje 44 druhti rodu Danio, které
jsou rozsiteny po celé jizni a jihovychodni Asii (Spence et al., 2007a).
Vyskyt

Pfirozeny vyskyt dania pruhovaného Danio rerio (Hamilton, 1822) je soustfedén
kolem povodi fek Gangy a Brahmaputry v severovychodni Indii, Bangladesi a Nepalu. Podle
poslednich prizkumi se vyskyt potvrdil také v povodi fek Indus, Cauvery, Pennar, Godavari
a Mahanadi (Spence et al., 2007a). Tato geograficka oblast se vyznacuje monzunovym
klimatem s vyraznéjSim obdobim desti a obdobim sucha. Sezénnost destovych srazek ma
hluboké a nékdy az drastické ucinky na stanovisté ryb a to jak z hlediska fyzikalnich a
chemickych vlastnosti, tak i v mnozstvi zdroju (Harper and Lawrence, 2011). V oblastech
pfirozenych stanovist’ se vyskytuje Siroky rozsah teplot od nizkych 6°C v zimé az po vice nez
byla 16,5°C a nejvyssi 34°C (Lopez-Olmeda and Sanchez-Vazquez, 2011).
Chov

Schopnost chovat dénio pruhované od jikry az k dospélému jednici ma mimotadny
vyznam pro jakykoliv vyzkumny program, ktery vyuZiva ryby jako experimentalni model
(Best et al., 2010). Elementarnim provoznim cilem kazdého chovného zatizeni je poskytnout
stabilni a pfiznivé prostfedi pro ryby v ném umisténé. Toto zafizeni je pro ryby synonymem
kvality zivotniho prostfedi a zahrnuje fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti vody.

24

odpadni latky (Lawrence and Mason, 2012).
Teplota

vvvvvv

to predevsim z diivodu velkych ucinkt, ktery plsobi na biologické a chemické procesy

v zivych systémech. Ryby byvaji Casto poikilotermnimi zvifaty, coz dokazuji rizné stupné
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tolerance na zmény teplot, jakoZ i uzsi optimalni rozsah pro vyvoj. Danio pruhované miize byt
v tomto ohledu klasifikovano jako eurytermni, nebot’ vykazuje toleranci k Sirokému rozsahu
teplot (Lawrence, 2007). V laboratornich chovech se teplota v akvariich udrzuje kolem
28,5°C, nad 31°C a nebo pod 25°C se ryby nebudou pravdépodobné mnozit a jejich vyvoj
bude abnormalni (Westerfield, 2000). Divody pro tuto teplotu jsou dvoji, za prvé, mnoho
studii tykajici se klasickych embryologickych vyvojovych fazi, bylo provedeno pii této
teploté. Za druhé, tato teplota je ziejmé v blizkosti tepelného optima pro nejvyssi rychlost

rustu (Harper and Lawrence, 2011).
Kvalita vody

vvvvvv

muze vést ke stresu a nemoci, nebo mize mit vliv na rozmnozovani. I kdyz existuji urcité
obecné uzitecné principy, idedlni parametry nejsou Siroce odsouhlaseny ani definovany (Reed
and Jennings, 2010).
bH

Tak jako teplota ma i hodnota pH vody, coZz je relativni koncentrace kyselin
(vodikového iontu H*) a baze (zejména uhli¢itan CO3% a hydrogenuhli¢itan HCO®) v roztoku
(Harper and Lawrence, 2011), hluboky vliv na biologické procesy, napiiklad podporujici
funkce mikrobialnich kultur (Lawrence, 2007). Polni studie zjistily, Ze dania pruhovana byla
pfitomna ve vodach s pH mezi 5,9 a 8,1 (Reed and Jennings, 2010). V uzavienych systémech
recirkulacni akvakultury se optimalni rozmezi pH pohybuje mezi 7 a 8 (Lawrence, 2007),
respektive se doporucuje ji sméfovat k hodnotam minimalné k hodnoté 6,8 a maximalné 7,5
(Reed and Jennings, 2010), coz je vhodné pro bakteridlni floru biofilmu filtru, ktery
metabolizuje dusikaté latky vylucované rybami (Lawrence, 2007). Hodnota pH by nikdy
nem¢la byt niZsi nez 6, nebo vyssi nez 8 (Reed and Jennings, 2010).
Tvrdost

Tvrdost vody je mira mnozZstvi dvojmocnych iontl, predev§im véapniku a hoiciku,
v mensi mife zeleza a selenu, ve vodé (Harper and Lawrence, 2011). Ryby tyto ionty vyzaduji
pro udrZeni dobrych zdravotnich funkci a mohou byt ziskany prostfednictvim stravy, nebo
vapnik, ktery je vyzadovan pro osifikaci, srazlivost krve a tadu dalSich biologickych a
fyziologickych procesi. Stupen tvrdosti vody mize ovlivnit osmoregulaci a je cCasto
v souvislosti s pufrovaci kapacitou vody. Tvrdost vody mlze mit téz vliv na patologii
nékterych chorob (Harper and Lawrence, 2011). Obecné se doporucuje pro vodni zivo€ichy

rozsah hodnot tvrdosti v rozmezi 75 - 200 mg/l CaCOs, danio pruhované bylo klasifikovano
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jako druh ,,tvrdych vod* a ma rad¢ji hodnoty tvrdosti vyssi nez 100 mg/l CaCO3 (Lawrence,
2007).
Salinita

Slanost je celkova koncentrace vSech rozpusténych ionti ve vode. Sladkovodni ryby
jsou hyperosmotické vuci jejich prostredi a tudiz maji tendenci ziskdvat vodu a ztracet sole
difuzi ptes zabry a kizi. V disledku toho musi udrzovat vnitini rovnovahu vody a soli pomoci
vyluCovani velkého mnozstvi ziedéné moci a aktivniho transportu ionti zpét do krve pies
chloridové bunky zaberniho epitelu (Harper and Lawrence, 2011). Danio pruhované je
sladkovodni ryba, pfesto v§ak ma tato ryba velkou toleranci k Sirokému rozsahu salinity, které
ji technicky rozsifuji az do brakickych podminek. Embrya chovana v salinité¢ 2 ppt ukazuji
podobnou miru pteziti jako kontrolni embrya chovana pfi salinité 0,3 ppt. Kratkodobé (1 az 2
hodinové pulzy) dokazi embrya, ktera prosla gastrulaci, pfezit i salinitu o hodnoté 14 ppt.
Tato pozorovani odrazeji prizpisobeni téchto ryb k velké variabilité jejich ptivodniho
prostiedi, které se velice lisi a to jak v geologickém podlozi, tak i sezonnich vykyvech
v mnozstvi srazek (Lawrence, 2007).

Dusikaté latky

Odpadnim produktem primarniho metabolismu ryb je amoniak. U sladkovodnich ryb
se vyluCuje pies zaberni epitel pomoci pasivni difize a v mensi mife ve vykalech. Amoniak
také vznika pti rozkladu tlejicich zbytkl organické hmoty (mrtvé ryby, nesnédena potrava)
(Lawrence, 2007). Ve vodnich systémech se vyskytuji dvé formy, amoniak (NHs) a amonny
iont (NH4Y), jejichz soucet se oznacuje jako celkovy amonny dusik (TAN). Pomér vysoce
toxického NHz a netoxického NH4" se zvySuje s pH a teplotou a v men$i mife ho sniZuje
zvySujici se mira salinity (Harper and Lawrence, 2011). Hladina NHs piesahujici 0,02 ppm je
obvykle toxicka pro vodni Zivocichy a proto v uzavienych recirkulac¢nich systémech musi
dojit k jeji mu odstranéni, to se provadi pomoci nitrifikanich bakterii, které oxiduji amoniak
a amonny iont na dusi¢nany. Meziproduktem této pfeméeny je dusitan, ktery je taktéz toxicky
pro ryby a ve vyssich koncentracich (vice nez 1 ppm) mitize byt ve sladkovodnich systémech
problematicky (Harper and Lawrence, 2011).

Pokud je zjistén velky narGst amoniaku nebo dusitanu musi byt provedena rozsahla
vyména vody, protoze vysoké hladiny obou téchto latek miize poSkozovat ryby. Velké
mnozstvi dusitanu muze byt absorbovano pres zabry a tim dochéazi k naruseni schopnosti
absorbovat kyslik, coz mé za nésledek thyn ryb (Reed and Jennings, 2010). Ryby mensiho
vzrustu téla se zdaji byt obecné méné citlivé na dusitanovou toxicitu nez vétsi ryby.

Dusi¢nany nejsou pro ryby obecné pfilis toxické (Harper and Lawrence, 2011).
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3.1.1 Divoka forma (Wild type)

V soucasné dob¢ existuje tisice transgennich a mutantnich linii dania pruhovaného a
mnoho dalSich vznik4, pievaznd vétSina z nich jsou odvozeny od malého poctu
,,standardnich® outbreednich divokych kment, které se uzivalli v letech 1980 — 1990. Mezi
nejcastej$i kmeny téchto divokych populaci patii kmen AB (také zndmy jako *AB), TU
(Tibingen), WIK a TL (tupfel Longfin). Vzhledem k tomu, Ze vyuziti ddnia jako modelu
pokracuje v expanzi na nova pole védy, roste i potieba Iépe definovat genetickou povahu
téchto kment (Lawrence, 2011). Divoka forma dania pruhovaného je n¢kdy oznaCovan jako
»standardni linie“ a je technicky definovana jako uzaviena chovna populace ryb, které nejsou
nastaveny zadné fenotypové mutace. Ryby divoké formy dania pruhovaného jsou
reprezentativni piiklad ,,typické ryby pokud jde o jejich anatomii, fyziologii a chovani
(Harper and Lawrence, 2011).

Obrazek 1 - Divoka forma (vlevo samec, vpravo samice)

3.1.2 Linie Casper

Kmen dania pruhovaného Casper byl vytvofen pafenim dvou pigmentovych mutantii
jménem ,,Nacre* a ,,Roy*“. Nacre je homozygotni mutant v genu mitfa, jehoZ exprese je pfisné
omezena na melanocytovou bunéfnou linii. Kmen ,Roy“ je homozygotni mutant
v necharakterizovaném genu, jehoZ exprese je pfedevsim omezena na pigmentové melanocyty
a reflexni iridofory. Ztrata obou typi téchto bunék zptisobuje, ze zivotaschopni dospéli jsou
relativné transparentni; melanocyty absorbuji dopadajici svétlo a iridofory odrazeji svétlo
pry¢. Kmen je pfimétené plodny a zdravy, jakmile se dostane za pfechodné obdobi (v€k mezi

druhym a ¢tvrtym tydnem po oplozeni) (Detrich et al., 2011).

Obriazek 2 - Linie Casper (vlevo samec, vpravo samice)
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3.2 Potrava

Dénio pruhované je vSezravec, jeho piirozend potrava se sklada predevSim
ze zooplanktonu a hmyzu, pfestoze se v obsahu jeho stiev Casto vyskytuji fytoplankton,
vlaknité fasy a jiny rostlinny material, spory a vejce bezobratlych, rybi Supiny, pavoukoveci,
detrit, pisek a blato. VétSina hmyzich druht byly vodni druhy nebo vodni larvy
suchozemskych forem, zejména fad dvoukiidly, taktéZz bylo naznaCeno, ze by danio
pruhované mélo pfimy vliv na kontrolu populaci komara. Vysoky podil planktonnich polozek

dokazuje, Ze dania pruhovana se zivy piedevsim ve vodnim sloupci (Spence et al., 2007b).

3.2.1 Fyziologie traveni

Genetika a tvorba traviciho systému jsou podobné jako u jinych obratloven, existuji
zde vsak rozdily. U dania pruhovaného se nevyviji zaludek a slepé stievo (Farrell, 2011).
Zazivaci trakt dosp€lého dania pruhovaného zahrnuje Gsta, hltan, jicen, stfevni trakt a andlni
otvor, oznacovany n¢kdy jako proctoderm nebo urogenitalni pory. Podobné jako jiné ryby
z tadu Cypriniformes maji i dania jeden par zubu, které jsou omezeny na jeden par hltanovych
kosti. Dania maji chutové poharky, chemosenzorové orgadny z modifikovanych bunck epitelu.
Tyto buniky pomahaji rybé pii rozhodovani o tom, zda jsou latky jedlé a jsou tyto bunky
umistény na rtech, v ustech, orofaryngealni duting, na vouscich a hlavé a v nékterych
ptipadech i na povrchu téla. Zajimavé je, Zze chutové poharky danii se zacinaji prvné vyvijet
na rtech a Zabernich obloucich ve c¢tvrtém a patém dni po oplozeni, coz je shodné
s okamzikem, kdy potér zacne piijimat potravu (Harper and Lawrence, 2010). V tu dobu je jiz
travici systém zcela funk¢ni a obsahuje plnou sadu typt tkani a bunék stejnych jako u jinych
obratlovcl. Také stejn€ jako u jinych obratlovcl se zaZivaci Ustroji ryby tvoii ze vSech ti
zarodecnych vrstev. K dalSim zmé&ndm dochdzi u juvenilnich ryb, nez se dosdhne uplné
dospélé formy (Farrell, 2011).

Klicovou funkci traviciho tustroji jsou enzymatické a mechanické procesy, které

umoziuji absorpci a dostupnost Zivin (Hama et al., 2009).

3.3 Odchov potéru

Dilezitym a kritickym aspektem chovu dania pruhovaného je chov od embryonalnich
stadii aZ po dospélost. I kdyz plati pomérné jednoduché tvrzeni, Ze je jednoduché chovat
déania v laboratofi, je zde znané rozpéti v tom, jak efektivné toho lze dosdhnout. Variace

rustu a preziti mize mit dalekosdhlé¢ dopady na vyzkumné programy a tim maji ptimy dopad
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na tempo, kvalitu a cenu experimentd. Z tohoto divodu je nezbytné, aby protokoly chovu
embryonalnich fazi vyvoje méli rovhomérné vysokou miru pteziti a ristu (Lawrence, 2011).
Za normalnich laboratornich podminek se potéru dania pruhovaného naplni jejich
plovaci méchyt paty den po oplozeni a od této doby je schopen se pohybovat v celém vodnim
sloupci. Od této doby se také predpoklada, ze se musi ryby krmit téméf neustale, aby bylo
dosazeno plnych pozadavkl jejich metabolismd, tento piedpoklad byl podpotfen publikaci
odchovného pokusu, které jasné prokazali, ze nepietrzitd dostupnost potravy méla pozitivni
vliv na rast a preziti té€chto ryb. Hlavnim ukolem se tedy stava splnéni tohoto pozadavku pii
zachovani vhodnych nutri¢nich potfeb a také vhodnou kvalitu vody v zivotnim prostiedi

juvenilnich jedinct (Best et al., 2010).

3.3.1 Standardni odchov

Existuje celd fada riznych piistupid odchovu, které se v soucasné dob¢ v této oblasti
pouzivaji. VétSinou se vyuziva zooplanktonu nebo umélych krmiv upravenych pro prvni
krmeni larvalniho stddia ryb, dokud neni potér dostatecné piipraveny na zacatek piijimani
nauplii Artemia salina (Linnaeus, 1758) nebo piijimani krmeni pro dospélé jedince (Best et
al., 2010). Obecny pfistup chovnych protokolii popsanych v knize Zebrafish Book
(Westerfield, 2000) zahrnuje postupné piemistovat ryby v obdobi od 2 — 4 tydnid
po oplodnéni ze statické vody v miskach nebo kadinkadch do nadrzi, které maji kontinudlni
recirkulacni tok. (Lawrence, 2011). Jako prvotni krmivo se nejcastéji pouziva aplikace
nalevnikd Paramecium sp. Miiller, 1773, ktefi jsou sice obecné velice Géinni, ale jsou také
velmi naro¢ni na pracovni silu, co se tyce udrzby jejich chovné kultury a nezda se, Ze by
podporovali rychli rist (Best et al., 2010).

Prachova peletova krmiva mohou rovnéZ substituovat nalevniky nebo se mohou vyuzit
v kombinaci s zivym krmenim, i kdyz to ve vétSin€ ptipadt vede ke snizeni riistu nebo preziti
ve srovndni s Zivym krmenim (Lawrence, 2011). Evolu¢né jsou vSak larvy vétSiny ryb
upevnény na schématu pohyblivych organisml, a proto mize dochazet k problémim
akceptace inertni suché stravy. I kdyby tato krmiva pfijimaly, jejich nizkd enzymaticka
aktivita jim pfili§ nebude umoznovat travit stavajici krmiva (Dhert et al., 2001). Hlavnim
divodem také je, ze ziva kofist je typicky vice nutricné¢ vyvazend, vizualné i chemicky
atraktivnéjsi, stravitelnéj$i a ve vodnim sloupci daleko stabilnéjsi neZ krmiva uméla. Peletova
krmiva musi mit dostate¢né kvality ve vSech téchto oblastech a musi prokazat dobrou stabilitu
ve vodé¢ (Ziviny nesmi rychle unikat do okolniho prostiedi). Diilezité je téZ, aby mikrocastice

méli schopnost ziistat v suspenzi po delSi dobu tak, aby byly stale k dispozici pro ryby
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(Harper and Lawrence, 2011). Nékolik publikovanych studii, které vyuzivaly uméld krmiva
pro odchov danii pruhovanych ukazuji, Ze tato krmiva nejsou schopna podporovat vysokou
miru ristu a pfeziti, spiSe se jednad o uspéch v jednom parametru na ukor druhého, nebo
kompromis obou. Lze predpokladat, ze snizena vykonnost téchto parametrti je zpusobena
kombinaci nékolika faktorti, véetn¢ nedostateénych, nebo nevhodnych nutri¢nich profild,
Spatné atraktivité a stravitelnosti a v neposledni tfadé také problémy s kvalitou vody
vyplivajici z rozkladajicich se nespotiebovanych zivin a krmnych ¢astic (Best et al., 2010).
Naupliova stadia zabronozky solné maji na podporu rychlého rustu a preziti velky
vliv, vyuziti v praxi je ale obtizné, nebot’ nauplie jsou Casto pfili§ velké a rychlé a tim

se stavaji nevhodné, protoze je potér danii nemutize G¢inng ulovit (Best et al., 2010).

3.3.2 Polykultura s viFniky druhu Brachionus plicatilis

Moisti vifnici Brachionus plicatilis (Miiller, 1786) jsou jedni s dilezitych prvotnich
krmiv pouzivané v odchovu potéru ryb (Dhert et al., 2001). Patfi tak mezi nejdulezitéjsi zivé
krmivo pro velmi mnoho uméle odchovavanych druhtt ryb v prubéhu rozkrmovaci faze
a to vzhledem ke své malé velikosti, pomalému plavani a snadnému poskytovani
zivin nezbytnych pro rist potéru ryb. Tyto faktory by mély byt vhodné i pro danio pruhované
a to zejména jako krmeni slouzici k premosténi obdobi, kdy neni mozno krmit artemii, u které
je znamo, ze podporuje rist u starSich ryb (Best et al., 2010).

Jejich mala velikost a zvySena nutriéni hodnota ve srovnani s nalevnikovou kulturou
trepek, ¢ini vifniky obzvlasté atraktivni pro krmeni embryi dania pruhovaného (Harper and
Lawrence, 2011), dalsi véci je, ze kultura s nalevniky vyzaduje opakovanou subkultivaci,
pracnou filtraci a sterilizaci. Vifnici maji pomérné nizké naroky na udrzbu v kontinudlni
kultufe, ktera miize byt krmena automatickymi peristaltickymi ¢erpadly (Best et al., 2010).
K optimalni reprodukci viifnikd Brachionus sp. dochazi pii teploté 25°C a v prostiedi
s obsahem soli v rozsahu od 4 ppt do 35 ppt, nicméné vitnici jsou obvykle chovani v salinité
mezi 10 ppt az 20 ppt. Viinici se Casto vyuzivaji v polykulturach s rybim potérem obvykle
pfi jinych teplotach a salinité, nez maji jejich plvodni kultury (Fiedler et al., 2000), coz
zvySuje moznost preziti v nadrzich s embryi ddnia pruhovaného delsi dobu a tak 1épe vyhoveét

pozadavkim potéru na neustaly ptijem krmiva (Best et al., 2010).
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4 Materialy a metoda

Tato kapitola uvadi materialy a postupy experimentu nezbytné pro spravné provedeni,
zékladni ingredienci nutnou pro provedeni experimentu je tzv. E3 vodni medium, jehoz recept
se nachazi v knize The Zebrafish Book (Westerfield, 2000), toto vodni medium se pouziva pti
nasazovani a tfeni ryb, pfi michani roztokii pro skladovani jiker a embryi, v dobé chovu
pfechodného obdobi embryonalniho vyvoje ryb (2 — 4 tyden po oplozeni) a také pii kultivaci
kultury vifniku. Experiment byl zahajen ve véku ryb 5 DPF a ukoncen ve véku ryb 33 DPF.
Recept 60 x E3 vodniho media:

1 | demineralizované H,O
17,2 g NaCl

0,76 g KCI

2,9 g CaCl; x 2H,0

4,9 g MgSO4 x 7TH20

50 pl 1M NaOH

4.1 Rodi¢ovska populace ryb

Pro experiment bylo vyuzito dvou zékladnich linii dania pruhovaného. Prvni linii
je takzvana divokd forma, kterd ma reprezentovat piiklad klasické ryby, bez jakékoliv
modifikace a jiného fenotypového projevu, druhou linii je inbreedni kmen Casper, jenz
je homozygotni mutant v genech mitfa a roy, jejichz fenotypy dopadaji na tvorbu pigmentu a

tak se tato linie stava transparentni.

4.1.1 Divoka forma

Rodicovska populace se skladad ze smiSenych jedinch potomkd kmentt *AB a TU,
tak aby doSlo k minimalizaci inbreedniho kiiZeni. Generac¢ni ryby mély datum narozeni
19.08.2015 a ke tfeni bylo vyuzito vSech 300 jedincii této generace. Vzhledem k velkému
mnozstvi jedinct bylo pro vytér vyuzito zatizeni iSpawn, které umoziuje tfeni vétsiho poctu
jedincti naraz. Odebrano bylo pies 2000 oplozenych jiker, které se po dobu 2 minut
promyvaly pod tekouci vodovodni vodou. Vybrano 800 nejzdravéjSich embryi a rozdéleno

do 90 mm plastovych petriho misek po 50.
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Obrazek 3 - Treni ryb (vlevo divoka forma iSpawn, vpravo linie Casper chovn4 nadrz)

4.1.2 Linie Casper

Generacni ryby pochézeji z paté inbreedni generace nesouci homozygotni sestavu obou
gend. Rodicovské ryby mély datum narozeni 08.09.2015. Tato generace jiZ jevila znamky
inbreedni deprese, mezi rybami se vyskytovali jedinci, ktefi nedorostli do pIné velikosti,
a mira pfeziti pfechodné faze vyvoje byla oproti béznym rybam nizsi. Vybér téchto
generacnich ryb byl zdmémy a to z divodd sledovani dopadii inbreedniho kiizeni
na prechodnou fazi a pokud mozno zlepSeni chovnych metod tak, aby se daly i takto inbreedni
populace 1 nadéle vyuzit v chovu. Jedinci této rodicovské populace byli rozdéleni podle
pohlavi do dvou velkych nadrzi, dale byli postupné pieneseni do chovnych akvarii
rozdélenych piepazkou vzdy tak, Ze v jedné €asti byli 3 samice a v druhé ¢asti 3 samci. Takto
bylo ptipraveno 20 chovnych akvarii o celkovém poctu 120 ryb. Odebrano bylo kolem 3000
oplozenych jiker, které se promyvali pod tekouci vodovodni vodou po dobu 2 minut.
Nasledné bylo vybrano 800 nejzdravéjsich a rozdéleno do 90 mm plastovych petriho misek

po 50.

4.1.3 Péce o jikry a embrya

Jikry byly ulozeny v petriho miskach s roztokem 0,0001% methylenové modii a E3
vodniho media. Methylenovd modi umoznuje Iépe odstranit zaplisnénd embrya a taktéz
zabranuje rozsifeni plisni na ostatni zdravd embrya. Takto oSetfené jikry byly uloZeny
do inkubatoru, ktery udrzuje stalou teplotu 28,5°C, embrya se dale nechala v klidu odpocivat
24 hodin.

Ve veéku 24 HPF byla embrya vytfidéna, odstranéna byla zaplisnénd a napadena
embrya. VSechna embrya se slila do jedné misky a z ni se za pomoci plastového kapatka
jemné prenesly do pfipravenych kosickil uréenych k desinfekci jiker (Bleech). Tato procedura

predevsim odstranuje piipadnou kontaminaci nezadoucimi organismy.
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Postup desinfekce jiker (Bleech) (Westerfield, 2000):

1. Ptiprava roztoku, do 100 ml vodovodni vody bylo ptidano 40 pl chlornanu sodného.

2. Do makrotitranich desticek se naleje do tfech jamek roztok chlornanu sodného a
do zbylych tfech vodovodni voda.

3. Kosicky s embryi postupné prochdzi ptes jednotlivé jamky v rozmezi 2 minut.

4. Embrya se sliji pomoci stficky s E3 vodnim médiem do Cisté petriho misky.

Tato procedura mohla zplsobit zatvrdnuti chorionu jednotlivych embryi, proto se
doporucuje, aby po této desinfekci nasledovala procedura odstranéni chorionu,
tzv. dechorionace za pomaoci enzymu pronazy.

Postup dechorionace embryi (Westerfield, 2000):

1. Z petriho misky byla Setrné odlita pfebyte¢na voda.

2. Petriho miska se ulozila do naklonéné roviny tak, aby vSechna embrya spadala na jednu
stranu.

3. K embryim se do petriho misek a zbylé¢ vody ptidal roztoku enzymu pronazy (1 mg
praskové pronazy na 1 ml E3 vodniho média).

4. Misky se nechaly spolecné s roztokem enzymu pronazy 10 minut odstat.

5. Embrya se tfikrat za sebou proplachla E3 vodnim mediem, odstranily se prazdné choriony a
vyplavil se pouzity enzym prondza.

6. Embrya se ptenesla do petriho misky s roztokem 0,00002% methylenové modii a E3
vodniho media.

Takto oSetfena rybi embrya se rozdélila do dvakrat (jedna skupina divoky typ, druha
skupina Casper) Sestnacti 90 mm petriho misek vzdy po 30 jedincich na misku, vybirani byli
nejZivotaschopnéjsi jedinci bez viditelnych deformit. Zbyld embrya se rozdélila po 50
embryich na misku a slouzila jako rezervni skupina v pfipad€, ze by doSlo v predchozich
skupinach k thynu jesté pred zapocetim testu. Embrya byla uloZena do inkubdatoru, ktery

udrzuje stalou teplotu 28,5°C, dale se nechala v klidu odpocivat az do patého dne po oplozeni.

4.2 Testovana krmiva

Standardnim krmivem uZivanym v chovném zafizeni pro odchov potéru byla GEMMA
Micro 75. Dal$im krmenim doporu¢enym pro juvenilni fazi vyvoje dania pruhovaného byly
hojné vyuzivané nauplie zabronozky. Poslednim testovanym krmivem se stali vifnici rodu
Brachionus plicatilis, ktefi se méli podle vysledkli experimentdl stat inovaci v chovu potéru

dania pruhovaného.
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4.2.1 Pelety o velikosti 50 — 100 pm

Testovanym umélym krmivem byly mikrogranule GEMMA Micro 75 ve velikostech
od 50 do 100 pum, dodavané americkou spolecnosti Skretting ur¢ené vyhradné pro danio
pruhované a jeho nejranéjsi stddia vyvoje. Slozeni tohoto produktu obsahovalo rybi maso,
lecitin, pSeni¢ny lepek, susené motské fasy, rybi olej, kukutiény Skrob, vitaminy a mineraly.
Analyza vyrobce uvadéla miniméalné 59% bilkovin, 14% tuku, maximalné 14% popelovin a
0,9% vlakniny. Dal$imi uvedenymi slozkami byly fosfor 1,3%, vapnik 1,1%, sodik 0,5%,
vitaminy A, D3, EaC.

4.2.2 Viknici druhu Brachionus plicatilis

Chovné zafizeni

Chovné zafizeni pro chov kultury slanovodnich viiniki se skladd ze dvou 20 1
Sirokohrdlych konvi. Ob¢ konve byly vybaveny vzduchovacimi motorky a kameny a topenim
s termostatem, konev urcend pro kontinudlni kulturu obsahovala jesté klasicky akvarijni
molitanovy filtr. Teplota v chovnych néadrzich se udrZovala na 28°C. Konev urcena pro
kontinudlni kulturu byla napusténa roztokem E3 vodniho media spoleéné s motskou soli
Instant Ocean tak, aby vysledny vodny roztok mél salinitu 20 ppt, optimalni pro chov viinika
tohoto druhu.

Obrazek 4 — Chovné zafizeni pro chov viinikii (vpravo pohled ze piedu, vlevo pohled z boku)

Krmivo

Zvolenym krmivem pro kulturu viinikii bylo RGcomplete od americké spolecnosti
Reed Mariculture, Inc., slouZici ke krmeni filtrujicich bezobratlych. Zakladem tohoto krmiva
jsou mikroskopické fasy, moiska voda, amonné neutralizery a stabilizatory, hydrogenuhli¢itan
sodny, kyseliny askorbova a citronova, Maltol a alginat sodny. Minimalni biomasa
mikroskopickych fas jsou 4,4% a roztok obsahuje 2,7% proteinu, 0,9% tuku, 0,2% vlakniny a

maximalné 89% vody, nebo vodného roztoku.
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Kultura

Plvodni kultura byla zakoupena u americké spolecnosti Reed Mariculture, Inc. a
jednalo se 0 2x 5 000 000 ks jedincu viiniku druhu Brachionus plicatilis. Jedna kultura byla
uloZena v lednici pii teplote 4°C a slouzila jako zédlozni kultura v ptipad¢ kolapsu hlavni
kultury. Druha kultura byla uloZena do 20 1 konve urcené pro kontinudlni kulturu se salinitou
20 ppt, pro méfeni salinity se vyuzivalo optického refraktometru. Kultura se denn¢ krmila 10
ml RGcomplete a 5 dni se nechala odpocivat.

Sklizeni kultury

Ke sklizeni kultury dochdzelo maximalné jednou denng, minimalné jednou tydné,
vzdy se odebiralo 30 — 50% kultury z konve se salinitou 20 ppt. Odebrana ¢ast kultury se
prelila do druhé 20 | konve a posléze se do této konve pfililo i E3 vodni medium tak,
aby vysledna salinita roztoku méla salinitu 10 ppt. Této salinity se dalo dosdhnout jednoduse
tak, ze se do sklizené kultury pfililo stejné mnozstvi E3 vodniho media. Tato kultura byla
vzdy pro kontrolu pfeméfena optickym refraktometrem. Vitnici se v této kultufe nechali 24
hodin odpocinout a pfivyknout nizsi salinité. V obdobi sklizeni dochédzelo ke kompletnimu
vycisténi obou chovnych nadob. Po 24 hodindch bylo z kultury s 10 ppt salinitou odebrano
2,5 1 zalozni kultury, kterd byla ulozena v lednici pfi teploté 4°C, tato rezerva se odebirala

kazdy tyden.

4.2.3 Nauplie Artemia salina

Zatizeni k lihnuti ZabronoZzky solné se skladalo ze tfi tubusi, které maji na spodni ¢asti
trychtyt s ventilem pro pfivod vzduchu. Do tubusili byla nalita voda o salinité 30 ppt, do takto
pfipravené¢ho prostiedi se vloZily cysty Zabronozky a spustilo se vzduchovani. Lihnuti
naupliového stadia zabronozky trvalo 24 hodin, pfi teploté prostiedi 26°C. Cysty Zabronozky
dodavala spolecnost EasyFish. Toto krmivo obsahovalo miniméln€ 54% bilkovin, 15%

sacharidt, 20% tukd a maximalné 12% popelovin.

4.3 Chovny systém

Pro testovani byl vyuzit samostojny automaticky chovny systém ZebTec Active Blue
pro chov dania pruhovaného od italské spolecnosti Tecniplast. V systému mitize byt ulozeno
az 50 akvéarii o objemu 3,5 1 a jednad se o systém bezudrzbovy, ktery si sam vyrabi vodu
vhodnou pro chov z vody demineralizované, dale je soucdsti systému filtraéni nadrz
obsahujici filtr hrubych necistot (tzv. drumfiltr), biologicky a uhlikovy filtr. Nastavené
hodnoty pro chov byly konduktivita 1000 pus/m a pH 7,5, salinita tohoto systému byla
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zmeétena optickym refraktometrem a hodnota byla blizkéa 0 ppt. Teplota vody protékajici timto
systémem byla nastavena na 28,5°C.

Chovny systém byl umistén v laboratofi urcené pro chov ryb, kde se dodrzoval denni
rezim 14 hodin svétla (od 08:30 rano do 22:30 vecer) a 10 hodin tmy. Teplota vzduchu

v mistnosti byla udrzovana na 26°C.

Obrazek 5 — Chovny system Actlve Blue (vlevo experlmentalm nadrie, vpravo technologlcky prostor)
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4.4 Jednotlivé skupiny experimentu

V ramci experimentu byly vytvofeny dvé velké hlavni skupiny rozdélené podle
jednotlivych linii na nadskupinu obsahujici divoky typ dania pruhovaného a skupinu s linii
Casper. V kazdé této nadskupiné byla vytvorena skupina s jednotlivymi krmnymi rezimy:
kontrolni skupina, skupina GEMMA Micro, skupina s vifniky, skupina s vifniky a artémiemi.

Kazda skupina se délila na ¢tyfi akvaria, ve kterych bylo umisténo 30 rybich embryi.

4.4.1 Kontrolni skupina

Kontrolni skupina vychazela z bézného krmného rezimu uzivaného v chovném
zatizeni. Krmny rezim byl tvofen vyhradné¢ krmivem GEMMA Micro 75 a od 10. DPF
pfikrmovanim jedenkrat jednodennimi naupliemi zédbronozky. Na zacatek experimentu bylo
vSech 30 embryi ve véku 5 DPF uloZeno do 11 E3 vodniho média o teploté 28°C a poprvé ad
libidn¢ nakrmena peletami GEMMA Micro 75. Takto byly vytvofeny vSechny 4 testované
nadrze. Ke krmeni dochazelo dle krmného rezimu vzdy jednou denné, k €isténi téchto nadrzi
dochazelo vzdy 2x tydné pii pocitani zivych jedincti vyménou celého 1 1 E3 vody. Priitok

nadrzi byl spustén ve véku ryb 26 DPF.

4.4.2 Skupina GEMMA Micro

Skupina GEMMA Micro byla krmena pouze peletovym krmivem o velikosti pelet
od 50 do 100 um. Na zacatku experimentu bylo 30 embryi ve v€ku 5 DPF z této skupiny
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ulozeno do 1 1 E3 vodniho média o teploté 28°C a poprvé ad libidn¢ nakrmena peletami
GEMMA Micro 75. Takto byly vytvoieny vSechny 4 testované nadrze. Tato skupina po celou
dobu experimentu nebyla krmena Zadnou Zivou potravou. Ke krmeni této skupiny dochazelo
vzdy jednou denné, k Cisténi téchto nadrzi dochazelo vzdy 2x tydné pii pocitani zivych

jedinct vyménou celého 11 E3 vody. Pritok nadrzi byl spustén ve véku ryb 26 DPF.

4.4.3 Skupina viFnici

Skupina zivy vitfnici vychazela z protokolu uvedeného v A Novel Method for Rearing
First-Feeding Larval Zebrafish: Polyculture with Type L Saltwater Rotifers (Brachionus
plicatilis) (Best et al., 2010), ze kterého se odstranilo ptikrmovani pomoci Zabronozky.
Na zacatku experimentu se vytvotil zdklad pro polykulturu smichdnim 0,5 1 motské vody
s vifniky z chovné nadoby o salinité 10 ppt a 0,5 1 E3 vody. Vysledna salinita byla 5 ppt a
byla ovéfena méfenim optickym refraktometrem. Do tohoto zakladu byly vlozeny embrya
ve véku 5 DPF, takto se nechala emrya v klidu az do 8. DPF, kdy se do polykultury pfililo
opét 0,51 10 ppt vody s vifniky a 0,5 1 E3 vodniho media. Pritok u této skupiny byl spustén
ve véku ryb 12 DPF, ptfesné podle protokolu. Od 12. DPF byla skupina krmena viiniky vzdy
5x denné podle doporuceni z knihy The Laboratory Zebrafish (Harper and Lawrence, 2010)
pro chov potéru déania pruhovaného. K ¢isténi této skupiny dochazelo vzdy 1x tydné

pfi méfeni a pocitani zivych jedinct.
4.4.4 Skupina vifnici a Artemia

Skupina zivi vifnici a Artemia salina vychazela zcela z protokolu uvedeného
v A Novel Method for Rearing First-Feeding Larval Zebrafish: Polyculture with Type L
Saltwater Rotifers (Brachionus plicatilis) (Best et al., 2010). Zaklad pro polykulturu byl
vytvofen stejné jako v pfedchozi skupin€¢ smichdnim 0,5 1 10 ppt vody s vifniky a 0,5 1 E3
vody a opét byla vysledna salinita oveéiena optickym refraktometrem tak, aby vysledna voda
méla salinitu 5 ppt. Do této vodni smési se vlozily embrya ve v€ku 5 DPF a ponechaly v klidu
az do 8. DPF, kdy se do polykultury stejné jako v ptedchozim ptipadé pfililo 1 1 smési E3
vody a vifnikl o salinit¢ 5 ppt. Od 10. DPF byly ryby pfikrmovéany 3x denné naupliovymi
stadii zabronozky. Pritok u této skupiny byl spustén ve véku ryb 12 DPF, piesné podle
protokolu. Od 12. DPF byla skupina krmena viiniky vzdy 5x denné podle doporuceni z knihy
The Laboratory Zebrafish (Harper and Lawrence, 2010) pro chov potéru dania pruhovaného.

K ¢isténi této skupiny dochéazelo vzdy 1x tydné pii méfeni a pocitani zivych jedinci.
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45 Meéreni

Méteny byly dva zakladni udaje, prvnim z nich byl pocet pfezivSich embryi
od pocatecnich 30 az po vysledny pocet. Druhym méfenym udajem byla standardni délka a
jeji rast. Standardni délkou se rozumi délka od konce hlavy po zakladnu ocasni ploutve

(Froese and Pauly, 2016).

451 Mira prezivani

Mira pfezivani potéru se mefila vzdy dvakrat tydné pfi Cisténi akvarii se statickou
vodou bez pritoku krmenych peletami GEMMA Micro. Méfeni probihalo vzdy ve stiedu a
v nedéli. Ve stiedu bylo k meéfeni pouzito plastové kapatko pro pienos jednotlivych
juvenilnich ryb ze Spinavé nadrze do Cisté. Pocitani ryb v prito¢nych akvériich krmenych
vifniky a naupliemi slouzil fotoaparat a nasledné vyhodnoceni na pocita¢i. Pfi ned€lnim
pocitani prezivsich se vyuzivalo 12 jamkové multititracni desticky, protoze zaroven ryby byly

v téchto jamkach 1 méfeny na standardni délku.

45.2 Standardni délka

Standardni délka byla méfena vzdy v ned€li u vSech skupin stejné. Ryby byly opatrné
preneseny z nadrzi do jamek na mikrotitra¢ni desti¢ce vzdy po 12 jedincich, vyfotografovany
stereomikroskopem SMZ12701 pti zvétSeni 0,63x s objektivem 0,5x pomoci vestavéné
kamery Nikon DS-Qi2, zméfeny a vyhodnoceny pomoci programu NIS Elements BR verze
4.30.02.

4.6 Statistické vyhodnoceni

Nameétené hodnoty a formulované hypotézy byly zpracovany a ovéfovany
prostiednictvim statistického programu Statistica CZ 12 (StatSoft, Inc. 2013). Pouzit byl

dvouvybérovy neparovy T-Test kontrolni skupiny proti skupiné fesené.
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5 Vysledky

Vysledné tdaje této prace byly rozd€leny do podkapitol. Prvni z nich je Mira pfezivani
(v poctech jedinct) a GspéSnost chovu (v procentech), druhou je Standardni délka (mm)
Vv pribéhu experimenti a kone¢ny stav ve 33 DPF spole¢né i s ptirustkem (mm) od 5.DPF

do 30.DPF a posledni podkapitola fesi formulované hypotézy a jejich statistické ovétovani.
5.1 Mira preziti

Mira pieziti udava procentudlni pocet zivych jedincti v poslednim dnu testu ve véku
33 DPF. Graf 01 ukazuje primérnou miru pfezivani v absolutnich ¢islech béhem celého testu
v zavislosti na experimentalni skuping a linii ddnia pruhovaného. Z grafu lze vycist, Ze jedinci
divokého typu jsou odolngjsi béhem piechodného obdobi oproti inbreedni linii Casper.
Skupina Vifnici se v tomto parametru dokazala vyrovnat Kontrolni skupiné, Skupina Viinici a
Artemia se zd4d byt pon€kud hor$i a nejhiie si vedla skupina GEMMA krmena pouze
peletovym krmivem.

Kontrolni skupina méla tedy miru pteziti v chovu 56,67% =+ 7,07%, skupina GEMMA
36,67% + 10,27%, skupina Vitnici 60% + 9,53% a skupina Vitnici a Artemia 49,1% =+ 6,44%
pro divokou formu dédnia pruhovaného. Pro linii Casper méla kontrolni skupina miru pteziti
25,83% + 7,14%, skupina GEMMA 9,17% + 1,19%, skupina Vitnici 46,67% =+ 6,39% a
skupina Viinici a Artemia 27,5% + 1,6%.

Graf 01 Mira pFefiti

Graf znizorfgje primémeé prefivani jedined podle axparmmantilni shupiny v 2bsolumich #zlech.
Cemz barva ematwe jedines diveké formy.

Cervena barva cznatuje jedince hnie Casper.

| % —%Kontrolni skupina

—M— —B—Slnpina GELMA
| . . . . i L L : —#— —#—Skupina Virnici

5DFF GSDFF 12DPF 15DPF 15DPF 22DPF I16DPF 30DPF 33DPF & —d Skupina V. +.4.

DalSimi grafickymi vystupy pro miru pteziti v absolutnich ¢islech jsou Grafy 02 az 05,

které ukazuji pribéh experimenti v jednotlivych nadrzich v zavislosti na skupiné a linii.
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Graf 02 ukazuje vysledky méfeni kontrolni skupiny. Mira pfeziti jednotlivych nddrzi nam

A4

ukazuje, ze maximalni dosazena uspésnost byla 73,33% a nejnizs$i 30% u divoké formy a

4

maximalni aspéSnost 36,67% a nejnizsi 6,67% u linie Casper.

Graf 02 Mira pieZiti - Kontrolni skupina

Graf zndzorfiuje pfefivani jadined v konfrolni sluping + ahsolumich &slech podle jednotlivich exparimentiinich nadrei.
Cemz barva emaéwe jedines diveké formy.
Cervena barva cznatuje jedince hnie Casper.
wF T T

o8- Nadrz 01
1 -m- = Nadrz 02
oL . . . . . . . |+ Nadrz 03

5DFF SDPF 12DPF 15DPFF 1%DPF I2DPF 26DPF 30DPF 33DFF —&——&— Nadrz 04

L
T

Ve skupiné¢ GEMMA (Graf 03) byla pro divokou formu dania pruhovaného maximalni
hodnota miry pfeziti 43,33% a minimalni 6,67%. Pro linii Casper byla zjisténa maximalni

hodnota tspésnosti v chovu 13,33% a minimalni 6,67%.

Graf 03 Mira pFeZiti - Skupina GEMMA

Graf rndzorfiuje pfefivani jedined ve sluping GEMMA + shsolutnich Sslech podle jednoflivich exparimentdinich nadrsi.
Cemz barva emaéue jedines diveké formy.
Cervend barva emmafuye jedince limie Casper.

ot g
5t i
s :
15+ 1
JIV S i
. —&— & Nadrz 11
ol : | - #-Nadrz 02
:l i i i i i i i i i ++NE§I.E|E" DE‘

3 DFF §DPFF 12DPFF 15DPFF 1%DPFF 22DPFF 26DPF 30DFF 313DPFF ———&—NadrZ 04

Ve skupin¢ Vifnici se mira preziti (Graf 04) pohybovala od maximalni hodnoty

73,33% po nejnizsi hodnotu 40% u divoké formy dania pruhovaného a pro linii Casper byla

maximalni aspéSnost v chovu 56,67% u dvou nadrzi a nejnizsi 30%.
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Graf 04 Mira pFefiti - Skupina viFnici

Graf zndzorfgje prezivani jedmed ve skuping Vifnici v absclumich #islech podle jednotlivych experimentilnich nadr.
Cerna barva omadwe jedince diveke formy.
Cervena barva cznafuje jedince linie Casper.

0 F

~o— ——NadrZ 01
1 =& Nadrz 02
o L . . . . . . . .| ————Nadrz 03

5DPFF SDPF 12DPF 15DPFF 1%DPF I2DPF 26DPF 30DFF 33DFF —&——&—NadrZ 04

Skupina Vifnici a Artemia (Graf 05) vykazovala maximalni hodnoty miry pieziti
66,67% u divoké formy dania pruhovaného a minimalni 36,67%. Pro linii Casper v této

skupiné byla zji§téna maximalni hodnota 33,33% a minimalni 23,33%.
Graf 05 Mira pieiiti - Skupina viFnici a drtemia

Graf znazorfivje pfefivani jedined ve shuping vifniel a drtemia vabsolumich &slach podle jednotlivich axperimentilnich nadrzi.
Cemz barva omnatwe jedince divoké formy.
Cervena barva cznatuje jedince limie Casper.

30 F -

~o— 8- Nadrz 01
1 -m--m-Nadrs 02
o L . . . . . . . .| ———+—Nadrz 03

3 DFF SDPFF 12DPFF 15DPF 1%DPF I1DPF 26DPF 30DPF 33DPF —kh——&—MNadrz 04

5.2 Standardni délka

Standardni délku ryb a jejich rist v prub&hu testovaného obdobi byl shrnut do Grafu 6,
kde se ukdzalo, Ze skupina krmena viiniky a od 10.DPF 1 zadbronozkami dosahla nejvéEtsi
standardni délky ve 33 DPF a to jak pro divokou formu dénia pruhovaného (primérna
standardni délka vSech nadrzi 16,02 mm) tak i pro linii Casper (primérna standardni délka
vSech nadrzi 17,39 mm). Tato skupina vykazovala nevétsi rust v pribéhu celého experimentu.
Celkovy ptirtstek k 33 DPF ¢inil 12,73 mm primérmé délky u divoké formy a 14,15 mm

u linie Casper.
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Kontrolni skupina vykazovala zvySujici se intenzitu riistu ke konci experimentu a jeji
hodnoty standardni délky ve 33 DPF vykazovaly 11,63 mm s pfirastkem 8,34 mm pro
divokou formu a 9,54 mm s piirastkem 6,29 mm pro linii Casper. Skupina krmena pouze
vifniky vykazovala nejvétsi intenzitu rastu hlavné v pocatcich testu (mezi 5 DPF a 19 DPF),
posléze ale intenzita zacala klesat. Kone¢né hodnoty standardni délky ke konci testu (33.DPF)
byly 10,88 mm s pfirtistkem 7,59 mm pro divokou formu a 11,21 mm s pfiristkem 7,96 mm
pro linii Casper. Skupina GEMMA, ktera byla krmena pouze peletovym krmivem dopadla v
hodnoceni riistu nejhtire, jeji kone¢né hodnoty standardni délky v den konce experimentu (33
DPF) byly 7,48 mm s piiristkem 4,19 mm pro divokou formu a pouhych 5,77 mm

s ptirtstkem 2,53 mm pro linii Casper.

Graf 06 Standandni délka juvenilnich rvh

Grafmazri 2 prism érnou sEndardn dilln v mikmerechjzdinet podls Estovans slupimy v £as2 experiments.
Carna barva oemadu)2 jednes divels formy.
Carvend bama omacs) 2 jetine e bme Casper.
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5.3 Ovérovani formulovanych hypotéz

Prvni ovéfovanou hypotézou je, ze ryby rozkrmované vifniky druhu Brachionus
plicatilis 1épe snaseji prechodnou fazi ontogenetického vyvoje nez ryby krmené béznymi
metodami. Prvni ovéfovanou skupinou byla skupina Viinici. Ovéfenim této hypotézy bylo
statistickymi metodami zjiSténo, Ze hodnota p= 0,7884 > p=0,05 pro divokou formu déania
pruhovaného, proto miize byt tato hypotéza vyvracena. Pro linii Casper byla zjisténa hodnota
p=0,07221 > p=0,05 a to znamend, ze 1 v tomto piipadé mize byt hypotéza vyvracena,
ackoliv je v tomto piipadé patrno, ze k néjaké zmeéné jiz doslo. Obé vyhodnoceni byly

vytvoreny i v grafické podobé (Graf 07 a 08), kde bylo ukdzano, Ze krmeni viiniky ma takika
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shodné hodnoty, jako standardni krmny protokol, u linie Casper se jista odchylka od kontrolni

skupiny objevuje.

Graf 07 Statistické vyhodnoceni naméfenych

hodnot u divokého formy.

Graf ukcamuje mim preziti v procentach o drroks formy dania

prubovaneho.
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Graf 08 Statistické vyhodnoceni naméfenych
hodnot u linie Casper.

Graf ukcamuje mim preziti v procentach o dima prubevansho
linis Cazper.
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Druhou ovéfovanou skupinou byla skupina krmena viiniky a Zabronozkami a

ovéfenim statistickym metodami bylo zjiSténo, ze hodnota p=0,53 > 0,05, pro divokou formu,

coz i v tomto ptipad¢ vyvraci formulovanou hypotézu. U linie Casper byla zjisténa hodnota

p=0,83 > 0,05 a tak i zde doslo k vyvraceni hypotézy. Grafické vyjadfeni je znazornéno

na grafech 09 a 10 a u obou dvou je patrné, ze ke zméné viici kontrolni skupiné nedoslo.

Graf 09 Statistické vyhodnoceni naméfenych

hodnot u divokého formy.

Graf ukcamuje mim preziti v procentach o drroks formy dania

prubovaneho.
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Druhou formulovanou hypotézou

Graf 10 Statistické vyhodnoceni naméfenych
hodnot u linie Casper.

Graf ukcamuje mim preziti v procentach o dima prubevansho
linis Cazper.
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V-4

bylo, Ze ryby rozkrmované vifniky druhu

Brachionus plicatilis 1épe rostou nez ryby krmené béznymi metodami. Prvni ovéfovanou

skupinou 1 v tomto ptipad¢ byla skupina Viinici, kde hodnota p=0,0336 < p=0,05,

pro divokou formu, coZ ndm potvrzuje, Ze ke statisticky vyznamné zméné doslo, ale podle

grafického vyjadieni (Graf 11) a naméfenych hodnot doslo ke zméné k hor§imu a proto byla
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1 tato hypotéze zamitnuta. U linie Casper byla vypoctena hodnota p=0,02 < p=0,05, a proto

muze byt tvrzeno, Ze se hypotéza potvrdila, ke staticky vyznamnému zlepseni doslo. Grafické

znazornéni tohoto piipadu je uvedeno v grafu 12.

Graf 11 Statistické vyhodnoceni naméfenych
hodnot u dania pruhovaného divoké formy.

Graf ukazuje rozdil ve valikostech standardm délley +
milimetrach u dama prubovanghona diveks formy na konet

exparimentu ve vikun 33 DPF.
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Graf 12 Statistické vyhodnoceni namé&ifenych
hodnot u dania pruhovaného linie Casper.

Graf ukazuje rozdil ve valikostech standardm délley +
milimetrach u dania prubovanghona linte Cazper na konel

exparimentu ve vikun 33 DPF.
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Druhou ovéfovanou skupinou byla opét skupina krmena viiniky a zdbronozkami a

ovéienim statistickym metodami bylo zjisténo, ze hodnota p=0,000001 < p=0,05 < p=0,01 pro

divokou formu a na zédkladé této hodnoty muize byt tato hypotéza potvrzena a ke zlepSeni

rustu standardni délky doslo se statisticky velmi vyznamnymi vysledky. U linie Casper byla

zjisténa hodnota p=0,000001 < p=0,05 < p=0,01 a tak i v tomto ptipad¢ byla hypotéza

potvrzena se staticky velmi vyznamnymi vysledky. Grafické znazornéni je uvedeno v grafech

13 a 14 a z téchto grafii je patrno, Ze rozdil primérnych velikosti standardni délky je 4,1765

mm u divoké formy a 7,2674 mm u linie Casper.

Graf 13 Statistické vyhodnoceni naméfenych
hodnot u dania pruhovanéhoe divolké formy.

Graf ukazuje rozdil va valikostech standardni dalloy +
rmilimetrach u dama prubovanéhona diveks formy na konet

exparimentu ve viku 33 DPFF.
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Graf 14 Statistické vyhodnoceni namé&fenych
hodnot u dania pruhovaného linie Casper.

Graf ukazuje rozdil va valikostech standardni dalloy +
rmilimetrach u dama prubovanéhona linle Cazper na kone:

exparimentu ve viku 33 DPFF.
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Posledni formulovanou hypotézou bylo, ze umélé krmivo dokaZe plné nahradit Zivou
potravu v pfechodné fazi ontogenetického vyvoje. Sledovany v tomto piipad€ byly jak mira
preziti, tak i1 standardni délka méfend posledni den testu ve véku ryb 33 DPF. Prvni
ovétovanou skupinou byly ryby divoké formy a pro né¢ byla zjisténa hodnota p=0,2033 >
p=0,05 a tak mizeme tvrdit, zZe ke statisticky vyznamné zmén¢ nedoslo a tak miizeme tuto
hypotézu potvrdit. Pro tuto hypotézu byl vytvoren graf 15 a ten ukazuje, Ze ke snizeni miry
preziti doslo, ackoliv je toto snizeni statisticky nevyznamné. U linie Casper byla namétena
hodnota p=0,0624 > p=0,05 tak i1 zde lze tvrdit, ze ke statisticky vyznamné zméné nedoslo,

i kdyz je toto tvrzeni na hrani¢nich hodnotach, coz dokazuje i graf 16.

Graf 15 Statistické vyhodnoceni namé&fenych Graf 16 Statistické vyhodnoceni namé&fenych
hodnot u divelkého formy. hodnot u linie Casper.
Graf ukazuje mira presifl v procentach u divoke formy dania Graf ukazuje mira presitl v procentach u dania prubovangho
pruboransho. limis Cazper.
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Pro standardni délku ve véku ryb 33 DPF u divoké formy byla zjisténa hodnota
p=0,000012 < p=0,05 < p=0,01 a na zéklad¢ této hodnoty mizZe byt hypotéza zamitnuta,
protoze v piipadé standardni délky doSlo ke statisticky velmi vyznamné zméné, a jak je
uvedeno v grafu 17, je tato zména negativni. U linie Casper byla zjiSténa hodnota p=0,0336 <
p=0,05 a tak i v tomto pfipadé muze byt hypotéza zamitnuta diky statisticky vyznamné

zméné, ktera je podle grafu 18 negativni.
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Graf 17 Statistické vyhodnoceni naméfenych
hodnot u dania pruhovaného diveké formy.

Graf ukazuje rozdil ve velikostech standardm dalloy +
milimetrach u dania pruhovanéhena divoké formy na konei

experimentu ve véku 33 DPE.
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Graf 18 Statistické vyhodnoceni naméfenych
hodnot u dania pruhovaného linie Casper.

Graf ukazuje rozdil ve velikostech standardm dalloy +
milimetrach u dania pruhovanéhona linie Cazper na keonet

experimentu ve véku 33 DPE.
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6 Diskuze

Rozdily mezi jednotlivymi experimentdlnimi skupinami ukazuji zdsadni vliv volby
prvotniho krmeni na hodnotu standardni délky jednotlivych jedinct. Mira pieziti jiz tak
presvédCivé vysledky nemad, pfesto se mezi jednotlivymi metodami krmeni rozdily objevit
daji. Lawrence (2011) doporucuji krmit potér v pfechodném obdobi 3x az 5x denné, coz lze
realizovat u nadrzi s embryi, které jsou dostateéné velké na to, aby vydrzeli prito¢ny zptisob
chovu. V ptipadé¢ tohoto testu se krmilo 5x denné¢ pomoci vifnikli ve skupin¢ Viinici a
skupin¢ Vifnici a Artemia u obou skupin doslo ke zpusténi pratocného systému 12 DPF, kdy
vétSina jedinct byla schopna tuto zménu piekonat, presto v nékterych akvarii s linii Casper
doslo po spusténi pruto¢ného systému k uhynu. Nejvétsi propad zaznamenala skupina Viinici
a Artemia pro linii Casper. Ve skupinach krmenym peletovym krmivem (kontrolni skupina,
skupina GEMMA) dochéazelo ke krmeni pouze 1x denné a to pfedev§im z toho divodu,
ze se jednalo o chov statickym zptisobem a mnozstvi nesnédené potravy by zptisobovalo
rychlé kazeni vody a s tim ptfipadny zvyseny thyn anebo by muselo dochéazet k vycisténi
nadrZe po kazdém krmeni, ¢imZ by se enormné zvysila doba udrzby jedné nadrze. Spusténi
priatoku u téchto dvou skupin doSlo az ve v€ku 26 DPF, kdy se béZzn¢ v tomto zafizeni
pro chov umistuji ryby do pratocného systému, piesto v nekterych nadrzich skupiny
GEMMA doslo po tomto zasahu k thyntim.

Vysledky Besta a kolektivu (2010) ukazovaly, Ze zplsob odchovu potéru dania
pruhovaného na bazi vifnikd dosahuji velmi vysoké miry preziti 93,60% + 2,04% u divokeé
formy kmene AB, vysledky tohoto testu vSak dosahovaly pouze dvou tfetin téchto vysledku,
presto je tato metoda srovnatelna s metodou chovu kontrolni skupiny. Je potfeba se zamyslet,
pro¢ se v naSem zatizeni nedosahlo takovychto vysledku, v ¢em byla ptipadna chyba v chovu
a jak tento zplisob upravit, aby se mohlo dosdhnout podobnych vysledkii. V ptipadé linie
Casper k jistému zlepSeni ve skupiné Viinici doslo, je nutno ale dodat, ze i tak tato skupina
dosahovala pouze polovi¢nich hodnot, coz lze predpokladat, Ze zde neni na viné pouze
samotny odchov v polykultufe s vifniky, ale 1 projev fenotypu této inbreedni linie. Zajimavym
poznatkem z této prace je, ze u skupin krmenych virniky a zZabronozkou doslo v ramci obdobi
experimentu K vétsim tthyntim a pfitom bylo potéru predkladano vice druhti krmiva a efekt
by tedy mél byt tedy spise opacny.

Zajimavy byl vyvoj skupiny GEMMA krmena pouze peletovym krmivem, protoze
vysledky ukazuji, Ze mira pieziti u divoké formy byla pouhych 36,66% =+ 10,28%, oproti
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tomu vysledky Geffroye a Simona (2012) uvadégji, ze potér, ktery byl v experimentu krmen
umélym krmivem SERA Spirulina, m¢l miru pteziti 69% u divoké formy. Tyto vysledky jsou
tedy polovicni oproti vysledkim uvedenym v praci Geffroye a Simona (2012), ktetfi pouzili
méné kvalitni krmivo, nez je GEMMA. Bézné zkuSenosti v chovném zafizeni s krmivem
GEMMA Micro, dokladaji, ze toto krmivo ma lepsi vlastnosti a vy$§i miru pfeziti nez
se projevilo v tomto experimentu.

Best a kolektiv (2010) dale uvadéji, ze jejich vysledna standardni délka ryb
po tiicetidennim testu byla 17,58 + 0,43 mm pro divokou formu kmene AB, v naSem
experimentu bylo dosazeno ve skupiné Viinici a Artemia standardni délky 16,02 + 0,8 mm
pro divokou formu a 17,39 + 0,81 mm pro linii Casper. Nejvétsi hodnota standardni délky
byla namétena ve skupiné Vifnici a Artemia pro linii Casper a tato hodnota ¢inila 22,79 mm a
z morfologie této ryby se da soudit, Ze se jedna o subadultni samicku. V tvodu této prace bylo
uvedeno tvrzeni Fishmana (2001), Ze je danio pruhované vhodny organismus na geneticky
screening, aby se dal geneticky screening dobie provadét, je potieba urychlit vyvoj jedinct
tak, aby se geneticky modifikovani jedinci dali brzy ovéfit metodou genotypovani. Pro tuto
metodu je potfeba mit vzrostlé ryby, kterym se da odstranit kousek ploutve, a pfi standardnich
protokolech zalozenych na umélém krmeni jsou ryby schopné dortst do potiebné velikosti
minimalné po 2 mésicich. Tato metoda umoznuje zkratit tuto dobu na jeden meésic.

Podle pribéznych vysledkli tohoto experimentu se d4 usuzovat, Ze potér dénia
pruhovaného, ktery doroste do velikosti standardni délky alesponn 5 mm, dokaZe pieZit
prechod na prito¢ny systém. Tento ptfechod by mél byt postupny, zacit by se mélo
S hodinovymi cykly a postupné by se méclo piejit na Uplny pritocni systém s pomalym
proudénim. Rybi potér krmeny vifniky je schopen na tento systém ptejit jiz 12. DPF, coz
u potéru krmeného umélym krmivem neni mozné diive nez 26. DPF. Tak jak uvadi Harper a
Lawrence (2011) slouzi krmeni pomoci viinikt k pfemosténi obdobi, kdy je potér jesté prilis
maly, nez aby mohl lovit nauplie zdbronozky. Podle Besta a kolektivu (2010) je mozno krmit
naupliemi od 10. DPF, z toho vypliva, Ze by se mélo zacit v polykultufe s viiniky a postupné
od 10. DPF ptikrmovat naupliemi Zabronozky. Podle vysledkl skupiny krmené pouze vifniky
lze usuzovat, Ze polykulturu viinikl, stejné jako jejich nasledny piikrm vifniky je prospésny
do 19. DPF a po tomto obdobi dochazi ke zpomaleni riistu a juvenilni ryby by méli piejit
na jinou formu potravy. Ryby ve velikosti vétsi nez 10 mm by si méli postupné privykat
na uméla krmiva, aby nedoslo pfi narazové zmén¢ krmeni k omezeni riistu.

Na zaklad¢ téchto informaci se dd usuzovat, Zze by chovny protokol mél obsahovat

polykulturu vifnik druhu Brachionus plicatilis od 5. DPF do 12. DPF, kdy dojde
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Kk postupnému spousténi prutokového systému. Od 10. DPF by se mél potér tiikrat denné
ptikrmovat naupliovymi stadii Artemia salina. Od 12. DPF do 19. DPF by se mél potér
pétkrat denné piikrmovat zahus$ténou kulturou s viiniky a od velikosti 10 mm, k ¢emuz
by mélo podle vysledkl této prace dojit mezi 19. DPF a 26. DPF, by se m¢li tfikrat denné
krmit peletovymi krmivy spolecné s naupliemi. Nauplie zabronozky doporucuji pouzivat

do uplné dospélosti ryb, po vytvoieni pohlavnich znakd ryb.
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[ Zavér

Pfechodné obdobi dania pruhovaného Danio rerio (Hamilton, 1822) se, i podle vysledki
této prace, ukazuje jako nejkriti¢téjsi obdobi jeho ontogenetického vyvoje. Volba a skladba
potravy V tomto hraje zéasadni roli, protoze, jak bylo u tohoto experimentu ovéfeno, nelze
z krmnych protokoli zcela odstranit zivou potravu tak, aby se neprojevila v negativnim
disledku v ristu ryb, nebo v poctu jedinct, které toto obdobi pieziji. Samoziejmé je dilezité
si uvédomit, ze zasadni roli hraji zasahy ruseni potéru udrzbou nadrzi, kvalita vody, nebo
1 samotny fenotypovy projev genotypu jedince, inbreedni populace budou toto obdobi snaset
htife a jejich rast se nemusi projevit naplno.

Tato metoda odchovu potéru se podle prace Besta a kolektivu (2010) zda velice ucinna,
ale jeji provedeni se musi pfizpisobovat kazdému chovnému prostiedi a proto je nutné
1 nadale tuto metodu rozvijet a upravovat podle potieb zafizeni i samotného vyzkumu, ktery

se na téchto rybach provadi.
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9 Seznam pouzitych zkratek

DPF — Day Per Fertilization — dn po oplozeni
E3 voda — E3 vodni medium podle receptu z knihy The Zebrafish Book (Westerfield, 2000)
HPF — Hour Per Fertilization — hodin po oplozeni
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