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1. Uvod

Candat obecny (Sander Iucioperca) je jednou znejvice oblibenych
chovanych evropskych okounovitych ryb ve sladkovodni akvakultute
(Kestemont a Dabrowski, 1996). Jedna se o druh ryby, ktery je mozné chovat
bud’ v rybni¢ni akvakultufe, nebo také za pomoci intenzivni akvakultury v tzv.
recirkula¢nim akvakulturnim systému (RAS) ¢i je mozné tyto metody spolecné
kombinovat (Policar a kol., 2019).

Tento druh je dnes konzumenty vysoce preferovanou rybou, hlavné po celé
Evropé, a to predevsim diky jeho vysoké kvalité¢ masa. Candat obecny je také
znamy pro jeho vysokou oblibu u sportovnich rybait (Dil, 2008; Schulz a kol.,
2007). V dnesni dobé¢ jsou divoké populace ze svych ptirozenych vod hojné
loveny, a tak dochdzi k tbytku téchto ryb (Hladik, 2015). Jeho dnesni oblibu
miizeme zaznamenat hlavné na trhu Svycarska, Némecka a také skandinavskych
a stfedoevropskych zemi, jako je Rakousko, Polsko, Ceska republika
a Madarsko (Toner, 2015). Candat je pro chovatele dulezity z hlediska jeho
vysoké trzni hodnoty (Policar akol.,2016; 2017). Candat se také vyuziva
k biomeliora¢nim procesim ve vodarenskych nadrzich. Jeho tkolem je snaha
o redukci kaprovitych ryb (Adamek a kol., 2008).

V priubéhu 20. stoleti doslo ke snaze vytvorit riizné principy, které by vedly
k navozeni polyploidniho stavu u ryb. Tyto principy byly od 70. let 20. stoleti
vyuzivany k produkci neplodnych rychle rostoucich nebo plodnych rychle
rostoucich ryb a mekkyst s Casto vyssi kvalitou svaloviny vyuzivanych ve
sladkovodni a motské akvakultufe. Nejvice preferovanou metodou indukce
polyploidie je tzv. triploidie, poptipadé lze také vyuzit tetraploidii. Téchto jeva
lze docilit diky fyzikdlnim nebo chemickym zasahim ve vyvoji zygoty (tzv.
fyzikalni a chemické Soky) (Flajshans a kol., 2013).

Metodou triploidizace se mysli, ze dany organismus ma ve svych bunkach
oproti vétsin€ zivoc¢ichl misto dvou sad chromozom (2n) tfi sady chromozomu
(3n). Tento jev je mozné navodit uméle, nebo se také miize objevit spontanne.
Zcela ptirozeny vyskyt triploidie miizeme zaznamenat pii delSim uchovani
neoplozenych jiker (Flajshans a kol., 2013).

Umeéle se snazime navodit indukci triploidie pfedev§im pro komeréni
akvakulturni tc€ely. Indukce triploidie méa nékolik hlavnich produkénich vyhod.
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Hlavni vyhodou je Uplnd nebo castecna sterilita (neplodnost), kterd vede
predevsim ke zrychlenému ristu ryb oproti diploidnim (plodnym) rybam, které
investuji velkou ¢ast energie k dosazeni pohlavni zralosti. Tyto triploidni ryby
ve findle poskytuji vyssi celkovou efektivitu chovu, ktera je zptisobena hlavné
diky vyssi vytéznosti svaloviny, lepSim organoleptickym vlastnostem masa, ale
také ma za nasledek sniZeni stresu ryb, a také dochdzi k niz§imu poranéni
chovanych ryb. VsSechny tyto aspekty jsou dany absenci sexualniho,
teritoridlniho a agresivniho chovani ryb. V neposledni fadé mizeme sledovat
zlepSeni konverze krmiv v chovech (snizeni spotfeby krmiva na pfirtstek 1 kg
télesné hmotnosti). Tyto vyhody smétfuji ke zlepSeni rentability chovu
a veskerych ekonomickych ukazatelli akvakultury (Piferrer a kol., 2009;
Flajshans a kol., 2013; Policar a kol.,, 2019c). V piipadé uziti triploidie
k rychlej$imu rastu, aplikujeme metodu triploidizace pouze u ryb, které dosahuji
trzni hmotnosti az po dosazeni pohlavni dospélosti (Flajshans a kol., 2013).

V chovech se v dnesni dobé nejéastéji pouziva k navozeni triploidniho stavu
tzv. teplotnich Sokl. Ty mizeme rozdélit na Soky chladové a Soky teplé. Dalsi
moznosti dosédhnuti triploidie je Sok tlakovy. Tyto Soky jsou aplikovany po
oplozeni a aktivaci gamet pii umélych vytérech ryb a maji za néasledek zadrzeni
druhého poélového téliska. Dal§i moznosti bylo vyuzivani chemickych Sok,
které se ale u ryb v soucasné dob¢ nepouziva (Pifferer a kol., 2009; Rougeot,
2015).

Triploidni neplodné ryby jsou vyuzivany k vysazovéani nepiivodnich druhti
do volnych vod tam, kde zakon zakazuje vysazovat druhy, které jsou schopné se
rozmnozovat, napt. triploidni amur bily (Ctenopharyngodon idella) je vyuzivan
k redukci vodnich porosti v USA a na Novém Zéland€. V Izraeli vyuZzivaji
sterilniho amura ¢erného (Mylopharyngodon piceus) ke snizeni po¢tu mekkysu
z vodarenskych nadrzi (Flajshans a kol., 2013).

Cilem experimentl v rdmci této diplomové prace bylo vyuzit rizné metody
teplotnich a tlakovych Sokl sriznymi intenzitami ke vzniku triploidnich
candatii obecnych, sledovat a porovnat celkovou lihnivost jiker a ploidni trovei

larev s vyuzitim pratokové cytometrie.
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2. Literarni prehled

2.1. Candat obecny (Sander lucioperca)

2.1.1. Taxonomické zarazeni
Tab. 1: Taxonomické zatazeni candata obecného (Sander lucioperca) (Dubsky

a kol., 1998).

RiSe ivotichové (dnimalia)
Kmen strunatci (Chordata)
Podkmen obratlovci (Vertebrata)
Trida ryby (Osteichthyes)
Podtiida paprskoploutvi (Actinopterygii)
Rad ostnoploutvi (Perciformes)
Celed’ okounoviti (Percidae)
Rod candat (Sander)

Spolu s candatem obecnym (Sander lucioperca) mizeme do rodu Sander
zatadit 1 dalsi druhy candat: candata vychodniho (Sander volgensis), candata
severoamerického (Sander vitreus), candata kanadského (Sander canadensis)
a candata motského (Sander marinus), ktery zije v mofti (Stepien a Haponski,
2015).

Na candata vychodniho (Sander volgensis) mizeme narazit pouze v fekach
Cerného a Kaspického mote, jako je napiiklad feka Volha, Ural nebo Dunaj.
Candat severoamericky (Sander vitreus) se vyskytuje ve stiedozemi Severni
Ameriky a v jizni oblasti stati Alabama, Mississippi, Arkansas a jeho vyskyt
saha az po stat Texas. Candat kanadsky (Sander canadensis) Zije v fece
Mississippi a fekach v Alabamé i na Floridé a lze na néj narazit i v jezerech
Arkansasu. Candat motsky (Sander marinus) preferuje brakické euroasijské
vody v usti fek Cerného a Kaspického mote (Barus a Oliva, 1995; Bokor a kol.,

2007; Clark-Kolaks, 2009).
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2.1.2. Vyskyt

wevr

Candat obecny je ryba, kterd se vyskytuje v celé Evropé. Jeho nejcastéjsi
puvodni vyskyt byl mapovan v povodi fek Labe a Dunaje, dale se pfirozené
vyskytuje nejen v fekach tsticich do Kaspického a Cerného mote, ale také
v okoli Aralského jezera vcetné¢ oblasti severniho Turecka. Na vychod¢ je

roz§iten hlavné v fece Volze. Na severu se vyskytuje v umoii Baltského mote
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spoleéné s jizni oblasti Finska a Svédska. Vyskyt candata obecného nebyl
zaznamenan v fekach usticich do Severniho ledového ocednu. Od roku 1920 byl
postupné introdukovan do Francie, Svycarska, Itlie, Anglie, na Pyrenejsky a na
Balkansky poloostrov. Diky umélé introdukci se 1ze v dnesni dobé s candatem
setkat téméf v celé Evropé (Barus a Oliva, 1995).

V Ceské republice je candat ptivodnim druhem. V nasi oblasti se s candatem
muzeme setkat ve vSech typech vod, a to pfedevsim ve stojatych vodach
a v fekdch s pomalejSim proudénim vody. Nejcastéjsi mista vyskytu jsou feky
Labe, Odra a feka Morava. Rozsifeni candata v Evropé je hojné podporovano
umélou introdukci nédsad riiznych vékovych kategorii (Hanel a Lusk, 2005).
Preferuje hlavné hlub$i nadrze s tvrdym, Stérko-pisCitym a cClenitym dnem
s dostatkem ukrytl v podob¢ riznych patrezii a kamenti. Candat je stanovistni
rybou, kterd preferuje hluboké casti nadrzi a fek. Na lov vyrazi do mél¢ich
litoralnich partii. Pfezimuje v hloubce ve fyziologickém klidovém stavu (Hol¢ik

a Mihalik, 1971).

2.1.3. Vyznam candata

Candat obecny je velice vyznamny a vysoce cenény dravy druh ryby
v evropské sladkovodni akvakultute (Kestemont a Dabrowski, 1996; Kestemont
a Melard, 2000; Dil, 2008). Candat je v poslednich letech velice zddanou rybou
u evropskych konzumentt ryb (Dil, 2008). Jeho kvalita masa je velice oblibena
v oblasti sportovniho rybolovu (Kestemont a Melard, 2000; Schulz a kol., 2007).
Pfi chovu candata je tfeba udrzovat optimalni podminky, a pak ho lze chovat
v RAS ve vysokych hustotach obsadky s vyuzitim peletovaného krmiva (Policar
a kol., 2013). Podle Dil (2008) je produkce trznich candatii neustale nestabilni
a kvalitativné a kvantitativn¢ nevyrovnand. A na zaklad¢ té€chto informaci a fakta
lze ptedpokladat, ze produkce v evropské intenzivni akvakultufe se bude
neustale zvySovat (Policar a kol., 2013).

Aktudlni ro¢ni produkce candéta je zaloZzena zejména na lovu pfirozené se
vyskytujicich ryb z oblasti ruskych, kazachstanskych a estonskych jezer, dale
také z oblasti Finska, Svédska, Némecka, Nizozemi a Polska (Dil, 2008, FAO,
2012). Skrze intenzivni lov dochazi ke snizovani ptrirozenych obsadek candatu,

které mlzeme pozorovat ve statistikdch odlovu candéata zvolnych vod.
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Absolutni produkce candata je ptiblizn€ 9 000 az 15 000 tun trznich ryb (FAO,
2012). Napriklad v 70. letech 20. stoleti bylo z jezer vychodni Evropy odloveno
ptes 40 000 t trznich ryb, tato hodnota se za poslednich 30—40 let snizila o vice
nez polovinu. Dalsi statistiky z roku 2009 udévaji, Ze celkovéa ro¢ni produkce
candata z volnych vod byla 9221 t a pouze 408 t bylo vyprodukovéano
intenzivnim akvakulturnim chovem (FAO, 2011). I tak se celkova produkce
lovem candatli v poslednich deseti letech z volnych vod snizila, a to ze 14 308
tun (2002) na produkei 9 221 t v roce 2009 (FAO, 2011). Tento stav je zplisoben
diky poklesu mnozstvi pfirozené se vyskytujicich candatt (Dil, 2008). To vSe je
zpiisobeno snizenim zivotaschopnosti a reprodukovatelnosti pfirozené se
vyskytujicich populaci, spole¢n€ s nadmérnym vyuzivanim ptirozenych lokalit
rybafi (Miiller-Belecke a Zeinert, 2008). Naopak v intenzivnich akvakulturnich
chovech miizeme pozorovat nariist vyprodukovanych ryb (Policar a kol., 2013).

Candat je velice oblibenou sladkovodni rybou u konzumentti a u sportovnich
rybard. V soucasné dobé je jim trh nedostatecné zasobovéan. Diky tomuto
problému je trzni cena candata na ¢im dal tim vysSi Grovni. Soucasna
velkoobchodni cena se pohybuje v rozmezi 5,6-12,5 USD.kg™! (cela ryba), ale
v nékterych zemich, jako je napt. Némecko a Francie, mohou ceny dosahovat az
22,2 USD kg (FAO, 2023). V Ceské republice se maloobchodni cena candata
pohybuje okolo 405 K¢ za kg (kuchany), za filet s kiizi okolo 550 K¢ za kg
(www.prodejryb-tabor.cz). Rybatstvi Pohotelice udava maloobchodni cenu 550
k¢ za kg zivé ryby a 545 K¢ za kg kuchané ryby, v ptipadé filetu s kiizi je cena
dokonce 695 K¢ za kg (www.rybnikarstvipohorelice.cz).

Produkce trzniho candata obecného je ve stiedni a zapadni Evropé
dosahovano  pomoci  extenzivniho  chovu  vrybni¢ni  akvakultufe
s polykulturnimi obsadkami ryb. Hlavnimi producenty candita je Ceska
republika, Mad’arsko, Ukrajina, Bulharsko, Rumunsko, Polsko a Némecko.
V téchto zemich se touto metodou vyprodukuje 300-500 tun trznich candatt
roén€. V této polykultrurni obsiddce je candat chovan spoleéné s kaprem
obecnym (Cyprinus carpio), linem obecnym (7inca tinca), amurem bilym
(Ctenopharyngodon idella) a tolstolobikem bilym (Hypophthalmichthys
molitrix), kdy je candat vysazovan ptedevsim k redukci tzv. bilé ryby (napft. cejn

velky — Abramis brama, cejnek maly — Abramis bjoerkna, plotice obecna —
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Rutilus rutilus, perlin ostrobtichy — Scardinius erythrophthalmus, stievlicka
vychodni — Pseudorasbota parva a dalsi) (Wedekind, 2008; Adamek a kol.,
2010; Kratochvil, 2012). V Evrop¢ je akvakulturou vyprodukovano pfiblizné
500-1000 tun trznich candatd (Policar akol, 2014). Ceska republika
vyprodukuje ptiblizné€ 50 000 tun candata za rok (FAO). Znacné obliba candata
u konzumentt a u sportovnich rybari, a také nedostateéné zasobeny trh v Evropé
déava Sanci chovatelim se vice vénovat chovu tohoto druhu ryby (Policar a kol.,
2013).

V poslednich letech je k produkci candata vyuzivano intenzivnich
akvakulturnich chovl v uzavienych RAS (Policar a kol., 2014). Tento zptisob
chovu na rozdil od rybni¢ni produkce vyuziva domestikované ryby (Fontaine,
2009). Vhodnou reprodukéni metodou je realizace poloumélych vytérii na uméla
pfedem pfipravena hnizda, realizace umélych vytéri s umélym osemenénim
a odlepkovanim jiker (Demska-Zakes a Zakes, 2002; Zakes a Szczepkowski,
2004; Musil a Koutil, 2006), s pokracujicim odchovem larev a juvenilii v RAS
lze také vyuzit uméla peletovana krmiva k odchovu ryb (Zakes a kol., 2004;
Kestemont a kol., 2007; Wang a kol., 2009). V kontrolovanych podminkach lze
juvenilni a trzni candaty chovat v hustotach az do 50 kg ryb na 1000 litrG vody
(Wedekind, 2008). Tyto metody disponuji velkou vyhodou chovu v optimalnich
kontrolovanych podminkach, pravé diky moznosti fidit a kontrolovat teplotu
a kvalitu vody, v€etné nasyceni vody kyslikem (idealné teplota vody 23 °C

a 100% nasyceni vody kyslikem) (Wang a kol., 2009).

2.1.4. Morfologie druh

Candat obecny je drava sladkovodni ryba s protdhlym valcovitym tvarem
téla, které je ze stran mirné zplostélé. Hlava je klinového tvaru a je mirné
zplostéla. V predni ¢asti hlavy se vyskytuji pomérné velké oci. V tlamé se na
spodni i horni ¢elisti nachazi velké mnozstvi drobnéjsich zoubkt. V ptfedni ¢asti
ust na horni 1 dolni ¢elisti mizeme vidéet velké vyrazné zuby, tzv. psi zuby (Barus
a Oliva, 1995; Dubsky a kol., 2003). Od candata vychodniho lze candata
obecného rozeznat podle psich zubt, spole¢né s rozeklanymi tsty, které dosahuji
az k zadni Casti oka a podle velkych o¢i na hlavé, jez jsou pro tento druh candéta

charakteristické (Dungel a Rehak, 2005). Barva t&la je $edozelena aZ tmavé Seda
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s olivovymi odstiny. Na téle se nachazi 8§—12 tmavych pficnych pruhd, bfisni
strana je bé¢lava. Candat mé 13 tyCinek na zabernim oblouku, které mohou
s vékem stoupat (Baru§ a Oliva, 1995). T¢lo ryby je pokryto Supinami
ktenoidniho typu, ty jsou na povrchu drsné (Hanel a Lusk, 2005). Bfisni ploutve
jsou posunuty k prsnim ploutvim. Jeho ocasni ploutev ma zietelné mirné
vykrojeni a na hibetni strané se vyskytuje dvojita hibetni ploutev. Pfedni ploutev
je trnitd a obsahuje tvrdé paprsky na rozdil od zadni hibetni ploutve, ktera ma
paprsky mékké. Tyto paprsky jsou na koncich vétvené (Lusk a kol., 1992). Podle
Barus a Oliva (1995) je ploutevni vzorec: D1 XII-XV; D2 I-I11, 19-23; A I-I1I,
9-12; P 15; V1, 5. Candat se muze dozivat az 20 let a muze dosahnout az 1-1,3

m s hmotnosti 13 kg (Hanel, 1997). Mensi jedinci ziji v hejnech, na rozdil od

starSich jedinct, ktefi preferuji samotarsky zpiisob zivota (Barus$ a Oliva, 1995).

2.1.5. Potrava a rist

Candat je typickou dravou rybou sladkovodnich vod, jeho hlavni potravou
v dospélosti jsou mensi ryby (Baru§ a Oliva, 1995). Sedlar a Zithan (1974)
uvadéji, ze na ptirtstek 1 kg hmotnosti pottebuje candat 3,5-6 kg potravnich
ryb, to znamend, ze v pfirozenych podminkach zkonzumuje candat ptiblizné
200-250 % své hmotnosti za rok. Prvni potravou larev jsou zejména vyvojova
stadia klanonozct (Copepoda), perloocek (Cladocera) a viinik rodu Rotaria.
Poté nasleduje prechod na vétsi zooplankton. Uz ve velikosti 12 mm Ize sledovat
prvni kanibalismus, ale vétSina ryb piechédzi na dravy zpiisob zivota (piscivorni)
az ve velikosti 30—50 mm, kdy je schopen lovit malé rybicky (Barus a Oliva,
1995; Balik akol., 2006). Velikost lovenych ryb se s rostouci délkou téla
postupné zvétSuje. VEtsi jedinci jsou schopni také konzumovat larvy hmyzu,
napt. pakomaroviti (Chironomidae), komaroviti (Culicidae), chrostici
(Trichoptera), jepice (Ephemeroptera) a néasledné prechazeji na lov ryb (Dyk,
1956). Hlavni vyhodou candata pfi lovu je jeho velice kvalitni zrak. O¢i jsou
vybaveny tenkou vrstvou irydocytll na vnitini stran¢ oka. Tyto buniky vyuZzivaji
barvivo, které¢ odrazi dopadajici svétlo, tim padem dobie vidi i ve tmé. Diikkazem
piitomnosti barviva je svétélkovani o¢i candata ve tm¢ (Dubsky a kol., 2003).

Prirastky candata se pohybuji v rybni¢énim chovu okolo 80—150 mm celkové

délky o hmotnosti 10-15 g za rok, ve druhém roce potom 200-300 mm
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a hmotnosti 250-500 g, ve tfetim roce 300-350 mm celkové délky a hmotnosti
500-100 g (Volf, 1928).

Lepsich ptirtstki dosahuje candat v RAS produkénich chovech uréenych na
vykrm do trzni velikosti, kam se vysazuji k odchovu ryby o hmotnosti 15-30 g.
Z pocatku (10-100 g) se obsadka ryb pohybuje od 10 do 30 kg.m>, nadrze
0 objemu 10-30 m?. V&tsi nadrze s objemem vody az 100 m? se pouzivaji ve
fazi, kdy se ryby chovaji do velikosti az 1 kg pfi maximalni hustoté obsadky
80 kg.m™. V tomto odchovu musi byt ryby pravidelng tiidény. V ramci tohoto
kone¢ného odchovu dochézi k prvnimu tfidéni obvykle pfi kusové hmotnosti
100-150 g, nasledné pii 200-250 g a k poslednimu tfidéni dochazi, kdyz ryby
dosahnou velikosti 500600 g. Hmotnosti 1 kg u candata 1ze dosahnout pfiblizné

po 15-18 mésicich odchovu v RAS (Szkudlarek a Zakes, 2002).

2.1.6. Naroky na prostredi
2.1.6.1. Kyslik

prostiedi. Candat, stejné jako ostatni ryby vyuzivaji kyslik rozpustény ve vodg,
ktery je dilezit¢ udrzovat v dostateném nasyceni. Koncentrace kysliku
rozpusténého ve vodnim prostfedi se udavd v % nasyceni. Mnozstvi
rozpusténého kysliku ve vod¢ zavisi predevsim na teploté, intenzité svétla, tlaku
vzduchu nad vodni hladinou a na organickém znecisténi. Pfirozenou cestou se
kyslik dostava do vodniho prostfedi difuzi z atmosféry, fotosyntézou zelenych
rostlin a tak dale. Vody bez organického znecisténi se drzi v rozmezi 85 az 95 %
nasyceni Oz. V pfipadé poklesu rozpusSténého kysliku pod hrani¢ni hodnotu
mens$i néZ 4 mg.I'' dochéazi k negativnimu vlivu na vodni organismy a vede aZ
k jejich thynu (Pitter, 1990).

V intenzivnich akvakulturnich chovech je kyslik dopliiovan zumélych
zdroji. Nejcastéjsimi metodami dodavani kysliku do vody v intenzivnich
chovech je aerace a oxygenace. U RAS je dulezitd pravidelna kontrola hladiny
rozpusténého kysliku ve vodé. Pfi nedostatku kysliku ve vodé se mlize u ryb
projevit zrychlené dychani az duSeni a malatné pohyby. Nejcastéji se v chovu
kyslik spotfebovava pii vysokych obsadkach a pii krmeni ryb a dilezitou roli

také hraje celkova aktivita ryb.
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Optimalni koncentrace nasyceni rozpusténého kysliku pro candata ve vodé
¢ini 8-10 mg.I"' (80-95% nasyceni O, teplota vody 21-22 °C). Jako kriticka
hodnota nedostatku rozpusténého kysliku u candata se udava 3 mg.I'! (hodnota
pod 4044 % nasyceni O, teplota vody 21-22 °C), kterd miize zpusobit az thyn
ryb (Citek a kol., 1998).

V nékterych pripadech se také muze stat, ze dojde k pfesyceni vody
kyslikem. Nejcast¢ji tento problém nastava v intenzivnich chovech, ale hlavné
pii pfepravé ryb v polyethylenovych vacich nebo v bedndch, které vyuzivaji
saturaci Cistym kyslikem (Lusk, 1983). K nekr6zam zaber, zaplisnéni
a k naslednym thyntim ryb nejcastéji dochazi, kdyz hodnota kysliku vystoupa
k hodnotdam 250-300 % (Svobodova a kol., 2000). Zde také muzeme
konstatovat, ze ryby starSich vekovych kategorii jsou méné néachylné na
presyceni vody kyslikem nez ryby mladSich vékovych kategorii (Policar a kol.,
2014).

2.1.6.2. Teplota
organického znecisténi, rychlost biochemickych reakci spolecné s kolobéhem
ostatnich latek ve vodé a jejich vlivem na zivot ryb je zavisly na teploté vody.
Teplota vody ma také zna¢ny podil na mnozstvi rozpusténého kysliku ve vodg,
metabolismu ryb, na piijem potravy a v neposledni fad¢ na reprodukci (Hanel
a Lusk, 2005). Se zvysujici se teplotou vody se zvySuje aktivita ryb, a to mé za
nasledek postupné navySovani ptijmu potravy, diky témto procesim dochazi ke
spotiebé kysliku a k jeho snizovani ve vodnim prostiedi (Jirdsek a kol., 1977).
Candat patii mezi ryby, které jsou schopny se vyrovnat Sirokym rozpétim
teplot, tzv. mezotermni druhy (Frisk a kol., 2012). Teplotni optima pro candata
se méni s v€kem. Juvenilni jedinci preferuji teplotu od 24-29 °C. V rybni¢nich
chovech se optimélni teplota pro larvy pohybuje v rozmezi 16-20,4 °C. Jonas
a Wahl (1998) udavaji optimalni teplotni podminky pro larvy v pfirozeném
prostiedi od 15 do 25 °C. Pfi odchovu v RAS pfi piechodu z larvalniho stadia
do juvenilniho stadia se preferuji teploty od 21 do 23 °C. Dtlezitym faktorem
je udrzovat teplotu vody nad 20 °C, v ptipadé poklesu teploty pod 20 °C miize
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dojit ke snizenému ptijmu potravy a ke stagnaci ristu. Idedlni teplotou pro chov

v intenzivnich chovech se uvadi teplota 23-30 °C (Wang a kol., 2009).

2.1.6.3. Intenzita osvétleni

Pro druhy ryb pfijimajici potravu zrakem je charakteristicka svételna faze
dne, kterou pii odchovu ryb musime uméle navodit. Jednou z vyhod candata je
vyvinuté no¢ni vidéni. Candat se vyznacuje vysokou aktivitou pfi soumracnosti
nebo casnou ranni aktivitou ¢i nocni aktivitou (Baru$s a Oliva, 1995).
V intenzivnich chovech se intenzita dopadajiciho svétla na hladinu eliminuje
pomoci zastinéni, nebo diky sniZeni intenzity kompletniho osvétleni odchovné
haly na 10-50 luxt. Beranek a kol. (2005) uvadi, ze idedlni svételna intenzita
pro odchov candata je osvétleni 10-50 luxd na 18 hodin se 6 hodinami tmy.
Zakes akol. (2004) uvadi osvétleni pro candata po cely den se svételnou
intenzitou 30 luxd. Naopak Nagel (1976) preferuje kompletni zastinéni nadrzi
po cely den s vyjimkou krmeného mista. Podle Luchiariho a kol. (2006) je

pozitivni rist candata pii osvétleni s vinovou délkou 535-603 mm.

2.1.6.4. Dusik

Mezi nejcastéji sledované formy dusiku v intenzivnich chovech fadime
disociovany amonny iont NH4" a nedisociovany amonny iont NH3z. V chovu ryb
je dulezité sledovat predevsim hodnotu nedisociovaného amonného iontu NH3s,
protoze muze snadno pronikat pies tkdné¢ do téla ryby a je pro ryby vysoce
toxicky. Naopak forma disociovana NH4" neni aZz tak propustnd pies stény
zivocisnych bun€k a nezplisobuje rybam zdvazné problémy. Podle Svobodové
a kol. (2000) je stfedni letadlni koncentraci NH3 (LCso) pro kaprovité ryby
v rozmezi 1-1,5 mg.I'! a pro lososovité ryby 0,5-0,8 mg.I"!. Pfijatelna hodnota
celkového amoniaku pro okounovité ryby je 0,03 mg.I'! N-NH3 (Stejskal a kol.,
2009).

Amoniak vznikd jako odpadni produkt dusikatého metabolismu a je
vylucovan ztéla ryb pies zaberni aparat do vodniho prostiedi pomoci
koncentraéniho spadu. Pomér mezi formou disociovanou a formou
nedisociovanou je zavisla na hodnoté pH a teploté vody. V intenzivnich chovech

jsou k odstranéni toxické nedisociované formy amoniaku vyuZzivany tzv.
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biologické filtry. K tomuto ucelu se vyuzivaji nadrze s elementy (s velkym
povrchem), kde se vyskytuji nitrifikacni bakterie (Barti a Kopp, 2004).

Mezi dal$i dulezité formy dusiku ve vodé fadime dusitany a dusi¢nany. Pro
ryby jsou vice toxické dusitany, které jsou schopné se vstiebavat do organismu
ptes takzvané chloridové buiiky zaber. V krvi oxiduji hemoglobin, a tim vznika
methemoglobin (doprovazeno hnédym zbarvenim krve a zaber), ktery neni
schopen dale vézat kyslik. Pro ryby jsou vys$i koncentrace dusitanti toxické
a mohou pro né byt az letalni. Toxicita dusitanil ve vodé¢ je zavisla pravé na
koncentraci chloridii obsazenych ve vod¢, kdy se letalni koncentrace (LCso)
pohybuje v $irokém rozmezi od 0,3-300 mg.I'! NO,". Dusitany se ve volnych
vodach témét nevyskytuji, protoze se snadno oxiduji, ale zptisobuji problémy
pravé v intenzivnich chovech, kde muze dojit k otravam ryb dusitany. Tyto
problémy s dusitany jsou nejcastéji zpusobeny Spatnym fungovanim biologické
filtrace, ktera ma& problémy s odbourdvanim nadmérného mnozstvi
metabolickych produktd ryb (odbourdvani NH; na NO; a nasledné pak na
netoxickou formu NOj3°). Kroupova a kol. (2005) udéava, ze otravam ryb NOy
Ize piedejit aplikaci NaCl (0,3-3 g.I'"), protoze chloridy jsou schopny se vazat
na zaberni epitel, a tim zabrafnuji prichodu toxickych latek pronikajicich ptes
zaberni aparat do organismu.

Dusi¢nany NO;3™ nejsou pro ryby az tak toxické jako dusitany. Letalni
hodnoty pro ryby jsou az pii koncentracich presahujicich 1000 mg.I"! (Citek
a kol., 1997, Pitter, 1990).

2.1.7. RozmnoZovani
2.1.7.1.  Pfirozeny vytér

Pohlavni dospélost v nasich klimatickych podminkach u jikernacek candata
nastupuje ve tfetim az ¢tvrtém roce zivota. Mlicaci pohlavné dospivaji ptiblizné
o rok dfive (Bastl, 1965). Vytérové obdobi v ptirozenych podminkéach zavisi na
teploté vody, kterd se pohybuje idealné okolo 8-16 °C, coz odpovidd mésici
dubnu ¢i kvétnu a vytér mize trvat az do konce kvétna (Sonesten, 1991; Dubsky
a kol., 2003). Nejcastéji vytér probihd uz pii teplotach 8-10 °C (Bastl, 1965;
Krupauer a Pekat, 1967). Barus$ a Oliva (1995) udavaji, ze pohlavni dimorfismus

generacnich ryb nemusi byt na prvni pohled znatelny. Nejpravdépodobnéji 1ze
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rozlisit pohlavni candata podle ztmavnuti bfisnich partii nebo celého povrchu
téla u mlicakl, naopak u jikernacek sledujeme plnéjsi biisni dutinu. Bficho
jikernacky je svétlé az bilé (Dubsky a kol., 2003). Mlic¢aci pred vytérem hledaji
idedlni misto pro vyter a vytvareji tzv. vytérova hnizda (Erm, 1981). Candat je
druhem fytofilnim (vytér na vodni vegetaci) nebo litofilni (vytér na kameny nebo
do stérkovych dutin, které mli¢ak pted vytérem vycisti od usazenin). Vytér se
uskutecniuje nejcastéji v okoli mist zarostlych vegetaci, dale v oblasti s koteny
vodnich rostlin nebo se Stérkovym substratem. Candat se vytird v hloubce
idealné¢ od 1 do 3 metri (Dubsky a kol., 2003). Vytér probihd jednorazoveé
v parech, kdy mlicak po vytéru hlidd hnizdo pted predatory a zbavuje je necistot,
tuto péci provadi az do vylihnuti larev (Baru$ a Oliva, 1995). Inkubacni doba
jiker od vytéru do vykuleni se pohybuje vrozmezi od 120 do 150 D°
(Lappaleinen a kol., 2003). Mnozstvi jiker je zavislé na velikosti jikernacky,
nejcastéji se pohybuje v absolutnim rozmezi na jednu rybu od 50 000 do 320 000
kust jiker. Relativni plodnost se pohybuje od 110 000 do 120 000 ks jiker na
kilogram hmotnosti jikernatky (Citek a kol., 1998). Oliva a Baru3 (1995)
udavaji, Ze candat patfi mezi ryby s malymi jikrami, jejich velikost je pfiblizné
1 mm a maji zelenou az zlutavou barvu (Obr. 2). Dubsky a kol. (2003) udava
velikost lepivych jiker v rozmezi 0,84—1,08 mm. Potom, co se jikry dostanou do
vodniho prostiedi nabobtnaji a zvétsi se az na 0,9-1,4 mm (Demirkalp, 1992).
Larvy po vylihnuti maji velikost okolo 4,5 az 6 mm (Schlumberger a Proteau,
1996). Pfechod na exogenni zplisob piijmu potravy probiha v pomérné¢ malé
velikosti (5—-6 mm délky téla), kdy jsou larvy staré piiblizn¢ 3 az 4 dny
(Ljunggren, 2002; Musil a Peterka, 2005).

2.1.7.2.  Rizena reprodukce

K reprodukci se bézné pouzivaji generacni ryby s kusovou hmotnosti od
1 do 4 kg. S hmotnosti generacnich jikernacek se zvySuje i pocet vytiranych
jiker, jak uz bylo zminéno vySe. Pro kvalitni a GspéSnou reprodukci musi byt
generacni ryby chovéany v optimalnich podminkach prostfedi a musi byt v dobé
kondici. Nejcastéji se odchovavaji generatni ryby candata obecného

v produk¢nich relativné velkych a dostate¢né hlubokych rybnicich s kvalitnim
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ptitokem vody s polykulturnimi obsadkami s nizs$i hustotou nasadového nebo
trzniho kapra (Musil a Koufil, 2006).

Musil a Koutil (2006) udavaji tii rizné metody reprodukce candata:

1. Pfirozeny vytér v rybnicich bez hormonalni stimulace ovulace.

2. Poloumély vytér na hnizda s nebo bez hormondlni stimulace ovulace.

3. Umély vytér s hormondlni stimulaci ovulace.

2.1.7.2.1. Pftirozeny vytér bez hormonalni stimulace ovulace

Tento typ vytéru se uskutecnuje v rybnicich a je velice jednoduchou
metodou vytéru candata, ale naopak také patii mezi nejméné spolehlivy zpusob
ziskani kvalitni a vyrovnané produkce. Tato metoda je zaloZena na vysazeni
generacnich candati do mensich rybniki v jarnim obdobi (v poméru 1 mlicak :
1 jikernacka) spolecné s nizsi obsadkou kapra (K; nebo K;) nebo je mozné
nasadit pouze candata do rybnikd bez ostatnich druhti ryb. Pfi tomto zplisobu
vytéru se nevyuzivaji uméla vytérova hnizda. Vylov juvenilnich (pladku)
a generacnich ryb probihd nejcastéji na podzim, popiipad¢ na jafe Pti vylovu
rybnikli je vhodné provést odlov plidku candata pod hrazi. Vysledek vytéru
a mnozstvi odchovaného plidku je Casto velmi nejisté a nedosahuje tak
kvalitnich vysledktl, jako ostatni zptisoby vytéru (Koutil a Hamackova, 2005;

Musil a Koufil, 2006).

2.1.7.2.2. Poloumély vytér generacnich ryb na hnizda s nebo bez hormonalni
stimulace

Mezi nej€astéji pouzivané typy umélych hnizd se fadi plastové rohoze nebo
kartace. Hnizda umistujeme do manipulacnich rybnikli na mista s tvrdym
podlozim, déle do zemnich nebo betonovych rybnickii ¢i do sadek s tvrdym
dnem, dal$i moznosti je umisténi hnizd do vétSich rybnikl. Diky inovaci
a vzniku intenzivniho chovu je v dnesni dobé mozné vyuzivat plastové nebo
betonové nadrze umisténé v hale v RAS (Blecha a kol., 2016; Policar a kol.,
stimulace. Diky inovaci a vzniku intenzivniho chovu je v dneSni dobé mozné
vyuzivat plastové nebo betonové nadrze umisténé v hale. Poloumély vytér

v nadrzich, ktery jsou koncipovan do uzavienych prostor je nejcastéji spojen
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s moznosti teplotni manipulace (postupné zvysSovani teploty vody), dale se v této
metodé reprodukce hojné vyuziva injekéniho podani hormonalnich piipravka
generacnim jikernackam. Mli¢dky neni tfeba hormonalné stimulovat, jejich
vytéru dosahneme i1 bez vyuziti hormonalni stimulace (Musil a Koufil, 2006).
Avsak Blecha a kol. (2016) udéavaji, ze vyuziti hormonalniho piipravku
Chorulonu (HCG 500 UlLkg!) u mli¢akt a jikernacek vede ke dvojnasobné
produkci larev diky vyssi oplozenosti jiker a lihnivosti larev. Nejcastéji
pouzivanymi exogennimi hormonalnimi pfipravky jsou napiiklad hormonalni
ptipravky: Ovopel, Supergestran nebo Chorulon (Koufil a Hamackova, 2005).
Tato metoda spociva ve vysazeni jednoho péaru do nadrzi (nejcastéji v ramci
RAS) s umélym vytérovym hnizdem (Musil a Koufil, 2006). Steffens (1996)
a Luczynski a kol. (2007) udavaji, ze je dalezité zvolit vhodnou velikost hnizd,
tedy pro ryby vétSich velikosti je vhodné zvolit vétsi hnizda nez pro ryby
mensich velikosti, aby nedoslo ke slepeni jiker a jejich ndslednému zaplisnéni.
Po vytéru generacnich ryb na hnizda je dulezité odlovit generaéni ryby z nadrze.
Predevsim je dulezité odlovit znadrze co nejdiive po vytéru jikernacku,
v opaéném piipad¢ ji mize mlicdk vyrazné poskodit (Policar a kol., 2016).
Nésledné se inkubuji jikry na hnizdech s nizkym pritokem vody az do vylihnuti
larev z jiker. Dva ¢i tfi dny pfed vylihnutim je mozné nadrze s inkubovanymi
jikrami Upln€ odstavit od pritoku, kdy do nadrze musi byt instalované silné

vzduchovani vody (Musil a Koutil, 2006; Policar a kol., 2016).

2.1.7.2.3. Umély vytér s hormonalni stimulaci ovulace

U této metody se pouziva injekéni hormondlni stimulace jak jikernacek, tak
1 mli¢aka. Generaéni ryby se drzi tésné pied vytérem oddélené (zvIast’ mli¢aci
a zvlast jikernacky) v mens$ich skupinéch, cca 5-10 kust v dobfe slovitelnych
a napustitelnych nadrzich umisténych v hale s moznosti regulace teploty vody
v rozpéti 10—15 °C. U jikernacek je nutné pravidelné kontrolovat ovulaci jiker.
Plati zasada, Ze ¢im déle je od injikace ryb, tim kratsi interval kontroly ovulace
musi byt. Pfi ovulaci ryb dochédzi k umélému vytéru s vyuzitim tzv. suché
metody vytéru s vyuzitim ptredem odebraného spermatu do imobilizacniho
roztoku. Jikry uméle oplodiujeme spermatem, po promichani, oplozeni

a odlepkovani jiker umist'ujeme jikry na Zugské inkubacni lahve pfi teploté vody
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15-18 °C. Pfed nasazenim na lahve je dulezité jikry odlepkovat v suspenzi jilu
nebo talku. Lihnuti larev je zavislé na teploté vody, nejcastéji k lihnuti dochézi
za 6-8 dni. Velikost lihnutych larev je cca 3,85 mm. Vykuleny plidek je
pteplavovan z lahvi do kolibek s uhelonem (jemna sit'ovina s velikosti ok do 0,3
mm). Tato metoda ma nevyhody oproti poloumélému vytéru ve zvySeném stresu
a poskozeni vytiranych generacnich ryb (Musil a Kouftil, 2006, Policar a kol.,

2013).

Obr. 2: Jikry candata obecného (foto: K. Trnka)

2.1.8. Chov candata v recirkula¢nim akvakulturnim systému (RAS)

chovli ryb v RAS (Schram, 2008; Policar a kol., 2013). Pfi tomto chovu je
dilezité udrzet velmi kvalitni a vysokou zoohygienu, dale vysokou kvalitu vody.
Podstatné je také zajistit kvalitni a vyrovnany pfijem potravy (Zakes a kol.,
2006). Velkym problémem tohoto chovu mtize byt nizka produkce nasadového
materidlu, ktery je zavisly na nizké oplozenosti jiker a nizké lihnivosti larev.
Vytér candata je Casto spjat s vyskytem deformovanych larev a s nizkou
zivotaschopnosti vyprodukovanych larev. S témito problémy se setkdvame
v chovu generacnich candatl v uzavieném intenzivnim chovu vyuzivajici RAS
technologii. Tyto podminky chovu neodpovidaji podminkam, které predstavuji
ptirozené podminky ve volnych vodach a vSechny tyto ndleZitosti mohou narusit
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dokonaly vyvoj gonad a vlastni pfirozenou reprodukei (Policar a kol., 2011).
Jako vhodna metoda se ukédzala kombinace rybni¢niho a intenzivniho chovu.
Rybnicni chov se vyuziva pro chov generacnich a nasledné pro odchov larev
ajuvenill az do stadia rychleného plidku (do velikosti 35-50 mm). Mezi vyhody
vyuziti rybni¢niho chovu patii pfirozené podminky spole¢né s ptisunem kvalitni
pfirozené potravy, které maji za nasledek kvalitni vyvoj pohlavnich produkti,
zvyseni zivotaschopnosti larev a starSich vékovych kategorii. Tento zpiisob se
také vyznacuje snizenymi produkénimi naklady, kterych neni mozné dosdhnout
chovem pouze v uzavieném intenzivnim chovu bez vyuziti rybni¢niho chovu
(Policar a kol., 2011). Chov v RAS je nasledn¢ wvyuzit k adaptaci ryb
odchovanych v rybnicich a k intenzivnimu chovu juvenild a starSich vékovych
kategorii az do trznich ryb (Policar akol., 2013). RAS vytvaii optimalni
podminky pro vysoky rist a vysoké preziti candata obecného, kdy muizeme
vyuzit uméla peletovana krmiva, to zajistuje vysokou efektivitu a produktivitu
chovu, ktera se pozdé&ji pozitivné projevi ve zlepSené rentabilit¢ chovu (Zakes
a kol., 2006). Policar a kol. (2018) udava optimalni podminky chovu candata
obecného v RAS: teplota vody 21-23 °C, obsah rozpusténého kysliku 100+25
%, hodnota pH 6,8-7,2, svételny rezim 12 hodin tmy a 12 hodin svétla, intenzita
dopadajiciho svétla na hladinu optimalné 70+30 luxd.m? a obsah celkového
amoniaku a dusitant by nemél ptesahnout hodnotu 1 mg.I'. V pribéhu odchovu
candata dochazi k nepravidelnému rozristani ryb (riznd velikost jedincd
stejného véku). Proto je nutné ryby pravidelné tfidit, viz. popsdno vyse).
V ptipad¢€, Ze nejsou ryby tfidény dochdzi ke kanibalismu, ktery je v chovu
nepiipustny. Kanibalismus mé za nésledek snizeni pfeziti odchovévanych ryb

a snizenou efektivitu a rentabilitu chovu candata.

2.2. Polyploidie u ryb

Polyploidie je velice dalezity evoluéni mechanismus, ktery vede k obrovské
biodiverzité ryb, ale i dalSich Zivoc¢icht, jako jsou naptiklad mekkysi, korysi,
plazi, obojzivelnici. Velmi vzacné se s polyploidii mizeme setkat také u savcii
(Gallardo a kol., 1999; Flajshans a kol., 2013). Polyploidie je také znama
u rostlin, kdy je vyuzivana k vyslechténi riznych zemédélskych plodin (Piferrer

a kol., 2009).
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Vétsina zivocichti, krom nékterych vyjimek (bezobratli) ma zdvojenou sadu
chromozomt (2n), to znamend, Ze tyto organismy jsou biologicky diploidni.
Diky pohlavnimu rozmnozovani, kdy se na zacatku vyskytuje jedna sada
chromozomt v gameté (haploidie, 1n), dojde k znovunastoleni diploidniho stavu
nového organismu v kazdé generaci. Polyploidie je tedy jev, kdy dochazi ke
znasobeni (multiplikaci) celé chromozomové sadky nad standardni haploidni ¢i
diploidni stav. Lze také konstatovat, Ze polyploidni stav vznika jako vedlejsi
efekt biotickych a abiotickych procest. Mezi tyto procesy fadime hybridizaci
(nejCastéji mezidruhovd), piezrani gamet, teplotni a dal§i fyzikdlni jevy
(Flajshans a kol., 2013). Polyploidie vznika spontanné pfirozenou cestou, nebo
muze byt indukovéana uméle. U polyploidnich ryb je mozné sledovat vlastnosti,
které jsou velice dobfe vyuzitelné v akvakultufe (Piferrer a kol., 2009; FlajShans

a kol., 2013).

2.3. Autopolyploidie a alopolyploidie

Polyploidie se d¢€li na dvé zakladni formy: autopolyploidii a alopolyploidii.
Autopolyploidie je zalozena na znasobeni kompletni homospecifické sadky
chromozomt, tedy znéasobeni chromozomovych sad u jednoho druhu.
A alopolyploidie znamena znasobeni kompletni heterospecifické sadky
chromozomt, tedy znasobeni poctu chromozomovych sad, které¢ pochéazi od
dvou a vice druht.

Autopolyploidie nejcastéji nastava diky:

a) poruchiam gametogeneze — napf. selhadni meidzy — potlaceni prvni nebo
druhé¢ faze meiotického d¢leni; selhdni rozchodu mitotickych
chromozom (Flajshans a kol., 2008)

b) poruchiam pf¥i oplozeni — polyspermické oplozeni — oplozeni vajicka
vetSim poctem spermii, tento jev je u vétSiny druhtl ryb velmi vzacny,
jelikoZz po priniku spermie do jikry se mikropyle uzavie. Vyjimku
mohou tvofit jeseteroviti, u kterych mizeme zaznamenat polyspermické
oplozeni, protoze jikra jeseterti obsahuje vétsi pocet mikropyli (PSenicka

a kol., 2010; Flajshans a kol., 2013).
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c) prezrani ovulovanych oocyti — napi. poruchy organizace jadra
ajadérka, které jsou zpisobeny cytoskeletalnimi zménami bunék
ovocytl nebo jiker (Flajshans a kol., 2013).

d) porucham procesu fertilizace — nejcastéji nastavaji pisobenim riznych
vlivl z vnéjsiho prostredi (Pudrom a Lincoln, 1973).

K alopolyploidii dochazi pti hybridizaci (mezidruhové nebo mezirodové).
Tento jev zapriCinuje piechod =z klasického bisexualniho rozmnoZzovani,
napiiklad na partenogenezi, gynogenezi nebo hybridogenezi (Flajshans a kol.,
2013).

Flajshans a kol. (2013) udéava, Ze spontanni polyploidie je proces, kdy
autopolyploidie nebo alopolyploidie vzniké pfirozen¢ (bez zasahu clovéka).
S jevem spontanni polyploidie se miizeme Casto setkat i u ryb (Benfey, 1989).
Tento jev nastdva pii poruse priubéhu oplozeni a diky dal§im postuptim pfi
utvafeni samciho prvojadra, které pred splynutim pohlavnich bun€k ¢ekd na
dokonceni sekundarni faze meiotického déleni, odchodu druhého polarniho
téliska a tvorbu samiciho prvojadra. Pti spontdnni triploidii ale nedojde
k procesu odchodu druhého polérniho téliska, ale k jeho zadrzeni, tim padem

vznika triploidni organismus (Flaj$hans a kol., 2013).

2.4. Uméle indukovana polyploidie

Snaha umélého navozeni polyploidniho stavu byla zndma a hojné vyuzivana
uz od 70. let minulého stoleti, pfedev§im za ucelem produkce neplodnych
a rychle rostoucich nebo plodnych polyploidnich ryb a mékkyst vyuzitelnych
pro sladkovodni a motskou akvakulturu (Flajshans a kol., 2013).

Jevy triploidizace a tetraploidizace jsou nejvice pouzivané metody
polyploidie v akvakultufe. Téchto jevii docilime vyuzitim rGznych typh

fyzikalnich nebo chemickych z4saht (tzv. Soky), které plisobi na vyvoj zygoty.

2.4.1. Triploidizace

Tento proces je mozné vyvolat takzvanym Sokem, kterému se vystavi
ovulovany ovocyt nachazejici se v takzvané metafazi druhého meiotického
déleni, a tim dojde k navozeni triploidniho stavu. Provedenim Soku dojde

k depolymeraci tubulinovych vlaken déliciho vieténka, které ma za nasledek
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zabranéni oddéleni druhého poélového téliska. Vysledny organismus nese tii sady
chromozoml, jedna sada pochézi ze samiciho prvojadra, jedna ze sekundarniho
téliska a jedna sada ze samciho prvojadra (Obr. 3; Piferrer a kol., 2009; Flajshans
a kol., 2013).

Se spontéanni triploidizaci se Casto setkdvame u velkého mnozstvi komeréné
vyuzivanych druhd ryb. Radime sem napiiklad sumce velkého (Silurus glanis)
(Varkonyi a kol., 1998), pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) (Aegerter
a Jalabert, 2004), jesetera malého (4. ruthenus) (Havelka a kol., 2013), jesetera
sibifského (A. baerii) (Havelka a kol., 2014), lososa obecného (Salmo salar)
(Glover a kol., 2015), stiku obecnou (Esox [ucius) (Samarin a kol., 2016),
candata obecného (Sander lucioperca) (Samarin a kol.,, 2015) a siveny—
Salvelinus spp. (Schwinger a kol., 2018). K tomuto jevu nastava kvuli delSimu
in vitro (mimo organismus) uchovani neoplozenych jiker. Tento jev je nejcastéji
spojen s umélymi vytéry v obdobi ovulace a trva do samotného osemenéni jiker

(Flajshans a kol., 2013; Policar a kol., 2019).

Sok

spermie S *

76 O
Triploidizace 3N

jikra

sekundami pélové
télisko

Obr. 3: Schéma indukce triploidie (Policar a kol., 2009)

2.4.2. Tetraploidizace

Kumélému navozeni tetraploidie vyuzivame Sok, ktery pisobi na
cytokinezi prvniho mitotického déleni (prvni ryhovani). Plisobenim Soku dojde
k depolymeraci tubulinovych vldken délicitho vfeténka, tento jev blokuje
rozdéleni duplikovanych sad chromozomii do dcefinych bunék. Vznikly
organismus ma tedy Ctyfi sady chromozomi, dvé sady pochazi ze samiciho
prvojadra a dvé sady ze samciho prvojadra (Obr. 4; Piferrer akol., 2009;
Flajshans a kol., 2013).
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Obr. 4: Schéma indukce tetraplodie (Policar a kol., 2009)

2.5. Typy Sokii k navozeni umélé polyploidizace

Soky k navozeni polyploidniho stavu jsou fyzikalni nebo chemické zasahy
do vyvoje zygoty, které plsobi depolymeraci tubulinovych vldken déliciho
vieténka. Podle doby pouziti Soku od oplozeni a od aktivace gamet zpiisobi
prifuizovani (zadrzeni) druhého poélového téliska nebo vede k duplikaci
chromozomovych sad v prvni mitéze bez nésledného rozchodu do dcetinych
bunék.

Soky délime na mechanické, fyzikalni a chemické (Flajshans a kol., 2013).
Jikry se pred zahajenim tlakového Soku musi zbavit lepivosti, takzvanym
odlepkovéanim jiker, aby nedoslo k jejich nechténému slepeni. U candata je
k odlepkovani jiker vhodné pouzit roztok enzymu alkaladzy (1 ml alkalazy, 0,5 1
vody, na 2 minuty, poté 2krat proplachnout) (Kristan a kol., 2016; Klady a kol.,
2021). Podle Kristana a kol. (2016) je vhodné po dvou minutach po oplozeni
pouzit na odlepkovani 30 ml roztoku enzymu alkalazy na 30 ml jiker. Po dvou
minutach odlepkovani jikry proplachnout a nasledné aplikovat Soky. U kratkych
Sokli je mozné odlepkovat jikry az po aplikaci Soku, nejcastéji plnotuénym

mlékem.

2.5.1. Mechanické Soky

Tento typ Sokl byl vyuzivan ve 30. letech minulého stoleti u kapra obecného
(Cyprinus carpio). Tyto Soky se realizovaly napichovanim jiker nebo riznymi
otfesy sruznou dobou pusobeni. Tyto Soky vSak nebyly zcela ucinné

a pfedstavovaly vysokou mortalitu embryi (Flajshans a kol., 2013).
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2.5.2. Chemické Soky

K témto Sokim se vyuzivaly rizné typy chemickych latek, které jsou
zalozené na puisobeni vieténkovych jedd, které vedou k poskozeni mikrotubult
déliciho vieténka a tim paddem nedojde k odd€leni druhého pdlového téliska.
Radime sem napiiklad kolchicin, kolcemid, cytochalazin B a interni plyny
(N20), které plisobi na délici aparat builky (Beamont a Fairbrother, 1991;
Flajshans a kol., 2013). V akvakultuie je jejich vyuziti minimalni (FlajShans
a kol., 2013). Piffer a kol. (2009) a Rougeot (2015) udavaji, ze se chemické Soky

k navozeni triploidie v souc¢asné dob¢ viibec nevyuzivaji.

2.5.3. Fyzikalni Soky

V soucasnosti jsou nejvice pouzivané fyzikalni Soky po oplozeni a aktivaci
gamet pfi umélych vytérech riiznych druht hospodéisky vyznamnych ryb. Patii
sem napt. teplotni Soky (teplé a chladové), tlakové Soky a ptipadné elektrofize

(Teskeredzi¢ a kol., 1993; FlajShans a kol., 2013; Policar a kol., 2019).

2.5.3.1. Elektrofuze

Tento typ Soku je zaloZen na piisobeni elektrického proudu. Elektofuze byla
v minulosti experimentaln¢ testovana na lososu kisu¢ (Oncorhynchus kisutch),
ale bez kombinace s teplymi Soky nebyl tento pokus o indukei triploidnich ryb
uspésny (Teskeredzi¢ a kol., 1993).

2.5.3.2.  Teplotni Soky

Teplotni Soky patii mezi nejpouzivanéj$i metodu navozeni triploidie u ryb
a fadime je také mezi jednu z nejstarSich metod. Podle Piferrera a kol. (2009) je
aplikaci teplotnich Sokl docileno zadrzeni druhého pdlového téliska, kdy dojde
k naruseni mikrotubuli de€liciho vieténka ¢i zménam ve vyvoji bunék nebo
zménam hustoty v cytoplazmé. Aplikace teplého nebo chladového Soku patii
mezi nejjednodussi a nejméné financné nakladné metody navozeni triploidniho
stavu. U teplého Soku je potieba pouze ohiat vodu v 1azni termostatem (nejcasteji
na 30 °C) nebo u chladového Soku vodu ochladit ledem (0—1 °C). Do vody se
prenesou jikry, které se vystavi Soku, poté se vyjmou a po jejich pfipadném

odlepkovani inkubuji (Flajshans a kol., 2013).
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2.5.3.2.1. Teplé Soky

Princip vyuziti tohoto Soku spocivé v pfeneseni oplozenych jiker do teplé
lazn¢ s vyrazné vyssi teplotou vody, oproti teploté, ve které probihd bézna
reprodukce ur€itého druhu. K ohtati vody v 1azni se nejcastéji pouziva ohtivac
s elektrickou spirdlou a termostat. Pozadovana teplota musi byt konstantné
udrzovana po celou dobu aplikace Soku (Piferrer a kol., 2009; Policar a kol.,
2019). Piferrer a kol. (2009) udava zahajeni Soku 2—7 minut od oplozeni jiker
u teplovodnich druhti nebo 15-20 minut u studenovodnich druht, také urcuje
idedlni teploty Soku 34 °C az 41 °C pro druhy mirného pasma nebo pro
teplomilné idedlné 29 °C az 32 °C. Vystaveni jiker Sokem na 45 sekund az 3,5
minuty u teplomilnych druhti nebo 10 az 25 minut u studenomilnych druht
(Piferrer a kol., 2009).

Pro lososovité ryby se pii klasickém vytéru vyuziva teplota vody pii
inkubaci ptiblizn¢ 10 °C, ale v Sokové lazni aplikujeme teplotu 26-29 °C po
dobu 20 minut. Pro kaprovité ryby je teplota vody pfti klasické inkubaci cca 20
°C, ale v sokové lazni se pouziva teplota vody 40—41 °C, kdy se jikry vystavuji
této teplot€ na 1 az 2 minuty (FlajShans a Linhart, 2000; Linhart a kol., 1991,
2001; FlajShans a kol., 2010).

Malison a kol. (1993) a Rougeot a kol. (2003) preferuji pro chladnomilné
ryby teplotu Sokové lazné¢ 29-30 °C, jikry vkladaji do Sokové l4zn€ na 10-25
minut po 5 az 7 minutach po oplozeni jiker. Don a Avtalion (1986) udava vyuziti
tepelné 1azn¢ se 40—41 °C po 3-5 minutdch po oplozeni s velmi kratkou

expozi¢ni dobou u tlamouna (Oreochromis aureus).

2.5.3.2.2. Chladové Soky

Chladové Soky se nejCastéji vyuzivaji u chladnomilnych druhi ryb,
napiiklad u lososovitych nebo u ryb s mensi velikosti jiker, naptiklad u kapra
obecného (Piferrer a kol., 2009). Principem chladového Soku je vystaveni jiker
lazni s chladnou vodou. K zachlazeni vodni 1azn¢ je vyuzivan Supinkovy led ¢i
vykonny chladic¢, ktery konstantn¢ udrzuje teplotu Soku (Policar a kol., 2019).
Piferrer a kol. (2009) udava zacatek Soku 2—7 minut po aktivaci gamet

u teplomilnych druhi a 15-20 minut u chladnomilnych druhti, soucasné jak pro
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druhy z mirného pasma, tak pro druhy teplomilné se uplatiiuje intenzita Soku od

-1 do +4 °C pfi expozici na 2—20 minut.

2.5.3.3. Tlakové Soky

Tlakové Soky patfi mezi metody navozeni triploidie, které jsou velmi
spolehlivé a ucinné. K tlakovym Soklim je potfeba vlastnit specidlni tlakovou
jednotku. Do uzaviratelné tlakové nadoby se premisti oplozené jikry s vodou,
nasleduje uzavieni nddoby a vystaveni oplozenych jiker tlaku s pozadovanymi
hodnotami (Flajshans a kol., 2013). Lepivé jikry se pfed vlozenim do tlakové
nadoby musi samoziejmé odlepkovat, jak jiz bylo napsano vyse.

Tlak do nadoby je tlacen pomoci kompresoru, ru¢ni pumpy nebo z lahvi
s tlakovym plynem (Flajshans a kol., 2013). Indukce triploidie tlakovymi Soky
u pstruha duhového v porovnani s teplotnimi Soky produkuji vétSinou vyssi
mnozstvi triploidnich jedincti s menSim mnoZzstvim deformit larev, a také
s vyrazné vysSim prezitim jak u oplozenych jiker, tak i vackového plidku
(Haffray a kol., 2007).

Nejcastéji vyuzivanad intenzita tlakového Soku je v rozmezi od 58 do 85 MPa
s dvou az Sestiminutovou expozici jiker jak u studenomilnych, tak i teplomilnych
druhti. U druhti z oblasti mirného padsma muze byt expozice 12-30 minut
(Flajshans a kol.,2013; Policar a kol., 2019). Piferrer a kol. (2009) udava zacatek
Soku po aktivaci gamet 2—7 minut u teplomilnych druht a u studenomilnych 15—
20 minut. Jako optimalni intenzitu Soku udava 62 MPa (rozsah 58-85 MPa) na
dobu expozice 2—6 minut. Flajshans a Lihnart (2000), Linhart a kol. (1991; 2001)
a Flajshans a kol. (2010) udavaji vystaveni jiker vysokému tlaku vody
v uzaviené tlakové jednotce pro lososovité ryby >600 atmosféry (>60,8 MPa) na
expozicni dobu 14 minuty. Pro kaprovité ryby uplatiiovali hydrostaticky tlak
518 atmosféry (52,47 MPa) na dobu expozice 1,5-2 minuty.

Tlakové jednotky s objemem 5-10 litrti jsou komeréné vyrabéné ve Francii,
Kanadé nebo USA (Flajshans a kol., 2013). V Ceské republice byl v roce 2012
zaregistrovan uzitny vzor na tlakovou jednotku slouzici k indukei polyploidie

u ryb (Obr. 5; Flajshans a kol., 2012).
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Obr. 5: Tlakova jednotka pro indukci polyploidie (foto: K. Trnka)

2.6. Faktory ovliviiujici efektivitu umélé polyploidizace

Efektivita Sokt a jejich zprostfedkovani zavisi na né¢kolika velmi dilezitych
faktorech a na jejich vzdjemné kombinaci, kterd je zasadni pro dosazeni
produkce triploidnich ryb. Pfi realizaci Sokli se snazime docilit maximalniho
preziti vylihlych larev s absenci morfologickych a vyvojovych deformaci.
Konec¢na efektivita triploidizace je vyhodnocovana takzvanou vytéznosti ¢i
ziskem triploidnich jedinct. Tato veli¢ina zhodnocuje mnozstvi ziskanych
triploidnich jedincii a pteziti embryi ¢i larev. Mezi zakladni faktory fadime: cas
zahajeni Soku po aktivaci gamet, intenzita Soku (jaka byla pouzita teplota, nebo
tlak), expozi¢ni doba Soku (délka na jakou byly jikry vystaveny Soku) (Piferrer
a kol., 2009; Flajshans a kol., 2013; Policar a kol., 2019).

2.6.1. Cas zahajeni Soku po aktivaci gamet (oplozeni jiker)
Cas zahdjeni Soku zavisi na druhu ryby a teploté vody, ve které probiha
inkubace jiker. Zpravidla plati, ze rychlost raného vyvoje se s teplotou vody

nelinedrné méni. Standartni teplotou pfi inkubaci jiker teplomilnych druht je
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napiiklad u kapra obecného, lina obecné¢ho, sumce velkého 20-22 °C. Ryby
chladnomilné, kam patii naptiklad pstruh duhovy nebo dalsi lososovité ryby je
standardni inkubacni teplota okolo 10 °C. Naptiklad u kapra a lina pfi teploté
vody pii inkubaci ve 20 °C se uptednostiuje délka Soku 5 minut po aktivaci
gamet. Timto z4dsahem je postihnuta druhé faze meiotického déleni a tim vznika
triploidni jedinec. Pokud by se Sok aplikoval pozd€ji napt. 43,5 minut po aktivaci
gamet, dojde k postihnuti cytokineze prvniho mitotického dé€leni a vznikne
tetraploidni jedinec (Flajshans a kol., 2013). Policar a kol. (2019) udava, ze
u teplomilnych druhti se Sok aplikuje idedlné¢ 2—7 minut po oplozeni jiker,
u studenomilnych druhti 15-20 minut po oplozeni jiker a u ryb, které pochazeji
z mirného pasma, napiiklad okounovité ryby se Sok zahajuje (4) 5—7 minut po
oplozeni jiker.

Detlaff a Detlaff (1961) udéavaji, Zze v ptipad¢ vyuziti jiné inkubacni teploty,
nez které je povazovano za standard, musi byt optimdlni cas zacatku Soku
vypocitany s vyuzitim udaje o délce mitotického cyklu 10 (tau nula). Tato
hodnota vyjadiuje délku jednoho mitotického cyklu (v minutich) pfi
synchronnim déleni buiiky. Pokud je tato hodnota 10 pro urc¢ity druh znama, je
mozné tuto hodnotu vypocitat diky standardni vyuzivané teploté a diky pouzité
(nestandardni) teploté vody, tim se zjisti optimalni ¢as pro zahdjeni aplikace

Soku (Shelton a kol., 1997).

2.6.2. Intenzita Soku

Intenzita Soku, tedy zvolend hodnota teploty ¢i tlaku mize mit vyznamny
vliv na vysledek indukce polyploidie, a to pfedev§im na procentudlni vznik
polyploidi, ale také na jejich pieziti. Casto je zmifovéano, Ze vy$si teplota i tlak
vede ke vzniku vys$§iho poméru polyploidnich jedinc, ale na druhou stranu maji
za nasledek snizeni pteziti embryi. Pokud naopak pouzijeme nizkou teplotu nebo
tlak, dosdhneme vysokého procenta preziti, ale nizké efektivity indukce

polyploidnich jedincti (Flajshans a kol., 2013).

2.6.3. Expozice Soku
Expozi¢ni doba je doba, po kterou je aplikace Soku provadéna. Je neptimo

umérnd intenzité Soku. Pokud Spatné zvolime délku Soku mize dojit k vysokym
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ztratdm embryi nebo k nizké produkci polyploidnich jedincii (Flajshans a kol.,
2013).

2.7. Metody vyuzZivané k urceni ploidni irovné u ryb
stanoveni ploidni urovné produkovanych larev ryb, pomoci kterého je mozné
zjistit GspéSnost pouzitych Sokl. Pomoci téchto metod je mozné zanalyzovat
a vyhodnotit pomér diploidnich, triploidnich nebo jinych ploidnich urovni ryb
v danych analyzovanych populacich (Rougeot a Mélard, 2008). Casto je mozné
se setkat s tim, Ze triploidni jedinci netvoii stoprocentnim podil v populaci ryb,
ale mohou napftiklad tvofit 70-80 % ryb v populaci. Pravidelné¢ se také
setkdvame pii aplikaci Sokli k indukci polyploidnich ryb produkci larev
s morfologickymi nebo télesnymi deformity a jejich nizkou zivotaschopnosti
(Piferrer a kol., 2009; Flajshans a kol., 2013).

Flaj$hans a kol. (2013) rozd¢€luje tyto metody na dvé skupiny, a to na ptimé
a nepfimé. Mezi piimé metody je mozné tadit: stanoveni karyotypu, kvalifikaci
obarvenych jadérek v buikdch, kvalifikaci obsahu DNA ve specificky
barevnych bunéénych jadrech pomoci pratokové cytometrie,
spektrofluorometrie a mikrodenzitometrie. Mezi nepiimé metody se fadi:
stanoveni velikosti bunck a bunéénych jader hematologickymi postupy,
Coulterova metoda stanoveni velikosti bun¢k na zakladé¢ impedace, méreni
bunéénych a jadernych geometrickych charakteristik a morfologické rozdily

mezi polyploidy a diploidy.

2.7.1. Piimé metody — priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie patii mezi velice rychlé a pfesné metody stanoveni
ploidie ryb. Tato metoda je tedy vhodna i do poloprovoznich nebo komercnich
podminek, kdy jsme schopni testovat az 20 kust ryb za hodinu. Umoziuje ndm
sledovat chromozomové manipulace u ryb, dale studovat diploidné-polyploidni
komplexy ryb a stanoveni ploidie embryi, larev a starSich jedinct z bun€k krve
a tkani (Thorgaard a kol., 1982; Allen, 1983; Ewing a kol., 1991; Lecommandeur
a kol., 1994; Rab a kol., 2007). Velkou nevyhodou pratokového cytometru jsou

jeho vysoké pofizovaci ndklady a vysoké naroky na laboratorni vybaveni
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a chemikalie ke stanoveni intenzity fluorescence (mnozstvi DNA). Pfesto je tato
metoda v praxi hojn¢ vyuzivana kvuli své rychlosti a jednoduchosti (Flajshans

a kol., 2013; Policar a kol., 2019).

2.7.2. Nepiimé metody

Jsou to metody zaloZzené na méfeni velikosti bunék nebo velikosti
bunéénych jader s vyuzitim klasickych hematologickych postupt. Dalsi
metodou je Coulterova metoda, kterd stanovuje objem bunék pomoci
impedance. Lze sem zafadit méfeni bunéénych ¢i jadernych geometrickych
charakteristik mikroskopem a mikrofotografii ¢i analyzou obrazu nebo vyuziti
méteni morfologickych rozdila urcitych specifickych znaki mezi diploidnimi
a triploidnimi nebo polyploidnimi jedinci (Flajshans a kol., 2013; Policar a kol.,
2019). Nevyhodou téchto metod je potieba vétsich a starSich vékovych kategorii
ryb, kvili pottebé odberu krve nebo znakiim pohlavniho dimorfismu, které jsou
viditelné az ve vétsich velikostech. Diky tomu je tato metoda casové i finanéné
velmi naro¢na. V dnesni dobé€ se tyto metody hojné nevyuzivaji, vyjimku tvoii
napiiklad laboratofe €i pracoviSté s pfistroji méficimi objem bunék (Couter

Counter) (Fiske a kol., 2019).

2.7.3. Morfologické rozdily mezi triploidy a diploidy

Tato metoda nepatii mezi nejspolehlivéjsi metody a Ize ji pouzit jen pro
omezeny pocet rybich druhi (Maxime, 2008). Allotriploidni mezidruhové
hybridy 1ze morfologicky od rodict odlisSit na zékladé fenotypu jejich genomu,
obsahujicich chromozomové sady obou druhii (Flajshans a kol., 2008). Mezi
druhy, které 1ze rozeznat podle fenotypu fadime napt. hybridy pstruha obecného
f. poto¢ni (Salmo trutta m. fario) x sivena amerického (Salvenilus fontinalis)
(Sheerer a kol., 1987).

U autotriploidii se tfemi sadami chromozomul stejného druhu, byly
morfologické odlisnosti od diploidi popsany pouze ziidka. Mezi hlavni
morfologické odlisnosti fadime pfedevsim zmény v poctu ploutevnich paprski
a Supin, délka a tvar bfiSnich ploutvi, deformace hlavy, kratsi trup, delsi ocasni

ploutev, mensi hlava, zmény v télesnych proporcich (Swarup, 1959; Gervai

a kol.,1980; Gomelsky a kol., 1982; Wolters a kol., 1982; Bonar a kol., 1988;
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Tave, 1993; Flajshans, 1993; Tiwary a kol., 1992). Gervani a kol. (1980)
a Gomelsky a kol. (1992) popisuji zmény v poctu ploutevnich paprski a Supin
u kapra obecného. FlajShans a kol. (1993) u lina obecného poukazuje na délku
a tvar bfiSnich ploutvi, kdy samice ma krat$i bfiSni ploutve nez samec, samciim
tyto ploutve pfesahuji pfes fitni otvor.

Tyto fenotypové rozdily se mohou projevovat do rizné miry, nejsou zcela
presné. Urcit¢ je nelze zaradit mezi pfesné metody stanoveni ploidie u ryb

(Flajshans a kol., 2013).

2.8. Produkce a vyuziti triploidnich okounovitych ryb

V prvni fad¢é je tfeba zdUraznit, Ze podle evropské legislativy fadime
polyploidni ryby (stejné jako hybridy) mimo geneticky modifikované organismy
(GMO). Nepatii tedy mezi druhy, u kterych se musi dodrzovat ptisna pravidla
o vyuzivani a biologické ochran¢ GMO v zemédélstvi (Piferrer a kol., 2009).

Triploidizace okounovitych ryb a jejich produkce a vyuziti neni rybatskymi
podniky v CR i v zahrani¢i vyznamné vyuZivana (Policar a kol., 2019). Lze
konstatovat, ze vyssi vyuziti triploidnich okounovitych ryb, které mohou byt
v rybni¢nich podminkéach sterilni, nebo Caste¢né sterilni, mizZeme vyuZzivat
pravé jen v takovychto chovech. Jelikoz v RAS chovech jsou okounovité ryby
diky stabilni teploté vody vétSinou sterilni z diivodu téchto podminek chovu
(Policar a kol., 2019b). Tento fakt je zpiisoben vnéjSimi podminkami prostiedi,
pravé zménou teploty vody a svételného rezimu. Tento jev méa za nasledek
prodlouzeni produkéniho intervalu, proto dochéazi k produkci trznich ryb az po
dosazeni pohlavni dospélosti. Pravdépodobnou vyhodou triploidnich
okounovitych ryb je vyssi rlst oproti plodnym rybam chovanych v rybni¢nich
podminkach. Triploidni okounovité ryby z rybnikti disponuji na konci odchovu
niz§i hmotnosti gonad, nez je to pravé u diploidnich okounovitych ryb. Tento
fakt md za nasledek vysSs$i vytéZznost masa pti jejich zpracovani. Gonady
u diploidnich okounovitych ryb mohou v trzni velikosti dosahovat cca 20-25 %
hmotnosti téla. Dal§im pfinosem triploidizace okounovitych ryb je potom lepsi
konverze krmiva v chovu téchto druht, ktera se ve findle mtize projevit v lepSim

finan¢nim ohodnocenim produkce (Piferrer a kol., 2019; Flajshans a kol., 2019;
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Rougeot a kol., 2015; Policar a kol., 2019). OvSem vsechny tyto informace je
nutné overit v praxi po uspésné masove indukei kvalitnich triploidnich ryb.

Pii triploidizace okounovitych ryb je tfeba si uvédomit, Ze okounovité ryby
nepatii do typickych studenomilnych a ani do teplomilnych druhi, ale tvofi
jakysi prechod mezi témito skupinami ryb. Casto jsou druhy fazeny do
takzvanych ryb mirného pasma. Optimalni teplota vody k vytéru téchto druht
ryb je teplota v rozmezi od 10 do 16 °C, pficemz optimalni teplota pro rast se
vSak pohybuje v rozpéti 22-25 °C pii 100% nasyceni vody kyslikem (Policar
a kol., 2013, 2016, 2019; Malinovskyi a kol., 2018).

Teply Sok pro tyto druhy z mirného pasma se vétSinou experimentalné
efektivné uskutecniuje 5—7 minut po aktivaci gamet pii teploté¢ vody 28-30 °C
a expozi¢ni dobé 10-25 minut. Zacatek Soku pro chladovy a teply Sok byl
od -1 az +2 °C na dobu expozice 90—120 minut. Tlakovy Sok se uspésné testoval
se zaatkem Soku 4-5 minut po aktivaci jiker s vyuzitim tlaku 62 MPa (od 48 do
76 MPa) a dobou expozice 12—-30 minut (Policar a kol., 2019).

Naptiklad produkce triploidnich ryb u okouna fi¢niho je vétSinou
indukovéna za vyuziti teplého Soku. Vyuzivana teplota Sokové lazné pro jikry
okouna je 30 °C, Sok je zahajen 5—7 minut po oplozeni (teplota vody 16—17 °C),
vystaveni jiker Soku trva 25 minut. Timto zpiisobem je mozné dosidhnout
priblizn¢ 93-100 % triploidii, vytéznost triploidit z poctu pouzitych jiker se
potom pohybuje na trovni 43—44 % (Rougeot a kol., 2003). Malison a kol.
(1993) popisuje triploidizaci u okouna zlutého (Perca flavescens). K indukci
triploidie vyuziva teply Sok s teplotou 28-29 °C, zacatek Soku 5 minut po
oplozeni (teplota 11 °C), vystaveni jiker Soku na 10-25 minut. Podil triploida je
priblizn¢ 66,7-100 %, vytéznost triploidl se pohybuje v rozmezi 42,2-53,3 %.
Zminéni autofi popsali také indukci triploidie u tohoto druhu okouna s vyuzitim
tlakového Soku (62,05-75,84 MPa), kdy k zah4jeni Soku dochédzi 5 minut po
oplozeni jiker a Sok trva 12 minut. Produkce triploidnich ryb se pohybuje
v rozmezi 50-54,4 % triploidu, vytéznost triploidt 31,7-43,5 %.

Proces optimalizace triploidizace byl také napfiklad testovan na
severoamerickych druzich candati: candat severoamericky (Sander vitreus)

a mezidruhovy hybrid (samice Sander vitreus x samec candata kanadského —
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Sander canadensis). U druhu Sander vitreus se jako nejlepsi moznosti produkce
triploidii osvéd¢ilo vyuziti tlakového Soku. Parametry Soku: tlak 48,26-55,16
MPa, zacatek Soku 4 minuty po oplozeni jiker, délka Soku 15-30 minut. Podil
triploidu se pohyboval v rozmezi 72,2—100 %, s vytéznosti triploida 40,9-63,3
%. U tohoto druhu byl také aplikovéan teply Sok, ktery ale nevedl k vysoké
hodnoté celkové vytéznosti triploidnich jedinct, ktera byla pouze 5 %. Teply Sok
disponuje teplotou vody 30 °C a zac¢atkem Soku 2 az 5 minut po oplozeni jiker,
vystaveni jiker Soku na 25 minut. Podil triploida 30,3—44,3 % (Malison a kol.,
2001).

U severoamerického hybrida candata (Sander viteus x Sander canadensis)
bylo experimentalné ovéfeno vyuziti teplého, chladového a tlakového Soku.
Nejvetsi vytéznosti triploidi bylo dosazeno teplym Sokem (Garcia-Abiado
a kol., 2001).

Indukci triploidnich candatii obecnych se zabyval naptiklad Blecha a kol.
(2016); Dadras a kol. (2021) a Klady a kol. (2021). Klady a kol. (2021) dosahli
nejlepSich vysledkl indukce triploidnich jedinci u candata obecného. Jako
nejlepsi moznost indukce triploidie byl chladovy sok s teplotou vody 1-1,1 °C,
a poté teply Sok s teplotou vody 31 °C. Zahajeni chladového Soku 5 minut po
aktivaci gamet, doba aplikace Soku je 120 minut. Indukce tohoto Soku
predstavovala ziskani 100% triploidni populace, ale s nizkou lihnivosti larev
(17,3 %) s celkovou vytéznosti triploidnich jedinct na urovni 17,3 %. Teply Sok
byl zahajen 3—10 minut po oplozeni jiker s délkou Soku 20—40 minut. Podil
triploidii se pohyboval na urovni 13,2-53,3 % s celkovou vytéznosti triploida
v rozmezi 10,7-13,2 % (Policar a kol., 2019).

Indukce triploidie u candata obecného nedosahuje az tak kvalitnich
vysledkt. Mezi hlavni problémy patii velmi nizka lihnivost larev a také nizka
vytéznost triploida v ziskané populaci, proto je tfeba se dle snazit optimalizovat
indukei triploidie u candata obecného (Policar a kol., 2019). Cilem této prace
bylo ovéfit a sumarizovat jednotlivé fyzikalni Soky u candata obecného

a porovnat jejich efektivitu k dal$imu jejich pouziti.
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3. Metodika

3.1. Misto provedeni experimentii

Celd Skala experimentd vramci této diplomové prace, optimalizujici
a porovnavajici indukci triploidizace candata obecného pomoci chladovych,
teplych a tlakovych Sokii probihala v Laboratofi intenzivni akvakultury.
Nésledné stanoveni ploidni urovné larev probihalo v Laboratofi molekularni,
bunécné a kvantitativni genetiky, kde byla stanovena ploidni uroven larev. Tyto
laboratofe jsou soucasti Vyzkumného tstavu rybarského a hydrobiologického
Fakulty rybafstvi a ochrany vod a nachézeji se ve Vodnanech. V Laboratofi
intenzivni akvakultury byla jesté¢ pfed vlastnimi Soky indukujici triploidizaci
candata obecného provedena piiprava generacnich ryb na vyter, samotny umély
vytér generacnich ryb, umélé osemenéni jiker, provedeni jednotlivych Sokl
s naslednou inkubaci jiker az do vylihnuti larev. Nésledné¢ zde doslo
ke vzorkovani larev a jejich uchovani pii teplot¢ —80°C. V Laboratofi
molekularni, bunééné a kvantitativni genetiky probéhlo stanoveni ploidni irovné
vylihnutych larev s vyuzitim pritokové cytometrie s cilem vyhodnotit efektivitu
jednotlivych oSetfeni (Soki) zhlediska podilu triploidnich larev v danych

experimentalnich skupinach — populacich.

3.2. Priprava generacnich ryb na umély vytér

K experimentu byly pouzity generacni candati ve véku cca 35 let (TL= 470 +
85 mm a W=1275 + 387 g) odchovani v klasické rybni¢ni akvakultuie
vyuzivajici polykulturni obsadky ryb v ramci produkéniho podniku Rybarstvi
Nové Hrady s.r.0. Generacni ryby byly z daného rybatského podniku nakoupeny
na podzim roku 2021 a byly drzeny pies zimni a zacatek jarniho obdobi v sadce
s krmnymi rybami podle Malinovskyi a kol. (2018) a Policara a kol. (2021). Na
zacatku vytérového obdobi byly generacni ryby roztfidény podle pohlavi
a u samic byl zkontrolovan stupen zralosti oocytd specidlnim katetrem podle
Zarski akol. (2012) a Policara a kol. (2021). Zasunutim katetru do mocopohlavni
papily ryb bylo odebrano malé¢ mnozstvi oocyti. Oocyty po odebrani byly
umistény na Petriho misku a po pfidani Serrova prosvétlovaciho roztoku (6 dila

96% ethanolu, 3 dily 36-38% formaldehydu a 1 dil 99,6% kyseliny octové)
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probéhla kontrola zralosti oocytli pomoci binokuldrniho mikroskopu (Olympus
BX51). U vSech ryb byla po manipulaci provedena preventivni kratkodoba
koupel v roztoku kuchytiské soli v koncentraci 3 g NaCLI™!.

Celkem 13 ks generacnich samic s tfetim staddiem zralosti oocytti (Obr. 6)
bylo piemisténo do jedné nadrze o objemu vody 600 litrl staré¢ho recirkulacniho
akvakulturniho systému (RAS) Experimentilniho pracovisté a pokusnictvi
FROV JU. Celkem 39 generac¢nich samct bylo vysazeno do druhé stejné velké
nadrze v daném RAS. Tento systém obsahoval vodu s vysokou kvalitou vody
o konstantni teploté vody 15 + 0,7 °C a obsahu rozpusténého kysliku 97,6 + 7,5
%.

U nasazenych generacnich ryb obojiho pohlavi doslo k hormonalni
intramuskularni stimulaci pfipravkem Chorulon, ktery byl aplikovan injekéné do
hibetni svaloviny v jednotné davce 500 TU HCG.kg! (K¥istan a kol., 2013).
Kwvili zabranéni spontanni ovulace jikernacek a snaze o zabranéni ztratam jiker
byly po hormondlni stimulaci jikernackdm zaSity mocopohlavni papily.
Nasledné byly 12 hodin po injikaci jikernacky pravidelné kontrolovany jemnou
masazi bfisni oblasti ve dvou hodinovych intervalech po ¢aste¢ném uvolnéni
stehi zaSit¢é mocCopohlavni papily. Poté, co byla u jednotlivych jikernacek
identifikovana ovulace oocytl, stehy byly rozeSity a ovulované oocyty byly
vytteny do suchych piedem zvazenych misek jemnou masazi btisni oblasti (Obr.
7). Pred vytérem bylo dulezité, generani ryby znehybnit v anestetickém
piipravku MS222 v davce 0,7 g.1'! a nasledné po znehybnéni rybam osusit bfisni
partie t¢la spolecné s mocopohlavni papilou a fitni ploutvi, aby nedoslo
k nechténé aktivaci jiker vodou. Odbér spermatu od mlicdki byl proveden
jemnou masazi bfisnich partii téla zase po anestezii jikernacek, kdy sperma bylo
odebirano do injekcnich stiikacek (Obr. 8). U spermii byla kontrolovana
poloprovozné motilita spermii (procento pohybujicich se spermii a jejich obdobi
pohybu) pod laboratornim mikroskopem (Olympus BX41). Vzdy bylo vyuzito
spermatu s procentem pohybujicich se spermii nad 80 % a délkou pohyblivosti
nad 75 sekund. Vzdy pro sntsku jiker od jedné samice bylo pouzito sperma

oddélené odebrané od tfi mli¢aka.
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Obr. 6: Stadia zralosti oocytll u candata obecného (Sander lucioperca): (a) stadium I,
(b) stadium II, (c) stadium III, (d) stadium IV, (e) stadium V, (f) stadium VI (foto: T.
Policar a O. Malinovskyi)

Obr. 7: Umély vytér jikernacek masazi btisni oblasti (foto: K. Trnka)
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Obr. 8: Vytér spermatu mlicakl do injekcnich stiikacek (foto: K. Trnka)

3.3. Experiment ¢. 1: Chladovy Sok

3.3.1. Priprava chladové lazné

Ledova lazen byla ptipravena v polystyrenovém termoboxu, do kterého byla
nalita voda znddrzi RAS, kde byly umistény generacni ryby, spolecné se
Supinkovym ledem v takové koncentraci, aby teplota vody trvale odpovidala
hodnoté 0,5-1 °C. Dilezitou soucasti byl teplomér, ktery byl vlozen do boxu

s chladovou lazni, slouzil k neustalému kontrolovani teploty vody.

3.3.2. Oplodnéni a aktivace gamet

Pro tento experiment byly vyuzity vytfené jikry od dvou generacnich
jikernacek. Vytfené jikry postupné od kazdé jikernacky byly zvazeny
a rozdéleny do experimentalnich skupin dle rizného ¢asového zacatku Soku. Na
chladovy Sok bylo pouzito celkem 45 g jiker. Tyto jikry se rozdélily do 25
experimentalnich skupin + kontrolni skupina (jikry, které nebyly vystavovany
Soku). Pfed samotnym oplozenim byla provedena kontrola kvality spermii (viz

popsano vyse). Pii realizaci jednotlivych riznych zacatcich Soku bylo na zacatku
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tohoto experimentu vytvofeno 6 skupin po 7,5 gramech jiker. Jikry v dané
skupiné byly smichany s vodou 15 ml (dvakrat vétsi objem vody, nez byla
hmotnost jiker). Nasledné po 15 sekundach od aktivace jiker vodou byly k jikrdm
pfidany spermie od tii mlicdkl (o celkovém objemu minimélné 0,17 mlna 7,5 g
jiker). Po 90 sekundach byla z jiker slita voda se spermatem a oplozené jikry
byly proplachnuty vodou a vystaveny v rizné dobé od oplozeni (2; 4; 8; 12 a 16
minut po oplozeni) na rtizn¢ dlouhou dobu (20; 40; 60; 90 a 120 minut) Sokové
lazni kromé kontroly, ktera nebyla vystavena Soku. Aktivované jikry byly
umistény do chladové Sokové 1azné v kruhovych sklenénych nadobach o objemu
100 mililitrG. K odlepkovani jiker se pfistoupilo uz v prubéhu Soku. Jikry se
odlepkovéavaly plnotuénym mlékem (v poméru 1 dil mléka a 6 dilt vody), které
bylo vychlazeno na teplotu 0,5 °C. Po vystaveni Soku byly jikry vyjmuty
z Sokové lazné, byly okamzité¢ ohfaty na 16 °C a nasledné bylo ukonceno
odlepkovéani na tfepacce pomoci mléka s vodou o teploté 16 °C tak, aby
odlepkovani trvalo celkem 60 minut. Po 60 minutach odlepkovani byly jikry
proplachnuty vodou ze systému o stejné teploté (16 °C), ve kterém nasledovala

inkubace jiker.

3.3.3. Inkubace jiker v aparatech

Ptiblizné¢ 80-200 kusti proplachnutych jiker zkazdé skupiny, ktera
charakterizovala dany chladovy Sok s riznou dobou zahdjeni Soku a rtiznym
trvanim Soku, bylo pfeneseno do dvou Petriho misek. Pied vysazenim byly jikry
v Petriho miskach vyfoceny pro pozdé¢jsi presné spocitani poctu nasazenych
jiker. Tyto jikry v ramci dvou misek byly vysazeny k samotné inkubaci do dvou
miniaturnich plastovych inkubacénich aparatii o rozmérech 200 x 100 x 150 mm
s objemem vody 3 litry. V inkubacnich aparatech byl nastaven pritok vody 1
lL.m!. Aparaty byly umistény v experimentdlnim RAS systému (Obr.10)
s celkovy objemem vody 1500 litrti vody a konstantnim pratokem kvalitni Cisté
vody, tak aby voda v kazdém aparatu byla obménéna 2x za 60 minut. Do
kazdého inkubacniho aparatu byla umisténa hadicka s pfitékajici vodou. Jikry
byly umistény v aparatech na sit’ce (rozméry ok 0,5 x 0,5 mm) a pfebytecna voda
odtékala kruhovym otvorem se sitovinou s velikosti ok 250 um ven

z inkubaéniho aparatu do zlabu k nasledné filtraci a okyslic¢eni vzduchovanim
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v ramcei vyuzitého malého experimentdlniho RAS. Timto zptsobem byla do
inkubacnich aparatii neustale dopliiovana Cerstva okysli¢ena voda. Inkubacni
aparaty byly popsany pro pfesnou identifikaci dané skupiny (podle doby iniciace
a trvani Soku). Prvni ¢islo u skupiny pfed lomitkem znaci dobu po oplozeni, po
které bylo piistoupeno k Soku. Druhé ¢islo za lomitkem oznacuje expozicni dobu
pusobeni Soku. Napiiklad skupina 2/20 (¢islo 2 pted lomitkem znamend dvé
minuty po oplozeni a ¢islo 20 za lomitkem pfedstavuje délku Soku 20 minut.
Kontrola byla oznacena pismenem ,,K* a predstavovala skupinu, kterd nebyla
vystavena Sokiim a slouzila ptedevsim pro kontrolu lihnivosti (%) a deformit
(%).

Kazda skupina obsahovala tedy dvé opakovani, které byly tvofeny dvéma
inkubatory. Inkubace jiker probihala pfi konstantni teploté 16 °C.

Celkové bylo Sokiim vystaveno 25 skupin (kazdd skupina méla dvé
opakovani tvofené jikrami od dvou vytfenych jikernacek) s riznymi Casovymi
expozicemi po aktivaci gamet a riznymi dobami plisobeni Soku. K témto
skupinam byly na inkubaci ptidany i 2 kontrolni skupiny oplozenych jiker, které
nebyly vystaveny Sokové lazni. Tyto dvé skupiny byly inkubovany ve dvou

opakovanich, tzn. ve ¢tyfech inkubacnich aparatech.
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Obr. 9: Vyfocené jikry v Petriho miskach pro pfesné pocitani (foto: K. Trnka)
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Obr. 10: Pritocny systém s inkubacnimi aparaty (foto: K. Trnka)

3.3.4. Pocitani larev, lihnivost, deformita

Po pfiblizné€ Sesti az sedmi dnech nasledovalo lihnuti larev, po vylihnuti byly
larvy postupné ve vSech skupindch a jejich opakovani spocitany a byla vypocitana
lihnivost (%) spole¢né s podilem malformovanych larev, tzn. deformovanych larev
(%), napt. larvy majici skolidzy, lordozy a dalsi vady patefe. Lihnivost larev (L)
byla vypocitana jako: L = VLx100/CL, kdy VL piedstavuje pocet vylihnutych larev
a CL je celkovy pocet nasazenych jiker do inkubaéniho aparatu. Procento
deformovanych larev bylo vypocitano jako: pocet deformovanych larev/pocet
vylihnutych larevx100. Nasledn¢ byly ziskané larvy fixovany pomoci DMSO — viz
vysvétleno nize a zamrazeny Sokové pomoci suchého ledu na minus 80 °C a poté
ulozeny v mrazéku pii teplot¢ minus 80 °C. Z kazdé¢ skupiny bylo po 65 dnech
minimaln¢ pouzito 20 ks a optimaln¢ 35 ks zmrazenych larev k zjisténi ploidni
urovné pomoci priitokové cytometrie — viz detailni informace nize. Po stanoveni
ploidni urovné u larev prutokovou cytometrii bylo vypocitano: procento diploida,

triploidti a haploidt v dané analyzované skupiné a finalni zisk triploidd. Procento
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triploidu, diploida a haploida bylo vypocteno jako pocet triploidnich (diploidnich,
haploidnich) larev/celkovy pocet vylihnutych larevx100. Zisk triploidt byl
vypocten jako [(lihnivost (%)/100)x(procento triploid/100)]x100.

3.4. Experiment ¢. 2: Teply Sok

3.4.1. Priprava teplé lazné

Tepla lazen byla ptipravena v polystyrenovém termoboxu, do kterého byla
nalita voda zRAS, kde se drzely generacni ryby. Termobox byl vybaven
topitkem a teplomérem pro kontrolu teploty vody. Teplota vody v teplé lazni
byla nastavena na 30 °C, teplota byla konstantn¢ udrzovana po celou dobu Soku.
Teplé Soky probihaly ve dvou opakovanich v zavislosti na jikernackach

vytfenych v rizném okamziku.

Obr. 11: Tepla Sokova lazen (foto: K. Trnka)
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3.4.2. Oplodnéni a aktivace gamet

Stejné jako u chladového Soku byly vytiené jikry zvazeny a rozdéleny do
skupin dle rtizného casového zacatku Soku. K prvnimu teplotnimu Soku byly
vyuzity 2 generaéni jikernacky, od kterych bylo pouzito celkem 45 g jiker.
K dalS$imu teplému Soku byly vyuzity 3 generac¢ni jikernacky, od kterych byly
jikry smichany, celkova hmotnost jiker byla 90 g. Pied samotnym vytérem byla
provedena kontrola spermii (viz popsdno vysSe). Pfi realizaci jednotlivych
riznych zacatkli Soku prvniho teplého Soku bylo vytvoieno 6 skupin po 7,5
gramech jiker. U druhého Soku také bylo vytvoreno 6 skupin, ale po 15 gramech
jiker.

U obou teplych Sokii probihalo oplozeni nasledovné: jikry v dané skupiné
byly smichdny s vodou, u prvniho Soku 15 ml a u druhého teplotniho Soku 30 ml
vody (vzdy dvakrat vétsi objem vody, nez byla hmotnost jiker). Néasledné po 15
sekundach od aktivace jiker vodou byly k jikram ptidany spermie od tii mlicaku
(o celkovém minimalnim objemu 0,17 ml na 7,5 g jiker u prvniho Soku a 0,24
mlna 15 g jiker u druhého Soku. Po 90 sekundach byla z jiker slita voda spole¢né
se spermatem a oplozené jikry byly proplachnuty vodou a nésledné¢ vystaveny
rizné¢ dlouhé Sokové lazni. Aktivované jikry byly umistény do kruhovych
sklenénych nadob o objemu 100 ml. Jikry byly vystavovany Soku v riizné dobé
od oplozeni (2; 4; 8; 12 a 16 minut po oplozeni) na rizn¢ dlouhou dobu (5; 10;
20; 30 a 40 minut). Odlepkovani jiker probihalo uz v priabéhu Soku. Jikry se
odlepkovaly plnotu¢nym mlékem (v poméru 1 dil mléka a 6 dili vody), které
bylo ohfato na teplotu 30 °C. Po vystaveni jiker teplé Sokové lazni byly jikry
vyjmuty z Sokové lazné€ a okamzité zchlazeny na teplotu 16 °C a nasledné bylo
ukonceno odlepkovani na tfepa¢ce pomoci mléka s vodou o teploté 16 °C (Obr.
12) tak, aby odlepkovéani trvalo celkem 60 minut. Po 60 minutach odlepkovani
byly jikry proplachnuty vodou ze systému o stejné teploté (16 °C), ve kterém

nasledné probihala inkubace jiker.

3.4.3. Inkubace jiker v aparatech
Priblizné¢ 80-200 kust proplachnutych jiker zkazdé skupiny, kterad

charakterizovala dany teply Sok s riznou dobou zahéjeni Soku a riznym trvanim
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spoc€itani poc¢tu nasazenych jiker. Tyto jikry byly vysazeny k samotné inkubaci
do miniaturnich plastovych inkubacénich aparati o rozmérech 200 x 100 x 150
mm sobjemem vody 3 litry a pritokem vody 1 Lm! umisténych
v experimentalnim RAS systému (Obr. 13). S celkovym objemem vody 1500
litrG vody a konstantnim priutokem kvalitni ¢isté vody, tak aby voda v kazdém
aparatu byla obménéna 2x za 60 minut. V kazdé inkuba¢ni nddob¢ byla umisténa
hadicka s ptitékajici vodou a jikry byly umistény v aparatech na jemné sit’ce
(rozméry ok 0,5 x 0,5 mm). Pfebyte¢nd voda odtékala kruhovym otvorem se
sitovinou s velikosti ok 250 pm ven z inkubacniho aparatu do zlabu k nasledné
upraveé vody do filtraci a provzdusiiovanim v ramci experimentalniho RAS, jak
tomu bylo u chladového Soku. Tim se v apardtech neustdle obménovala Cerstva
okysli¢ena voda. Inkubac¢ni aparaty byly popsany pro piesnou identifikaci dané
skupiny (podle iniciace a trvani Soku), viz. popsano vyse u chladového Soku.
Kazda skupina v rdmci kazdého teplého Soku méla 2 opakovani pfi inkubaci
oplozenych jiker. Inkubace jiker probihala pfti teploté 16 °C.

Celkové bylo u kazdého teplotniho Soku vystaveno Soktim 25 skupin (kazda
4 opakovani) s riznymi casovymi expozicemi po aktivaci gamet a riznymi
dobami piisobeni Soku. K témto skupindm byly na inkubaci pfidany i 4 kontrolni

skupiny oplozenych jiker, které nebyly vystaveny Sokové lazni.

3.4.4. Pocitani larev, lihnivost, deformita

Po pfiblizné Sesti az sedmi dnech nasledovalo lihnuti larev, po vylihnuti byly
larvy vSech skupin postupné spocitany a byla zaznamendna lihnivost (%)
spole¢n¢ s podilem malformovanych larev, tzn. deformovanych larev (%), napft.
skolidzy, lordozy a dalsi vady patefe. Po vyhodnoceni lihnivosti a podilu
deformit byly larvy fixovany v DMSO (viz nize) a Sokov¢ zamrazeny na minus
80 °C pomoci suchého ledu. Vzorky larev byly nasledné¢ vlozeny do mrazaku
s teplotou minus 80 °C. Z kazd¢ skupiny bylo po 65 dnech minimélné pouzito
20 ks a optimalné 35 ks zmrazenych larev k zjisténi ploidni urovné pomoci
pratokového cytometru — viz detailni informace nize. Po stanoveni ploidni
urovné u larev pratokovou cytometrii se vypocitalo procento diploidi, triploidi
a haploidi a celkovy zisk triploidnich larev v dané analyzované skuping.

Veskeré postupy vypocti uvedeny vyse viz. chladovy Sok.
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Obr. 14: Jikry k pocitani a naslednému nasazeni na inkubaéni aparaty (foto:

K. Trnka)

3.5. Experiment €. 3: Tlakovy Sok

3.5.1. Priprava tlakové jednotky

Byla vyuzita pfenosna tlakova jednotka z Laboratofe molekularni, buné¢né
a kvantitativni genetiky, VURH, FROV JU. Technologick4 sestava tlakové
jednotky byla zkompletovana z vysokotlakého kompresoru s pojistnym
ventilem, kterym je dodavan stlaeny atmosféricky vzduch pomoci
vysokotlakych hadic a ptes redukéni ventil do ndsobice. Ten je schopen néasledné
vytvofit pozadovany tlak v tlakové nadobé, kam byly umistény oplozené

a odlepkované jikry s vodou.
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Obr. 15: Tlakova jednotka k indukeci triploidie (foto: K. Trnka)

Obr. 16: Blizsi pohled na c¢asti tlakové jednotky (foto: K. Trnka)
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3.5.2. Oplozeni a aktivace gamet

K tlakovym Sokiim byly ziskavany jikry od dvou jikernacek. Ziskané jikry
byly zvazeny a rozdéleny do skupin podle rtizné intenzity ptsobeni tlakového
Soku. K prvnimu tlakovému Soku bylo pouzito 90 g jiker od prvni generacni
ryby, od druhé genera¢ni ryby bylo ke druhému tlakovému Soku pouzito 48 g
jiker a ke tfetimu tlakovému Soku bylo pouzito 72 g jiker od druhé generacni
jikernacky. Celkem tedy bylo pouzito 120 g jiker od druhé generaéni jikernacky
na dva typy Sokl. Pied oplozenim jiker byla provedena kontrola spermii (viz
vyse). Jikry k prvnimu tlakovému Soku byly rozdéleny do 3 experimentalnich
skupin + kontrola (jikry, které nebyly vystaveny Soku), kazdd tato skupina
spole¢né s kontrolou méla 3 opakovani. Jikry byly rozdéleny do kazdé skupiny
po hmotnosti 7,5 g jiker. Jikry v dané skupiné byly smichany s vodou 15 ml
(dvakrat vétsi objem, nez byla hmotnost jiker). Nasledné po 15 sekundach od
aktivace jiker vodou byly k jikrdm ptidany spermie od tii mlicakt (o celkovém
objemu 0,17 ml na 7,5 g jiker). Po 90 sekundach byla z jiker slita voda se
spermatem a oplozené jikry byly proplachnuty vodou a pfesunuty
k odlepkovani.

Ke druhému tlakovému Soku bylo pouzito 48 g jiker, které byly rozdéleny
do 3 experimentalnich skupin + kontrola, kazda skupina spole¢né s kontrolou
meéla 3 opakovani. Jikry byly rozdéleny do kazdé skupiny po hmotnosti 4 g. Jikry
v dané skupin¢ byly smichany s vodou 8 ml (dvakrat vétsi objem, nez je
hmotnost jiker). Nasledn¢ po 15 sekundach od aktivace jiker vodou byly
k jikrdm ptidany spermie od tif mlicdkt (o celkovém objemu 0,09 ml na 4 g
jiker). Po 90 sekundach byla z jiker slita voda se spermatem a oplozené jikry
byly proplachnuty vodou a nasledn¢ byly odlepkovany.

Ke tfetimu tlakovému Soku bylo pouzito 72 g jiker, které byly rozdé€leny do
3 experimentalnich skupin + kontrola, vSechny skupiny a kontrola mély 3
opakovani, proto byly jikry rozdéleny po hmotnostech 6 grami. Jikry v dané
skupiné byly smichany s vodou 12 ml (dvakrat vétsi objem, nez je hmotnost
jiker). Nasledn¢ po 15 sekundach od aktivace jiker vodou byly k jikram ptidany
spermie od tfi mli¢dklt (o celkovém objemu 0,14 ml na 6 g jiker). Po 90
sekundach byla z jiker slita voda se spermatem a oplozené jikry byly

proplachnuty vodou a nasledn¢ byly odlepkovany.
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3.5.3. Odlepkovani jiker pred umisténim do tlakové nadoby

Jikry candata byly ptfed vlozenim do tlakové jednotky nutné zbavit lepivosti.
Po oplozeni byly jikry odlepkovany pomoci roztoku alkalazy, tato metoda se
ukdzala jako nejlepsi a nejrychlej$i metoda odlepkovani jiker candata obecného,
napft. oproti odlepkovani v roztoku plnotuéného mlékem a vody. Dvé minuty po
oplozeni a promichani jiker se spermatem a aktivacni vodou byl k odlepkovani
vyuzit roztok alkaldzy. Bylo pouzito 1,5 ml roztoku alkaldzy, ten byl natfedén
998,5 ml 1% NaCl (20 °C) roztoku a michdn po dobu dvou minut
s odlepkovanymi jikrami, poté se jikry proplachly vodou a vlozily do tlakové
jednotky, kde byly vystaveny ur¢itému tlaku.

Obr. 17: Proplachnuti jiker po odlepkovani roztokem enzymu alkalazy (foto:
K. Trnka)

3.5.4. Pribéh tlakového Soku, inkubace jiker, pocitani larev
Aktivované a odlepkované jikry byly ptelity do tlakové jednotky. U vSech

skupin probihal Sok 5 minut po oplozeni jiker. Jikry prvni skupiny byly
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vystaveny tlakovému Soku s jednotnou hodnotou tlaku 70 MPa na 5 minut, dalsi
skupina byla vystavena stejnému tlaku na 10 minut. Tteti skupina byla vlozZena
do tlakové jednotky na 20 minut pfi stejném tlaku, tzn. 70 MPa. Kazdy tento typ
(skupina) Soku mél 3 opakovani a kontrolu.

Od vsech skupin bylo odebrano pfiblizné¢ 80-200 kusi jiker zkazdé
skupiny, ktera charakterizovala dany tlakovy Sok s rtiznou dobou trvani Soku,
tyto jikry byly pfemistény na Petriho misky a nasledné vyfoceny pro pozd¢jsi
presné spocitani poctu nasazenych jiker. Tyto jikry byly vysazeny k samotné
inkubaci do miniaturnich plastovych aparatu o rozmérech 200 x 100 x 150 mm
s objemem vody 3 litry a pratokem vody 1 mLI"! umisténych v experimentalnim
RAS systému s celkovym objemem vody 1500 litrd a konstantnim pratokem
kvalitni Cisté a okyslicené vody tak, aby prob¢hla obména vody 2x za 60
minut. Do kazdé inkubaéni nddoby pfitékala voda hadickou, jikry byly umistény
v aparatech na sit’ce (rozméry ok 0,5 x 05 mm) a piebytecnd voda odtékala
kruhovym otvorem se sitovinou s velikosti ok 250 um ven z inkubacniho
aparatu do zlabu k nasledné filtraci a provzduSnéni v rdmci pouzitého RAS.
Inkubacni aparaty byly popsany pro presnou identifikaci dané skupiny (podle
doby trvani tlakového Soku). Kazda skupina obsahovala 3 opakovani daného
tlakového Soku. Inkubace jiker probihala pii 16 °C.

Ptiblizné po 6-7 dnech byly vylihlé larvy postupné ve vSech skupinach
spocitany a byla zaznamenana lihnivost (%) spole¢né s podilem rtznych
télesnych malformaci u larev, tzn. deformovanych larev (%). Larvy byly
nasledné fixovany v roztoku DMSO - viz nize, zamrzeny pomoci suchého ledu
na minus 80 °C a poté ulozeny v mrazdku pfi dané teploté. Z kazdé skupiny bylo
po 65 dnech minimalné pouzito 20 ks a optimdlné¢ 35 ks zmrazenych larev
k zjisténi ploidni urovné na pratokovém cytometru — viz detailni informace nize.
Po stanoveni ploidni trovné larev priitokovou cytometrii se vypocitalo procento
diploidi, triploidii a haploidii v dané analyzované skuping, a také finalni zisk

triploidt. Veskeré postupy vypoctii uvedeny vyse viz. chladovy Sok.
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Obr. 18: Pteliti odlepkovanych jiker do tlakové jednotky (foto: K. Trnka)

3.6. Fixace a zamrazeni vzorki k naslednym analyzam pomoci
prutokové cytometrie
Vylihlé larvy zkazdého experimentu byly ptfed analyzou ploidie
pratokovou cytometrii usmrceny plynnym CO;  fixovany a zamrazeny v roztoku
DMSO-citratovém pufru (dimethylsulfoxid) v Eppendorfovych
mikrozkumavkach pomoci suchého ledu do teploty minus 80 °C a poté ulozeny

v mrazaku pfi teploté minus 80 °C (Hubalek a Flajshans, 2021).

3.7. Méfeni ploidni urovné pritokovou cytometrii

Larvy byly po fixaci pfeneseny do Laboratof¢ molekularni, bunécné
a kvantitativni genetiky VURH, FROV JU, kde byly podrobeny testovani
ploidni urovné na prutokovém cytometru (Partec CCA I; Partec GmbH, Miinster,
Germany). Z kazdé testované skupiny a z kontroly se testovalo nejlépe 20-35 ks
larev v ptipad¢, ze této hodnoty dosahl pocet vylihnutych larev. Tato metoda je
zaloZzena na propustnosti bunééné membrany, diky obarveni jaderné DNA
pomoci DNA-specifického barviva s naslednym métenim fluorescence vyzarené

komplexem obarvené DNA. Vysledné hodnoty ploidie se zobrazily pomoci
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intenzity fluorescence v jadrech analyzované suspenze na histogramu.
Triploidni ryby mély 1,5krat vice DNA nez ryby diploidni, proto se ryby
triploidni zobrazuji 1,5krat dale na ose x oproti rybam diploidnim (Flajshans a

kol., 2013).

3.8. Statistické hodnoceni dat

Vysledky byly analyzovany pomoci softwaru STATISTICA 12 (StatSoft
CR, s.r.0., Praha, Ceska republika) a za pomoci programu MS Excel 2023.

Pro vyhodnoceni vSech dat v této diplomové préci byla zvolena hladina
vyznamnosti p<0,05. Pro zji§téni, zda maji data normalni rozdéleni, byl pouzit
Shapiro-Wilktiv test, nasledovala jednocestnd analyza rozptylu (ANOVA)
a Tukeyho test. Pokud data nevyhovovala potiebdm parametrické statistiky, byl
pouzit Kruskalliiv-Wallistv test.

57



4. Vysledky

4.1.

Chladovy Sok

4.1.1. Chladovy Sok s 20minutovou expozici

Tab. 2: Jikry vystavené chladovému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po

dobu 20 minut
Skupina 2/20 4/20 8/20 12/20 16/20 Kontrola
11,4444,77¢ | 11,46%1,82c | 24,13+2,180 | 34,96+7,232 | 25,64+0,400 | 39,29+27,192
0 28,57+14,29a | 254255 5,36+5,360 | 5,8542,15> | 7,52+581b
0 60 0 0 0 0
100 40 96,7 100 100 100
0 0 33 0 0 0
0 6,88+0,62 0 0 0 0

U chladového soku s 20minutovou expozici bylo dosazeno triploidniho stavu

pouze u skupiny jiker vystavenych Soku 4 minuty po oplozeni jiker, kdy skupina

obsahovala 60 % triploidi, hodnota zisku triploidii byla v této skupiné 6,88+0,62
%, lihnivost byla 11,46+1,82 % a podil deformovanych larev byl 28,57+14,29

%. V této skupiné byl nalezen nejvys$i pocet triploidnich larev ze vsech

testovanych skupin chladového soku.
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4.1.2. Chladovy Sok se 40minutovou expozici

Tab. 3: Jikry vystavené chladovému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po

dobu 40 minut
Skupina 2/40 4/40 8/40 12/40 16/40 Kontrola
19,29+1,340 | 20,33+3,670 | 42,38+9,052 | 36,93+2,652 | 15,96+1,350 | 39,29+27,190
8,61+0,922 Oc Oc Oc 2,78+2,78p 7,52+5,812
0 10 0 0 0 0
100 433 100 100 100 100
0 46,7 0 0 0 0
0 2,03£0,35 0 0 0 0

Chladovy Sok se 40minutovou expozici obsahoval stejné jako u predchoziho

Soku triploidni jedince pouze u skupiny jiker vystavenych chladovému Soku 4

minuty po oplozeni jiker. Celkovy podil triploidnich larev byl pouze 10 % a zisk

triploidu 2,0340,35 %. U této skupiny bylo dosazeno lihnivosti larev 20,33+3,67

% a skupina neobsahovala zadné procento deformovanych larev.

4.1.3. Chladovy Sok se 60minutovou expozici

Tab. 4: Jikry vystavené chladovému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po

dobu 60 minut

2/60

4/60

8/60

12/60

16/60

Kontrola

16,91+5,31°

9,25+0,32¢

25,52+6,112

18,64+3,79°

16,30+1,65°

39,29+27,192
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4,55+4,552 Qb QOp Qb 2,94+2 94a 7,5245,812

18,2 16,7 0 0 0 0

773 21,7 100 100 100 100

45 55,6 0 0 0 0
3,08+0,21 | 1,550,12 0 0 0 0

U chladového Soku s 60minutovou expozici Soku bylo dosaZeno triploidnich
larev uz u dvou skupin. Nejvétsiho podilu triploidnich larev bylo dosazeno
u jiker vystavenych chladovému Soku 2 minuty po oplozeni, kdy procento
triploidii bylo 18,2 % a zisk triploidti dosédhl hodnoty 3,08+0,21 %. Lihnivost
larev u této skupiny byla 16,81+5,31 % a procento deformit u larev bylo
4,55+4,55 %. Druhého nejvétsiho mnozstvi triploidnich larev u 60minutové
expozice chladového Soku bylo dosazeno u jiker vystavenych chladové lazni 4
minuty po oplozeni. Zde bylo dosazeno podilu 16,2 % triploidnich larev, zisk
triploidu Cinil 3,08+0,21 %, lihnivost larev byla 9,25+0,32 % a tato skupina

neobsahovala zadné deformované larvy po jejich vylihnuti.

4.1.4. Chladovy Sok s 90minutovou expozici
Tab. 5: Jikry vystavené chladovému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po
dobu 90 minut

2/90 4/90 8/90 12/90 16/90 Kontrola

18,68+2,010 | 9,69+0,66c | 23,931,510 | 20,322,670 | 3,25+0,75¢ | 39,29+27,19a

Qc 23,336,672 Qc 21,39+6,39 Qc 7,52+5,810
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32 14,3 10 0 0 0

216 50 90 100 100 100
46,4 35,7 0 0 0 0
5,98%0,35 | 1,37%0,18 | 2,39+0,27 0 0 0

U chladového Soku s 90minutovou expozici Soku bylo dosazeno triploidniho
stavu larev u tfech skupin rizné¢ oSetfenych oplozenych jiker. A to u skupin
vystavenych chladovému Soku 2; 4 a 8 minut po oplozeni jiker. Nejvice
triploidnich jedinct obsahovala skupina vystavena Soku 2 minuty po oplozeni,
kdy bylo dosazeno 32 % triploidnich larev a zisk triploidi dos4hl na hodnotu
5,9840,35 %. Tato skupina byla také zaroveit druhou skupinou s nejvétSim
podilem triploidnich jedinct z chladového Soku. Tato skupina neobsahovala

z4dné deformované larvy a lihnivost larev v této skupin¢ byla 18,68+2,01 %.

4.1.5. Chladovy Sok se 120minutovou expozici
Tab. 6: Jikry vystavené chladovému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker na

dobu 120 minut

21120 4/120 8/120 12/120 16/120 Kontrola
9,51+0,08¢ | 13,751,750 | 32,27+4,092 | 8,60+0,03c | 8,14+0,27¢ | 39,29+27,192
Qc 2,5%2,5 Qc 12,5412,52 | 18,8448,732 | 7,52+5,81b
37,5 33,3 0 0 0 0
33,3 66,7 100 100 90,9 100
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29,2 0 0 0 9,1 0

3,57£0,05 | 4,58+0,25 0 0 0 0

U chladového Soku se 120minutovou expozici Soku bylo dosazeno
triploidniho stavu pouze u jiker vystavenych Soku 2 a 4 minuty po oplozeni jiker.
Skupina vystavend Soku 2 minuty po oplozeni dosdhla triploidniho stavu na
urovni 37,5 %, zisk triploidi byl 3,57+0,05 %. Zjisténa lihnivost larev byla
9,51+0,08 % a nebyly zde nalezeny zadné deformované larvy. Tato skupina na
rozdil od skupiny jiker vystavenych Soku 4 minuty po oplozeni obsahovalai 29,2
% haploidnich larev. Tteti skupina jiker s nejvétsim poctem triploidnich larev ze
vSech skupin vystavenych chladovému Soku, byla skupina vystavena Soku 4
minuty po oplozeni, kterd dosahla na mnozstvi 33,3 % triploidu, zisk triploid
¢inil 4,58+0,25 %, lihnivost larev dosahla 13,75+1,75 % a podil deformovanych
larev byl 2,5£2.5 %.

4.2. Teply Sok

4.2.1. Teply Sok s Sminutovou expozici
Tab. 7: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po dobu

5 minut

2/5 4/5 8/5 12/5 16/5 Kontrola

18,8+£9,2¢ | 16,1£7,19¢ | 18,6+3,78¢ | 23,8+2,73 16+3,04¢ 39,6+12,342

5,35+0,2° | 14,748,382 Qc 6,72+4,64° | 15,65+13,762 Qc
6,7 0 10 53 33 0
93,3 100 90 94,7 96,7 100
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1,26£0,55 0 1,86£0,21 | 1,2610,12 0,5310,11 0

U teplého Soku s Sminutovou expozici bylo dosazeno triploidnich larev
u skupiny jiker vystavenych Soku 2; 8; 12 a 16 minut po oplozeni jiker.
Nejvétsiho podilu triploidnich larev bylo zjisténo u skupiny jiker vystavenych
teplému Soku 8 minut po oplozeni, kdy tato skupina byla také v kone¢ném
vysledku druhd s nejvétsim podilem triploidnich jedinct ze vSech skupin teplého
Soku. Podil triploidti v této skupiné dosahl hodnoty 10 % a zisk triploidi €inil
1,86+0,21 %. Lihnivost larev v této skupiné byla 18,6+£3,78 %, nebyly zde

nalezeny zadné deformované larvy.

4.2.2. Teply Sok s 10minutovou expozici

Tab. 8: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut jiker po oplozeni na dobu

10 minut
2/10 410 8/10 12110 16/10 Kontrola
840,230 7,7+0,30 6+0,320 11,644,540 | 10,5+1,67 | 39,6+12,34a
5,71+571a Qob ob 7,14+7 142 | 549+3 62 0ob
20 23,3 10 4 10 0
80 76,7 90 96 90 100
1,610,11 1,7940,1 0,610,1 0,46410,05 1,05£0,1 0

U teplého Soku s 10minutovou expozici jiker bylo dosazeno triploidniho
stavu u vSech skupin oSetfenych jiker. Nejvice triploidii obsahovaly skupiny
jiker vystavenych Soku 4 a nasledné 2 minuty po oplozeni, kdy procento triploidt

u jiker vystavenych Soku 4 minuty po oplozeni bylo 23,3 %, se ziskem triploidii
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1,6£0,11 %. U skupiny jiker vystavenych Soku 2 minuty po oplozeni bylo

mnozstvi triploidii 20 % a zisk triploidi odpovidal 1,794 %.

4.2.3. Teply Sok s 20minutovou expozici

Tab. 9: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po dobu

20 minut
2/20 4/20 8/20 12/20 16/20 Kontrola
8,5+8,32b 2,8+1b 2,1+£0,480 | 4,6+1,29 5,7+0b | 39,6+12,34a
714+7 142 | 10,42+2,082 0op Qb ob op
43,8 33 9,1 33 0 0
56,2 67 90,9 96,7 100 100
3,7210,01 0,92+0,05 | 0,19%0,01 | 0,15%0,01 0 0

U teplého Soku s 20minutovou expozici Soku bylo dosazeno triploidnich larev
u vSech skupin jiker, kromé¢ skupiny vystavené Soku 16 minut po oplozeni.
Nejvice triploidnich larev bylo nalezeno u skupiny jiker vystavenych
20minutové expozici teplému Soku 2 minuty po oplozeni, kdy pocet triploidnich
larev byl 43,8 % a hodnota zisku triploidi dosdhla 3,72+0,01 %. Tato skupina
byla ve vysledné analyze skupinou s nejvétsim podilem triploidi ze vSech
testovanych skupin teplého Soku. Lihnivost larev byla 8,5+8,32 % a larvy
dosahovaly télesnych deformit 7,14+7,14 % deformit. Druhy nejvyssich podil
triploidu (0,92+0,05 %) obsahovala skupina jiker vystavenych Soku 4 minuty po

oplozeni.
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4.2.4. Teply Sok se 30minutovou expozici

Tab. 10: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po dobu

30 minut
2/30 4/30 8/30 12/30 16/30 Kontrola
2,2+1,18p 1,640,050 1,240,090 2,1+0,860 1,8+1,410 | 39,6+12,342
5,56+5,56¢ Qc 41,67+8,332 | 19,64+5,360 Qc Qc
30,8 40 0 0 0 0
69,2 60 100 100 100 100
0,68+0,01 | 0,6410,02 0 0 0 0

Teply Sok se 30minutovou expozici dosdhl navozeni triploidniho stavu pouze
u jiker vystavenych teplému Soku 2 a 4 minuty po oplozeni jiker. U jiker
vystavenych Soku 2 minuty po oplozeni bylo dosazeno 30,8 % triploidii a zisk
triploidt byl na tirovni 0,68+0,01 %. U jiker vystavenych teplému Soku 4 minuty
po oplozeni bylo mnozstvi triploidnich larev 40 % a zisk triploidt byl 0,64+0,02
%. U 30minutové expozice bylo zfetelné, ze prodlouzeni vystaveni jiker Soku

ma za nésledek snizovani podilu triploidt oproti pfedchozim kratSim expozicim.

4.2.5. Teply Sok se 40minutovou expozici
Tab. 11: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po dobu

40 minut

2/40 4140 8/40 12/40 16/40 Kontrola

0,7+0,20 1£0,03> | 0,240,150 | 1,120,480 3+0,610 39,6+12,342
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37,5+12,52 Qc Qc 7,14£7,14¢ | 19,64+5,36° Qc
0 0 50 0 0 0

100 100 50 100 100 100
0 0 0,10 0 0 0

U jiker vystavenych 40minutové expozice Soku bylo dosazeno triploidniho
stavu pouze u skupiny jiker vystavenych Soku 8 minut po oplozeni jiker. Tato
skupina obsahovala 50 % triploidnich jedincti, ale celkové pouze 0,1+0 % zisku
triploidnich larev. Tento vysledek byl zptisoben velmi nizkou lihnivosti larev.
U této skupina byla totiz zjiSténa lihnivost larev pouze na urovni 0,2+0,15 %
a nebylo zde zjisténo zadné procento deformovanych larev. Zisk triploida byl

0,1£0 %. Z téchto vysledkt Ize usoudit, ze prodluzujici se doba expozice jiker

teplému Soku vede ke snizujicimu se podilu triploidnich larev.

4.3. Tlakovy Sok

Tab. 12: Jikry vystavené tlakovému Soku 70 MPa 5 minut po oplozeni jiker po dobu 5;

10 a 20 minut

5 10 20 Kontrola
18,242,7b 11,543,650 12,8+3,00 27,5+8,92
2,5+0,72 2,0+0,52 4,0+1,0a 0+0b

25 90 95 0
70 5 2 100
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4,6%1,3 10,4£2,02 12,242,52 000

U tlakového Soku bylo dosazeno triploidniho stavu u vSech skupin jiker
vystavenych tlaku 70 MPa, kdy byly jikry vystavené tlakovému Soku vzdy 5
minut po oplozeni a na dobu 5; 10; 20 minut. Lihnivost nebyla vysokd u zadné
skupiny jiker, a to ani u kontrolni skupiny jiker, kdy jikry nebyly vystavovany
Soku. Hlavnim problém nizké hodnoty lihnivosti (%) byly nekvalitni jikry na
konci vytérového obdobi generacnich ryb candata obecného. Ale i tak lze
konstatovat, ze vyuziti tlakovych Sokt k indukci triploidniho stavu u candata
obecného dosahlo nejlepsi vysledka pii indukei triploidie.

Nejvyssi lihnivosti larev ve srovnani s kontrolou dosahla skupina jiker
vystavenych Soku 70 MPa na dobu 5 minut, kdy hodnota lihnivosti byla 18,2+2,7
%. Lihnivost larev u dalSich dvou skupin jiker byla niz$i a hodnoty lihnivosti
larev téchto skupin byly na podobné urovni. Nejvétsiho podilu triploidnich larev
doséhla skupina jiker vystavend tlakovému Soku na 20 a 10 minut, kdy skupina
jiker vystavena tlakovému Soku na 20 minut dosahla hodnoty 95 % triploidnich
larev a zisku triploidl 12,242,5 %. Druhd nejvyssi hodnota indukce triploidie
byla dosazena u jiker vystavenych tlakovému Soku na 10 minut, kdy bylo
dosazeno 90 % triploidnich larev a zisk triploidii byl tedy 10,442,0 %. U skupiny
ato 25 % a zisk triploidt byl pouze 4,6+1,3 %.

Nejvyssiho mnozstvi deformovanych larev dosahla skupina jiker, které byly
vystaveny tlakovému Soku po dobu 20 minut. Dale pak v ramci deformovanych
mnozstvi deformit bylo dosazeno u skupiny jiker vystavené tlakovému Soku na

10 minut.
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5. Diskuze

Experimenty v rdmci této diplomové prace nevykazovaly vysoké hodnoty
lihnivosti larev (0,2+0,15 % — 42,3849,05 %) jak v kontrole, tak ani
u jednotlivych skupin jiker vystavenych Sokiim. Tyto hodnoty byly
v kontrolnich skupinidch u chladového Soku 39,294+27,19 %, u teplého Soku
v kontrole 39,6+12,34 % a u tlakového Soku dokonce jen 27,5+8,9 %. Kiistan
a kol. (2018) udava primérnou lihnivost larev z kvalitnich jiker candata
obecného na trovni 60—70 %, to znamena, ze kvalita naSich jiker od genera¢nich
ryb nebyla zcela idedlni a projevila se negativné na zivotaschopnosti embryi
a nasledn¢ na lihnivosti larev. U vSech skupin, které prosly jednim z typt Soku,
doslo vzdy ke snizeni hodnoty lihnivosti larev oproti kontrolnimu vzorku.
V nasSem experimentu byl zjistén vysoky rozptyl hodnot lihnivosti larev v kazdé
testované skuping, ktery se pak projevil na celkovém vysledku zisku triploidi.
Johnstone (1985) a Malison a kol. (1993) udavaji, ze tyto rozdilné vysledky
v kazdé¢ testované experimentalni skupiné mohou byt zplsobeny praveé nizkou
kvalitou jiker (smés jiker od n€kolika samic). Garcia-Abiado a kol. (2001) také
udavaji, ze s prodluzujici se dobou zacatku Soku dochazi k postupnému poklesu
lihnivosti larev, kdy v jejich studii byly vyuzity jikry hybridniho candata S.
vitreum (jikernacka) x S. canadensis (mlicak), které byly vystaveny chladovym
Soktim s teplotou 1,2 °C, 5 minut po oplozeni na dobu expozice 120; 130 a 150
minut, kdy dochéazelo k postupnému snizovani lihnivosti larev. V naSem piipadé
dochézelo u chladového Soku spiSe ke zvySovani lihnivosti larev s prodluzujici
se dobou zacatku Soku, ale naopak tento jev vedl ke snizujicimu se podilu
triploidnich larev ve skuping, napt. 20minutova expozice jiker chladovému Soku,
4 minuty po aktivaci jiker vedla k zisku triploidnich larev na trovni 6,88+0,62
%, s lihnivosti larev 11,46+1,82 %, ale u jiker vystavenych chladovému Soku 16
minut po aktivaci jiker s 20minutovou expozici vedlo k vyssi lihnivosti larev
25,64+0,40 %, ale knulovému zisku triploidd. Zde byly nalezeny pouze
diploidni larvy. Tento jev se objevoval v celém experimentu u riznych skupin,
které byly vystaveny rtizné¢ dlouhé expozici Soku.

Dadras a kol. (2021) udava ve svém experimentu tykajici se indukce triploidie
u candata obecného pomoci chladového soku (1,0-1,1 °C), Ze se primérna
lihnivost larev snizuje s prodluzujici délkou Soku, kdy naptiklad pfi indukci
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triploidie pomoci chladového Soku 5 minut po aktivaci gamet po dobu
20minutové expozici jiker byla lihnivost 23,2 % a pii 90minutové expozici uz
tato hodnota klesla na 17,3 %. Autofi Petruzzi a Chatain (2000) v jejich
experimentu navozeni triploidniho stavu u mot¢aka evropského (Dicentrarchus
labrax) také udavaji postupnou snizujici se lihnivost larev ze 76 % na 56 %
s prodluzovanim doby Soku. V jejich experimentu byl vyuzit chladovy Sok
v rozmezi 4—7 minut od aktivace jiker s vystavenim jiker do chladové lazné
s teplotou 0—1 °C na 15minutovou az 20minutovou expozici jiker Soku. Blecha
a kol. (2016) vyuzili ve svém experimentu jikry candata obecného k navozeni
triploidniho stavu pomoci teplého Soku (teplota 29 °C a 31 °C) s zacatkem Soku
1; 3; 5; 7 a 10 minut po aktivaci jiker s pouzitim 20minutové a 40minutové
expozice Soku. Zjistil, Ze nejvyssi lihnivost ve skuping jiker vystavené teplému
Soku s teplotou 29 °C po 10 minutach od aktivace jiker, které byly vystaveny
20minutové expozici byla lihnivost larev 11,51 % a u 40minutové expozice
pouze 1,3+1,8 %. U Soku s teplotou 31 °C byla lihnivost larev z osetfenych jiker
po 10 minutach od aktivace po dobu 20minutové expozice 20+5,2 %
a u 40minutové expozice jen 18,3+7,6 %. Z téchto vyslednych hodnot Ize
usoudit, ze jednim z velice dilezitych faktort je také teplota Sokové lazné€.
V nasem pfipad¢ hodnota lihnivosti larev u teplého Soku (30 °C) s 20minutovou
expozici Soku byla nejvyssi u skupiny jiker vystavenych teplému Soku 2 minuty
po aktivaci gamet, kdy hodnota lihnivosti larev byla 8,5+8,32 % a u 40minutové
expozice byla zjiSténa nejvyssi lihnivost larev u jiker vystavenych Soku 16 minut
po aktivaci jiker a tato hodnota lihnivosti larev doséhla pouze na 3+0,61 %.

Blecha a kol. (2016) také udavaji, ze se s prodluzujici expozici jiker v teplém
Soku snizuje mnozstvi vylihnutych larev. Z naSeho experimentu miizeme s timto
faktem souhlasit, napt. pti teplém Soku s Sminutovou expozici jiker 2 minuty po
aktivaci byla lihnivost larev 18,8+9,2 % a postupné¢ dochazelo k jejimu
snizovani, kdy pfi 40minutové expozici jiker v teplém Soku 2 minuty po aktivaci
byla lihnivost larev pouze 0,7+0,2 %.

Maxime (2008) udéava, ze vyskyt deformovanych larev je Castym problémem
pfi indukci triploidie a ma negativni vliv na potomstvo, protoze vede ke zvySeni
mortality larev potazmo juvenilnich ryb béhem jejich odchovu. V naSem

experimentu napiiklad u tlakového Soku bylo zjisténo, ze s prodluzujici se
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délkou expozice Soku dochazelo ke zvySovani mnozstvi/podilu deformovanych
larev. Pfi expozici oSetfenych jiker 10minutovou expozici bylo nalezeno 2,0+0,5
% deformit vylihlych larev a u 20minutové expozice uz 4,0+1,0 %
deformovanych larev. Blecha a kol. (2016) udavaji ve svém experimentu
indukece triploidie u candata obecného pomoci teplého Soku s teplotou 31 °C, ze
se zvysujici se expozicni dobou spolecné s prodluzujici se dobou Soku od
aktivace jiker dochdzi ke sniZovani mnozstvi deformovanych larev, kdy pii
teplotnim Soku s 20minutovou expozici a za¢atkem Soku 1 minutu po oplozeni
bylo nalezeno 74,1 % deformovanych larev a pfi 40minutové expozici 1; 3; 5
a 7 minut po oplozeni nebylo zaznamendno zadné procento deformovanych
larev. V nasem piipad¢ se vysledky neshoduji a poukazuji spiSe na opacny jev,
kdy u teplého Soku s 20minutovou expozici 2 minuty po aktivaci jiker bylo
nalezeno 7,14+7,14 % deformovanych larev a u 40minutové expozice 2 minuty
po oplozeni bylo napocitano 37,5+12,5 % deformovanych larev. Tato situace se
nam projevila u chladového Soku, kdy u Soku s 20minutovou expozici 2 minuty
po aktivaci jiker bylo nalezeno 28,57+£14,29 % deformovanych larev a nasledné
s prodluzujici se dobou expozice byl zaznamenan klesajici trend deformovanych
larev.

Pifferer a kol. (2009) udava, Ze k navozeni triploidniho stavu je mozné vyuzit
rizné varianty Sokd. PouZiti zavisi nejcastéji na druhu ryby, velikosti jiker
a teploty vody, kterou ryby preferuji pii samotné reprodukci. V této praci byly
pouzity chladové, teplé a tlakové Soky k indukci triploidie u candéata obecného.
Jako nejefektivnéjsi ze vSech ziskanych vysledk byly pravé vyhodnoceny
tlakové Soky, a to i pfes to, ze ktlakovému Soku nebyly vyuzity zcela
larev. Ostatni Soky neprokazaly az tak kvalitni vysledky, jako pravé tlakové
Soky.

Z vysledkii chladového Soku v ramci této diplomové prace 1ze konstatovat, ze
nejvetsi zisk triploidnich jedinct 1ze ziskat pii 20minutové expozici Soku, ktery
byl zahdjen 2 minuty po aktivaci a byl zde zaznamenan zisk triploidli na Grovni
6,88+0,62 %. Dale znaseho experimentu chladového Soku mizeme
demonstrovat, ze s prodluzujici se dobou zahdjeni Soku od aktivace gamet

dochdzi ke snizovani mnozstvi triploidnich larev, kdy doba zahajeni Soku 12
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a 16 minut od aktivace nepfinesla ani v jedné expozicni dobé zadného
triploidniho jedince. Dadras a kol. (2021) udavaji podobny trend indukce
triploidie, kdy od expozi¢ni doby 60 minut chladového Soku bylo zaznamenéano
90minutové expozici jiker, které byly vlozeny do chladového Soku 5 minut po
aktivaci jiker bylo dosazeno 100% indukce triploidie larev candata a stejného
vysledku autofi dosdhli i u 120minutové expozice jiker, také vlozenych do
chladové lazné 5 minut po aktivaci jiker.

V ptipad¢ teplého Soku vramci této diplomové prace bylo dosahovano
triploidnich larev v riznych dobach vystaveni jiker od jejich aktivace a také
v ruznych expozi¢nich dobach vystaveni jiker Soku. Mnozstvi triploidnich larev
se snizovalo s prodluzujici se délkou doby Soku od aktivace jiker. Nejvétsiho
zisku triploidi bylo dosazeno pifi 20minutové expozici jiker vystavenych
teplému Soku 2 minuty po aktivaci jiker a tato hodnota doséhla 3,72+0,01 %,
kdy bylo dosazeno 43,8 % triploidnich larev. Blecha a kol. (2016) udava, ze je
mozné dosahnout az 100% indukce triploidie teplym Sokem pfi teploté Sokové
lazné 31 °C, kdy tohoto jevu doséahl pfi indukci triploidie pomoci 20minutové
expozice jiker teplé Sokové lazni, a to 1 a 5 minut po aktivaci jiker, tohoto
vysledku bylo dosazeno i pfi 40minutové expozici jiker Soku 1 minutu od
aktivace jiker. Rougeot a kol. (2003) dosahl 100% indukce triploidie u okouna
ticniho (Perca fluviatilis) vyuzitim teplého Soku s teplotou 30 °C, kdy jikry byly
vystaveny Soku 5 minut po oplozeni jiker na 25 minut s celkovou vytéznosti
triploidi 43+34 %. Malison a kol. (1993) u ptibuzného okouna zlutého (Perca
flavescens) udava, ze lze ziskat 66,7-100 % triploidi vyuzitim teplého Soku
s teplotou 28-29 °C, se zacatkem Soku 5 minut po oplozeni s délkou trvani Soku
10-25 minut. Teply Sok také provedli Garcia-Abiado a kol. (2001) u hybrida
S. vitreus x S. canadensis s vyuzitim teploty Soku 31 °C na 15-20 minut, se
zahajenim Soku 5 minut po aktivaci jiker, timto zpisobem bylo dosazeno podilu
triploidt na urovni 80 % a hodnota zisku triploidii odpovidala 42 %.

Tlakovy Sok vramci této diplomové prace vedl k nejlepSim vysledkiim
navozeni triploidniho stavu u candata obecného. NejlepSich vysledkd bylo
dosazeno vyuzitim tlaku 70 MPa 5 minut po oplozeni na 20minutovou

a 10minutovou expozici jiker Sokem. Pfi 20minutové expozici bylo dosazeno
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nejvétsiho podilu triploidi, a to 95 %, se ziskem triploidd 12,2+2.5 %. Druhy
nejveétsi podil triploidi byl zaznamenan u 10minutové expozice s vyslednym
podilem triploidd na urovni 90 %, se ziskem triploidi 4,6+1,3 %. Podle Malison
a kol. (1993) je mozné ziskat 50-54,4 % triploidl u okouna zlutého s vyuzitym
tlakem 62,05-75,84 MPa, kdy byl Sok zahdjen 5 minut po oplozeni jiker s délkou
trvani Soku 12 minut. Malison a kol. (2001) u Sander vitreum ve své praci
provedl tlakovy Sok na urovni 48,26-55,6 MPa, se za¢atkem Soku 4 minuty po
oplozeni a s délkou Soku 15-30 minut, kdy bylo dosazeno podilu triploidi na
urovni 72,2—-100 %, resp. zisk triploida byl 40,9—63,3 %. Garcio-Abiado a kol.
(2021) u hybrida S. vitreus x S. canadensis doséhl 100% podilu triploidnich
jedinct (s ziskem triploidti 29 %) vyuzitim tlaku 62 MPa, kdy byl Sok zahajen 4
minuty po aktivaci jiker a byl exponovan na dobu 12 minut. Klady a kol. (2021)
vyuzil tlak 48,3 MPa, 55,2 MPa a tlak 62,1 MPa k indukci triploidie candata
obecného. Nejlepsich vysledkli dosahl pfti tlaku 55,2 MPa a 62,1 MPa, kdy
v prvnim ptipad¢ dosahl 96,0+5,7 % triploidi pfi 10minutové expozici jiker
a ve druhém piipade dosahl hodnoty triploidii 97+3 % pfti 10minutové expozici.
Z jeho vysledkd Ize usoudit, Ze hodnota tlaku 46,3 MPa vedla k niz§Simu
mnozstvi ¢i podilu triploidnich jedincii.

Pfi navozeni triploidniho stavu maze dojit k riznym abnormalitdim. Jednou
z téchto moznosti je pravé vznik haploidnich jedinct (jedinci s jednou sadou
chromozoml). Tito jedinci mohou pfezit celou embryogenezi az do vykulent,
ale nasledné¢ po straveni zloutkového vacku zpravidla hynou (Arai, 2000).
Vramci této diplomové prace doSlo ke vzniku haploidnich larev pouze
u chladovych a tlakovych Sokli. Nejvice téchto haploidnich larev bylo nalezeno
u teplého Soku, a to pfi aplikaci zac¢atku Soku 4 minuty po aktivaci jiker, pficemz
nejveét§iho mnozstvi haploidd bylo dosazeno u 60minutové expozice, kdy se
procento haploidii vysplhalo az na 55,6 %. U tlakového Soku byl zaznamenan
pocet haploidl ve vSech skupinach na podobné urovni a nejméné (3 %) byly
nalezeny u skupiny vystavené Soku na 20minutovou expozici, kde byl

zaznamenan nejveétsi pocet triploidnich larev (95 %).
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6. Zavér

Hlavnim cilem téchto experimenti vramci diplomové prace bylo
zoptimalizovat indukeci triploidie u jiker candata obecného s vyuzitim teplého,
chladového a tlakového Soku, aby bylo mozné zvysit efektivitu produkce
triploidnich candatt, kterd by mohla byt nasledné vyuzivana v rybaiské praxi,
predevsim v chovu v rybni¢nich podminkach. Hlavnimi vyhodami triploidnich
ryb je jejich uplna ¢i Castecnd sterilita, kterd ma za nasledek pravdépodobné
zvyseni rustu ryb, celkové vytéznosti svaloviny a snizeni agresivniho chovani.
Z nasich vysledkl a poznatkli 1ze oznacit za uspésny predevsim tlakovy Sok,
u chladového a teplého Soku nebyly vysledky tplné dle mych predstav, hlavnim
problémem byla pravdépodobné nizka kvalita jiker ziskanych od generac¢nich
ryb.

V prvnim experimentu bylo vyuzito chladovych Sokii s vyuzitim teploty
Sokové lazné 0,5—1 °C. Z vysledkl prvniho experimentu, tedy chladového Soku
lze vyvodit, Ze nejvyssiho poctu triploidnich larev bylo dosazeno pravé diky co
nejkratsi dob¢ indukce Soku po oplozeni. Nejlepsiho vysledku dosdhla skupina
vystavena chladovému Soku s 20minutovou expozici, 4 minuty po aktivaci jiker,
kdy podil triploidnich larev byl 60 %, se ziskem triploidnich larev na urovni
6,88+0,62 %. Déle Ize konstatovat, Ze s prodluzujici se dobou expozice jiker
chladovému Soku se snizovala lihnivost larev. Vysledky chladového Soku byly
druhé nejlepsi ze vSech typt Soki.

V druhém experimentu se vyuzily teplé Soky s vyuzitim teploty 30 °C.
Z vysledkii teplého Soku lze fici, ze bylo dosahovéno triploidnich larev
kontinudln¢ u vSech skupin od 5Sminutové do 20minutové expozice, kdy byl
zacatek Soku po aktivaci jiker od 2 do 16 minut. Zisk triploidnich larev
nedosahoval vysokych hodnot. Od 30minutové expozice jiker Soku se postupné
snizovalo mnozstvi triploidnich jedincti. Nejvétsiho zisku triploida 3,72+0,01 %
doséhla skupina jiker vystavenych 20minutové expozici, 2 minuty od aktivace
jiker, kdy byl pocet triploidnich larev na urovni 43,8 %. Nejvyssi pocet lihnivosti
larev byl dosazen od Sminutové expozice jiker do 20minutové expozice jiker,
kdy zcela nejvyssi lihnivost larev (23,842,73 %) byla vyhodnocena u skupiny
jiker vystavenych Sminutové expozici Soku, 12 minut po aktivaci jiker. Mnozstvi
deformovanych larev se zvySovalo se zvySujici se dobou Soku od aktivace jiker.
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V koneéném hodnoceni lze konstatovat, ze vysledky teplého Soku byly ze vSech
nami zkoumanych typt Sokti nejhorsi.

Ve tietim experimentu byl hodnocen vliv tlakového Soku (70 MPa) na jikry
candata. Tento druh Soku se jevi jako nejlepsi ze vSech nami vyuzitych Sok,
prestoze je nutné do tlakové nadoby vlozit odlepkované jikry. Ze vSech vysledkii
Sokt mtizeme tlakovy Sok oznacit jako nejlepsi metodu indukce triploidie u jiker
candata obecného. U tlakového Soku byl problém s lihnivosti jak v testovanych
skupinéch, tak v kontrolnim vzorku, ktery neprosel tlakovou jednotkou. Proto
byly vysledné hodnoty lihnivosti po tlakovém Soku nizké. Tento problém
zpisobily nejpravdépodobnéji nekvalitni jikry. NejlepSiho vysledku dosahl
tlakovy Sok s 20minutovou expozici, kdy podil triploidnich larev byl 95 % a zisk
triploidnich larev odpovidal 12,2425 %. Je také potieba podotknout, ze se
zvysujici se dobou expozice dochazi ke snizovani lihnivosti larev a ke zvySovani
mnozstvi deformovanych larev. Hlavnim problémem tlakového Soku jsou jeho

vysoké ndklady na realizaci a na tlakovou jednotku.
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Tab. 5: Jikry vystavené chladovému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker
PO AODU 90 MINUL......eiiiiieiiieiieiie ettt et e et sebeebeeenseensees 60
Tab. 6: Jikry vystavené chladovému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker
N2 dObU 120 MINUL......oiiiiiiiiiiicre e 61
Tab. 7: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po
ODU 5 MINUL. ...ttt 62
Tab. 8: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut jiker po oplozeni na
dObU 10 MINUL.....ooiiiiiiiiitce et 63
Tab. 9: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po
dODU 20 MINUL.....ooiiiiiiiiie ettt 64
Tab. 10: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po
dObU 30 MINUL ..ottt 65
Tab. 11: Jikry vystavené teplému Soku 2; 4; 8; 12 a 16 minut od oplozeni jiker po
dODU 40 MINUL ...ttt 65
Tab. 12: Jikry vystavené tlakovému Soku 70 MPa 5 minut po oplozeni jiker po
dODU 55 10 8 20 MUNUL...eiiiiiiiiiiieeeeee ettt e e e e e e e e e eesaaeeeeeeesessssaaaeees 66
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Abstrakt

Tato diplomovéa prace se zabyva problematikou optimalizace indukce
triploidizace u candata obecného (Sander lucioperca) vyuzivajici chladové,
teplé a tlakové Soky. K navozeni triploidniho stavu larev u chladového Soku byly
oplozené jikry ponofeny do chladové 1azné o teploté 0,5-1 °C, u teplého Soku
do teplé lazné s teplotou vody 30 °C a u tlakového Soku byly oplozené jikry
vystaveny tlaku 70 MPa. Jikry pfi chladovém Soku byly Sokovany po 2; 4; 8; 12
a 16 minutach od aktivace s délkou expozi¢ni doby 20; 40; 60; 90 a 120 minut.
U teplého Soku byly jikry Sokovany po 2; 4; 8; 12 a 16 minutach od aktivace pfi
délce expozi¢ni doby 5; 10; 20; 30 a 40 minut. U tlakového Soku byly jikry
vystaveny tlaku 5 minut po oplozeni na 5; 10 a 20 minut. Ploidni troven larev
byla nasledné stanovena pomoci pritokové cytometrie. Vysledkem vsech
experimentl byla lihnivost larev (%), podil deformovanych larev (%) a mnozstvi
triploidnich larev (%) a zisk triploidd (%). Zadny z vyuzitych $okt nevedl
k navozeni 100% triploidniho stavu u vSech zkoumanych larev pritokovou
cytometrii. Nejblize se k tomuto vysledku pfiblizil tlakovy Sok s 20minutovou
expozici jiker, ktery vedl k podilu 95 % triploidnich larev a zisk triploidi
odpovidal tedy hodnoté 12,2+2.5 %. Je také potieba podotknout, Ze se zvysujici
se dobou expozice tlakového Soku dochézi ke snizovani lihnivosti larev a ke
zvySovani mnozstvi deformovanych larev. Druhych nejlepsich vysledkti dosahl

chladovy Sok. Nejhorsi vysledky byly po analyze zjistény u teplého Soku.

Kli¢ova slova: Candat obecny, triploidizace, chladovy Sok, teply Sok, tlakovy

Sok, prutokova cytometrie.
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Abstract

This thesis was aimed on optimization of induction of triploidization of
pikeperch (Sander lucioperca) using cold, hot and pressure shocks. To induce
the triploid status of the larvae using cold shock fertilized eggs of pikeperch were
dropped into the cold bath of temperature 0,5-1°C in 2, 4, 8, 12 and 16 minutes
post fertilization with shock duration of 20, 40, 60, 90 and 120 minutes. Hot
shock was induced by 30°C bath 2, 4, 8, 12 and 16 minutes post fertilization with
duration of shock 5, 10, 20, 30 and 40 minutes. Pressure shock was also tested
for induction of triploidization using pressure of 70 MPa 5, 10 and 20 minutes
post fertilization with duration of shock 5 minutes. Ploidy level was then
determineted using flow cytometry. As a result hatchability (%), share of
malformed larvae (%), share of triploid individuals (%) and yield of triploids
(%) were determined. None of the experiemental shocks have led to a 100%
share of triploids concerning the samples examined by flow cytometry. Best
result was reached via pressure shock with duration of 20minutes which resulted
with share of triploid individuals of 95% and yield of triploids 12.2 £+ 2.5%. It
must be noticed that increasing duration of pressure shock resulted in decreased
hatchability and increased share of malformed larvae. Second best result was

achieved via cold shock. Worst results were obtained via hot shock.

Key words: pikeperch, triploidization, cold shock, hot shock, pressure shock,

flow cytometry
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