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Vztah ploidie a délky stieva u karase stribritého
(Carassius gibelio, Bloch 1782)

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva problematikou vztahu ploidie a délky stieva u karase
stiibritého (Carassius gibelio, Bloch 1782). Jejim cilem je posouzeni vlivu ploidie na délku streva
vcetné otestovani souvislosti mezi délkou stieva a ptivodem. Predpokladem je, ze ploidie méa vliv na
délku stieva.

Soucasti prace jsou informace o rozsahlé problematice karase stiibrit¢ho, ktery predstavuje
nesmim¢ zajimavy zivociSny druh, jez se vymykd mnohym dosud uvadénym biologickym
dogmatim. Vedle toho se vénuje také jevu ,polyploidie”, ktery vuvodni ¢asti zdlraziuje
zevolucniho hlediska jako neopomenutelny proces. Shrnuje téz vliv polyploidie na anatomii,
morfologii a fyziologii ryb. Popisuje také metodu pifimého stanoveni plochy jader erytrocytli (Er)
z pripravenych krevnich natérii pomoci techniky pocitacové analyzy obrazu. V zavéru reserSe jsou
uvedeny nejpouZivangjsi zpusoby hodnoceni stfevni morfometrie. Soucasn€ jsou zminény dvé
pripadové studie porovnavajici vliv stupné ploidie na délku stieva u dvou akvakulturné vyznamnych
druhti. V této ¢asti jsou téz uvedeny mozné dopady polyploidie a naznaceny jeji disledky na travici
trakt.

Biologicky material pochazel ze ti{ fi¢nich lokalit (VS) na tizemi CR, povodi Odry (13 ks),
Labe (tfi Rehacka, 18 ks) a Dyje (15 ks). Do studie bylo zahrnuto celkem 46 ryb. Viem rybam byla
odebrana krev a zni byly piipraveny jednotlivé krevni preparaty. Nasledné byly ryby zméfeny
a posléze jim bylo vyjmuto stievo. Na zakladé méfeni velikosti plochy 150 jader Er byla predb&zné
urena ploidie jednotlivych ryb  vpfisluSnych VS. Pred statistickou analyzou byly
zmorfometrickych dat vypocteny relativni stfevni ukazatele (z poméru stieva a standartni
délky = RGL, a zpom¢éru stieva a délky téla = GL/BL). VSechny ziskané idaje byly statisticky
vyhodnoceny.

Na zaklad¢ testovani plochy jader Er od sebe byly odliSeny jednotlivé diploidni a triploidni
ryby s 99 % pravdépodobnosti. Uvniti téméf plné diploidnich VS bylo odhaleno celkem pét
triploidnich ryb s 99 % pravdépodobnosti. Mezi diploidnimi a triploidnimi jedinci byl na zékladé
vSech provedenych analyz potvrzen statisticky vyznamny rozdil v délce stfeva s95% (99 %)
pravdépodobnosti. Ploidie méa tedy vliv na délku stieva. Vliv ptivodu na délku stfeva nebyl
u diploidniho karase stiibfit¢ho nalezen. Zavérem byl v této praci pro podobné studie navrzen

spolehlivéjsi ukazatel nez RGL, a to parametr GL/BL.

Kli¢ova slova: Carassius gibelio, plocha, erytrocyt, stupen ploidie, stfevo, morfologie, ryba,

ichtyologie, invazivni druh



Relationship of Ploidy and Length of Intestine in Prussian Carp
(Carassius gibelio, Bloch 1782)

Summary

This thesis deals with the relation between ploidy and length of intestine in Prussian carp
(Carassius gibelio, Bloch 1782). Its aim is to assess the impact of ploidy of the length of the
intestine, including testing the connection between the length of the intestine and origin.

A prerequisite is that the ploidy affects the length of the intestine.

Part of the work is extensive information on the issue of Prussian carp, which is a very
interesting species that defies many, yet claimed biological dogmas. In addition, also deals with the
phenomenon of "polyploidy", which emphasizes in the introductory part of an evolutionary process
as indispensable. Also summarizes the impact of polyploidy on anatomy, morphology and
physiology of fish. It also describes the method for the direct determination of surface nuclei
of erythrocytes (Er) from blood smears prepared using techniques of computer image analysis.
In conclusion, research indicates most widely used methods for evaluation of intestinal
morphometry. A mentions two case studies comparing the effect of ploidy levels of the length
of intestine in two major aquaculture species. In this part, also referred to the possible effects

of polyploidy and suggests its implications for digestive tract.

Biological material derived from three river locations (VS) in the Czech Republic Odra
River Basin (13 pcs.), Labe (pool Rehacka, 18 pes.) and the Thaya (15 pes.). The study included
atotal of 46 fish. All fish were bled and it was prepared by the individual blood preparations.
Subsequently fish were measured and then they were eviscerated. By measuring the nuclear surface
area of 150 Er was preliminarily determined ploidy individual fish in the respective VS. Before
statistical analysis, morphometric data were calculated relative intestinal indices (the ratio of guts and
a standard length = RGL, and from the ratio of the intestine and body length = GL/BL). All the data

were statistically analyzed.

Based on testing nuclear surface areas of Er were distinguished from each individual diploid
and triploid fish with 99 % probability. Inside almost fully diploid VS was revealed five triploid fish
with 99 % probability. Between diploid and triploid individuals was based on all performed analyzes
confirmed statistically significant difference in the length of the intestine with 95 % (99 %)
probability. Ploidy thus affects the length of the intestine. Influence of length of gut with origin at the
diploid in prussian carp not found. Finally, for similar studies, this work was designed more reliable
indicator than RGL, and this parameter GL/BL.

Keywords: Carassius gibelio, area, erythrocyte, ploidy level, intestine, morphology, fish,

ichthyology, invasive species
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1 UVOD

Je znamo, ze triploidni ryby vykazuji jisté odliSnosti spojené se zvySenym stupném
ploidie. A¢ byly prokdzany zmény na trovni témef vSech organovych soustav, spocivajici téz
ve snizeném poctu bunck kvuli jejich vétsi velikosti, fyziologie triploidnich ryb je ziejmé
v disledku této kompenzace velmi podobna. Triploidie vSak vyrazné€ ovlifiuje rozmnozovaci

soustavu, protoze byva spojena se sterilitou a produkci aneuploidnich gamet.

Tato skute¢nost obecné¢ nahrava rychlej§imu rastu triploidnich jedincl oproti
diploidim, proto je tento ploidni stav v akvakultufe cilen¢ indukovan. Karas sttibfity, ale
vlastni unikatni dvoji zpiisob reprodukce. Tato vlastnost spolu s jeho zna¢nou odolnosti
a toleranci hypoxie, ma zésadni vyznam ve vysledné kompetici o potravu a prostor s dal$imi
druhy ryb. Bezesporu vSichni karasi jsou asijského piivodu. Do Evropy byly sladkovodni ryby
r. karas introdukovany z Asie hned né¢kolikrat. Pravé tyto formy maji mit negativni vliv na

evropské fi¢ni systémy.

Zavleceny triploidni biotyp k. stfibfitého, ktery se klondln€ rychle namnozil a obsadil vétSinu
vhodnych stanovist, tak pfedstavuje znacnou hrozbu pro nativni ichtyofaunu. Béhem své
pisobnosti na uzemi CR znasich vod vytlagil diive b&zné druhy kaprovitych ryb, lina
a karase obecného. Negativni dopad méa na rybni¢ni chov kapra, se kterym uspésné

hybridizuje.

Diplomové prace ovefuje vliv ploidie na délku stiev u k. stiibfit¢ho. Obecnym
predpokladem je, Ze by se délka stiev mezi jedinci riazné ploidie méla lisit. To vyplyva z dvou
nedavnych studii zabyvajicich se touto oblasti. Je ale znamo, Ze triploidni ryby vykazuji
v jednotlivych vlastnostech zna¢né mezidruhové rozdily. A to, jak v negativnim, tak

1 v pozitivnim slova smyslu.



2 VEDECKA HYPOTEZA A CIL PRACE

e Hypotéza HO: Ploidie ma vliv na délku stieva. Mezi diploidnimi a triploidnimi jedinci
bude nalezen statisticky vyznamny rozdil v délce stieva. Existuje vliv ploidie na délku

stfeva.

e Hypotéza HA: Ploidie nemé vliv na délku stfeva. Mezi diploidnimi a triploidnimi
jedinci nebude nalezen statisticky vyznamny rozdil v délce stieva. Neexistuje vliv

ploidie na délku stfeva.

Cilem diplomové prace je posouzeni vztahu mezi délkou stfeva a ploidii u karase

stiibfitého vCetné zhodnoceni souvislosti délky stieva s plivodem.



3 LITERARNI RESERSE
3.1 Fenomén polyploidie spojeny s unisexualni formou reprodukce

Sexualni reprodukce, ktera vznikla zhruba pfed jednou miliardou let (Bytyutskyy
et FlajShans, 2011) je u zivocichll univerzalni zplisob rozmnozovani i pies dvojndsobné
naklady vici reprodukei unisexuélni (produkce samcit). Dochazi pfi ni k tzv. genomové diluci
(Zhang et al., 2015), a na vzniku kazdého nového jedince se geneticky rovnocenné podileji
oba rodic¢e v poméru 1:1 (Kalous, 2013). Tato kombinace parentalnich genomi je uskutecnéna
mechanismem meiodzy, ktery se evolu¢né vyvinul spolu s pohlavnim zpiisobem rozmnozovani
(Flajshans et Rab, 2013). Tento proces je také oznacovan jako redukéni déleni ¢i meiotické

zrani.

Vétsina zvifat md duplikovanou sadu chromozomi, 2n a je oznafovéna za biologicky
diploidni. Zminény proces meidza, zahrnujici dvé po sob¢ jdouci jaderna déleni, ale pouze
jeden cyklus replikace DNA, zajistuje vyvoj snizenych (haploidnich) gamet s polovi¢ni sadou
chromozomt, tedy In. Jinymi slovy, od kazdého homologniho chromozomu je v kazdé nové
gamet¢ pritomnd pouze 1 kopie. Timto zplsobem, je po syngamii samc¢iho a samiciho
pronukleu, spolu se vznikem diploidni zygoty, obnoven exaktni pocet chromozomi
a znovunastolen diploidni (2n) stav nového organismu v kazdé generaci (FlajShans et Rab,

2013; Zhang et al., 2015).

Dtivodem uspéchu sexualni reprodukce je evoluéni vyhoda rekombinace genomt obou
rodici. Tim jsou poskytnuty nové genetické varianty a genotypové kombinace, které
prostfednictvim specifickych mechanismi usnadfuji opravu poSkozené DNA, odstrainuji
Skodlivé mutace a pifindSeji adaptivni potencidly pro promeénné prostiedi. ZjednoduSene,
sexualni reprodukce je efektivni zplsob, jak zajistit stabilitu genomu a vytvofit genetickou
diverzitu. Navic v evoluénim horizontu zaru€uje sexudlné se mnoZicim druhiim dlouhou

Zivotnost (Zhang et al., 2015).

Naproti tomu, asexudlni vyvojové linie bez funkéni meidzy, byly obecné povazovany za
ekologicky netspésné a v evoluénim kontextu kratkodobé. A to, pravé z divodu absence
genetické rekombinace a akumulace Skodlivych mutaci v disledku tzv. Miillerovy rohatky,
ktera byla zaroven navrzena jako teorie vysvétlujici vyvoj sexu (Avise, 2015; Dawley, 1989;

Gui et Zhou 2010; Zhang et al., 2015).



Nejisté evolucni postaveni unisexualnich zvifat mé& podporovat i nezbytna potieba
dobrého demografického vyvoje. Pii némz nesmi vytlacit své sexualni ptibuzné natolik, aby
tim zpusobili vlastni extinkci (Avise, 2015). Ptesto, u nékterych obratlovell bylo odhadem
tempa mutaci, odhaleno necekané staii presahujici vice nez jeden milion let. NejstarSimi
unisexualnimi obratlovci jsou mloci r. Ambystoma, kteti vznikli pied 2,4 — 5 mil. let (Gui
et Zhou, 2010). Proto byl tento paradox, i pfes zpochybniovani tohoto véku max. stafim
60 000 generaci (Avise, 2015), evolu¢nimi genetiky popfen (Zhang et al., 2015), a zdanlivy

rozpor teprve ¢eka na ,,plné* objasnéni (Gui et Zhou, 2010).

Je vSak jisté, Ze klonalni linie pravdépodobné vznikaly a zanikaly po celou dobu dlouhé
evolucni historie Supinatych plazti a ryb. Ackoli se zda, ze je klonalita u obratlovct
biologickou aberaci, asexudlni jevy jsou u nich pomérné rozsitené a nckteré klony ¢i
hemiklony byly v evoluci pfinejmensSim mirné Gspé$né. Téz stoji za zminéni, Ze Castecné
klonalni linie mohou vznikat v rdmci smiSenych systémil pafeni, a Ze n€které unisexualni linie
jsou ve skutecnosti kvazi-sexualni nebo hemiklondlni, coz naznacuje evolu¢ni vyznam

rekombinace i v asexudlni fi$i (Zhang et al., 2015).

Atypicka, asexudlni reprodukce, stejné jako samotny asexudlni druh, jsou €asto spojovani
s fenoménem polyploidie (Gui et Zhou, 2010; Kalous, 2013). Polyploidie, jinak zndsobeni
poctu chromozomovych sad, téZ genomova multiplikace vSak v tomto ohledu, predstavuje
neobycejné dulezity, relativné vzacny, evolucni mechanismus. Nejenze zvySuje genetickou
diverzitu, ale vyznamné pfispiva k diverzitifikaci a speciaci, u rostlin i zvifat (Flajshans
et Rab, 2013; Suda, 2009; Van de Peer et al., 2003). Castgji se vyskytuje u rostlin, piesto lze
pomérné velky pocet polyploidl nalézt i u zvitfat mezi bezobratlymi, rybami, obojzivelniky
aplazy (Luo et al., 2014). Senzaci byl nalez polyploidnich hlodavcl, osmaka poustniho

a slaniStniho, protoZze se soudilo, Ze u savci neni tento jev slucitelny se zivotem (Suda, 2009).

Nicméné i1 zdravy jedinec obsahuje tkané tvofené polyploidnimi buiikami napf. v jatrech.
S ptihlédnutim na evolu¢né polyploidni ptivod velkého mnozstvi organismt, 1ze konstatovat,
ze je zivot z velké ¢asti polyploidni fenomén (Suda, 2009). V tomto ohledu je ovSem dulezité
mezi sebou nezaménovat polyploidii evoluéni a biologickou. Prvné jmenovanou je tieba
chéapat pouze ve fylogenetickém vyznamu. Kazdy organismus, ktery vykazuje diploidné —
haploidni cykly v kazdé generaci, je totiz biologicky diploidni. A to, bez ohledu na pocet

chromozomt a obsah DNA v jadte, tedy nehled¢ na evolu¢né ploidni stav genomu. O velkém



vyznamu tohoto biologického jevu, svéd¢i 1 pomérné nendrocné experimentalni vyvolani
polyploidnich stavll u ryb, které lze s Gspéchem vyuzivat v akvakulture (FlajShans et Réb,

2013).

Tento jev vznikad jako vedlejsi efekt biotickych nebo abiotickych procestu (Flajshans
et Rab, 2013). Obecné znamena ptitomnost vice nez dvou tj. tii a vice chromozomovych sad
v bunééném jadie. A umoziuje vyskyt uréitych procest, jako jsou chromozomové piestavby,
uspavani gend, rekombinace aj. (Bytyutskyy et Flajshans, 2011). Pokud jsou pfitomny tfi
sady, jedna se o triploidii (3n), pii ctyfech o tetraploidii (4n), pii Sesti o hexaploidii (6n) atd.
(Suda, 2009). RozliSujeme dva typy polyploidie: allopolyploidii, ke které dochazi pfi
mezirodové ¢i mezidruhové hybridizaci, kombinaci dvou nebo vice genomu (zmnoZzeni celé
heterospecifické sadky chromozomil) a autopolyploidii, kdy nastavd genomové zdvojeni
v ramci jednoho druhu nebo populace (multiplikace celé homospecifické sady chromozomt),
a to jak v lichych, tak i v sudych nasobcich (Flajshans et Rab, 2013; Luo et al., 2014; Suda,
2009).

Do polyploidniho stavu se bunétné jadro, respektive organismus dostdva procesem
zvanym polyploidizace. Polyploidizace je dynamicky proces, pii némz mohou byt starobylé
polyploidiza¢ni udalosti zkomplikovany dalsi karyotypovou evoluci a novéjsi uddlosti mohou
vést k nékolika ploidnim urovnim u jednoho druhu (Bytyutskyy et Flajshans, 2011). Jestlize
k mechanismtiim ptisobicim polyploidni stavy dochdzi ptirozené, tj. bez zasahu ¢loveka, jedna
se o spontanni polyploidii. K autopolyploidii mohou vést nékteré poruchy gametogeneze,
poruchy procesu oplozeni a starnuti ovulovanych oocytt, ale u ryb je pomérné vzacna. Bézna
je u nich allopolyploidie pochazejici z mezidruhové hybridizace. Vysledky téchto spontannich
polyploidiza¢nich udalosti se mohou fixovat v evoluci a vést ke vzniku novych taxont (druh,

rodd, linii, ¢eledi atd.) evolu¢né polyploidniho ptivodu (FlajShans et Rab, 2013).

Nésledkem hybridizace mezi sexudlné se rozmnozujicimi rodiovskymi druhy jsou
reprodukéni odchylky, spoc¢ivajici ve zmeéné normalniho bisexudlniho typu rozmnoZovani na
nektery typ rozmnozovani asexudlniho (gynogeneze, hybridogeneze, kleptogeneze). Vlivem
specifickych kombinaci genomt odliSnych druhti, totiz u hybridi dochdzi ke zméndm
v meiotickém déleni a k posunu poméru pohlavi obvykle smérem k sami¢imu (Dawley, 1989).
Takto vzniklé samice jsou v dospélosti schopny se déale rozmnoZovat, avSak produkuji
neredukované diploidni gamety (Kalous, 2013). Cést znich vytvoii po stimulaci spermif

klonalné se mnozici potomky (nerekombinuji genom), ale u ¢asti dojde k zaclenéni genomu
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spermie a tim ke vzniku triploidie (FlajShans et Réab, 2013). Takové hybridni polyploidni
komplexy mohou skutecné predstavovat vyvojové slepé ulicky (Bytyutskyy et Flajshans,
2011), ovSsem po této polyploidizaci, nasledované asexualitou, mize nastat opacny proces
diploidizace. Tim je obnoveno bisexudlni rozmnozovani u nov¢ vzniklého polyploidniho
druhu. Hybridni polyploidni forma pak pfedstavuje mozné piechodné stadium adaptivni

despeciace (Flajshans et Rab, 2013).

Klonalni biotyp, je schopen se po naleznuti svého mista ve vhodném prostiedi rychle
namnozit, a tim pfevladne v populaci vici jedincim se sexudlni formou reprodukce.
Prosttednictvim tzv. triploidniho mostu miize v hybridnim asexualn¢ se mnozicim komplexu
vzniknout novy tetraploidni druh se sexudlni reprodukci. Tito jedinci vznikaji splynutim 3n
hybridni jikry se spermii dalSiho druhu tzv. pfidanim genomu. Vzicnym generovanim
tetraploidnich sexudlné se mnozicich jedinci pravdépodobné vznikd novy druh s evolucné
tetraploidni Grovni, ktery si dale poc¢ina jako diploidni, pficemz haploidni Girovenl jeho gamet

odpovida diploidni trovni ptedka (Flajshans et Réb, 2013).

Tento pfechod od unisexudlni reprodukce smérem k pohlavnimu rozmnozovani se
zvySenim stupné ploidie, 1ze pravdépodobné aplikovat i na situaci v rodé€ karas (Carassius).
Pficemz opakovanim tohoto procesu dochdzi k dalSimu zvySeni ploidie (az po dnes zatim
nejvyssi znamy triploidni derivat evoluéné hexaploidni urovné, osmana tibetského, kde
2n = 446, ktery je dokladem tii takovych cykll). Tim pravdépodobné existuje kauzalni vztah
mezi hybridizaci a zvySenim ploidni Grovné, k némuz dochézi v ramci polyploidizace nejen

v evoluci genomu ryb, ale téZ rostlin ¢asto (FlajShans et Rab, 2013; Suda, 2009).

Jak jiz bylo naznaceno dfive, unisexualni druhy a polyploidie byli dlouho povazovani
za nedulezitou slozku evoluce genomu obratlovct. S odkazem na Miillera, se usuzovalo, Ze
vyvinuty mechanismus determinace pohlavi je piekdZkou pro vznik polyploidnich druht
u bisexualnich zvitat, a vede akordt ke zrodu evolu¢né slepé ulicky v podobé 3n jedinct
(Bytyutskyy et Flajshans, 2011). V tomto ohledu, polyploidizace u zvifat skute¢né naruSuje
sexualni determinaci a rozvoj viz hybridizace. Opakujici se polyploidizacni udalosti, ale bez
debat pfispély k evolucnimu uspéchu obratlovcti (Luo et al., 2014). Na pocatku jejich

evolu¢niho vyvoje byla odhalena tii kola celogenomové duplikace (Flajshans et Rab, 2013).

Tyto tii epizody jsou dnes znamé jako tzv. 3R hypotéza (blize Van de Peer et al., 2003).

Prvni z nich se odehréla pii vzniku obratlovct, druha pii zrodu cCelistnatcti (Gnathostomata)



aposledni pfi vzniku kostnatych ryb (Teleostei), po jejich oddéleni od piedkli dneSnich
jesetert (Acipenser), veslonost (Polyodon) a kostlini (Lepisosteus, Atractosteus). Navic,
vyzkum zabyvajici se genovymi synteniemi stanovil pravdépodobny haploidni pocet
chromozomu u protokaryotypu obratlovcti (n = 11), protokaryotypu ctvernozcu (n = 18)
a protokaryotypu kostnatych ryb (n = 12). Kromé toho, tyto hypotetické rekonstrukce
odpovidaji pomérim nalezenym ve skutecnosti a potvrzuji 3R hypotézu (FlajShans et Rab,

2013).

Znacna abundance Teleostei, se tak zda byt v pfi¢inné souvislosti s t€émito starobylymi
polyplodizacnimi udalostmi (Flajshans et Rab, 2013). Duplikované geny totiz ptfedstavuji
material nezbytny pro evolu¢ni diverzitifikaci (Van de Peer et al., 2003). Znamé ptipady
evolucni polyploidie u ryb se nepravidelné¢ vyskytuji u pficnoustych (Chondrichthyes),
auobou zdkladnich evolucnich vétvi ryb, tedy nasadcoploutvych (Sarcopterygii)
anejpocetnéjsi dnes existujici skupiny — paprskoploutvych (Actinopterygii). Blize viz

Flajshans et Rab (2013) a obrazek ¢. 1.



Obrazek ¢. 1. Vyskyt polyploidie u ryb.

Ptevzato od Leggatt et Iwama (2003).
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3.2 Triploidie

3.2.1 Vlastnosti triploidu

Triploidie je stav, pii kterém somatické bunky obsahuji tii sady chromozomi
(konspecifickych nebo heterospecifickych) misto béznych dvou sad u diploida, jez vyplyva ze
zmény zivotniho prostfedi nebo hybridni stabilizace. Pfirozeny vyskyt triploidi v rybich
populacich, je zptisoben piilezitostnou retenci druhého polarniho téliska v oplodnéné jikie

(Maxime, 2008; Tiwary et al., 2004).

V disledku vyssiho obsahu DNA jsou jadra bunék u 3n jedinct vétsi nez jadra bunék
2n jedinct (Kalous et Petrtyl, 2004). Kvuli udrzeni karyoplazmatického (cytonuklearniho)
poméru to znamend, ze bunky vétSiny organti (mozku, sitnice, ledvin, jater, varlat, vajecniki)
a tkani (krev, chrupavky, svaly, epitel) jsou u triploidi vétsi nez ty, u jejich diploidnich
protéjski (Maxime, 2008). Na druhé strané, pokud jsou porovnadvani dva stejné velci jedinci,
jeden diploidni a druhy triploidni, logickym zavérem je, Ze v téle triploidniho jedince je bun¢k

méné (Kalous et Petrtyl, 2004).

Snizeny pocet bunc¢k organti a tkdni ve srovnani s diploidy, nasvédcuje tomu, ze
velikost bunck zlstava prakticky stejnd jako u diploidni ryby (Maxime, 2008). Tato redukce
muze mit ovSem vliv na rizné fyziologické procesy. Naptiklad, naroky na kyslik jsou
u triploidnich jedinct vyssi (Kalous et Petrtyl, 2004). Pro polyploidni jedince se proto bézné
uvadi, Ze se zvétSujicim se objemem bunécéného jadra se zvétSuje i objem builky, cozZ je

spojeno s redukci poctu bunék v piislusné tkani (Vetesnik et al., 2004).

3.2.1.1 Hematologie

Bunééné a jaderné rozméry erytrocyti jsou s rostouci hladinou ploidie vyrazné
navysSeny. Toto zvySeni bunécné velikosti, je vSak s rostouci urovni ploidie kompenzovéano
umérnym poklesem poctu Er, ¢imZ se udrzuje konstantni hodnota hematokritu pro urcity druh.
Zvysena velikost Er vlivem ploidie je nésledovana vy$§im obsahem hemoglobinu na buniku
(Tiwary et al., 2004; Vetesnik et al., 2004), ale celkovd hladina hemoglobinu ukazala
urtznych druht triploidnich ryb variabilni vysledky. Dalsi rozdily ve fyziologickych
parametrech krve nebyly vyznamné odliSné. Pouze jednou byla feSena rychlost obnovy
spotfebovaného kysliku a osmolality po zatézi ve prospéch 3n (Tiwary et al., 2004). Obcas
uvadény nizsi obsah Hg u triploidii souvisi pravdépodobné s umélou indukci triploidie. Na
zakladé¢ hematologickych parametri mize byt pro triploidni jedince jinych druhii ryb
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stanovena niz8i oxygenacni kapacita krve a niz$i troven nespecifické imunity ve srovnani
s diploidy. To vSak neplati pro karase stiibfitého, ktery vynika pravé svou odolnosti a vysokou

toleranci k hypoxii (Vetesnik et al., 2004).

3.2.1.2 Sterilita

Triploidi jsou obecné povazovani za sterilni, kviili nerovnomérnému meiotickému
déleni tii sad homolognich chromozomi pii gametogenezi. Triploidie vede téz
k nedostate¢nému vyvoji gonad, a pokud triploidi produkuji gamety, jsou obvykle aneuploidni
(Flajshans et Rab, 2013; Tiwary et al., 2004). Existuji vSak reproduk¢ni vyjimky napiiklad
v allopolyploidnich hybridnich komplexech, kam mimo jiné spadd i rod karas (Flajshans

et Rab, 2013).

Z obecné hypotézy sterility triploidi vychazi vysvétleni jejich lepSiho rustu. Diploidi
totiz spotiebuji Cast piijaté energie z potravy na vyvoj gamet, zatimco triploidi tuto energii
pouziji na télesny rist, coz se odrdzi i na lepsi kvalité¢ masa (FlajShans et Rab, 2013; Tiwary
et al., 2004). Lze tak fici, ze sterilita chrani somaticky rust, preziti a kvalitu masa (JUT) od
negativnich G¢inkdi pohlavniho dospivani (Maxime, 2008). Vysledky uzitkovych vlastnosti
triploidd (r@st, pteziti, jate¢na vytéznost, zbarveni svaloviny, % vody a tuku v mase, sloZeni

AK a MK atd.) jsou vSak velmi riiznorodé¢ (Flajshans et Réb, 2013).

Z endokrinologického hlediska, souvisejici nizkd aktivita GnRH u triploidnich ryb
muze byt dusledkem absence stimulace pozitivni zpétnou vazbou skrze pohlavni hormony
a/nebo vysledkem sniZené citlivosti senzorickych bun¢k na environmentalni podnéty, zminéné
niZe. VSeobecné, triploidni samice riznych druhti ryb vykazuji nizké hladiny gonadotropinu
a pohlavnich steroidli. Diky tomu maji nizkou biosyntézu vitellogeninu (Tiwary et al. 2004).
Na rozdil od samic, 3n samci vétSiny druhti vlastni normalni hladiny pohlavnich hormont
a obecné maji vEétsi gonadalni rozvoj varlat nez samice, u kterych byvéa vyvoj ovarii obvykle
vice postizen. Pies poSkozeny mechanismus meidzy, se mohou varlata triploidnich samct
vyvinout do normalni velikosti s pIné¢ funk¢énimi steroidogennimi bunikami (Flajshans et Rab,

2013; Tiwary et al., 2004).

U nékterych druhd, ale byly zaznamenany poruchy gonadalniho vyvoje nebo navzdory
dobfe vyvinutym varlatim u nich nebyly pozorovany zadné zral¢ spermie. Pokud ano, byly
morfologicky abnormalni (Tiwary et al., 2004). Tato Gplné funkéni sterilita — nulova produkce

spermii se tykd nékterych vyznamnych akvakulturnich autotriploidii. Vzhledem ke zminéné
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potencialni plodnosti samct nékterych druht ryb, ale triploidie neznamena 100 % sterilitu
Flajshans et Rab, 2013; Maxime, 2008). Za naruseny vyvoj oocytl miize ziejm¢ meiotické
selhdni a nedostatecna syntéza vitellogeninu. Jinymi slovy, u obou pohlavi 1ze pozorovat
zhorSeny vyvoj gamet, piicemz triploidni ryby vlastni zvlastni hypotalamo-hypofyzo-
gonadovou osu, kterd je triploidii afektovana na kazdé urovni endokrinni hierarchie (Tiwary

et al., 2004).

3.2.1.3 Riist

Literatura o mife ristu triploidnich ryb je neprikazna, protoze si vysledky casto
protife¢i. A to dokonce 1 mezi jedinci stejného druhu, chovanymi za podobnych podminek.
Ristovy vykon je tedy velmi proménlivym faktorem (Maxime, 2008; Tiwary et al., 2004).
Obecnym tvrzenim je, ze by triploidi méli rust rychleji nez jejich diploidni protéjsky, protoze
jsou jejich geny pocetnéjsi (33 %), jejich jadra a bunky jsou vétsi a obvykle u nich neni
odklonéna 74dnéd energie z ristu do produkce gamet (Maxime, 2008). Riistova schopnost
triploidti je druhové specifickd a jak bylo zminéno, i v ramci druhu se muaze lisit. Zalezi
napiiklad na kvalit¢ jiker pfi indukci (Flajshans et Rab, 2013). Uvadi se, ze dynamika ristu
svalovych vldken je triploidii kladn€ ovlivnéna, vzhledem ke kompenzaci snizeného poctu
bunck zvysenou mirou hypertrofického ristu, ktery ovSem ve vysledném porovndni 2n s 3n

muze byt asto podobny (Maxime, 2008).

Ohledné¢ podobného rlstu, stoji za zminku také postreprodukéni kompenzaéni rist
vlivem anabolického efektu steroidl u 2n, coZz miZe ristovou vyhodu 3n snizit. Faktem je, Ze
1 u 3n ma do obdobi pohlavni dospé€losti dochdzet k 10 — 15 % rlistové depresi, ale 1 pres
zminény kompenzacni rast 2n po dosazeni pohlavni zralosti se uvadi, ze 3n rostou
0 10 — 30 % rychleji nez jejich 2n prot&jsky. Kromé dospivani, mohou byt dal§imi faktory
ovlivitujici rist mezidruhovd a vnitrodruhova kompetice, typ Soku pouzity k indukci
a vzhledem k nize zminénému chronickému stresu u triploid také suboptimalni podminky
chovu. Zalezi tak na teploté vody, jejim nasyceni O, a hustoté¢ obsadky (FlajShans et Rab,

2013).

Triploidni samice, mohou obcas kromé lepsi svalové pigmentace vykazovat vyssi
ukladéani viscelarniho tuku (Tiwary et al., 2004), ackoli vétsi mnozstvi jak svalovych, tak
utrobnich lipida bylo nékterymi studiemi vyvraceno. Nicméné, s mezidruhovymi rozdily byla

prokazéana ploidni zavislost slozeni MK (Maxime, 2008).
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3.2.1.4 Chovani

Zda se, ze chovani triploidu je vlivem snizeného poc¢tu bunék v CNS a snizené hladiny
hormonti téz ovlivnéno. To zpisobuje niz§i schopnost reaktivity na stimuly zivotniho
prostiedi, coz mlize vést k expresi abnormalniho chovani u triploidnich ryb, jako jsou snizena

agresivita a omezené vnimani podnéta (Tiwary et al., 2004).

3.2.1.5 Vitalita a zdravi

Mezi vlastnostmi triploidli, nelze nezminit také skuteCnost, ze je triploidie
v negativnim ohledu Casto spojovana s piredpokladem kosternich a anatomickych abnormalit
¢1 malformaci (napt. syndrom deformace dolni Celisti, snizeny pocet obratlt aj.). Ackoliv, se
odolnost triploidii vic¢i ndkazdm, zda byt vyssi (mezidruhovi hybridi mivaji vétsi spektrum
paraziti pifi menSim promoieni) ¢i podobnd 2n, v nékterych piipadech byla vyslovena
moznost vét§i nachylnosti 3n (Maxime, 2008). Kazdopadné u nékterych ndkaz, triploidi

ptedstavuji nezadouci riziko pfenasecstvi.

Triploidni ryby mohou pfilezitostné vykazovat zvySenou stresovou citlivost zejména
na chronicky stres (vysokd biomasa, Spatna kvalita vody s nizkym O,), pravdépodobné
v disledku nizsi tolerance hypoxie. Navic, pfi vysokych teplotach maji zfejmé narusenou
schopnost uchylit se k anaerobnimu metabolismu, ale konfliktni vysledky opét brani uzavieni
tématu citlivosti triploidl ke zvyseni teploty, stejné jako schopnosti osmoregulace predevsim
u smoltifikacnich druhli. Naopak v pozitivnim slova smyslu, maji 3n ryby pravdépodobné
sniZzenou karcinogenezi a triploidie u nich signifikantné¢ koreluje se zvySenou rychlosti
regenerace ploutvi (prokazano u 3n obojzivelnikll), pfi¢emZ mozna vykazuji i relativné vyssi

syntézu proteinti opet v diisledku snizeného poctu buné¢k (Maxime, 2008).

3.2.1.6 Shrnuti

Fyziologie triploidnich ryb se zda byt, v mnoha aspektech velmi podobné té diploidni
iptes zakladni biologické rozdily v cytologii a reprodukci (Maxime, 2008). Vzhledem
k tomu, ze triploidni ryby maji nékteré abnormalni fyziologické funkce, predstavuji jedinecny
potencial pro objeveni novych biochemickych a molekularnich mechanismi, véetné nastinéni

jejich evoluce (Tiwary et al., 2004).

Funkéni disledky triploidie (sniZzeného poctu bunék), ale byly jesté kolem milénia Spatné

nebo nedostatecné studovany, a jsou omezeny pouze na vybrané oblasti (hematologii,
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reprodukci, rist a vyuziti O,). Fyziologické kapacity vSech organovych soustav, ovSem
vychézi pravé z bunééné struktury a funkci. V tomto ohledu, neni zatim jasné, zda zvySeny
bunéény objem miize prostfednictvim prodlouzenych vnitinich vzdalenosti ohrozit cesty
signalni transdukce, a zda snizeni poméru povrchu k objemu, vyplyvajici ze zvysSeného
objemu bunék, mulze naruSit biomembranovy transport. Proto, maji tyto ryby vysoky

potencidl pro zakladni i 1¢katské vyzkumy (Maxime, 2008).

3.2.2 Indukce polyploidie

Témét soucasné s objevovanim piirodnich polyploidnich forem ryb ve tficatych letech
minulého stoleti, se objevily prvni pokusy, které nasledné prokazaly, Ze 1ze polyploidii téméet
u vSech ryb navodit experimentalné, a to pomérné jednoduchym zptsobem (Flajshans et Rab,
2013; Maxime, 2008; Tiwary et al., 2004). Swarupova indukce s prvnim uspésnym odchovem
triploidnich ryb az do dospélosti, vedla k zobecnéni jeho postupu a od 70. let 20. stol.
odstartovala intenzivni studium technik, vedoucich k umé¢lé indukci polyploidie (Maxime,

2008).

Um¢éla syntéza polyploidii, se poté stala nedilnou soucasti celosvétové akvakulturni
produkce nejen ryb, ale i mékkysu. U ryb se cilené vyvolava nejcastéji triploidni, méné Casto
pak tetraploidni stav, a to pomoci zdsahti do vyvoje zygoty, zejména fyzikdlnich (FlajShans
et Rab, 2013). Hlavnimi divody indukce triploidie jsou ndasledujici potencialni projevy
uzitkovych vlastnosti, vychazejici z vySe uvedeného: zvysSeny rist 3n (pokud sterilita zabrani
vysSi ristové depresi spojené u 2n s pohlavnim dozrdvanim), snizeni sexudlniho
a teritoridlniho chovani, které vede k nizSimu stresu a menSimu plytvani energii, zvysSené
preziti (pokud je sexudlni reprodukce spojena s mortalitou 2n), lepsi kvalita masa (vybarveni
svaloviny, % tuku, % vody v mase atd.) ve srovnani s pohlavné dospivajicimi ¢i dospélymi
2n, kontrola pfemnozeni a sterilita pfi vysazovani neptivodnich druht (Flajshans et Rab,

2013; Tiwary et al., 2004).

Ackoli tato praktika nékdy nemutze zarucit 100 % funkéni sterilitu upravené populace,
je obecné uznavana jako nejpraktictéjsi, ekonomicky a ucinny zpisob produkce sterilnich ryb
ve velkém méfitku, s minimalnimi interakénimi dopady na divoké populace (Maxime, 2008).
Potencial indukce tkvi vnovych moZnostech komeréniho vyuziti dalSich druhit ryb

v akvakulturnich chovech (Tiwary et al., 2004).
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Nejbéznéjsi indukéni metody jsou zaloZeny na supresi druhého meiotického déleni
oplozenych jiker, ¢imz jsou produkovéni zminéni triploidi (Maxime, 2008). Pfi tomto
potlaceni dochézi k depolymeraci tubulinovych vldken vieténka s naslednou inhibici extruze
druhého polarniho téliska (FlajShans et Rab, 2013). Toho je dosazeno pouzitim fyzikalnich
(teplotni a tlakové Soky ¢i jejich kombinace) nebo chemickych (cytochalasin B, kolchicin,
oxid dusny, freon, vysoké pH s Ca) induktort béhem embryonalniho vyvoje s vyslednym

zadrzenim druhého polového téliska (Maxime, 2008).

Utinnost $oku je silné zavisla nejen na dob& jeho trvani, ale také na dob& po
oplodnéni, ve které je aplikovan. Nacasovani je dulezité, protoze pouziti v anafazi II nebo
pozdéji zabrani prubéhu druhého meiotického déleni. Pieziti jiker ¢i plidkd a procento
triploiddi zase zadvisi na povaze Soki. Proto by pro kazdy druh mély byt identifikovany
podminky, vedouci k nejvyssi produkci triploidii. U ryb se také ukazalo, Ze 1 kdyZ mize byt
nasledny embryonélni vyvoj touto manipulaci naruSen, pii bézn€ pouzivané intenzité a trvani

Sokt jsou Skody zpusobené indukci triploidie velmi omezené (Maxime, 2008).

Aplikace chemickych latek neni pouzivana cCasto, protoze vede k mosaicismu. Jistou
alternativou byla aplikace interploidni techniky, kterd spocivala v produkci tetraploidné
odvozenych triploidl z kiizeni 2n s 4n, kterd vedla k zisku 100 % 3n potomstva. U nékterych
druhti, méli takovi triploidi lepsi schopnost ristu a procento preziti nez 3n indukovani
fyzikalnimi Soky (FlajShans et Rab, 2013), ale genomové zmény pii této indukci
pfedstavovaly znaCnou abnormalitu a téZ vedly k mozaicismu. Spolu s relativné nizkou
plodnosti ryb, byl komplikovany i odchov 4n rodi¢li, proto se od této metody u ryb téz
ustoupilo (Flajshans et Rab, 2013; Maxime, 2008; Tiwary et al., 2004). Pro akvakulturni
produkci triploidl nelze rovnéz nezminit i produkci mezidruhovych hybridi, nejen pro jejich
vzhled, ale 1 lep$i preZitelnost, rist, a méné deformit ve srovnani s 2n hybridy (FlajShans

et Rab, 2013).

Pokud se usiluje o indukci tetraploidie, Sok musi zasdhnout cytokinezi prvniho
mitotického déleni a depolymeraci tubulinovych vldken vieténka zabranit rozdéleni

duplikovanych sad chromozomt do dcefinych bun€k (FlajShans et Rab, 2013).
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3.2.3 Detekce polyploidie

Pro jakékoliv vyzkumy provadéné nejen na karasich stfibfitych, ale i na dalSich rybich
druzich s vyskytem rtiznych urovni ploidie, je nutné znat jejich ploidni troven (Kalous

et Petrtyl, 2004).

Prvni metody detekce vychazely z nepfesnych technik extrakce objemu DNA (ne
konstantni objem DNA ve vSech tkanich, mezi jedinci stejného druhu) a odhadti obsahu DNA
v bunice. Postupné¢ byly nahrazeny spolehlivéjSimi technikami pouzivanymi dodnes. Metody
vyuzivané k pfesnému urceni ploidni urovné ryb, je mozné rozdé¢lit na pfimé a nepiimé

(Bytyutskyy et Flajshans, 2011).

Ptimé metody jsou zaloZzeny na stanoveni obsahu DNA, zahrnuji pocitani
chromozomu a ur¢eni mnozstvi obsahu DNA. Karyotypizace (stanoveni karyotypu analyzou
chrom.) je mezi pfimymi metodami jedinou nevyvratitelnou technikou k urceni ploidie, ale je
Alternativni metody se tedy sestdvaji z kvantifikace obsahu DNA pomoci mikrofotometrie,
spektrofluorometrie, mikrodensitometrie, pocitani jadérek v jadrech nebo pratokové

cytometrie (Bytyutskyy et Flajshans, 2011; Tiwary et al., 2004).

Z téchto metod byla FCM pro svou znacnou rychlost a vysokou ptesnost dlouho
povazovana za bezpochyby nejlepsi dostupnou techniku (Maxime, 2008), ktera predstavovala
neinvazivni zptsob urceni obsahu DNA, pomoci kterého byl u ryb nasledné¢ determinovan
stupeni ploidie. Jako vzorky pro tuto analyzu bylo mozné vyuzit tstiizky hibetni ploutve, ktera
se vyznacuje rychlou regeneraci do 2 — 3 tydnii. Vyhodou této metody je jeji aplikovatelnost
na velmi malé ryby, které tak nemuseji byt obétovany. A oproti ostatnim metoddm miZze byt
na jeden vzorek analyzovano né¢kolik tisic bun¢k (Lamatsch et al., 2000). Ptikladem pouziti
této metody u r. karas pro vétsi mnozstvi vzorkl (128 ks) miize byt neddvna studie Rylkové
et al. (2013), kde rozdil obsahit DNA mezi ploidiemi nabyval hodnot 4,38 + 0,49 pg pro 2n
a 6,74 £ 0,49 pg pro 3n.

Nepiimé metody jsou zalozeny predevSim na ovéfeni bunécné nebo jaderné velikosti
(Maxime, 2008). Triploidni ryby byly identifikovany riznymi nepfimymi metodami (Tiwary
et al, 2004). Vzhledem k tomu, Ze jsou Er snadno ziskatelné, byly a jsou téz

nejpouzivanéjsimi modely (Maxime, 2008). V minulosti ale byly jakékoli hematologické

15



piistupy pro determinaci ploidie zpochybiniovany, protoze ji udajné vzdy piesné¢ neodrazely

(Maxime, 2008; Tiwary et al., 2004).

Nicmén¢, métfeni jaderné a bunééné velikosti erytrocytit se ukazalo byt nejvhodnéjsi
a Siroce pouzivanou metodou pro identifikaci triploidnich ryb (Tiwary et al., 2004). Méteni
téchto geometrickych vlastnosti Er pomoci pocitacové analyzy obrazu, je v soucasnosti
uznavana a ziejme i nejvice pouzivand metoda pro rychlou detekci ploidie u velkého mnozstvi
vzorkll. O jejim bezproblémovém pouziti u ryb vcetn¢ karast, svéd¢i také celkem nedavné
studie porovnavajici tento pfistup s bézn¢ uzivanymi metodami (napiiklad FlajsShans, 1997,
Halacka et Luskova, 2000; Kalous et Petrtyl, 2004; Luskova et al., 2010, Luskova et al., 2008;
Vetesnik et al., 2006; Vetesnik et al., 2004).

Pro uceleny vycet nepfimych metod, Ize jmenovat diive vyvinuté alternativni techniky,
jako jsou analyza Coulter Counter, elektroforéza proteintl, fluorescenéni obarveni jadra nebo
metoda blokované cytokineze Za zminku na zavér, stoji taktéz determinace ploidie pomoci
morfologického vySetieni, které ma ovSem svd omezeni. Vizualné lze totiz odlisit pouze
nékolik malo pfipadl, zejména triploidni mezidruhové hybridy. Nehybridni triploidi,
obsahujici tfi sady konspecifickych chromozomii jsou totiz obvykle povazovani za
morfologicky nerozeznatelné od diploidl. Potvrzeni stupné ploidie z morfometrickych znaki
(srovnani poméra télesnych rozmért) je proto druhové specifickou otdzkou, a tim zistava
1 zobecnéni této metody oSemetné. Kazda technika méd své vyhody a nevyhody, a volba

metody stanoveni ploidie z&visi na cilech a nakladech (Maxime, 2008).

3.3 Komplikovana taxonomie r. karas (Carassius)

Podle neddvného odborného ptispévku Kalous (2013) soucasnd taxonomie
r. Carassius ptipousti celkem devét nasledujicich druhii: karas obecny (Carassius carassius),
k. zlaty (C. auratus), k. stiibtity (C. gibelio), k. gengorobuna, téz Cuvierav (C. cuvieri),
k. ginbuna (C. langsdorfii), k. nagabuna (C. buergeri), k. nigorobuna (C. grandoculis)
a k. stiibrnooky (C. [auratus] argentheaphthalmus). Nicméng, nékteré taxonomické databaze
povazuji k. nagabunu, k. nigorobunu a k. stfibrnookého pouze za synonyma ¢i poddruhy

karase zlatého (Kalous, 2013).

Problematické taxonomie karasi na uzemi Evropy, vychdzi mimo jiné i z minulosti,
kdy nezfidka dochazelo k zdaménam mezi k. obecnym (Carassius carassius) a k. stiibfitym

(Carassius gibelio), diive oznaCovanych jako Cyprinus carassius a Cyprinus gibelio. Tyto
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substituce pramenily z nespravné definovanych rozdilti v tehdejsi literatute. Navic diky velké
morfologické podobnosti divoké a ferdlni formy k. zlatého s k. stiibfitym zfejmé nebylo

vyjimecné ani jejich vzajemné zamenovani (Kalous, 2013).

Zasluhou téchto zmatkl,, byl tenkrat naptiklad triploidni gynogeneticky biotyp
C. gibelio z dneSniho druhového komplexu C. auratus (fylogeneticky tvofen jedinci
C. auratus a C. gibelio) pfifazen k druhovému taxonu C. auratus a oznacen subspecii
C. a. gibelio. Z divodu neustale se ménici taxonomie, ktera pouzivala pro k. stiibfitého vice
druhovych 1 podruhovych jmen, tak vyplynul velky problém pfi srovnavani starSich studii.
Kromé toho, fada autorli miiZze mit stale jeSté zaZita starSi oznaceni. Situaci kolem nazvoslovi
komplikuje také dalsi skutecnost, pfi niz nemusi vSichni karasi spliovat kritéria druhu. Tim je
vedle pritomnosti klondlnich biotypli, mySlena pfedev§im existence riiznych genomovych

kombinaci u hybridt (Kalous, 2013).

Obrazek 3. Neotyp samce karase stiibfit¢ho piivodem ze Slezska (2n). Diploidni forma je
v uvedeném severovychodnim cipu CR, tedy v povodi Odry domaci. Pfevzato od Kalous

(2013).

k. stiibfitého. Naptiklad v praci Luskové et al. (2008), pro n¢ho tito autofi pouzili ndzev

C. auratus a trinomicka oznaceni byla chapana jako formy. Chytte spletitou taxonomii vytesil
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stejny kolektiv v novéjsi praci (2010), v niz uvedl, ze k. sttibfity (postaru C. auratus)

ptredstavuje komplex zahrnujici nékolik forem rtizného taxonomického postaveni.

Naopak, jiz pfed témito pracemi byl v textu Kalous et al. (2004), na zakladé¢ mtDNA
sekvenci genu pro cyt b, vysloven pozadavek na formalni oddé€leni hybridniho polyploidniho
komplexu k. stiibtitého (C. gibelio) od k. zlat¢ho (C. auratus). A to, vzhledem k rozdilné
druhové trovni vyplyvajici z uzkych fylogenetickych vztahi mezi asijskymi a evropskymi
ptredstaviteli k. stiibfitého ve vztahu ke k. zlatému. U nékterych autori, ale bylo mozné setkat
se s timto druhovym rozlisenim jesté pred jejich odlouenim, zatimco jini tvlrci tehdy uzivali

tradicni pojeti poddruht k. sttibtitého (C. auratus).

Obdobné¢ byl C. gibelio jasn¢ oddélen i novéjsi studii Rylkova et al. (2008), pficemz
byla naznacena vyssi diverzita r. Carassius v Eurasii nez se tehdy pfipoustélo. Coz doklada
1 navySeni genetické rozmanitosti r. karas o dalsi linii C. ,, M“, ktera miiZe ptedstavovat novy

druh (Rylkova et Kalous, 2013a).

3.4 Historicka a souc¢asna distribuce K. stribritého

Diive zminén4d taxonomickd neptehlednost spolu s obtiznou morfologickou
identifikaci zasahovala samoziejmé také do distribu¢nich dat. Zejména nespravné spojovani
k. stfibritého s ferdlnim k. zlatym, vedlo v minulosti na nékterych mistech zcela jisté
k poc¢atecnimu prehlizeni agresivni expanze unisexualniho triploidniho biotypu k. stfibfit¢ho
(Kalous, 2013). Na rozdil od C. auratus, ale byla expanze C. gibelio v Evropé velmi GspéSna

(Kalous et al., 2004).

vvvvvv

nekolika poslednich desetileti osidlila vody témét vSech evropskych zemi. Proto, ho lze
oznacit za nejrozsitenéjsi rybu v celé Eurasii (Kalous et al., 2004; Luskova et al., 2010;
Luskova et al.,, 2008). Podle Lusk (2010) se v CR dominantni C. gibelio v souéasnosti
vyskytuje témeét ve vSech vodach s vyjimkou typicky pstruhovych vodnich tokli. Na tzemi
CR se v soudasnosti mazeme setkat s druhy C. carassius, C. gibelio, C. langsdorfii a ob&asné

s C. auratus (Kalous, 2013; Rylkova et al., 2013; Rylkova et Kalous, 2013a).

Nativni k. obecny byl v Evropé v minulosti hojny, ale jeho ptirozené populace jsou
nyni vzadcné a neustdle klesaji. Divodem jeho ubytku je vedle ztrat vhodnych biotopt,

pfedevs§im masivni Sifeni polyploidniho komplexu k. sttibfitého (Rylkova et Kalous, 2013a).
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Jméno C. auratus bylo ptivodné vztazeno jen k domestikované okrasné formée, pozdé;ji
také k form¢ ferdlni, protoze ob¢ pres morfologickou rtiznorodost tvoii jasné¢ definovanou

fylogenetickou vétev (Kalous, 2013).

Tento druh se dostal do Evropy v 17. stoleti v podobé domestikovanych zlatych rybek,
a po prvnich odchovech v zajeti (1728), nésledoval jeho prinik do otevienych vodnich
systémi nezamérnymi uniky, popt. imyslnymi vysazenimi (Kalous, 2013; Rylkova et al.,
2013). V povodi Dunaje je vyskyt feralizovaného k. zlatého datovan pied k. stiibfitym
nejpozdéji pocatkem 19. stol. Charakteristikou divokych populaci je ztrata morfologickych
znakii domestikace. Mimo to, jsou tito jedinci schopni v mistech sympatrického vyskytu
hybridizovat s k. obecnym, stejné jako k. stfibrity (Kalous, 2013). Tito mezidruhovi hybridi
predstavuji velkou hrozbu pro pivodniho k. obecného a diploidniho k. stfibfitého, ktery je
piivodni v povodi Odry. Pro ucelenost, japonsky C. langsdorfii byl v CR nalezen na dvou
oddélenych lokalitach (Rylkova et Kalous, 2013a).

K. stiibfitému, stejné jako ostatnim karasiim, je pfipisovan vychodoasijsky ptivod
(Rylkova et al., 2013). Nicméné pro popsani jeho rozsifeni, se jevi za vhodné rozliSovat
distribuci diploidni a triploidni formy. Triploidni invazni biotyp vznikl nejspiSe hybridizaci
nezndmych rodi¢ovskym druhti pravdépodobné v povodi Amuru (Kalous, 2013). Piivodné byl
C. gibelio popsan na severovychod¢ Stfedni Evropy (2n, Rylkova et Kalous, 2013a)

a v Dnépru (3n), ale vice na zapad a v dunajském povodi byl jeho vyskyt zpochybnén.

Od roku 1940 je jiz datovana jeho pfitomnost v fi€nim systému Dunaje, pficemz prvni
zaznamy pochazeji z Bulharska, Rumunska a Mad’arska. Tyto zemé& byly povaZovany za jeho
origindlni rozsah. Po r. 1950, mé&l k. stiibfity z tehdejSiho Sovétského svazu zacit postupné
napadat vody niZ§iho a stfedniho useku povodi Dunaje. S touto invazi, dokumentovanou
v 60. letech 20. stol., je mozné spojit triploidni formu (Kalous, 2013; Luskova et al., 2010;
Rylkova et al., 2013). Ta po r. 1960 navysila svou pocetnost a zacala se §ifit smérem na zapad
(Rylkova et al., 2013). V souCasnosti ma prusky kapr Sirokou geografickou distribuci.
Zasahuje zejména stiedni a vychodni Evropu, a déle vychodni Asii. Byl tudiz nalezen
vmnoha zemich eurasijského kontinentu véetnd Ceské republiky (Gui et Zhou, 2010;

Rylkova et al., 2013).

Do naSich vod imigroval 3n k. stiibfity v r. 1975 ze zminéného Dunaje. Pfesné&ji ptes

slovensko — rakousky tsek Moravy do vySe leziciho segmentu na jejim soutoku s Dyji a dalsi
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migracni aktivitou napadl toky v povodi (Lusk et al., 2010; Luskova et al., 2010; Luskova
et al., 2008). V prib&hu 15 — 20 let se rozsitil celou hydrografickou siti CR a osidlil v&tsinu
vhodnych stanovist. Kromé nebyvalé schopnosti migracni aktivity triploidniho biotypu,
za jeho masivnim rozsifenim stoji pfedevSim umél¢ introdukce v kaptich nasadach, diky nimz
piekonal hranice mezi jednotlivymi povodimi a imoiimi v celé Evrop¢ (Kalou et al., 2004;

Kalous, 2013; Lusk et al., 2010; Luskova et al., 2010; Luskova et al., 2008).

Antropogenni zavleceni, bylo jednozna¢né prokazano v povodi Labe a Odry (Luskova
et al., 2008). Pro pfedstavu, kr. 2008 byl jeho vyskyt v CR potvrzen v nadpoloviénim
mnozstvi mapovacich kvadrati. Konkrétné v 387 z 675 &tvercti na uzemi CR (Luskova et al.,
2010). Karas stribfity, tak vytvofil ve vyhovujicich podminkach stabilni, ¢asto velmi pocetné
naturalizované populace, a v posledni tfetin€ minulého stoleti se stal trvalou soucésti

ichtyofauny CR (Lusk et al., 2010; Luskova et al., 2010; Vetesnik et al., 2004).

V regionu kolem soutoku fek Moravy a Dyje dominuje mistni ichtyofauné jiz od
r. 1976 (Luskova et al., 2010). Na zaklad¢ dlouhodobého vyzkumu Luskova et al. (2008),
trvajiciho od prvni zaznamenané kolonizaéni viny k. stfibfitého na uzemi CR, bylo témito
autory vymezeno n¢kolik c¢asovych obdobi dle vyvoje jeho populacniho stavu,
sexualn¢ — ploidni transformace a velikosti ilovkl. Populacni boom, 1ze zndzornit na ptikladu
ulovkid z r. 1985 — ,,pouze™ 7,4 tis. ks vs. r. 1990 — 63,9 tis. ks. Oproti tomu, v r. 2006 doslo
k mirnému poklesu na 50,6 tis. ks, ale vzhledem k jeho stile vysoké pocetnosti nebyl zatim

tento ubytek nijak zdiivodnén (Luskova et al., 2008).

Pokud se vratime k plivodu evropskych populaci k. stfibfitého, dosud se tuto otazku
nepodafilo zcela objasnit (Kalous, 2013; Rylkova et al., 2013). Nejpravdépodobnéjsimu
puvodu na dalném vychodé a dal§imu Sifeni v souvislosti s importy, nékdy oponuje domnénka
autochtonni originace (Kalous et al., 2004). Spolu s rozsifenim k. stiibfitého, byla v Dunaji
evidovana i pfitomnost neplivodnich vychodoasijskych parazitl r. Gyrodactylus (Monogenea),
ktera zpusobila spekulace o jeho druhotném vyskytu v Evropé (Kalous, 2013; Luskova et al.,
2010). Na druhé strang, analogie s pfirozenym postglaciondlnim Sifenim jinych
vychodoasijskych druhti jako jsou stievle bahenni (Rhynchocypris percnurus) a sekavec
sibitsky (Cobitis melanoleuca), ptedpoklada, ze je k. stiibfity nativni ve vychodni a stfedni
Evropé, pficemz by jeho distribuce mohla zasahovat pfinejmensim stejné tak daleko jako

v piipad¢ stievle bahenni, kterd s nim z velké ¢asti sdili shodna stanovisté (Kalous, 2013).
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Obrazek €. 3. Mapa Evropy zobrazujici vyskyt mitochondrialnich linii karasii v jednotlivych

statech se zna¢nou prevahou C. gibelio. Pievzato od Kalous (2013).
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Rozlusténi tohoto problému komplikuje skute¢nost ze, pavodni pfirozené se
vyskytujici evropské populace k. stiibfitého, byly pravdépodobné na mnoha mistech v SV
Evropé vytlaceny introdukovanymi populacemi triploidniho biotypu, které znamenaji
exponencialni rast téchto klonalnich populaci z generace na generaci. Je tak pravdépodobné,
ze pokud v Evropé€ piivodni k. stiibfity existuje, vlivem hybridizace se jeho genom mnohde
stal souc¢asti biotypt tvoticich dnesni komplex C. auratus (Kalous, 2013), coz doklada i studie
Rylkovd et Kalous (2013). K rozlusténi koloniza¢ni historie jednotlivych populaci
k. stfibfit¢tho mohou pfispet pravé diploidni populace, protoze se ukazalo, ze mtDNA neni
kvtli nizkému polymorfismu vhodnym markerem. Pfilezitostné je pfijiména teorie dvou

kolonizacnich vln, prostfednictvim pfirozené a umélé introdukce (Kalous, 2013).

3.5 Povaha populaci v CR, ploidni a sexualni status

Jak jiz bylo zminéno vySe, pocatecni populace k. stiibfitého se pravdépodobné
skladala vyluéné z triploidnich samic (Luskova et al., 2010; Vetesnik et al., 2004), které
reprodukovaly gynogeneticky s vyuzitim samcu jinych druhii kaprovitych ryb (Lusk et al.,
2010; Luskova et al., 2008). Témito samci byli v prvni fad¢ kapr a karas obecny, nasledovali

napiiklad samci plotice obecné, cejna velkého, cejnka malého, jelce jesena a tak dale
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(Luskova et al., 2010). Uvadi se, Zze v prib¢hu roku u tohoto biotypu dochéazelo i ke tfem

vytérum (Lusk et al., 2010).

Po stabilizaci populaci, se vedle triploidnich samic objevili diploidni jedinci
s klasickou reprodukci (Lusk et al., 2010). Vyskyt malého mnozstvi samct po r. 1990, ktefi
do r. 2000 neptevySovali 10 % (Luskova et al., 2010), odstartoval v populaci kolem soutoku
Moravy a Dyje proces transformace ptivodné unisexudlnich populaci na populace smisené.
Halacka et Luskova (2000), uvadi jako kli¢ovy rok 1995. Pfitomnosti samct se zménil nejen
sexualni, ale 1 ploidni status téchto populaci (Luskova et al., 2010; Luskova et al., 2008) na
charakter diploidn¢ — polyploidniho €i spiSe polyploidné¢ — hybridniho komplexu s ptfevahou
3n jedinct (Kalous et al., 2004; Vetesnik et al., 2006). Podle Luskova et al. (2010) jsou samci
ptevazné diploidni, s ptilezitostnymi triploidy. Na zaklad¢ Luskova et al. (2008) se k r. 2008
globalni zastoupeni samcl pohybovalo okolo 30 %. U samic podle téchto autort, které
v populaci stale ptevazuji, tvoii vétsi cast triploidni (60 %), a mensi ¢ast diploidni jedinci.
Ojedinéle se u obou pohlavi mohou vyskytnout jedinci tetraploidni, ale ti jsou pomérné vzacni

(Luskova et al., 2010; Luskova et al., 2008, Vetesnik et al., 2004).

Vyzkum ze ,,Soutoku® zlet 2001 az 2007, ktery analyzoval celkem 2092 vzorkd,
nalezl 60 % 3n jedinct, témet 40 % 2n jedinch a méné nez 1 % 4n jedinct. Z téchto jednotlict
bylo 79,25 % samic a 20,75 % samcti. Triploidni samice tvorily 74, 25 %, diploidni 24,79 %
a tetraploidni 0,96 %. Zatimco triploidni samci piedstavovali 5,53 %, diploidni 93,55 %
a tetraploidni 0,92 %. Z toho diploidni jedinci mé&li vyrovnany pomér pohlavi, samci 49, 69 %
a samice 51,31 % (Luskova et al., 2010). Triploidni samice, které pifedstavovali prvni
okupaéni vinu, tedy stale tvoii podstatnou &ast populaci k. stibfitého v CR (Vetesnik et al.,
2004). Coz naznacuje, ze nepohlavni forma reprodukce ma stale zasadni ulohu pii udrZzovani
jeho metapopulace nejen v oblasti dolniho toku Dyje. Populace na naSem tzemi se vSak
v zastoupeni pohlavi a ploidie, ktera je rozhodujicim faktorem pro zptsob reprodukce, zna¢né

1181 (Luskova et al., 2008).

Naprtiklad, ve vySe uvedeném ,Soutoku“, ktery zahrnuje tok Dyje, kratky tusek
Moravy a tadu solitérnich biotopl v zéplavovém tzemi, ma velky vyznam pro sexualni
pomery obdobi zéplav, kdy dochazi k propojeni jednotlivych metapopulaci. Navic soustavné
miseni populaci z dolniho iseku Moravy a pfipadné i z Dunaje, umoZziuje absence migracnich
bariér. Pro ilustraci rozdild, lze v této oblasti uvést lokality se 100 % zastoupenim samic

(Pastvisko), lokality s velmi nizkym zastoupenim samct (Vcelinek) a lokality s téméf stejnym
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zastoupenim pohlavi (zemnik Bazina). Solitérni biotopy, jako jsou napt. Chomoutov nebo
Hrbackovy tiné v povodi Labe (Reha¢ka), mohou vykazovat metapopulace vyhradné
invazivniho biotypu — 3n samic (Luskova et al., 2008; Rylkova et Kalous, 2013b). Naopak, 2n
forma pruského kapra je doméci v severovychodnim cipu CR (Slezsko), tedy v povodi Odry.
Ta, se ale bohuzel postupné zaclenuje do diploidné — polyploidniho hybridniho komplexu

k. stfibfitého (Rylkova et Kalous, 2013a).

Vyskyt a zvySovani podilu samci v populaci je pripisovdno vyvoji a stabilizaci
populace (Luskova et al., 2008). Ovsem je otazkou, jakym zptisobem bude rozvoj smiSenych
populaci pokracovat. Vysvétleni piicin transformace existuje v kratkodobém casovém
horizontu celd fada (Luskova et al., 2010). V dlouhodobém hledisku se ovSem nabizi nova
polyploidiza¢ni udalost, kdy opakovanim dochazi k dal§imu zvySeni stupné ploidie. Soucasny
karas stiibfity, by tak mohl pfedstavovat pokrocilé a zarovenn rekurentni stddium tohoto
procesu, pficemz sou€asni 2n jsou v podstaté¢ 4n, 3n evolucni hexaploidi a 4n evolucni
oktaploidi (Flajshans et Rab, 2013; Gui et Zhou, 2010). Pro uskute¢néni tohoto procesu je
navic nezbytny prechod ze sexudlni reprodukce rodi¢l pies unisexudlni zplsob
rozmonozovani, zpét k reprodukci sexualni (FlajsShans et Rab, 2013). Je znamo, Ze stavajici

populace karasii, se rozmnozuji jak gynogeneticky, tak i sexudlné (Luskova et al., 2010.

3.6 Proménlivy karyotyp k. stfibritého

Pocet chromozomii a karyotyp jsou druhova specifika, ktera jsou u rodu karas
pouzitelna pro druhovou determinaci, protoZe morfologické znaky nejsou patrné. Existuje
fada studii o karyotypu a po¢tu chromozomi stiibrného pruského kapra, ale 1ze v nich nalézt
mnoho neshod. V posledni dob& se usuzuje, Ze k. stiibfity predstavuje promeénlivy pocet
chromozému, ktery je nejpravdépodobnéji disledkem rozmanitych zplisobti rozmnozovani

(Knytl et al., 2008).

Rod Carassius je evolucné tetraploidniho piivodu, proto vlastni zhruba dvojnasobny
pocet chromozémi a tedy dvojnasobné mnozstvi DNA v bunéénych jadrech, nez vétSina
kostnatych ryb vcetné¢ kaprovitych (Cyprinidae) s modalnim poctem 48-50 chromozomu
(Bytyutskyy et Flajshans, 2011; FlajShans et Rab, 2013; Kalous, 2013). Vyssi pocet je
pfisuzovan starym polyploidizaénim udéalostem (Bytyutskyy et FlajShans, 2011). VSichni
karasi tedy vlastni minimélni pocet chromozoémii 2n = 100. Protoze pro§li procesem

diploidizace, 1 pfes dvojnasobny pocet chromozému se biologicky projevuji jako klasicsti
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diploidi s bisexualni reprodukci, a jsou tak i oznacovani (Kalous, 2013). Krom¢ nich, se
u karase stiibfit¢ho vyskytuji také jedinci s pfiblizné¢ 150 chromozémy. Ti jsou obvykle
oznacovani jako ,.triploidni“ (Kalous et Petrtyl, 2004; Kalous et al., 2004; Kalous, 2013).
U této formy je vSak situace pon¢kud slozitéjsi viz reprodukce (Kalous et Petrtyl, 2004).

Pocet chromozomii mezi jedinci triploidniho biotypu totiz kolisa v rozmezi 150 — 160,
protoze se tento biotyp vyznacuje pfitomnosti parovych i neparovych mikrochromozémd,
alze ho oznacit za ,aneutriploida® (Kalous, 2013). Tuto fluktuaci karyotypl potvrzuje
1 pozorovani ptirodnich klont se 156 nebo 162 chromozdémy. Navic u nich dochézi k riznému
preskupeni genomu, chromozému a inkorporaci chromozdémového fragmentu pii pareni Ci
manipulaci mezi rozdilnymi klony (Gui et Zhou, 2010; Zhang et al., 2015). Gynogenetické
rozmnozovani tak umoznuje subgenomové nebo dokonce genomové zaclenéni (Gui et Zhou,
2010; Kalous, 2013). Tetraploidni jedinci vlastni kolem 200 chromozému (Kalous et al.,
2004). Umélym pokusem, byli gynogeneticky ziskani 4n jedinci s 212 chromozémy (Gui
et Zhou, 2010).

Pocet chromozémt mlize byt navic ovlivnén také sexudlni reprodukci mezi stejnymi
triploidnimi klony, v disledku produkce aneuploidnich spermii u triploidnich samcii. Pokud
takovd nedokonald gameta oplodni jikru, mohou se v potomstvu vyskytnout jedinci
s odliSnym poctem chromozomi, vétSina z nich kvili tomu uhyne, ale ti z nich, ktefi byli
pocati spermiemi s téméet UspéSnym redukénim deélenim, mohou normalné prezit (Kalous,

2013).

Jako dal$i nazorny ptiklad nestalého po¢tu chromozoémd, 1ze uvést studii Knytl et al.
(2008), kde byla testovana hypotéza, zda bude mit potomstvo stejny pocet chromozoémui
a karyotyp jako rodiCovsti jedinci. Autofi vybrali diploidni a triploidni samice, a jednoho
diploidniho samce. Diploidni samice mély 106 chromozoémi, triploidni samice vlastnily
158 chromozoémt a diploidni samci méli 100 chromozdémd. V reprezentativnim vzorku, méli
potomci ze tfeni mezi diploidy 100 chromozomi, ale dva jedinci vykazovali karyotyp s vice
nez 120 chromozémy. Potomci ze spojeni mezi 3n samicemi a 2n samci meli méné nez
150 chromozomu v deviti pfipadech, 150 chromozémii ve ctyfech pfipadech a vice nez
150 chromozému taktéZ ve Ctyfech piipadech (Knytl et al., 2008). Pti kiizeni jednotlivych
klont triploidnich biotypi liSicich se v poctu chromozoémi, tedy potomstvo vykazuje odlisny

pocet chromozomu pii srovnani s klony rodi¢ovskymi (Kalous, 2013).
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3.7 Unisexualni zpiisoby reprodukce u ryb

Jakékoli reprodukcéni odchylky od procesu meidzy, ktery zajiStuje exaktni pocet
chromozomti v kazdé generaci prostiednictvim pohlavniho zpiisobu rozmnozovani, s sebou
obecné nesou nutnost vyuzivat jiny zpasob reprodukce. U ryb se Ize setkat s nasledujicimi

formami asexualni reprodukce, gynogenezi a hybridogenezi (Avise, 2015; Kalous, 2013).

U prvni se v podstaté jednd o sexualni parazitismus heterospecifickych samct,
pficemz gynogenni samice z unisexualnich biotypti potiebuji jejich spermie k aktivaci
bunéénych divizi vjikfe. Tito samci, ale nemaji zadny geneticky podil na svych

mezidruhovych ,,dcerdch®, které jsou klony matky (Avise, 2015).

Vyuziti spermie vSak s sebou nese jistou pravdépodobnost ,,prisaku genetického
materidlu samce do vajicka gynogenetické samice. Pokud se otcovské geny dostanou do
genomu potomstva gynogenetické matky, mohou byt pfic¢inou vyskytu malého podilu samct
v potomstvu (Kalous, 2013; Luskova et al., 2008). Tento typ gynogeneze s Castenym
zaClenénim genomu otce, ktery se podili na fenotypu potomstva, se oznacuje jako
allogynogeneze (Gui et Zhou, 2010). Jedna se vlastné o otcovskou introgresi pii ,,selhani
gynogeneze* (Lamatsch et al., 2000). Stoji za zminéni, ze allogynogeneticky se rozmnozujici

karasi stfibfiti jsou Siroce vyuzivani napiiklad v ¢inské akvakultuie (Gui et Zhou, 2010).

Pti hybridogenezi dochdzi obecné k meiotickému snizeni jiker a fertilizaci
heterospecifickou spermii, ¢imZ otcovské chromozomy napomahaji docasné obnovit ploidni
stupent v potomstvu. Zarodecné buniky dcer, ale pozd&i podstoupi abnormalni meidzu
s odhozenim paterndlnich chromozémi a vysledné gamety nenesou zadné otcovsky odvozené

geny (Avise, 2015).

U této formy reprodukce se hybridni taxon rozmnoZuje zpétnym kiiZenim
s rodiCovskym druhem (Kalous, 2013). V ptipadé¢ karasii stiibfitych, mozna stoji za zvazeni
1 termin kleptogeneze. Pii ni unisexudlni biotypy inkorporuji kousky jaderné DNA od
sympatrickych kongenerti. Existence kleptogenetickych biotypi nasvédCuje tomu, ze by
néktefi zndmi unisexudlni obratlovci nemuseli byt striktné klonalni nebo hemiklonélni, ale

ziskavaji vyhody rekombinace (Avise, 2015).
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3.8 Unikatni dvoji rezim reprodukce u k. stfibritého

Jak jiz bylo naznaceno, karasi stiibfiti uplatiuji dvé reprodukcni strategie. Diploidni
jedinci se rozmnozuji klasickou sexudlni reprodukci a probiha u nich standartni meidza,
béhem niz chromozoémy tvofii pravidelné bivalenty (Kalous, 2013). Pro triploidni jedince, bylo
diive navrzeno obtizné dokonceni meidzy, kvili vice nez 2 saddm chromozému (Zhang et al.,
2015). Skutecnost, ze 3 sady nejsou délitelné 2, zdlraziuje napt. Nevoral (2012). Ukazalo se

vsak, Ze to v ptipad¢ pruského kapra neni tak Gplné¢ pravda.

U triploidniho biotypu karast stiibfitych, byl prokazdn pomér mezi obsahem DNA
v jadrech Er a obsahem DNA ve spermiich blizky poméru 2:1 (Kalous, 2013). Spermie ,,3n*
karase stfibfittho mohou projit normalnim redukénim délenim s vyslednymi gametami na
urovni 1,5n, pficemz po oplozeni dochazi k syngamii a nasledné k rekombinaci jejich genomi

(Kalous et Petrtyl, 2004).

K obdobné situaci dochézi i u redukéniho déleni jiker 3n samic, alesponn nékterych
klonli (Zhang et al., 2015). Takové déleni, tfi sad chromozomil u nich mélo byt nemozné,
pfesto existuje. Vyznamnym piispévkem k této problematice, byla mimo jiné neddvna studie
Zhanga et al. (2015), ktera zkoumala cytologické a vyvojové mechanismy u klonu D.
U tohoto polyploidniho klonu k. stiibfitého prokazala koexistenci jak unisexudlni, tak
i sexualni reprodukce, véetné dokonceni normalniho pribéhu meidzy s extruzi obou polarnich
télisek bez ohledu na to od koho pochazela spermie. Mimo to, odhalila tfi druhy jadernych
udalosti a vyvojového chovani u jiker oplodnénych tfemi typy spermii (stejny klon, jiny klon

a kapr obecny).

Alesponn nékteti kloni polyploidniho pruského kapra, tedy mohou mit schopnost
normalniho dokonceni meidzy, diky unikdtnim modifikacim redukéniho zrani, coz napovida
o sofistikovaném reprodukénim mechanismu (Nevoral, 2012; Zhang et al., 2015). Podle typu
spermie, ktera se o jikru uchazi, je vybrana ptislusnd moznost z dal§iho vyvojového chovani
jikry. Zrala jikra tudiz vlastni tfi riizné spermalni odezvy pro pohlavni a nepohlavni zptisob
rozmnozovani. Ve vysledku to vede ke stfidani nékolika reziml reprodukce — sexudlni,

unisexudlni gynogeneze a ,,hybridu — podobné* reprodukce (Zhang et al., 2015).

Rizna chovani dynamického jadra s pfisluSnymi casovymi rozdily jednotlivych
jadernych udalosti mezi tfemi druhy spermii, jsou déna rozdilnou genomovou replikaci.
Mechanismy zodpovédné za specifické chovani jadra a souvisejici vyvojové zmény
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u oplodnénych jiker jsou totiz dany replikaCnim stavem pied Stépenim genomu. Oproti
zygotickému vyvoji jiker bylo mozné v piipad€ ,,oplodnéni“ jikry jinym klonem a jinym
druhem pozorovat ¢asné vyvojové a embryondlni alternace, které mély za nasledek zpozdéni

prvni mitotické metafaze (Zhang et al., 2015).

Podrobnéji, zraly oocyt dokonc¢i prvni meidzu a beéhem svého zrani vytlaci prvni
polarni télisko. Spolu se vstupem spermie, zrald jikra dokonci druhou meidézu vytlatenim
druhého polarniho téliska, a zahdji proménlivou odezvu dle reprodukéniho rezimu (Zhang

etal., 2015).

V reakci na spermie & stejného klonu, se jednd o typicky zplsob pohlavniho
rozmnozovani, ve kterém fizi & i @ prvojadra vznika zygota, ktera podstupuje prvni mitdzu.
V ramci tohoto druhu reakce, autofi pozorovali klasické jaderné udalosti sexualni reprodukce.
Pti niz replikaci genomu podstupuji obé prvojadra. Vznika jadro zygotické, dokonci se prvni

mitdza a vytvoii se dvoubunééné embryo (Zhang et al., 2015).

V odezvé na spermie & jiného druhu, to byl pfiznaény zptsob unisexuélni reprodukce
gynogenezi, ve kterém je jadro spermie zachované v kondenzovaném stavu az po 2BE
arozviji se pouze 9 jadro, které dokonc¢i vSechny kroky prvni mitdzy. Proto u této odezvy
prochazi genomovou replikaci a dokoncuje prvni mitdzu pouze samici prvojadro. Po celou

dobu tohoto dé€leni neni pfitomen Zadny replikaéni signal jadra spermie (Zhang et al., 2015).

V reakci na spermie & odlisnych klonfi, bylo pozorovano neobvyklé chovani
chromozému, zahrnujici odlouceni otcovského chromatinu, vedouci k chromatinovému
mostu. Dgje se tak proto, Ze se chromozoémiim samcich pronuklei nepodaii integrovat do prvni
mitozy. Odloucené samci chromozomy, tak ziejmé zpozdi prubéh mitdzy. Po dokonceni prvni
mitdzy nakonec tyto chromozomy formuji klasicky chromatinovy most spojujici dcefinné
bunky v 2BE. Pii této reakci podstupuji replikaci ob& prvojadra, ale replikovana bublina
samc¢iho chromatinu je odvedena od samicich chromozému, ten zaostavd a nakonec tvoii

zminény chromatinovy most (Zhang et al., 2015).

Takové chovani je velmi podobné tomu, které je popsané u mezidruhovych hybrida.
Proto byl tento neobvykly zpisob vyvoje jikry v odpovédi na spermie odliSného klonu
oznacen jako ,hybridu — podobny*“. Na zdklad¢ rozdilného chovéani jadra a zpozdéném

dokonceni prvniho Stépeni, byl vysloven pfedpoklad, Ze vreZimu gynogenni odezvy
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a hybridu — podobné reakci mtze dojit k mimotadné endoreplikaci pied vlastnim St€penim

(Zhang et al., 2015).

Obrazek ¢. 4. Vlastni interpretace zplsobu reprodukce u k. stiibfitého podle nejnovéjsSich

poznatkil Zhang et al., (2015).

Vysvétlivky: 1 — plna rekombinace s normdlnim rozmnoZovanim u diploidd; 2 — gynogeneze
(jiny druh); 3 — rekombinantni rozmnozovani triploidnich biotypti podobné sexualni
reprodukci (stejny klon); 4 — , hybridu-podobny* typ reprodukce (jiny klon). Pismeno
A=2n C g; B, C=3nbiotyp C. g; X = jiny druh. Cisla v hornim indexu pfedstavuji
individudlni genotypy. Ploidni rovné gamet a jedinct jsou oznaceny jako In — haploidni,
2n — diploidni, 3n — triploidni a 1,5n redukovana triploidni (aneuploidni). RGzové zvyraznéni

charakterizuje reprodukcni modifikace.

Urcité svétlo do problematiky reprodukce k. stfibfitého, vnesla pied touto studii v roce
2000 prace Zhouova kolektivu. Ta, u pruského kapra prvné uvedla koexistenci dvou rezimu

reprodukce. Pfi kiizeni stejnych 3n hybridnich klont doslo ke klasické sexualni reprodukci
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s rekombinaci, pii kontrolnim kiiZzeni a oplodnéni jiker spermiemi jiného rodicovského druhu,

kapra obecného, nastal pouze iniciovany klonalni vyvoj v rdmci gynogeneze (Kalous, 2013).

Z vyse uvedeného vyplyva, ze jikry triploidnich biotypd jsou schopny rozlisit
homologni spermii a umozni tvorbu rekombinantniho potomka, i kdyZ jsou rodi¢e hybridniho
v jikrach triploidnich biotypti nedochazi k vytvoieni prvniho polarniho téliska béhem zrani
a formuje se tripolarni délici vieténko, které je odpoveédné za prerozdéleni chromozomi. Po
spojeni pola se vSak méni ve vieténko bipolarni, které je norméalni u diploidi. To poukazuje
na pravdépodobnou schopnost triploidnich biotypli rozmnozovat se jak sexualné, tak

asexualné, gynogenezi (Kalous, 2013).

Béhem gynogeneze, kdy je jikra ,,oplodnéna“ spermatem kongenera, pronikajici
spermie nedekondenzuje. Otcovsky genom se tak nepodili na vzniku genomu potomka viibec
nebo pouze subgenomickym mnozstvim DNA. To vede k tvorbé klondlnich linii samic
s minimdlnim mnozstvim samct. Pii oplodnéni jikry homolognim spermatem, pronikla
spermie dekondenzuje a dochéazi k syngamii obou pronuklei. V zygoté probéhne rekombinace
a vytvoii se druhé polarni télisko (vyloucena 2 matefskych chromozomil), v potomstvu je

touto formou reprodukce, podobné sexudlni, zajiSténa geneticka variabilita (Kalous, 2013).

Tim je objasnén vyznam samct, ktefi tak prispivaji k populacim (Gui et Zhou, 2010).
Jak bylo uvedeno dfive, i pfi gynogenezi, ale mize dojit k pravému oplozeni a k zabudovani
genomu spermie do genomu potomstva. Vznikly jedinec je allotetraploidni hybrid z triploidni
jikry triploidniho biotypu karase a haploidni spermie iniciujiciho samce jiného druhu (Kalous,

2013).

V pfipadé¢ kombinace gynogenni spermdlné¢ zavislé reprodukce se sexualnim
rozmnozovanim téchto jedincd, je proto oznaceni 3n diskutabilni (Kalous et Petrtyl, 2004).
Kromé& vyskytu jedincti s riiznou Urovni ploidie v populaci, klade fadu otazek i posunuty
pomér pohlavi (Knytl et al., 2008). U gynogenetického potomstva jedné mutantni rodiny
k. stiibfitého byla objevena tendence k produkci samcti. Pomér pohlavi byl pfitom vyrazné
posunuty ve prospéch samca (97,2 %), coz svédéi o dosud neznamém
sexualné — determina¢nim mechanismu (Giu et Zhou, 2010). K reprodukci se také vaze
nejasné slozeni genomu tohoto hybridniho komplexu, u kterého zatim nejsou znamy

rodicovské druhy (Kalous et Petrtyl, 2004). Tento ptedpoklad hybridogenniho plivodu
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k. stfibfitého, vychazi ze skutecnosti, ze bez vyjimky vSechny unisexualni biotypy obratlovct

vznikly mezidruhovou hybridizaci (Avise, 2015; Dawley, 1989).

Pro shrnuti, tedy k. stfibfity vlastni celkem 4 formy reprodukce viz obrazek ¢. 4,
normalni rozmnozovani s plnou rekombinaci, klasickou gynogenezi a reprodukci velmi
podobnou sexualni, k niz dochazi u triploidnich biotypti. Posledn¢€ jmenovana se jesté¢ d€li na

2 typy: rekombinacni a hybridu — podobné rozmnozovani (Kalous, 2013; Zhang et al., 2015).

Zaveérem lze fici, ze diverzita zpusobi reprodukce ziejmé hraje roli pfi zesileni
populace, vytvaieni genetické rozmanitosti a adekvatnich genotyptli, zatimco unisexualni
gynogeneze je muze rychle namnozit. Pfizptisobeni meidzy béhem procesu diploidizace je
nezbytny krok k tomu stit se UspéSnym polyploidem. Jeji dokonfeni ma vyznam pro
reprodukéni Gspéch a evolucni potencial jakychkoli polyploidd. Koexistence obou rezimu
reprodukce u k. stiibfit¢tho naznacuje zménu od unisexudlniho zplsobu rozmnoZovani
smérem k sexudlnimu (Zhang et al., 2015), a poskytuje unikatni ptipad k prozkoumdni

sexualniho ptivodu a determina¢niho mechanismu (Gui et Zhou, 2010).

3.9 Pocitacova analyza obrazu jader Er

Prvni rozdily rozméri Er dané stupném ploidie byly zaznamenany Swarupem v roce
1959 (Flajshans, 1997). Jaderné a bunécné velikosti erytrocytl jsou totiz s kazdym stupném
ploidie navysSené, kvuli jejich prizpisobeni se zvySenému mnozstvi nuklearni DNA, pfi
zachovani normalniho poméru jaderného a cytoplazmatického objemu (Tiwary et al., 2004).
Tento poznatek vedl k hleddani vhodnych erytrocytarnich rozmért, které by umoZnily
spolehlivé urcit ploidni stav genomu. Vliv ploidni rovné na jednotlivé rozméry jader Er, byl

potvrzen naptiklad ve studii FlajShans et al. (1997).

Obvykle jsou pro vSechny veli¢iny jader Er nalezeny statisticky vyznamné rozdily
(Flajshans, 1997; Kalous et Petrtyl, 2004). Pro determinaci stupné ploidie, v§ak mohou byt
nékteré z nich méné vhodnym ukazatelem. Obecné je za tuto nedostatecnou vlastnost
povazovana kratka osa jadra (Flajshans, 1997; Halacka et Luskova, 2000). Pro detekci ploidie
byly ve studii Kalous et Petrtyl (2004) shledany nejpriikaznéjsimi nésledujici veli¢iny: plocha,
maximalni feret (dlouhad osa) a délka jadra. Naproti tomu, hodnoty zji§téné u minimalniho
feretu (kratké osy) a Sitky vykazovaly vy$si variabilitu 1 uvnitt obou studovanych skupin

(Kalous et Petrtyl, 2004) Jako nejvyhodnéjsi parametr je bézn¢ povazovana plocha jader
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erytrocytl, kterd plné¢ postacuje k urc¢eni ploidni trovné (Halacka et Luskova, 2000; Kalous

et Petrtyl, 2004; Vetesnik et al., 2006; Vetesnik et al., 2004).

Diive bylo ovSem navrzeno nepiimé stanoveni plochy jadra. Pii ném byla hodnota
ziskéna vypoctem z jinych jadernych parametri. Témi byla kratkd (a) a dlouhd (b) osa jadra,
téz oznaCované jako minimalni a maximalni Feret, pfislusné (Flajshans, 1997). Vzorec pro
vypocet plochy jadra, P=n * a * b / 4, oznaCovany také jako vypocet z primért Fereta, se ale
ukézal byt ne zcela vhodnym pro determinaci stupné ploidie. Tvar jadra Er totiz neodpovida
idedlni elipse pro niz je urcen vzorec (Halacka et Luskova, 2000), a neni pouze jeden
standardizovany. Toto zjisténi mélo za nasledek zménu ve stanovovani plochy jader Er. Oproti
mén¢ presnému vypoctu, ktery urcoval stejné podminky pro vSechna jadra, bylo pifimé
stanoveni této plochy pomoci obrazové analyzy vhodnéj$im zptisobem. Métenim kazdé bunky

pod obrazem jsou registrovany prave tyto odchylky od ideédlniho tvaru (FlajShans, 1997).

Pocitacova analyza obrazu pro pfimé stanoveni jadernych rozmérli a nenarocné
odliseni 2n a 3n ryb z krevnich natért, byla poprvé pouzita ve FlajShansové studii (1997).
Jeho prace se proto stala predlohou pro vSechny dalsi kauzistiky. Tato nepifima metoda zjisténi
ploidni urovné je n€kdy oznacovéana téZ jako obrazova cytometrie, ICM (VeteSnik et al.,
2006). Technika je zalozena na méteni kvantitativnich parametrii pod mikroskopem a digitalni
analyze obrazu. Jeji spolehlivost pfi identifikaci stupné ploidie, jak jiz bylo diive zminéno,
byla v posledni dobé& intenzivné testovana porovnanim s pfimymi technikami detekce. Tedy
karyotypovou analyzou nebo pritokovou cytometrii (FCM). I pfes specifickou nevyhodu,
ktera spo¢iva v mensim poctu analyzovanych bunék oproti FCM (Lamatsch et al., 2000), byl
tento inovativni pfistup shledan za velmi rychly, jednoduchy, dostate¢né spolehlivy a piesny
zpusob determinace ploidie u karase stfibfit¢ho (Halacka et Luskova, 2000; Kalous et Petrtyl,

2004; Luskova et al., 2010; Luskova et al., 2008; Vetesnik et al., 2006; Vetesnik et al., 2004).

Vyhodou obrazové analyzy je méfeni plochy jadra ve specifickém poli po pixelech
a vysledna hodnota plochy je pak kalibrovana absolutnimi jednotkami, nejéast&ji pm?. 1kdyz
se mohou maxima plochy u 2n lehce pfekryvat s minimy 3n, tak se tyto hodnoty vyznamné
1i§1 a tato vlastnost mize byt spolehlivé pouzita pro identifikaci stupné ploidie (Flajshans,
1997). Jist¢ omezeni spojené s méfenim plochy jader Er miiZe predstavovat stafi ryby.
Pro odbér krve je totiz vyzadovéana urcita velikost ryb a uvadi se, Ze je nutné pockat na Er

jednoleté ryby (Lamatsch et al., 2000).
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Nezbytnym predpokladem pro uspéSnost PAO jsou tenké kvalitni jednovrstevné,
nepiekryvajici se a nepoSkozené krevni natéry jak pro vlastni barveni, tak i pro samotnou
analyzu. To je dulezité zejména v piipad¢ automatizovaného méteni. Kvili nastaveni spravné
prahové hodnoty pokryvajici pouze kontrastni objekty je nutné, aby byly zhotovené preparaty
dobie diferencované Giemsovo barvenim (Flajshans, 1997). Uvedené nedostatky mohou
zpusobit nepiesné prahovani, které muize ovlivnit preciznost a pfesnost méieni. Z toho
davodu, predstavuje naprahovani barevného rozliSeni v programovém prostiedi softwaru pro
analyzu obrazu nejvétsi problém této metody. Vzhledem k obvykle nestejnému barevnému
rozlozeni obarvenych sklicek s krevnimi natéry je tento problém prakticky nefeSitelny

(Kalous et Petrtyl, 2004). Lze ho vSak ¢astecné obejit manualnim métenim.

Pii vlastnim méfeni je n¢kdy zapotiebi z obrazu vyloucit artefakty v podobé dalSich
stejn€ obarvenych krvinek (erytroblasty, monocyty a trombocyty). Jako dalsi vyhodu Ize uvést
trvalost krevnich natéri, které je mozné pouzit opakované (Flajshans, 1997; Kalous et Petrtyl,

2004).

Jako vhodna, se pfinejmenSim u vétstho mnozstvi analyzovanych vzorka jevi
skute¢nost, aby manudlni méteni bylo provadéno idedlné pouze 1 osobou, kvili subjektivni
ovlivnitelnosti rozméri méfitelem. Jistd chyba vznikd také pii zpracovani binarniho obrazu,
jez zachycuje objekty, které jsou ve skutecnosti trojrozmérné. Presto, je tato metoda plné
akceptovatelnd pro tfidéni rybich vzorkli (nejen karast stiibfitych) podle jejich ploidni

urovné, predevsim pfimym méfenim plochy jader erytrocytl (Kalous et Petrtyl, 2004).

3.10 Studie zabyvajici se vlivem ploidie na délku streva

Pro morfometrické hodnoceni stiev se u ryb obecné vyuziva nékolik ukazatelt.
Nejcastéji pouzivanym je zfejme index stievo — télni velikosti (RGL ¢i RIL), ktery vychazi ze
sttevni délky (GL ¢i IL). Dal§im z nich je index stievo — télni hmotnosti (RGM), jez vychazi
z hmotnosti stfeva (GM). Komplexngj§i propojeni délky a vahy stieva umoziuje

tzv. ILW index, jinak téz Zihlertiv index (Karachle et al., 2010).

Mezi morfologickymi vyzkumy, zabyvajicimi se konkrétné dopadem ploidie na délku
stieva, lze jako ptiklad uvést dvé nedavné studie Peruzziho kolektivu. Tito autoifi zkoumaly
ucinky ploidie u dvou hospodarsky vyznamnych druhti, a to mezi sourozenci akvakulturniho
atlantského lososa, a mezi sourozeneckym potomstvem divoké a chovné tresky (Peruzzi et al.,

2015; Peruzzi et al., 2013).
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Pro hodnoceni vlivu ploidie byly pouzity nasledujici parametry: RGL (relativni délka
uvedeném byla provedena i histologie téchto privéskll a stanoven pocet hlenovych bunék.
Jako vstupni 1udaj poslouzila standartni délka (SL), navic byly ryby zvazeny
(s presnosti 0,1 g). Po vyjmuti stieva, byla zméfena jeho délka od konce pylorické oblasti po
kone¢nik v uvolnéné nenapnuté poloze s ptesnosti 0,1 cm. Dale byla vyfiznuta oblast
pylorickych piivéskll, a nasledovalo stanoveni poctu a hmotnosti téchto vybézki. Relativni
délka stfeva byla vypoctena ze zméiené délky stfeva (GL) a standartni délky (SL) jako
RGL = GL [cm] / SL [cm]. Pro histologické vzorky bylo u 30 — ti jedinci (15 x 3na 15 x 2n)
vyclenéno nékolik pylorickych ptivéski (3 — 5), z nichz bylo vyhotoveno 5 — 6 histologickych

fezl ze stiedni ¢asti kazdého z nich (Peruzzi et al., 2015; Peruzzi et al., 2013).

Mezi 2n a 3n nebyly zjistény rozdily v télesné hmotnosti ani ve standartni délce, taktéz
nebyly odhaleny rozdily mezi pohlavimi. U druht, které vlastni pylorické piivésky, je tento
znak vyznamnym parametrem pro porovnani mezi ploidiemi. Zminénd slepa rozsifeni,
umisténa mezi zaludkem a pfedni Casti stieva, zajiStuji sekreci travicich enzymul a zvysuji
absorpc¢ni plochu pro vstfebavani Zivin. Jejich odliSnosti mezi ploidiemi, proto mohou ovlivnit
vyuziti zivin. Navic je poc€et PP polygenni vlastnost, ktera zfejmé koreluje s konverzi krmiva
a muze nést potencial pro genetickou selekci v akvakulturnich chovech (Peruzzi et al., 2015;
Peruzzi et al., 2013). Nicméné, u kaprovitych ryb tato postpylorickd Cast se slepymi

pylorickymi piivésky chybi.

Nalezy obou studii se v podstaté shoduji. Byly odhaleny statisticky vyznamné rozdily
v morfologii stfeva mezi 2n a 3n jedinci. Triploidni ryby mély v obou piipadech zhruba
0 20 % niz8i pocet pylorickych piivésklti nez diploidni. U lososa, mély 3n o 25 % niZsi
hmotnost PP, a o 15% krat§i RGL. Pocet PP, se navic u farmového 2n piekryval s poctem
u volné Zijicich losost (50 — 62 a 55 — 75). Triploidni potomstvo divoké tresky vykazovalo
také, o 23 % kratsi RGL neZ 2n sourozenci, ale 3n potomstvo farmovych tresek mélo
podobnou RGL jako 2n. Primérny pocet mukoznich bunék epitelu PP byl vyznamné vyssi

u 3n nez 2n (Peruzzi et al., 2015; Peruzzi et al., 2013).

Zda se tedy, Ze ma ploidie vyrazny vliv na n€kolik aspektl stfevni morfologie. Vyvoj
sttev mize byt u 3n naruSen, ale je potfeba si uvédomit mezidruhové odliSnosti viz
podkapitola Vlastnosti triploidi. Nalezené morfologické rozdily mohou vést ke snizené

kapacité¢ traviciho traktu a nizsi absorpcni plose u 3n. Diploidni a triploidni ryby se tak mohou
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lisit ve své schopnosti absorbovat, metabolizovat a udrzet Ziviny. Podle druhu mohou
akvakulturni 3n vyzadovat odlisné slozeni diety ¢i dietni doplitky. Déle se 2n a 3n mohou liSit
sttevni mikroflorou, s potencialnimi disledky na uzitkovost a zdravi. Ploidni stupen, tedy
muZze menit nejen morfologii a fyziologii stfeva, ale 1 bakterialni floru. Dalsi roli ve vysledné
kolonizaci a slozeni mikroflory mezi ploidiemi mohou navic hrat rtzné nutri¢ni
a environmentalni faktory. V diisledku mohou anatomicko — morfologické a fyziologické
rozdily ve stfevech mit zasadni vyznam na efektivitu zazivani a nasledny rist nebo welfare

ryb odlisné ploidie (Peruzzi et al., 2015; Peruzzi et al., 2013).

Znalost morfologickych rozdili tréviciho traktu mezi ploidiemi a identifikovani
funkénich a dalSich disledkt ploidniho stupné, jsou proto dilezité nejen pro komercni ucely
(chov), ale napiiklad i pro posouzeni potencidlni kompeti¢ni vyhody invaznich druhti jako je

k. stiibfity v doméci ichtyofauné (Simkova et al., 2015).
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4  MATERIAL A METODY

Material karase stfibfitého (46 ks) pochazel ze tii fi¢nich lokalit CR, kde byl odchycen
na zadatku roku 2014. Jednalo se o fiéni systém Dyje, Odry a solitérni tii Rehacku, ktera je
soucasti HrbaCovych tini (Labe). Do zahajeni tohoto experimentu byly ryby zajiStény

v akvariich na demonstra¢nim a experimentalnim pracovisti FAPPZ CZU v Praze.

Ryby byly vzhledem k invazivnosti pokusu jiz pfed odbérem krve usmrceny
stanovenou davkou rybiho anestetika MS — 222 (vodny roztok trikain — methan — sulfonétu).
Navic se ukazalo, Ze pro manipulaci s rybou béhem odbéru krve je plné znehybnéni lepsi.
Vzhledem k tomu, Ze by ryby musely byt kvili ziskani vzorkd tkdn€ pro izolaci DNA
a resekci stieva stejné usmrceny, pfistoupilo se k jejich usmrceni hned v prvnim kroku. Tento
pfistup umoziuje skutecnost, ze krev lze pouzit jeSté¢ zhruba do 10 — ti minut po usmrceni.
Po uspani jim byl odebran maly vzorek krve ze srdce (zleva) do 5 ml injekéni stiikacky
heparinizovanou injekéni jehlou. Pouzita byla sodna sul Heparinu (Heparin sodium
25000 IU/S ml) pod komerénim ndzvem Henalip. Krev byla ihned pfenesena na podlozni

sklicka krevnim roztérem. Po zaschnuti krevniho natéru byly Er fixovany 97 % ethanolem.

Obrizek & 5. Fotodokumentace a méfeni ryb. Vybrani zastupci skupiny R — Rehacka,
O — Odra, M — Dyje.

35



Ryby byly po odbéru krve zdokumentovany a zmeéteny (TL = SL a BL). Poté
nasledovalo vyjmuti stfev. BfiSni dutina byla oteviena z pravé strany pies fitni otvor,
obloukem kolem plynového meéchyfe az po prvni zebra. Otevienim bfisni dutiny bylo
umoznéno vyjmuti celého obsahu vcetné stfev. Travici trakt byl oddélen v oblasti jicnu.
Po odstranéni ostatnich organii a po opatrném rozpleteni stiev (nepferusenost) bylo mozné
zm¢fit jejich délku. Délka stfev byla v tomto ptipadé méfena véetné pyloru, od konce jicnu az
po anus. Vzhledem k elasticité stfev (typicka vlastnost biolog. materidlu) byla jejich délka
urcena ithned po rozpleteni bez moznosti smr$téni tak, Ze doslo k jejich pfirozenému natazeni
podél meéfitka. Pohlavi usmrcenych jedinch bylo zjisténo makroskopickym vySetfenim

pohlavnich produkti.

Obrazek €. 6. Pracovni postup. Anestezie ryb, odbér krve ze srdce, otevieni bfisni dutiny

a vyjmuti obsahu, oddé€leni, rozpleteni a zméteni stiev, pomuicky a vzorky na izolaci DNA

(zleva).
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Déle byly rybam odebrany vzorky tkdn¢€ pro moznost pozd¢jsi izolace DNA (svalova
tkan ze hibetu a ustfizek pravé bfisni ploutve) a samotné ryby byly obaleny ochrannou textilii

a nalozeny do 4 — 5 % formaldehydu (tj. fedéni 1:10).

Sklicka byla po jejich zkompletovani obarvena roztokem piipravenym ze
3ml Giemsy - Romanovského barviva a ze 75ml pfipraveného pufru PBS

(28,56 g Na,HPO,4 * 12 H,O + KH,PO4 / 2 1 destilované vody).

Po standartnim obarveni Giemsou béhem 10 — ti minut a nasledném oschnuti, byly
krevni vzorky snimany pomoci imerzniho objektivu kamerou Nikon pomoci optického
mikroskopu Nikon ECLIPSE E600 (s episkopickym fluorescen¢nim nastavcem Y — FL) pro
obyc¢ejné mikroskopovani ve svételném poli. Poté byl stav ploidie hodnocen na zatizeni
od firmy HP a monitoru BenQ, pomoci softwaru NIS — Elements AR verze 4.30.01 a 4.20.01
pro pocitatovou analyzu obrazu, diive zndmého pod nazvem LUCIA. JakoZto dostatecné
spolehliva vlastnost byla méfena pouze plocha jader erytrocytii manudlnim méfenim pro
150 jader Er u kazdé ryby. VSechny udaje naméfené v programu NIS — Elements byly spolu
s nadefinovanymi vystupnimi udaji pro kazdou rybu exportovany do souborti Microsoft

Excel. Jednalo se o primér, smérodatnou odchylku, minimum a maximum.

Obrazek ¢. 7. Vyhodnocovani stavu ploidie z krevnich natérii pomoci pocitacové analyzy obrazu.
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Urceni ploidie v této praci vychazelo zpouzivanych postupi a ze zndmych
primérnych hodnot velikosti jader Er pro diploidni a triploidni jedince karase stiibfitého.
Metodiku shrnuji nize uvedené piedchozi studie zabyvajici se nejen stupném ploidie, ale
i spolehlivosti této techniky pii determinaci ploidie vi¢i ostatnim metodam (Halacka
et Luskova, 2000; Kalous et Petrtyl, 2004; Luskova et al., 2010; Luskova et al., 2008;
Vetesnik et al., 2006; Vetesnik et al., 2004).

V pribéhu analyzy byla snaha odstranit z obrazu dalsi stejné obarvené krvinky.
Nepravidelnost tvaru jadra byla ¢aste¢né eliminovana manualnim métfenim jednotlivych jader.

Do méteni byla zahrnuta jadra spiSe stitedni nebo mensi velikosti a eliptického vzhledu.

VSechny naméfené morfometrické udaje, stejné jako vSechna data z pocitacové
analyzy obrazu, byly zpracovany v programu STATISTICA verze 10 a 12 CZ. Ptipadné
korekce dat (zpriimérovéni) jsou uvedeny v sekci Vysledky. U obou typl udaji byla pied
zahdjenim testovani zhodnocena normalita dat a posouzena homogenita rozptyld. V ramci
statistick¢ého hodnoceni plochy jader Er byly provedeny zakladni popisné statistiky, t — test
»kazdy s kazdym®, dvouvybérovy t — test a neparametricka ANOVA.

Ze vstupnich morfometrickych dat (délky stfeva, standartni délky a délky téla) byly
pred vlastnim testovanim pro kazdou rybu vypocitany relativni ukazatele tj. RGL a GL/BL.
Pro tyto udaje byly vyuZity témét shodné analyzy jako v pfipadé hodnoceni jader Er.
S rozdilem parametrické ANOVy a Obecného linearniho modelu (MNC). V ramci prace byly
provedeny také regrese a korelace mezi ploidii a plochou jader Er a mezi vySe zminénymi

sttevnimi ukazateli a plochou jader.

Obrazek ¢. 8. Vybrané snimky z mikroskopu hodnocené metodou LUCIA. Rozdil velikosti
plochy jader Er mezi diploidy a triploidy je patrny jiz pouhym okem.
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5  VYSLEDKY

Pomoci PAO byla u skupiny R zméfena plocha 2550 jader Er. U skupiny O byla
zmeiena plocha 1952 jader Er a u skupiny M byla ziskana plocha 2113 jader Er. Celkem tedy
byla stanovena tato vlastnost pro 6615 jader erytrocytd. Rybu pod oznacenim R18 nebylo
mozné touto analyzou vyhodnotit, protoze pro ni byl chybné pfipraven krevni nétér. Proto ve
vSech statistickych hodnocenich plochy jader Er chybi. I ptes chybéjici data je ale pro dalsi
hodnoceni vlivu ploidie na délku stieva posuzovéna jako 3n vzhledem ke svému ptuvodu ze
solitérniho biotopu typického pro triploidni biotyp. U ryby oznacené M9 bylo zméteno pouze
12 jader Er.

Na samém zacatku bylo provedeno Setfeni, zda existuje statisticky vyznamny rozdil
mezi jednotlivymi vzorky, protoze jiz pti mefeni pod obrazem vzniklo divodné podezieni na
pritomnost triploidnich jedinct uvniti skupin, které mély byt ptivodné ryze diploidni. Z toho
diavodu byl porovnavan kazdy triploidni jedinec (skupina R) s kazdym jedincem diploidnim
(skupiny O a M). Pozn. Takov¢ statistické hodnoceni ovSem neni statisticky korektni (Vejl

et Vasek, 2015, pers. comm.). Karas R18 nebyl do tohoto Setfeni zahrnut.

Celkem bylo posouzeno 476 kombinaci. Testovani prob¢hlo na hladiné vyznamnosti
a= 0,01. Pomoci tohoto t — testu ,kazdy skazdym™ a hodnoty p, ktera predstavuje
bezrozmérmé Ccislo, porovnavané s hladinou vyznamnosti alfa, byl odhalen statisticky
vyznamny rozdil s 99 % pravdépodobnosti mezi vétSinou 3n (R) a 2n (O a M) jedinct
(p <0,01). V nékolika ptipadech ov§em byla hodnota p vétSi nez 0,01. Tim bylo v diploidnich
vybérovych souborech odhaleno celkem pét 3n jedincd, tfi u skupiny O a dva u skupiny M.
Podrobné¢ viz tabulka €. 1. Uvedeny nalez a jednotlivé ploidni trovné vSech 45 jedinci

(bez R18) jsou dobie patrné z grafu €. 1.

Pro Uplné ovéfeni odliSnosti uvedenych 5 — ti ryb od zbylych 2n karasii stfibfitych
bylo provedeno obdobné hodnoceni. A to pouze v ramci skupiny O a M, ptfi¢emZ byli domnéli
triploidni jednotlivei postaveni do 3n pozice. Ve vSech 115 srovnanich se liSili od 2n
a vykazovali statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01). Proto byli tito karasi stfibfiti oznaceni
jako triploidi. A jelikoz téchto pét jedinct nepiedstavovalo dostatecné velky triploidni vzorek

pro lokality O a M, byli z dalSich statistickych analyz vylouceni.
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Tabulka 1. Vysledky t-testu pii hodnoceni rozdilu plochy jader erytrocyti mezi 3n (R) a 2n (O, M) jedinci.

T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

30 vs. 2n Pramér | Primér p
R OaM
RO1vs.O01 | 24,36 19,70 0,00
RO1vs. 002 | 24,36 15,38 0,00
RO1vs. 003 | 24,36 13,97 0,00
RO1vs. 004 | 24,36 15,06 0,00
RO1 vs. 005 | 24,36 23,69 0,06
RO1 vs. 006 | 24,36 15,64 0,00
RO1vs. 007 | 24,36 15,79 0,00
RO1 vs. 008 | 24,36 13,65 0,00
RO1vs. 009 | 24,36 14,83 0,00
RO1vs. 010 | 24,36 26,28 0,00
RO1vs. O11 | 24,36 14,56 0,00
RO1vs. 012 | 24,36 15,09 0,00
RO1vs. O13 | 24,36 15,61 0,00
RO1 vs. MO1 | 24,36 15,47 0,00
RO1 vs. M02 | 24,36 14,83 0,00
RO1 vs. MO3 | 24,36 15,78 0,00
RO1 vs. M04 | 24,36 14,62 0,00
ROI1 vs. MO5 | 24,36 15,10 0,00
RO1 vs. MO6 | 24,36 16,12 0,00
RO1 vs. MO7 | 24,36 15,15 0,00
ROI1 vs. MO8 | 24,36 14,75 0,00
RO1 vs. M09 | 24,36 14,50 0,00
RO1 vs. M10 | 24,36 20,93 0,00
RO1 vs. M11 | 24,36 15,49 0,00
RO1vs.M12 | 24,36 15,61 0,00
RO1vs.M13 | 24,36 15,51 0,00
RO1 vs.M14 | 24,36 23,33 0,00
RO1 vs. M15 | 24,36 15,56 0,00
R0O2vs.O01 | 27,54 19,70 0,00
RO2vs. 002 | 27,54 15,38 0,00
R0O2vs. 003 | 27,54 13,97 0,00
RO2vs.O04 | 27,54 15,06 0,00
RO2vs. 005 | 27,54 23,69 0,00
R0O2vs. 006 | 27,54 15,64 0,00
RO2vs. 007 | 27,54 15,79 0,00
R0O2vs. 008 | 27,54 13,65 0,00
R0O2vs. 009 | 27,54 14,83 0,00
R0O2vs. 010 | 27,54 26,28 0,00
R0O2vs.O11 | 27,54 14,56 0,00
RO2vs.O12 | 27,54 15,09 0,00
R0O2vs.O13 | 27,54 15,61 0,00
RO2vs.MO1 | 27,54 15,47 0,00
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T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

3 vs. 2n Pramér | Priamér p
R OaM
RO2vs.M02 | 27,54 14,83 0,00
RO2vs.MO3 | 27,54 15,78 0,00
RO2vs.M04 | 27,54 14,62 0,00
RO2vs. MO5 | 27,54 15,10 0,00
RO2 vs.M06 | 27,54 16,12 0,00
RO2vs. MO7 | 27,54 15,15 0,00
RO2vs. MO8 | 27,54 14,75 0,00
RO2vs. M09 | 27,54 14,50 0,00
RO2vs.M10 | 27,54 20,93 0,00
RO2vs.M11 | 27,54 15,49 0,00
RO2vs.M12 | 27,54 15,61 0,00
RO2vs.M13 | 27,54 15,51 0,00
RO2vs.M14 | 27,54 23,33 0,00
RO2vs.M15 | 27,54 15,56 0,00
R0O3vs.O01 | 27,46 19,70 0,00
RO3vs. 002 | 27,46 15,38 0,00
R0O3vs. 003 | 27,46 13,97 0,00
RO3vs. 004 | 27,46 15,06 0,00
R0O3vs. 005 | 27,46 23,69 0,00
RO3vs. 006 | 27,46 15,64 0,00
RO3vs. 007 | 27,46 15,79 0,00
R0O3vs. 008 | 27,46 13,65 0,00
RO3vs. 009 | 27,46 14,83 0,00
R0O3vs. 010 | 27,46 26,28 0,00
RO3vs.O11 | 27,46 14,56 0,00
RO3vs. 012 | 27,46 15,09 0,00
R0O3vs.O13 | 27,46 15,61 0,00
RO3vs. MO1 | 27,46 15,47 0,00
RO3vs.M02 | 27,46 14,83 0,00
RO3vs. MO3 | 27,46 15,78 0,00
RO3 vs.M04 | 27,46 14,62 0,00
RO3vs. MO5 | 27,46 15,10 0,00
RO3 vs. MO6 | 27,46 16,12 0,00
RO3 vs.M07 | 27,46 15,15 0,00
RO3vs. MO8 | 27,46 14,75 0,00
RO3 vs. M09 | 27,46 14,50 0,00
RO3vs.M10 | 27,46 20,93 0,00
RO3 vs.M11 | 27,46 15,49 0,00
RO3vs.M12 | 27,46 15,61 0,00
RO3vs.M13 | 27,46 15,51 0,00
RO3vs.M14 | 27,46 23,33 0,00
RO3vs.M15 | 27,46 15,56 0,00




T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

3nvs. 2n Pramér | Priamér p
R OaM
R04vs. 001 | 23,76 19,70 0,00
R04vs. 002 | 23,76 15,38 0,00
R04vs. 003 | 23,76 13,97 0,00
R04vs. 004 | 23,76 15,06 0,00
R04vs. 005 | 23,76 23,69 0,82
R04 vs. 006 | 23,76 15,64 0,00
R04vs. 007 | 23,76 15,79 0,00
R04 vs. 008 | 23,76 13,65 0,00
R04vs. 009 | 23,76 14,83 0,00
R04vs. 010 | 23,76 26,28 0,00
R0O4vs.O11 | 23,76 14,56 0,00
R04vs. 012 | 23,76 15,09 0,00
R04vs.O13 | 23,76 15,61 0,00
R04 vs.MO1 | 23,76 15,47 0,00
R04 vs. M02 | 23,76 14,83 0,00
R04 vs.M03 | 23,76 15,78 0,00
R04 vs.M04 | 23,76 14,62 0,00
RO04 vs. MO5 | 23,76 15,10 0,00
R04 vs.M06 | 23,76 16,12 0,00
R04 vs. MO7 | 23,76 15,15 0,00
R04 vs. MO8 | 23,76 14,75 0,00
R04 vs. M09 | 23,76 14,50 0,00
R04 vs. M10 | 23,76 20,93 0,00
R04 vs.M11 | 23,76 15,49 0,00
R04vs. M12 | 23,76 15,61 0,00
R0O4 vs.M13 | 23,76 15,51 0,00
R04 vs.M14 | 23,76 23,33 0,09
R04 vs.M15 | 23,76 15,56 0,00
RO5vs. 001 | 27,43 19,70 0,00
RO5vs. 002 | 27,43 15,38 0,00
RO5vs. 003 | 27,43 13,97 0,00
RO5vs.O04 | 27,43 15,06 0,00
RO5vs. 005 | 27,43 23,69 0,00
RO5vs. 006 | 27,43 15,64 0,00
RO5vs. 007 | 27,43 15,79 0,00
RO5vs. 008 | 27,43 13,65 0,00
RO5vs. 009 | 27,43 14,83 0,00
RO5vs. 010 | 27,43 26,28 0,00
RO5vs.O11 | 27,43 14,56 0,00
RO5vs. 012 | 27,43 15,09 0,00
RO5vs. 013 | 27,43 15,61 0,00
RO5vs.MO1 | 27,43 15,47 0,00
RO5vs.M02 | 27,43 14,83 0,00
RO5vs.M03 | 27,43 15,78 0,00
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T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

3nvs. 2n Pramér | Priamér p
R OaM
RO5vs.M04 | 27,43 14,62 0,00
RO5vs.MO5 | 27,43 15,10 0,00
RO5 vs. MO6 | 27,43 16,12 0,00
RO5vs. MO7 | 27,43 15,15 0,00
RO5vs. MO8 | 27,43 14,75 0,00
RO5vs. M09 | 27,43 14,50 0,00
RO5vs.M10 | 27,43 20,93 0,00
RO5vs.M11 | 27,43 15,49 0,00
RO5vs.M12 | 27,43 15,61 0,00
RO5vs.M13 | 27,43 15,51 0,00
RO5vs.M14 | 27,43 23,33 0,00
RO5vs.M15 | 27,43 15,56 0,00
R0O6vs. 001 | 27,69 19,70 0,00
R0O6vs. 002 | 27,69 15,38 0,00
R0O6vs. 003 | 27,69 13,97 0,00
RO6vs. 004 | 27,69 15,06 0,00
R0O6vs. 005 | 27,69 23,69 0,00
R0O6vs. 006 | 27,69 15,64 0,00
RO6vs.O07 | 27,69 15,79 0,00
R0O6vs. 008 | 27,69 13,65 0,00
R0O6vs. 009 | 27,69 14,83 0,00
R0O6vs. 010 | 27,69 26,28 0,00
RO6vs. O11 | 27,69 14,56 0,00
R0O6vs. 012 | 27,69 15,09 0,00
R0O6vs.O13 | 27,69 15,61 0,00
RO6vs.MO1 | 27,69 15,47 0,00
RO6vs. M02 | 27,69 14,83 0,00
RO6vs.M03 | 27,69 15,78 0,00
RO6vs.M04 | 27,69 14,62 0,00
RO6 vs. MO5 | 27,69 15,10 0,00
RO6 vs. M06 | 27,69 16,12 0,00
RO6 vs. MO7 | 27,69 15,15 0,00
RO6vs. MO8 | 27,69 14,75 0,00
RO6 vs. M09 | 27,69 14,50 0,00
RO6vs.M10 | 27,69 20,93 0,00
RO6vs.M11 | 27,69 15,49 0,00
RO6vs.M12 | 27,69 15,61 0,00
RO6vs.M13 | 27,69 15,51 0,00
RO6vs.M14 | 27,69 23,33 0,00
RO6vs.M15 | 27,69 15,56 0,00
RO7vs.O01 | 21,99 19,70 0,00
R0O7vs. 002 | 21,99 15,38 0,00
R0O7vs. 003 | 21,99 13,97 0,00
RO7vs. 004 | 21,99 15,06 0,00




T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

3nvs. 2n Pramér | Priamér p
R OaM
RO7vs. 005 | 21,99 23,69 0,00
RO7vs. 006 | 21,99 15,64 0,00
RO7vs. 007 | 21,99 15,79 0,00
RO7vs. 008 | 21,99 13,65 0,00
R0O7vs. 009 | 21,99 14,83 0,00
RO7vs. 010 | 21,99 26,28 0,00
RO7vs.O11 | 21,99 14,56 0,00
R0O7vs. 012 | 21,99 15,09 0,00
R0O7vs.O13 | 21,99 15,61 0,00
RO7 vs. MO1 | 21,99 15,47 0,00
RO7 vs. M02 | 21,99 14,83 0,00
RO7 vs. MO3 | 21,99 15,78 0,00
RO7 vs. M04 | 21,99 14,62 0,00
RO7 vs. MO5 | 21,99 15,10 0,00
RO7 vs. MO6 | 21,99 16,12 0,00
RO7 vs. MO7 | 21,99 15,15 0,00
RO7 vs. MO8 | 21,99 14,75 0,00
RO7 vs. M09 | 21,99 14,50 0,00
RO7 vs. M10 | 21,99 20,93 0,00
RO7 vs.M11 | 21,99 15,49 0,00
RO7vs.M12 | 21,99 15,61 0,00
RO7vs.M13 | 21,99 15,51 0,00
RO7vs.M14 | 21,99 23,33 0,00
RO7vs.M15 | 21,99 15,56 0,00
RO8vs. 001 | 22,72 19,70 0,00
RO8vs. 002 | 22,72 15,38 0,00
RO8vs. 003 | 22,72 13,97 0,00
RO8vs. 004 | 22,72 15,06 0,00
RO8 vs. 005 | 22,72 23,69 0,00
RO8 vs. 006 | 22,72 15,64 0,00
RO8 vs. 007 | 22,72 15,79 0,00
RO8 vs. 008 | 22,72 13,65 0,00
RO8vs. 009 | 22,72 14,83 0,00
RO8vs. 010 | 22,72 26,28 0,00
RO8vs.O11 | 22,72 14,56 0,00
RO8vs. 012 | 22,72 15,09 0,00
RO8vs. O13 | 22,72 15,61 0,00
RO8 vs. MO1 | 22,72 15,47 0,00
RO8 vs. M02 | 22,72 14,83 0,00
RO8 vs. MO3 | 22,72 15,78 0,00
RO8 vs. M04 | 22,72 14,62 0,00
RO8 vs. MO5 | 22,72 15,10 0,00
RO8 vs. M06 | 22,72 16,12 0,00
RO8 vs. MO7 | 22,72 15,15 0,00
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T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

3nvs. 2n Pramér | Priamér p
R OaM
RO8 vs. MO8 | 22,72 14,75 0,00
RO8 vs. M09 | 22,72 14,50 0,00
RO8 vs. M10 | 22,72 20,93 0,00
RO8 vs. M11 | 22,72 15,49 0,00
RO8vs.M12 | 22,72 15,61 0,00
RO8 vs. M13 | 22,72 15,51 0,00
RO8vs.M14 | 22,72 23,33 0,02
RO8 vs. M15 | 22,72 15,56 0,00
R09vs. 001 | 26,39 19,70 0,00
R09vs. 002 | 26,39 15,38 0,00
R0O9vs. 003 | 26,39 13,97 0,00
R09vs. 004 | 26,39 15,06 0,00
R0O9vs. 005 | 26,39 23,69 0,00
R09 vs. 006 | 26,39 15,64 0,00
R0O9vs. 007 | 26,39 15,79 0,00
R09vs. 008 | 26,39 13,65 0,00
R09vs. 009 | 26,39 14,83 0,00
R09vs. 010 | 26,39 26,28 0,69
R09vs.O11 | 26,39 14,56 0,00
R09vs. 012 | 26,39 15,09 0,00
R09vs. 013 | 26,39 15,61 0,00
R0O9vs. MO1 | 26,39 15,47 0,00
R0O9vs. M02 | 26,39 14,83 0,00
R09 vs.M03 | 26,39 15,78 0,00
R0O9 vs. M04 | 26,39 14,62 0,00
R09 vs. MO5 | 26,39 15,10 0,00
R0O9 vs. MO6 | 26,39 16,12 0,00
R09 vs. MO7 | 26,39 15,15 0,00
R09 vs. MO8 | 26,39 14,75 0,00
R0O9 vs. M09 | 26,39 14,50 0,00
R0O9 vs. M10 | 26,39 20,93 0,00
R0O9vs.M11 | 26,39 15,49 0,00
R0O9vs.M12 | 26,39 15,61 0,00
RO9vs.M13 | 26,39 15,51 0,00
R0O9vs.M14 | 26,39 23,33 0,00
R0O9vs.M15 | 26,39 15,56 0,00
R10vs.O01 | 22,82 19,70 0,00
R10vs. 002 | 22,82 15,38 0,00
R10vs. 003 | 22,82 13,97 0,00
R10vs. 004 | 22.82 15,06 0,00
R10vs. 005 | 22,82 23,69 0,00
R10vs. 006 | 22,82 15,64 0,00
R10vs. 007 | 22,82 15,79 0,00
R10vs.O08 | 22,82 13,65 0,00




T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

3nvs. 2n Pramér | Priamér p
R OaM
R10vs. 009 | 22,82 14,83 0,00
R10vs. 010 | 22,82 26,28 0,00
R10vs. O11 | 22,82 14,56 0,00
R10vs. 012 | 22,82 15,09 0,00
R10vs.O13 | 22,82 15,61 0,00
R10vs. MO1 | 22,82 15,47 0,00
R10vs.M02 | 22,82 14,83 0,00
R10vs. MO3 | 22,82 15,78 0,00
R10vs.M04 | 22,82 14,62 0,00
R10vs.MO5 | 22,82 15,10 0,00
R10vs. M06 | 22,82 16,12 0,00
R10vs.MO7 | 22,82 15,15 0,00
R10vs. MO8 | 22,82 14,75 0,00
R10vs. M09 | 22,82 14,50 0,00
R10vs. M10 | 22,82 20,93 0,00
R10vs.M11 | 22,82 15,49 0,00
R10vs.M12 | 22,82 15,61 0,00
R10vs.M13 | 22,82 15,51 0,00
R10vs.M14 | 22,82 23,33 0,04
R10vs.M15 | 22,82 15,56 0,00
R11vs. 001 | 27,64 19,70 0,00
R11vs. 002 | 27,64 15,38 0,00
R11vs. 003 | 27,64 13,97 0,00
R11vs.004 | 27,64 15,06 0,00
R11vs. 005 | 27,64 23,69 0,00
R11vs.006 | 27,64 15,64 0,00
R11vs. 007 | 27,64 15,79 0,00
R11vs.008 | 27,64 13,65 0,00
R11vs.009 | 27,64 14,83 0,00
R11vs. 010 | 27,64 26,28 0,00
R11vs. Ol1 27,64 14,56 0,00
R11vs. 012 | 27,64 15,09 0,00
R11vs.O13 | 27,64 15,61 0,00
R11vs.MO1 | 27,64 15,47 0,00
R11vs.M02 | 27,64 14,83 0,00
R11vs.MO03 | 27,64 15,78 0,00
R11vs.M04 | 27,64 14,62 0,00
R11vs.MO5 | 27,64 15,10 0,00
R11vs.M06 | 27,64 16,12 0,00
R11vs.MO7 | 27,64 15,15 0,00
R11vs. MO8 | 27,64 14,75 0,00
R11vs. M09 | 27,64 14,50 0,00
R11vs.M10 | 27,64 20,93 0,00
Rl1l1vs.MI11 | 27,64 15,49 0,00
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T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

3nvs. 2n Pramér | Priamér p
R OaM
R11vs.M12 | 27,64 15,61 0,00
R1l1vs.M13 | 27,64 15,51 0,00
R11vs.M14 | 27,64 23,33 0,00
R11vs.M15 | 27,64 15,56 0,00
R12vs. 001 | 27,08 19,70 0,00
R12vs. 002 | 27,08 15,38 0,00
R12vs. 003 | 27,08 13,97 0,00
R12vs. 004 | 27,08 15,06 0,00
R12vs. 005 | 27,08 23,69 0,00
R12vs. 006 | 27,08 15,64 0,00
R12vs. 007 | 27,08 15,79 0,00
R12vs. 008 | 27,08 13,65 0,00
R12vs. 009 | 27,08 14,83 0,00
R12vs. 010 | 27,08 26,28 0,01
R12vs.O11 | 27,08 14,56 0,00
R12vs. 012 | 27,08 15,09 0,00
R12vs. 013 | 27,08 15,61 0,00
R12vs.MO1 | 27,08 15,47 0,00
R12vs.M02 | 27,08 14,83 0,00
R12vs.MO3 | 27,08 15,78 0,00
R12vs.M04 | 27,08 14,62 0,00
R12vs.MO5 | 27,08 15,10 0,00
R12vs.MO6 | 27,08 16,12 0,00
R12vs.MO7 | 27,08 15,15 0,00
R12vs. MO8 | 27,08 14,75 0,00
R12vs. M09 | 27,08 14,50 0,00
R12vs.M10 | 27,08 20,93 0,00
R12vs.M11 | 27,08 15,49 0,00
R12vs.M12 | 27,08 15,61 0,00
R12vs.M13 | 27,08 15,51 0,00
R12vs.M14 | 27,08 23,33 0,00
R12vs.M15| 27,08 15,56 0,00
R13vs.O01 | 19,67 19,70 0,93
R13vs. 002 | 19,67 15,38 0,00
R13vs. 003 | 19,67 13,97 0,00
R13vs. 004 | 19,67 15,06 0,00
R13vs. 005 | 19,67 23,69 0,00
R13vs. 006 | 19,67 15,64 0,00
R13vs. 007 | 19,67 15,79 0,00
R13vs. 008 | 19,67 13,65 0,00
R13vs. 009 | 19,67 14,83 0,00
R13vs. 010 | 19,67 26,28 0,00
R13vs.O11 | 19,67 14,56 0,00
R13vs. 012 | 19,67 15,09 0,00




T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

3nvs. 2n Pramér | Priamér p
R OaM
R13vs. O13 | 19,67 15,61 0,00
R13vs.MO1 | 19,67 15,47 0,00
R13vs.M02 | 19,67 14,83 0,00
R13vs.MO3 | 19,67 15,78 0,00
R13vs.M04 | 19,67 14,62 0,00
R13vs.MO5 | 19,67 15,10 0,00
R13vs.M06 | 19,67 16,12 0,00
R13vs.MO7 | 19,67 15,15 0,00
R13vs. MO8 | 19,67 14,75 0,00
R13vs. M09 | 19,67 14,50 0,00
R13vs.M10 | 19,67 20,93 0,00
R13vs.M11 | 19,67 15,49 0,00
R13vs.M12 | 19,67 15,61 0,00
R13vs.M13 | 19,67 15,51 0,00
R13vs.M14 | 19,67 23,33 0,00
R13vs.M15 | 19,67 15,56 0,00
R14vs. 001 | 20,92 19,70 0,00
R14vs. 002 | 20,92 15,38 0,00
R14vs. 003 | 20,92 13,97 0,00
R14vs. 004 | 20,92 15,06 0,00
R14vs. 005 | 20,92 23,69 0,00
R14vs. 006 | 20,92 15,64 0,00
R14vs. 007 | 20,92 15,79 0,00
R14vs. 008 | 20,92 13,65 0,00
R14vs. 009 | 20,92 14,83 0,00
R14vs. 010 | 20,92 26,28 0,00
R14vs. O11 | 20,92 14,56 0,00
R14vs. 012 | 20,92 15,09 0,00
R14vs. 013 | 20,92 15,61 0,00
R14vs.MO1 | 20,92 15,47 0,00
R14vs.M02 | 20,92 14,83 0,00
R14vs.MO3 | 20,92 15,78 0,00
R14vs.M04 | 20,92 14,62 0,00
R14vs. MO5 | 20,92 15,10 0,00
R14vs.MO6 | 20,92 16,12 0,00
R14vs.MO7 | 20,92 15,15 0,00
R14vs. MO8 | 20,92 14,75 0,00
R14vs. M09 | 20,92 14,50 0,00
R14vs.M10 | 20,92 20,93 0,98
R14vs.M11 | 20,92 15,49 0,00
R14vs.M12 | 20,92 15,61 0,00
R14vs.M13 | 20,92 15,51 0,00
R14vs.M14 | 20,92 23,33 0,00
R14vs.M15 | 20,92 15,56 0,00
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T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)

3nvs. 2n Pramér | Priamér p
R OaM
R15vs.O01 | 25,77 19,70 0,00
R15vs. 002 | 25,77 15,38 0,00
R15vs. 003 | 25,77 13,97 0,00
R15vs.O04 | 25,77 15,06 0,00
R15vs. 005 | 25,77 23,69 0,00
R15vs. 006 | 25,77 15,64 0,00
R15vs. 007 | 25,77 15,79 0,00
R15vs.O08 | 25,77 13,65 0,00
R15vs. 009 | 25,77 14,83 0,00
R15vs. 010 | 25,77 26,28 0,06
R15vs.O11 | 25,77 14,56 0,00
R15vs. 012 | 25,77 15,09 0,00
R15vs.O13 | 25,77 15,61 0,00
R15vs.MO1 | 25,77 15,47 0,00
R15vs.M02 | 25,77 14,83 0,00
R15vs.M03 | 25,77 15,78 0,00
R15vs.M04 | 25,77 14,62 0,00
R15vs.MO5 | 25,77 15,10 0,00
R15vs.M06 | 25,77 16,12 0,00
R15vs.MO7 | 25,77 | 15,15 | 0,00
R15vs. MO8 | 25,77 14,75 0,00
R15vs. M09 | 25,77 14,50 0,00
R15vs.M10 | 25,77 20,93 0,00
R15vs.M11 | 25,77 15,49 0,00
R15vs.M12 | 25,77 15,61 0,00
R15vs.M13 | 25,77 15,51 0,00
R15vs.M14 | 25,77 23,33 0,00
R15vs.M15 | 25,77 15,56 0,00
R16vs.O01 | 24,87 19,70 0,00
R16vs. 002 | 24,87 15,38 0,00
R16vs. 003 | 24,87 13,97 0,00
R16vs. 004 | 24,87 15,06 0,00
R16vs. 005 | 24,87 23,69 0,00
R16vs. 006 | 24,87 15,64 0,00
R16vs. 007 | 24,87 15,79 0,00
R16vs. 008 | 24,87 13,65 0,00
R16vs. 009 | 24,87 14,83 0,00
R16vs. 010 | 24,87 26,28 0,00
R16vs.O11 | 24,87 14,56 0,00
R16vs. 012 | 24,87 15,09 0,00
R16vs.O13 | 24,87 15,61 0,00
R16vs.MO1 | 24,87 15,47 0,00
R16vs.M02 | 24,87 14,83 0,00
R16vs.M03 | 24,87 15,78 0,00




T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n) T-test pro nezavislé vzorky (3n vs. 2n)
3nvs. 2n Primér | Prumér p 3nvs. 2n Prumér | Prumér p
R OaM R OaM
R16vs. M04 | 24,87 14,62 0,00 R17vs. 009 | 24,93 14,83 0,00
R16vs. MO5 | 24,87 15,10 0,00 R17vs. 010 | 24,93 26,28 0,00
R16vs. MO6 | 24,87 16,12 0,00 R17vs.O11 | 24,93 14,56 0,00
R16vs. MO7 | 24,87 15,15 0,00 R17vs.O12 | 24,93 15,09 0,00
R16vs. MO8 | 24,87 14,75 0,00 R17vs. 013 | 24,93 15,61 0,00
R16vs. M09 | 24,87 14,50 0,00 R17vs. MOl | 24,93 15,47 0,00
R16vs. M10 | 24,87 20,93 0,00 R17vs. M02 | 24,93 14,83 0,00
R16vs. M11 | 24,87 15,49 0,00 R17vs.MO3 | 24,93 15,78 0,00
R16vs. M12 | 2487 15,61 0,00 R17vs.M04 | 24,93 14,62 0,00
R16vs. M13 | 24,87 15,51 0,00 R17vs. MO5 | 24,93 15,10 0,00
R16vs.M14 | 24,87 23,33 0,00 R17vs. M06 | 24,93 16,12 0,00
R16vs. M15 | 24,87 15,56 0,00 R17vs. MO7 | 24,93 15,15 0,00
R17vs. 001 | 2493 19,70 0,00 R17vs. MO8 | 24,93 14,75 0,00
R17vs. 002 | 2493 15,38 0,00 R17vs. M09 | 24,93 14,50 0,00
R17vs.003 | 2493 13,97 0,00 R17vs. M10 | 24,93 20,93 0,00
R17vs. 004 | 2493 15,06 0,00 R17vs.M11 | 2493 15,49 0,00
R17vs. 005 | 24,93 23,69 0,00 R17vs. M12 | 24,93 15,61 0,00
R17vs.006 | 24,93 15,64 0,00 R17vs.M13 | 24,93 15,51 0,00
R17vs. 007 | 24,93 15,79 0,00 R17vs.M14 | 2493 23,33 0,00
R17vs. 008 | 24,93 13,65 0,00 R17vs. M15 | 24,93 15,56 0,00

Byly identifikovany dva stupné ploidie a pro uvedené lokality bylo zjisténo nasledujici
slozeni skupiny: R — Rehacka z 18 ks bylo 100 % triploidnich samic; M — Dyje z 15 ks zfejmé
pfevaha samci (problém s determinaci), bylo nalezeno 13 diploidi a 2 triploidi (z toho
spolehlivé 1 x 3n &, druhy triploid ziejmé& také samec); O — Odra z 13 ks pfevaha samic
(problém s determinaci), nalezeno 10 diploidd a 3 triploidi (29 a 1J). Problém s uréenim
pohlavi byl zplisoben prazdnymi gonaddami, protoze vétSina ryb byla po vytfeni. Prehled

v tabulce ¢. 2.

Nasledng byly u vyb&rovych soubort testovany naméfené plochy jader Er [um’] na
normalitu dat a homogenitu rozptyl. Do analyzy bylo zahrnuto celkem 5865 jader Er (minus
jadra 5 — ti vylouc€enych ryb). Konkrétné se jednalo o 2550 jader u skupiny R (3n), 1502 jader
u skupiny O (2n) a 1813 jader u skupiny M (2n). Soucet jader Er pro diploidni skupiny O a M
odpovidal celkem 3315 ks. Na zaklad¢ Shapiro — Wilkova W testu a K — S & Lillieforsova
testu normality bylo zjiSténo, ze distribuce Cetnosti vySe zminéné vlastnosti neodpovida
na hladiné vyznamnosti a = 0,05 normalnimu rozlozeni. Taktéz pro vSechny tii vyb&rové

soubory nebyla potvrzena ani homogenita rozptyld. Pro tento ucel byly vyuZity
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Cochran — Hartley — Bartlettv a Levenlv test. Z toho divodu byla pro testovani rozdila
v plose jader Er [pm?] mezi jednotlivymi vyb&rovymi soubory pouZita neparametrickd

varianta jednorozmérné ANOVy s Kruskal — Wallisovym testem viz tabulka ¢. 5 a graf €. 3.

Graf ¢. 1. Statistické zpracovani velikosti plochy jader erytrocytti u jednotlivych karasu
sttibfitych (45 ks) vynesené do grafu. Vlevo skupina R (R1 az R17, 3n jedinci), uprostied
skupina O (O1 az OI13, 2n jedinci + tfi 3n), vpravo skupina M (M1 az MI15,
2n jedinci + dva 3n). Bez R18.
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Jedinec

Do dalSiho statistického hodnoceni byl zahrnut vySe zminény pocet jadernych ploch
Er — 5865. Byly provedeny zékladni popisné statistiky charakterizujici polohu a variabilitu.
Vysledky primérné plochy jader ze vSech namétfenych dat se podobaly hodnotdm uvedenym
vdal§im odstavci. Pramér skupiny R = 2489 + 3,67 um’. Pramér skupiny
O = 14,96 + 1,60 pm”. Pramér skupiny M = 15,33 + 1,33 pum”. Pii slouceni skupiny O a M
byla vypoctena hodnota 15,16 + 1, 47 umz. Smérodatna odchylka (SD) a koeficient variance
(CV) nabyvaly v tomto ptipad¢ vyssich hodnot, kviili vétsi proménlivosti dat. OvSem CV byl
u vSech skupin stale nizky (R — 14,73; O —10,72; M — 8,67).
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Proto byly jaderné plochy Er zpriimeérovany. Tato eliminace odlehlych hodnot vSak
neni statisticky zcela korektni. Primérna plocha skupiny byla ziskana z dil¢ich priméra kazdé
ryby. U skupiny R (3n) byla zjisténa primé&rma hodnota plochy jader Er 24,89 + 2,56 pm®.
Auskupiny O a M (2n) byly ziskany praméry 14,96 + 0,71 pm® a 1527 + 0,49 pm’
v pfislusném potadi. Blize tabulka ¢. 3. Pii slouCeni skupin O a M byla
ziskana hodnota 15,14 + 0, 60 pm® Variaéni koeficient byl u viech skupin nizky.

Pozn. Z popisnych statistik bylo vylouceno 5 ryb + R18.

Tabulka 2. Ptehled stupné ploidie a pohlavi u jednotlivych ryb. Nejisté tidaje obsahuji

otaznik. Zluté jsou oznadeni nalezeni triploidi. U R18 je piedpoklad triploidie.

Ozr';*l‘f;“‘ Stupeii ploidie | Pohlavi Ozrl;,z;)c;m Stupeii ploidie | Pohlavi
RO1 3n ® 006 2n 20
R02 3n 0 007 n 0
R03 3n 0 008 2n 20
R04 3n Q 009 2n 3
RO5 3n 0 010 3n o
R06 3n 0 o1l 2n 20
RO7 3n 0 012 2n 23
RO8 3n 0 013 on 20
R09 3n Q MO1 2n ?
R10 3n Q MO02 2n 23
R11 3n 0 MO3 2n 27
R12 3n 0 MO04 2n 23
R13 3n 0 MO05 2n 70
R14 3n 0 MO6 2n 70
R15 3n Q MO07 2n ?
R16 3n Q MO8 2n 7Q
R17 3n Q M09 2n 7Q
RIS Gn) 0 M10 3n K
001 3n 3 M11 2n 23
002 2n Q M12 2n 28
003 2n 3 M13 2n 28
004 2n ) M14 3n 23
005 3n 0 M15 2n 2

Pii dvouvybérovém t — testu, kterym byla porovnavana triploidni (R) a diploidni
(O a M) skupina, byl u jaderné plochy s 99 % pravdépodobnosti prokdzan statisticky

vyznamny rozdil mezi obéma skupinami (p <0,01).
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Stejné tak dopadla 1 neparametricka ANOVA (zalozena na medianech) pti predlozeni

vSech tii skupin. Podrobnosti viz tabulky €. 4 a €. 5. Rozdily mezi diploidnimi a triploidnimi

jedinci jsou dobie patrné také z grafti €. 2 a €. 3. Pozn. Bylo vylouceno 5 ryb + R18.

Tabulka & 3. Zakladni popisné statistiky z primérnych hodnot plochy jadra Er [um?’].

Bez R18.
Popisné statistiky z primérnych ploch pro jednotlivé skupiny.
Skupina | Po€etryb | Primér | Minimum | Maximum SD Cv
R 3n 17 24,89 19,67 27,69 2,56 10,30
O 2n 10 14,96 13,70 15,79 0,71 4,74
M 2n 13 15,27 14,50 16,12 0,49 3,19

Tabulka €. 4. Vysledek dvouvybérového t — testu pii hodnoceni vSech namétenych ploch

jader Er [],Lmz] u3n (R) a2n (O aM) jedinct. Bez R18.

T — test pro nezavislé vzorky.

Primér 3n | Primér 2n Hodnota p Pocetrybu Pocetrybu
3nvs. 2n 3n 2n
Plocha jader Er 24,89 15,16 0,00 17 23

Tabulka ¢&. 5. Zjednoduseny vysledek neparametrické Kruskal — Wallis ANOVy z primérnych

ploch jader Er [pm?] pro jednotlivé skupiny (R, O a M). Bez R18.

Kruskal-Wallis ANOVA pro prumérnou plochu jader Er (N = 40).
Cislo buiiky Lokalita a ploidie {1} {2} {3}
1 Dyje 2n 1,00 0,00
2 Odra 3n 1,00 0,00
3 Rehacka 3n 0,00 0,00
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Graf & 2. Vysledek t — testu pro viechny naméfené plochy jader Er [um?] u 3n (R) a 2n
(O aM) jedincii. Bez R18.
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Pro namétené morfometrické tidaje (standartni délku — SL, délku téla — BL a délku
stteva — GL) byly v ramci tfi vyberovych soubort (R, O a M) provedeny zékladni popisné
statistiky, charakterizujici polohu a variabilitu. U triploidnich karasti z Rehagky byly pro SL,
BL a GL stanoveny nasledujici priméry: 16,57 cm; 12,99 cm a 43,72 cm v daném pofadi.
Obdobné byly vypocteny primeéry stejnych vlastnosti pro diploidni karasy z Odry a diploidni
karasy z Dyje, a to nasledovné: SL = 17,71 cm; BL = 13,83 cm; GL = 42,14 cm
aSL = 14,26 cm; BL = 11,43 cm; GL = 34,72 cm pfislusné. Pti slouceni 2n (O a M) byly
stanoveny tyto primeéry: SL = 15,76 cm; BL = 12,47 cm a GL = 37,94 cm. Vétsi proménlivost
byla nalezena uvnitf skupiny O. Ta byla u této skupiny zpiisobena vétsimi jedinci, ktefi byli
zahrnuti do pokusu v porovnani se dvéma dal§Simi skupinami. Podrobné tabulka €. 6.

Pozn. Ze statistiky bylo vylouceno 5 ryb. Karas R18 byl do tohoto hodnoceni zahrnut.
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Graf & 3. Vysledek Kruskal — Wallis ANOVy pro pramérnou plochu jader Er [pum?’]
u jednotlivych skupin (R, O a M). Bez R18.
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Tabulka €. 6. Zakladni popisné statistiky pro naméfené morfometrické udaje, SL, BL a GL

u jednotlivych skupin (R, O a M).

Popisné statistiky pro udaj SL, BL a GL.

Proménna Pocet ryb | Prumér | Minimum | Maximum SD Cv
R _SL 18 16,57 15,30 20,50 1,32 7,98
O_SL 10 17,71 14,00 26,40 4,23 23,90
M_SL 13 14,26 12,40 15,90 1,21 8,52
R BL 18 12,99 11,80 15,90 1,06 8,13
O_BL 10 13,83 11,40 19,50 3,09 22,31
M_BL 13 11,43 10,00 12,80 0,97 8,52
R GL 18 43,72 32,70 58,20 7,36 16,83
O_GL 10 42,14 28,50 70,50 13,39 31,77
M_GL 13 34,72 23,50 47,00 5,96 17,16
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Pfepoctem tudajii délky stieva (GL) a délky téla (SL) do relativni délky stieva
(RGL = GL/SL) byla tato proménlivost vyrazné¢ omezena. RGL priamér pro skupinu
R =2,63 £0,28; pro O = 2,36 + 0,34 a pro M = 2,43 £+ 0,31. Interval spolehlivosti (IS) pii
hladin¢ vyznamnosti 99 % odpovidd nésledujicimu rozmezi: pro R = 2,44 — 2.82; pro
0O =201 -271 apro M = 2,17 — 2,69. Minimum a maximum, pro R = 2,11 a 3,10;
pro O = 1,71 a2,68; pro M = 1,67 a 2,96. Varia¢ni koeficient pro R = 10,56 %; pro
0 = 14,50 % a pro M = 12,68 %. Pii slouceni 2n (O a M) RGL = 2, 40 + 0,32. Blize tabulka
¢. 7. Pozn. Ze statistiky bylo vylouc¢eno 5 ryb. Karas R18 byl do tohoto hodnoceni zahrnut.

Tabulka €. 7. Zakladni popisné statistiky pro idaj RGL u jednotlivych skupin (R, O a M).

Popisné statistiky pro RGL.
Pocet A IS IS .

Promennd rvb Priumér 99.00% | 99,00 % Min. Max. SD Cv
R _RGL 18 2,63 2,44 2,82 2,11 3,10 0,28 10,56
O_RGL 10 2,36 2,01 2,71 1,71 2,68 0,34 14,50
M_RGL 13 2,43 2,17 2,69 1,67 2,96 0,31 12,68

Obdobnym vypoctem, zdménou BL za SL, byl stanoven druhy pomocny relativni udaj
GL/BL. Pramér pro skupinu R = 3,35 + 0,36; pro O = 3,01 + 0,38 a pro M = 3,03 £+ 0,39.
Interval spolehlivosti pfi hladin€ vyznamnosti 99 % odpovida nasledujicimu rozmezi: pro
R = 3,11 — 3,59; pro O = 2,62 — 3,40 a pro M = 2,70 — 3,36. Minimum a maximum,
pro R = 2,66 a 3,97; pro O = 2,36 a 3,62; pro M = 2,10 a 23,67. Variacni koeficient pro
R = 10,63 %; pro O = 12,71 % a pro M = 12,72 %. Pfi slouceni 2n (O a M)
GL/BL = 3,02 £ 0,38. BliZe tabulka €. 8. Pozn. Ze statistiky bylo vylou¢eno 5 ryb. Karas R18

byl do tohoto hodnoceni zahrnut.

Tabulka €. 8. Zakladni popisné statistiky pro idaj GL/BL u jednotlivych skupin (R, O a M).

Popisné statistiky pro GL/BL.
Pocet A IS IS .
Proménnd ryb Prumér 99.00% | 99,00% Min. Max. SD Cv
R _GL/BL 18 3,35 3,11 3,59 2,66 3,97 0,36 10,63
O_GL/BL 10 3,01 2,62 3,40 2,36 3,62 0,38 12,71
M_GL/BL 13 3,03 2,70 3,36 2,10 3,67 0,39 12,72
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Poté byly u jednotlivych vybérovych soubort vySetteny parametry RGL a GL/BL na
normalitu dat a homogenitu rozptyli stejné jako plochy jader Er [pm?]. Na zakladd
Shapiro — Wilkova W testu a K — S & Lillieforsova testu normality bylo zjisténo, ze distribuce
Cetnosti vySe uvedenych vlastnosti 0,05

odpovidd na hladin¢ vyznamnosti a =

normalnimu rozlozeni. Navic pro vSechny tfi vybérové soubory byla pomoci

normalni distribuce dat, a to homogenita rozptylli. Proto bylo mozné pro tyto udaje pouzit

klasickou jednorozmérnou ANOVu viz dale.

Vliv ploidie na délku stfeva byl posuzovan nejprve pomoci RGL. Vysledek
dvouvybérového t — testu pro tuto vlastnost potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi 3n a 2n
jedinci s 95 % pravdépodobnosti (p < 0,05). Pii vylouceni R18 byla prokazana odlisnost mezi
3n a 2n dokonce s 99 % pravdépodobnosti (p < 0,01). Obé varianty viz tabulky ¢. 9 a €. 10.
Grafické zpracovani prvni varianty pii zahrnuti R18 viz graf ¢. 4. Pocinaje touto analyzou,
bylo zjisténo, Ze ma tento karas s nejkrat$i délkou stfeva schopnost pomérné vyznamné
ovlivnit jednotlivé vysledky. Proto byla jeho odlehla hodnota testovana pomoci Grubbsova
testu pro vylucovani extrémnich hodnot. Zavérem tohoto testu bylo, Ze hodnota jeho stieva

neni odlehld a patii tedy do vybérového souboru. Pozn. Ze statistiky bylo vylouceno 5 ryb.

Tabulka €. 9. Vysledek t — testu pro RGL mezi 3n (R) a 2n (O a M) jedinci.

T-test pro nezavislé vzorky (RGL).

o« oy Pocet ryb | Pocet ryb u
3nvs. 2n Priumér 3n | Primér 2n | Hodnota p u3n n
R RGLvs.O+M_RGL 2,63 2,40 0,02 18 23

Tabulka €. 10. Vysledek t — testu pro RGL mezi 3n (R) a 2n (O a M) jedinci. Bez R18.

T-test pro nezavislé vzorky (RGL).

o5 oy Pocet ryb | Pocet ryb
3nvs. 21 Primér 3n | Primér2n | Hodnota p 4 3n u2n
R RGLvs.O+M_RGL 2,66 2,40 0,009 17 23

Setfeni udaje RGL pomoci ANOVy pii zahrnuti karase R18 bylo ukonéeno jiz
F — testem, protoZze mezi vybérovymi soubory v souladu s Hy nebyla nalezena odliSnost.
Z toho divodu nemélo smysl provadét podrobnéjsi ANOVu. Viz tabulka €. 11.
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Graf ¢. 4. Vysledek t — testu pro parametr RGL mezi 3n (R) a 2n (O a M) jedinci.
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Nicmén¢, neadekvatnim zplsobem, pii pouziti mirngjSiho testu — Fisherova, byl

s 95 % pravdépodobnosti prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi 3n rybami z Rehacky

a 2n rybami z Odry (p = 0,03). Mezi Rehackou a Dyji nebyla prokazana odlisnost (p = 0,08).

Viz tabulka ¢. 12 a graf €. 5. Pozn. Ze statistiky bylo vylou¢eno 5 ryb.

Tabulka ¢. 11. Vysledek F — testu u ANOVy pro RGL mezi tfemi skupinami (R, O a M).

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro RGL.
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

Efekt Soucet ¢tverci VS(:;;I I:)I;téi Pocet Ctvercii F p
Abs. ¢len 236,71 1 236,71 2568,78 0,00
Lokalita 0,54 2 0,27 2,95 0,06

Chyba 3,50 38 0,09
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Tabulka €. 12. Vysledek ANOVy pro RGL mezi tfemi skupinami (R, O a M).

Fisherovo test; proménna RGL
Pravdépodobnosti pro Post Hoc Testy
Chyba: meziskup PC =,09215, sv = 38,000

1 2
Cislo buiiky Lokalita a ploidie 2{,4};5 2{,3}6 2?62
1 Dyije 2n 0,61 0,08
2 Odra 3n 0,61 0,03
3 Rehacka 3n 0,08 0,03

Setfeni idaje RGL pomoci ANOVy pii vylou¢eni karase R18, piineslo podobny
vysledek. V tomto piripadé byla u F-testu zamitnuta Hy, kterd tvrdi, ze mezi vybérovymi
soubory neni rozdil. Testovani pomoci Scheffeho testu pfesto neprokazalo statisticky
vyznamny rozdil mezi jednotlivymi skupinami (R, O a M). Viz tabulka ¢. 13 a €. 14. Nejméné
ptisny Fisheriiv test ovSem s 95 % pravdépodobnosti potvrdil statisticky vyznamny rozdil

mezi 3n rybami z Reha&ky a 2n rybami z Odry i Dyje. Viz tabulka &. 15. Graf &. 6.

Pozn. Ze statistiky bylo vylouc¢eno 5 ryb.

Tabulka €. 13. Vysledek F — testu u ANOVy pro RGL mezi tfemi skupinami (R, O a M). Bez R18.

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro RGL.
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

Efekt Soucet ¢tvercii VS;E‘ I:)I;fi Pocet ¢tvercu F p
Abs. ¢len 235,35 1 235,35 2705,46 0,00
Lokalita 0,67 2 0,34 3,90 0,03

Chyba 3,22 37 0,09

Tabulka ¢. 14. Vysledek Scheffeho testu u ANOVy pro RGL mezi tiemi skupinami

(R, O aM). Bez R18.

Scheffeho test; proménna RGL

Pravdépodobnosti pro Post Hoc Testy
Chyba: meziskup PC = ,08699, sv = 37,000

1 2
Cislo bunky LAl N 2{,4};’, 2{,3}6 2?52
1 Dyje 2n 0,87 0,12
2 Odra 3n 0,87 0,06
3 Rehacka 3n 0,12 0,06
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Graf ¢. 5. Vysledek ANOVy pro udaj RGL u jednotlivych skupin (R, O a M), hodnota

p = 0,06. Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen neadekvatnim zptisobem pouze mezi 3n

rybami z Reha¢ky a 2n rybami z Odry (p = 0,03).
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15. Vysledek Fisherova testu u ANOVy pro RGL mezi tfemi skupinami

Fisherovo test; proménna RGL
Pravdépodobnosti pro Post Hoc Testy
Chyba: meziskup PC =,08699, sv = 37,000

1 2
Cislo buiiky | -okalita a ploidie 2{,4}3 2{3}6 i{,?s};s
1 Dyje 2n 0,60 0,04
2 Odra 3n 0,60 0,02
3 Rehacka 3n 0,04 0,02
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Jako dal$i byl testovan parametr GL/BL. Vysledek dvouvybérového t-testu pro tuto
vlastnost potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi 3n a 2n jedinci s 99 % pravdépodobnosti

(p <0,01). Viz tabulka ¢. 16 a graf ¢. 7.

Setteni tidaje GL/BL pomoci ANOVy pii zahrnuti karase R18, proslo v tomto piipadé
uspesné F-testem jiz na zacatku, protoze mezi vybérovymi soubory byl v souladu s Hy nalezen
rozdil. Pii pouziti Scheffeho testu, vSak tato odliSnost mezi jednotlivymi skupinami
(R, O aM) nebyla dokazana. Viz tabulka ¢. 17 a ¢. 18. OvSem pifi mirnéjSim
testovani — Fisheriv test, byl s 95 % pravdépodobnosti prokdzan statisticky vyznamny rozdil
mezi 3n rybami z Reha¢ky a 2n rybami z Odry i Dyje (p < 0,05). Viz tabulka &. 19 a graf &. 8.
Pozn. Ze statistiky bylo vylouc¢eno 5 ryb.

Graf ¢. 6. Vysledek ANOVy pro vlastnost RGL u jednotlivych skupin (R, O a M), hodnota p = 0,03.
Bez R18. Byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi 3n rybami z Rehacky a 2n rybami

z Odry i Dyje.
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Tabulka €. 16. Vysledek t — testu pro GL/BL mezi 3n (R) a 2n (O a M) jedinci.

T-test pro nezavislé vzorky (GL/BL).

Pocet Pocet

Primér 3n | Priumér 2n | Hodnota p rybu3n | rybu2n

3n vs. 2n
R GL/BLvs.O+M GL/BL 3,35 3,02 0,007 18 23

Pti vytazeni karase R18 ztéto analyzy, byl s 95 % pravdépodobnosti prokazan
statisticky vyznamny rozdil mezi uvedenymi skupinami i pfi pouziti piisn€j§iho Scheffeho
testu (p < 0,05). Navic pomoci Fisherova testu byl mezi karasy z Rehacky a Dyje dokazan
statisticky vyznamny rozdil dokonce s 99 % pravdépodobnosti (p = 0,009). Viz tabulky €. 21
ac.22.

Graf ¢. 7. Vysledek t — testu pro parametr GL/BL mezi 3n (R) a 2n (O a M) jedinci.
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Tabulka €. 17. Vysledek F — testu u ANOVy pro GL/BL u jednotlivych skupin (R, O a M).

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro GL/BL.
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

Efekt Soucet ¢tverci vs(fllin l:)l;téi Pocet ¢tverci F p
Abs. ¢len 279,09 1 279,09 2742,02 0,00
Lokalita 1,10 2 0,55 3,97 0,03

Chyba 5,25 38 0,14

Tabulka ¢. 18. Vysledek Scheffeho testu u ANOVy pro GL/BL u jednotlivych skupin

(R, O aM).
Scheffeho test; proménna GL/BL
Pravdépodobnosti pro Post Hoc Testy
Chyba: meziskup PC =,13825, sv = 38,000
. - {1} {2} {3}
Cislo buiky | okalita a ploidie 3,03 3,01 3,35
1 Dyje 2n 0,99 0,07
2 Odra 3n 0,99 0,08
3 Rehacka 3n 0,07 0,08

Tabulka ¢. 19. Vysledek Fisherova testu u ANOVy pro GL/BL u jednotlivych skupin

(R,OaM).
Fisherovo test; proménna GL/BL
Pravdépodobnosti pro Post Hoc Testy
Chyba: meziskup PC =,13825, sv = 38,000
. - {1} {2} {3}
. Lokalita a pl
Cislo buiiky okalita a ploidie 3,03 3,01 3,35
1 Dyje 2n 0,89 0,02
2 Odra 3n 0,89 0,03
3 Rehacka 3n 0,02 0,03
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Graf ¢. 8. Vysledek ANOVy pro udaj GL/BL u jednotlivych skupin (R, O a M), hodnota
p = 0,03. Byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi 3n rybami z Reha¢ky a 2n rybami

z Odry i Dyje.
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Tabulka €. 20. Vysledek F — testu u ANOVy pro GL/BL u jednotlivych skupin (R, O a M).
Bez R18.

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro GL/BL.
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

Efekt Soucet ¢tverci ‘iﬂ; I:)I;téi Pocet ¢tverci F p
Abs. ¢len 277,08 1 277,08 2938,57 0,00
Lokalita 1,34 2 0,67 5,22 0,01

Chyba 4,75 37 0,13
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Tabulka ¢. 21. Vysledek Scheffeho testu u ANOVy pro GL/BL u jednotlivych skupin
(R, OaM). Bez R18.

Scheffeho test; proménna GL/BL
Pravdépodobnosti pro Post Hoc Testy
Chyba: meziskup PC =,12832, sv = 37,000

1 2
Cislo buiiky | okalita a ploidie 3{0}}, 3;{,0}1 3;{:.?9
1 Dyije 2n 0,99 0,03
2 Odra 3n 0,99 0,04
3 Rehacka 3n 0,03 0,04

Soucasti statistického Setfeni bylo také posouzeni regrese a korelace mezi jednotlivymi
proménnymi. V ramci modelu jednoduché regrese byla odhalena tésna oboustranna zévislost
mezi stupném ploidie a plochou jader Er (r = 0,9442, * = 0,8915, p = 0,0000). Po dosazeni
konstanty a a regresniho koeficientu b do obecného tvaru (y = a + b*x), byly ziskany
nasledovné linearni rovnice: y = 0,6622 + 0,0914*x, kde x = plocha jader Er, y = uroven
ploidie a druhd rovnice: y = -4,3648 + 9,7502, pficemz x = urovei ploidie, y = plocha jader.
Diky velmi silné zavislosti, bylo mozné v dal$i regresni analyze troven ploidie, kterd v této
studii nabyva pouze dvou konstantnich hodnot (2n a 3n), nahradit ¢iselnymi tidaji z primérné

plochy jader.

V dal§im kroku tak byla posuzovana zavislost parametrit RGL a GL/BL na primérné
plose jader Er viz graf €. 9. Prostfednictvim jednoduché regrese byla potvrzena stiedni
zavislost téchto dvou vlastnosti na plose jader, respektive ploidii. Pro udaj RGL byla
vypoctena nasledujici linearni rovnice: y = 1,9933 + 0,0268*x, kde x = plocha jader Er.
Koeficient korelace r = 0,4382; koeficient determinace — 0,1920 a hodnota p = 0,0047. Pro
veli¢inu GL/BL byla ziskana rovnice y = 2,4554 + 0,0357*x, kde x = plocha jader Er.
Koeficient korelace r = 0,4902; koeficient determinace = 0,2403 a hodnota p = 0,0013.

Jako posledni statistickd analyza pro posouzeni vlivu ploidie na délku stfeva, byl
pouzit obecny linearni model. Ten, podobné jako vicendsobnd regrese, umoziuje zhodnotit
vice nezavislych proménnych. Jeho podstatou je stanoveni stejnych podminek pro vSechny
jedince (vypoctem jednotného praméru). V piipad¢ tohoto vyzkumu, ve kterém byly vybérové
soubory tvofeny jedinci odlisné velikosti, urcil totozné podminky uvniti i vn€ soubort pro dvé

vedlejsi spojité proménné (SL a BL).
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Graf & 9. Zavislost RGL a GL/BL na pramémé plose jader Er [um?]. Vlevo 2n, vpravo 3n.
Vylouceno 5 ryb a R18.
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Tim doslo ke zjednoduSeni celého Setfeni. U vSech ryb totiz byla sjednocena velikost,
jako kdyby byli od pocatku testovani stejné velci jedinci rozdilné ploidie. A proto pfi
porovnavani vlivu ploidie na délku stfeva mezi 3n a 2n karasy, mohly byt oproti

dvouvybérovému t — testu a ANOVE sou€asné zohlednény i zbylé morfometrické vlastnosti.

Standartni délka (SL) pro vSechny jednotlivce odpovidala 16,11 cm. Délka téla (BL)
nabyvala u vSech ryb hodnoty 12,70 cm. Pfi samostatném zohlednéni TL byl mezi 3n a 2n
jedinci prokdzéan statisticky vyznamny rozdil v délce stieva s 95 % pravdépodobnosti
(p = 0,03211). Pfi oddélené tivaze BL byl mezi 3n a 2n rybami prokdzéan stat. vyznamny
rozdil téz s 95 % pravdépodobnosti (p = 0,01362). Pii jejich kombinaci byla ziskana hodnota
p =0,01253 viz tabulka €. 22 a graf ¢. 10.
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Tabulka &. 22. Obecny linearni model (MNC). Zohlednéni SL a BL [cm] pii vlivu ploidie na
délku stfeva. Hodnota p < 0,05 (p = 0,01253). Vylouceno 5 ryb.

Ploidie, Priméry MNC
Soucasny efekt: F (1,37)=6,8897, p=,01253
(Vypocteno pro primery spoj. nezav. prom.)

Cislo e GL [cm] GL [cm] GL [cm] GL [cm] y
Ploid Pocet ryb
buiiky A€ 1 pramér | Sm.Ch. | -9500% | +9500% | ooy
1 diploid 38,84 0,93 36,95 40,73 23
2 riploid 42,58 1,06 40,43 44,72 18

Graf ¢. 10. Vysledek obecného linedrniho modelu pfi sou¢asném zohlednéni SL 1 BL [cm].

Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil v délce stfeva mezi diploidy a triploidy.

Hodnota p < 0,05 (p = 0,01253). Vylouceno 5 ryb.
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U 4 az 5 ryb ze skupiny diploidnich jedinci bylo nalezeno velmi kratké stievo se
zesilenou zdrsnélou stievni sténou. Soucasné méli tito jedinci tmavy zluénik (¢erno-hnédo-
modry) a patologickou barvu jater (nahnédld, vybledld). Toto pozorovani se nepodafilo
zaznamenat u vSech téchto jedinct, protoze bylo v pribéhu pokusu povazovéano za nedulezité.
Z toho diivodu, nebylo bohuzel ani zdokumentovano. Nebylo tedy mozné ho pfiradit ve vSech
ptipadech ke konkrétnim rybam. S jistotou je zndmo pouze u dvou jedinct, a to ryby ¢. 8
z Odry a ryby €. 5 z Dyje. Zarovei u téchto dvou ryb byla nalezena i nizka hodnota RGL:
1,71 a 1,67, prislusné. Pokud se pokusime dohledat zbyl¢ 2 — 3 jedince pomoci tohoto udaje,
mohlo by se jednat o nasledujici ryby: ¢. 1 z Odry s RGL = 1,96; ¢. 9 z Odry s RGL = 1,85,
popt. €. 14 z Dyje s RGL = 2,13.
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6 DISKUZE

V této praci byl prostiednictvim nepiimé metody pocitatové analyzy obrazu spolu se
statistickym vyhodnocenim ziskanych ploch jader Er [pm?] identifikovan stupeti ploidie pro
jednotlivé karasy sttibtité nalezici do tii skupin (R, O a M), pfi¢emz v diploidnich skupinach
bylo nalezeno pét 3n jedincl. Nalez potvrdil existenci smiSenych populaci (viz tabulky ¢. 1,

¢.2agraf¢. 1).

Ve srovnani s dostupnymi referencnimi hodnotami byly ve vSech nize zminénych
piipadech nalezeny vyssi priméry jadernych ploch. Konkrétné u triploidi zde byla zjisténa
priméma hodnota plochy jader Er 24,89 + 2,56 um”. U diploidnich skupin O a M, byly
ziskany praméry 14,96 + 0,71 pm® a 15,27 + 0,49 um?, v prislusném potadi. P¥i sloudeni
diploidi bylo dosazeno hodnoty15,14 + 0, 60 um? (viz tabulka &. 3).

Naptiklad ve studii Halacka et. al. (2000), byly pro plochu jader stanoveny tyto
praméry: pro 2n — 10,9 um” a 3n — 144 um’. V tomto piipadé se oviem muZe jednat
o rozdilny pfistup determinace stupné¢ ploidie, protoze bylo vyuzito jiného programu
(MICROIMAGE). Zna¢nou proménlivost jednotlivych rozmérii erytrocytl v zavislosti na celé
fad¢ faktorit ve své praci pfipustil mimo jiné FlajsShans (1997). Ackoliv ze studie analyzy
obrazu vylouc¢il vyvojova stadia Er, pozoroval uvnitt skupin rozdily v konkrétnich rozmérech

krevnich vzorki ryb.

V souladu s témito publikovanymi hodnotami, byla téz prace dalSich autorti. Vetesnik
et al. (2006) uvadi pro jaderné plochy Er nasledujici primérné hodnoty z let 2003 a 2004:
u2n 10,89 + 0,45 um* a 11,01 + 0,48 pm®, zatimco u 3n 14,83 + 0,41 pm® a 15,52 + 0,35
um?. Navic vr. 2003 tento kolektiv zmifiuje primémou plochu jader Er pro tetraploidni
jedince a to 17,76 um”. Oviem, v této dob& se mnoho vysledkil neopiralo o kontrolni uréeni
stupné ploidie bud’ pomoci pritokové cytometrie nebo karyotypizace. Diky tomu byly ¢asto

ryby s prim. plochou jader Er okolo 17 —ti a vice pum? povaZovéany nespravné za tetraploidni.

Proto je vhodné nejen vysledky této prace porovnavat s takto ovéfenymi udaji. I pres
vys§i primérnou hodnotu u triploidl, se naméfené plochy jader podobaji hodnotdm, které
uvedli Kalous et Petrtyl (2004). Tito autofi stanovili primérnou plochu jader Er pro 2n
14,03 + 1,45 pmz a pro 3n 20,71 £ 1,76 umz. A skutecn¢, témét shodné udaje s timto
kolektivem zvetejnil 1 Lacha (2014). Jim naméfené hodnoty pro 2n odpovidaly hodnotdm

14,76 + 1,21 pm* 2 20,26 + 1,97 pm”.
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Jak jiz bylo naznaceno, rozdily v jednotlivych vysledcich mohou byt zplsobeny
velkym mnoZstvim okolnosti véetné jinych metodickych postupti, riizného prométeni
mikroskopu, odlisného zplisobu méfeni (automatické x manudlni se subjektivitou), uziti
jiného programu pro obrazovou analyzu ¢i nespravné kalibrace mikroskopu. Posledni

jmenovana byla navic v pritbé¢hu pokusu fesena.

Nesmirn¢ dulezitou skutec¢nosti je existence aneutriploidnich jedinci. Proto by
pozorované rozdily v ploSe jader erytrocyti uvnitf 3n skupiny, mohly souviset také
s proménlivym poctem chromozomu (Kalous, 2014). V uvedeném vybérovém souboru totiz
byli nalezeni piislusnici s pfiblizng 20 pm?, dalsi jedinci dosahovali pfiblizn& praméru celé
skupiny tj. pram. plocha jader do 25um’ a témé&f polovinu souboru (8 ks) tvofili jednotlivci
vlastnici v&t$i rozméry (az 27,69 pum?). Podobna proménlivost velikosti plochy jader byla
nalezena i mezi domné¢lymi triploidnimi jedinci, kteti byli zjiSténi v rdmci diploidnich skupin
(viz graf €. 1). Coz je mozZné, protoze vEtsi intervaly ploch jader u triploidi byly zaznamenany

minimaln¢ u dvou ryb publikovanych ve studii Kalous et Petrtyl (2004).

I kdyz je u této nepifimé metody determinace ploidie velmi pravdépodobné zahrnuti
dalSich stejné obarvenych krvinek, bylo vynaloZeno Usili tento jev pfi manualnim méteni
eliminovat (FlajShans, 1997; Kalous et Petrtyl, 2004). Piesto napfi¢ krevnimi natéry nebyly,
apokud tak velmi stézi, u zminénych extrémnich jedincii nalezeny oblasti s menSimi

bunéénymi rozmeéry.

Posuzované veli¢iny triploidi obecné vykazovali vétsi rozsahy hodnot nez
uniformnéj$i diploidi. Tato skutecnost je patrna zjednotlivych grafi (grafy ¢&.2, €. 3).
I z tohoto diivodu neni v této praci zvolena jednotnd uprava grafii. U nékterych z nich byla
kvtli zna¢né varianci upfednostnéna stiedni chyba pfed smérodatnou odchylkou pro lepsi

grafické znazornéni odliSnosti mezi rybami.

Byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v ploSe jader Er mezi 3n a2n rybami
s 99 % pravdépodobnosti (viz tabulka €. 4). Tato odliSnost byla s 99 % pravdépodobnosti

potvrzena rovnéz v ramci neparametrické ANOVy (viz tabulka €. 5).

Protoze triploidni karasi maji ve svych jadrech 1,5 x vice chromozomt, je obecnym
pfedpokladem, Ze by tito jedinci méli vlastnit zhruba 1,5 x vétsi jaderné plochy nez ryby
diploidni (Kalous et Petrtyl, 2004). Tento fakt byl v podstaté potvrzen linearni rovnici
uvedenou ve vysledcich. Navic byla mezi plochou jader Er a stupném ploidie dolozena velmi
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tésna oboustranna zavislost. S rostouci plochou jader, se zvySuje Uroven ploidie a naopak

s rostoucim stupném ploidie se zvySuje i plocha jader.

Pro vlastni méteni stiev se ukdzalo jako nesmirné dilezité presné stanoveni zptsobu
méieni. Tim lze totiz zabranit nepfesnostem i vzhledem k pozd€jsimu srovnavani jednotlivych
praci. Jako biologicky materidl ma travici trakt znacnou schopnost elasticity, a proto je nutné
zohlednit tento jev pfi samotném meéfeni. Ze zkuSenosti mize tato diference ptedstavovat
rozdil mezi délkami ,,pfed relaxaci a ,,po relaxaci® vétsi jak 1,5 cm. Presto byla méteni
ziejmé zatizena urcitou chybou, protoze zvlasté ze zacatku se v souboru opakuji celo¢iselné

hodnoty, zatimco pozd¢ji zase urcitd desetinna mista.

v

Ze statistickych analyz vyplyva, Ze se parametr GL/BL jevi jako spolehlivéjsi ukazatel
pro posuzovani vlivu ploidie na délku stfeva u polyploidnich ryb nez dosud preferované RGL
(viz graf ¢. 9). To je dolozeno rovnéZ siln€jsi hodnotou p pro tdaj GL/BL (viz tabulky ¢. 16,
¢.21). A to minimaln¢ v ptipad€ karase stiibfitého. Toto zjiSténi neni prekvapivé. Protoze
celkem logicky nema celkova délka téla (ocasni ploutev) vliv na délku stfeva. Proto tato prace
pro dalsi podobné studie navrhuje favorizovani tohoto udaje pied RGL. Ve srovnani s velmi
silnou zavislosti mezi ploidii a plochy jader Er, byla pro oba stfevni indexy nalezena pouze
sttedni korelace s plochou jader, respektive se stupném ploidie. Procentudlni mira ovlivnéni
plochy jader Er (ploidie) obéma stfevnimi parametry nedosahovala vice
nez 24,03 %. VEtsi rozptyleni hodnot v pravé casti grafu ¢. 9 je zplsobeno predevs§im
proménlivou plochou jader u triploidii. V levé dolni ¢asti tohoto grafu je mozné si v§imnout
tii odlehlejsich bodu, které by pravdépodobné mohly predstavovat domnélé jedince s morfo —

anatomickymi (degenerativnimi) zménami organt, v tomto piipad¢ stiev.

Nicméng, s 95 % (99 %) pravdépodobnosti byl s vyuzitim parametrii RGL a GL/BL
odhalen statisticky vyznamny rozdil mezi 3n a2n rybami na zdkladé¢ dvouvybé&rového
t — testu (viz tabulky €. 9, €. 10, €. 16 a grafy €. 4, ¢. 7), ANOVy (viz tabulky ¢&. 15, €. 19,
¢. 21 a grafy €. 6, €. 8) a pro tuto praci pravdépodobné nejvhodnéjsiho obecného linedrniho
modelu, ktery vyhodnocoval zdrojova data (viz tabulka ¢. 22 a graf ¢. 10). Pfima souvislost
mezi délkou stieva a ptivodem ryb nebyla mezi Odrou a Dyji nalezena. Vliv piivodu na délku
stfeva byl zjistén jednak mezi rybami z lokalit Rehacky a Odry, a také mezi rybami z lokalit
Rehacky a Dyje. Je nutné pfipomenout, ze pivod ryb je ovlivnén pravé stupném ploidie.

Vzhledem k malému mnozstvi lokalit, neni mozné toto ovlivnéni objektivné posoudit.

66



Zaucelem posouzeni této zavislosti by bylo vhodné do vybérového souboru zahrnout

podstatné vétsi pocet lokalit se zastoupenim ryb obou ploidnich Grovni.

V ptipadé€ posuzovani jakékoliv regrese a korelace u polyploidnich ryb by bylo vhodné
nahradit konstantni hodnoty oznaceni ploidie (v této praci 2n =2 a 3n = 3) vice vypovidajicimi
udaji, tedy konkrétnim obsahem DNA (nebo poctem chromozomi), ktery lze ur¢it pomoci
pritokové cytometrie (nebo karyotypizace). Jinak by muselo byt vyuzito tzv. logistické

funkce, nikoliv linearni regrese a korelace (Vejl et Vasek, 2015).

Zaveérem téchto analyz je, ze stupenl ploidie ma vliv na délku stieva, pficemz oproti
studiim uvedenym v resersi, bylo u 3n karasii nalezeno delsi stitevo nez u jejich diploidnich
protejska. Tento paradox, lze zdivodnit existenci mezidruhovych rozdilti. Jak bylo uvedeno
diive, delsi sttevo muze urcitym zpusobem zvyhodiovat triploidni karasy stiibfité naptiklad
v potravni kompetici. Naproti tomu, mezi diploidnimi jedinci z Odry a Dyje nebyl nalezen
zadny rozdil. Proto pivod ryb sdm o sobé¢ ziejmé nemd vliv na délku stifeva minimalné
v ramci fi¢nich lokalit. A je zde vazan na ploidni stav ryb. Pokud by byly porovnavany rtizné
vodni plochy, mohly by vsak tyto odliSnosti existovat. Navic v lokalitach se zastoupenim 2n

1 3n ryb, by bylo vhodné mezi sebou hodnotit obé ploidni tirovné.

Morfo — anatomické zmény, které byly zminény ve vysledcich, by mohly souviset
s mezidruhovou hybridizaci u 2n, jelikoZ takovi 2n hybridi maji vice deformit ve srovnani
s 3n hybridy (Flajshans a Rab, 2013). Pokud by se tento jev vyskytoval u tii jedinct z Odry,
mohla by byt tato prace dalsim dikazem kiizeni 2n formy k. stfibfitych, kteti maji byt
v povodi Odry domaci. S odkazem na studii Rylkova et Kalous (2013a) je jejich genom
pravdépodobné zaclenén do invazniho diploidné — polyploidniho komplexu k. sttibfitého.

Navic ryby €. 8 a 9 z Odry vykazuji spolu s €. 2 téz z Odry znaky feralniho C. auratus.

Zajimavé je, Ze pokud je ryba €. 2 z Odry také hybrid, jeho délka stfeva vykazuje
normalni hodnotu. Déle je pozoruhodné, Ze ryba ¢. 1 zOdry a ryba ¢. 14 z Dyje, které
vykazuji téZ niz§i RGL (1,96 a 2,13), byly pfi sortovani ryb pomoci PAO determinovany jako
triploidni. Alternativnim vysvétlenim pozorovanych anomalii, by proto mohla byt také atrofie
sttev z inaktivity. V jejim disledku by ziejmeé mohly byt atrofované i dalsi organy podilejici
se na trdveni (zejména jatra, zlucnik, slinivka) a uvedené zmény by spolu mohly souviset.
Tento degenerativni proces pochdzi z omezené Cinnosti orgadnu napt. pii hladovéni (ryby

hladovély).
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U normalniho organu pii ni dochazi k ubytku tkén¢, a tim se zvySuje vazivové stroma
a organ je tuzsi. Vedle této atrofie z inaktivity, existuje i tzv. hnéda atrofie. Takto atrofovany
organ je hnéd¢ zbarveny nasledkem ukladani pigmentu z opotiebeni — lipofuscinu. Cilovym
organem jsou predevSim jatra. U stfev a jater byly pravdépodobné pozorovany praveé tyto
patologické zmény. OvSem u ryb barva zluc€i, a tim i Zlu¢niku, pfechdzi v navaznosti na
pfedchozi potravu pies zluté, zelené zbarveni az do tmavé modré barvy a je vyrabéna
kontinualn€. Proto mize byt tmavy Zluénik fyziologicky normdlni, ale mize se téz jednat
o dietni ¢i jiné problémy (Robb, 1992). Jind mozna vysvétleni nejsou znama. Jelikoz by tyto
zmény mohly postihovat 2n 1 3n jedince stejn€, jednd se pravdépodobné¢ o néhodné
pozorovani, které nejspiSe plyne z nevhodnych chovnych podminek nez stupné ploidie ¢i
hybridizace. Nelze vSak vyloucit vétsi citlivost 2n jedinct oproti 3n rybam, ta by vSak musela

byt podloZena piisluSnou studii (Chmelikové, 2015, pers. comm.).
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7 ZAVER

V diplomové préci jsou shrnuty informace o karasovi stfibfitém. Cilem prace bylo

posoudit vztah ploidie a délky stieva.

Na zakladé provedenych analyz dle pfedem stanovené metodiky experimentu byla
potvrzena nulova hypotéza (Hy), Ze ploidie ma vliv na délku stfeva. U triploidnich jedinct
karase sttibtitého bylo s 95 % (99 %) pravdépodobnosti nalezeno delsi stfevo ve srovnani
s diploidnimi protéjsky. Vysledky této prace ovSem nepotvrdily vliv pavodu na délku stieva
u diploidnich ryb. To ovSem neznamend, Ze tento vztah neexistuje. Za timto ucelem by bylo

vhodné provést dalsi Setieni.

v

Ze statistickych analyz vyplynulo, ze se parametr GL/BL jevi jako spolehlivéjsi
ukazatel pro posuzovéani vlivu ploidie na délku stfeva u polyploidnich ryb nez dosud

preferované RGL.

V ptipadé posuzovani jakékoliv regrese a korelace u polyploidnich ryb by bylo
v budoucnosti vhodné nahradit konstantni hodnoty oznaceni ploidie (v této praci 2n = 2
a 3n = 3) vice vypovidajicimi udaji, tedy konkrétnim obsahem DNA (nebo poctem

chromozém), ktery Ize urcit pomoci pritokové cytometrie (nebo karyotypizace).

U nékolika jedincti byly objeveny degenerativni zmény organtl, zejména stiev, které
zfejmé mohly byt zplisobeny nevhodnymi podminkami chovu (hladovéni ryb). V tomto
ohledu by bylo zajimavé provést srovnavaci studie mezi ploidiemi v zavislosti na mnozstvi

dostupné potravy.
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9  SEZNAM POUZITYCH POJMU, ZKRATEK A SYMBOLU

2BE — dvoubunééné embryo

AK — aminokyselina

biotyp — skupina organismii, ktera vlastni stejny genotyp, reprodukuje klonaln¢
Coulter Counter — zafizeni, t¢Z metoda pro pocitani a metfeni velikosti ¢astic
Er — uznavana zkratka pro erytrocyt

FCM - flow cytometry, prutokova cytometrie

Giemsa — roztok methylenové modii, azuru a eozinu v methanolu a glycerolu, typicky pro
barveni krevnich natéri.

GnRH — hormon uvoliiujici gonadotropin

Hg — hemoglobin

JUT — jate¢né opracované télo

kongener — piibuzny druh

MK — mastna kyselina

mtDNA — mitochondridlni DNA

PAO — vlastni zkratka pro pocitacovou analyzu obrazu.

PBS — phosphate buffer solution, tltumivy roztok fosfore¢nanovy o pH 2,0.
PP — pylorické ptivésky
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10 SAMOSTATNE PRILOHY

Piiloha €. 1. Tabulka vstupnich dat.

Oznacéeni

X O jader

ryby Er [llmZ] SL [em] BL [cm] GL [cm] RGL GL/BL
RO1 24,37 18,7 14,6 58 3,10 3,97
R02 27,54 17,4 13,8 50,2 2,89 3,64
RO3 27,46 16,8 13 49 2,92 3,77
R04 23,76 17 13,6 51 3,00 3,75
RO5 27,43 16 12,2 43 2,69 3,52
RO6 27,69 16,3 12,8 45 2,76 3,52
RO7 21,99 16,6 13,1 40,8 2,46 3,11
RO8 22,73 15,4 11,8 40 2,60 3,39
R09 26,39 15,4 12,2 38,1 2,47 3,12
R10 22,82 15,3 12 38 2,48 3,17
R11 27,64 16,5 12,8 36 2,18 2,81
R12 27,08 15,3 12 37 2,42 3,08
R13 19,67 15,8 12,4 36,4 2,30 2,94
R14 20,92 15,9 12,2 42,2 2,65 3,46
R15 25,77 17 13,6 44 2,59 3,24
R16 24,87 20,5 15,9 58,2 2,84 3,66
R17 24,93 16,8 13,6 47,4 2,82 3,49
R18 - 15,5 12,3 32,7 2,11 2,66
001 19,7 22,2 18,3 43,5 1,96 2,38
002 15,38 26,4 19,5 70,5 2,67 3,62
003 13,97 234 18,9 58,7 2,51 3,11
004 15,06 20,3 15,8 47,7 2,35 3,02
005 23,69 20 16,4 48,2 2,41 2,94
006 15,64 15,3 12,2 41 2,68 3,36
007 15,79 14,9 12,2 37,3 2,50 3,06
008 13,7 16,7 12,1 28,5 1,71 2,36
009 14,83 16,2 11,8 30 1,85 2,54
010 26,28 14,2 11,6 34 2,39 2,93
on 14,56 15,5 12,6 39 2,52 3,10
012 15,09 14,4 11,8 31,7 2,20 2,69
013 15,61 14 11,4 37 2,64 3,25
Mo1 15,47 15,9 12,7 39,5 2,48 3,11
Mo02 14,83 15,4 12 40 2,60 3,33
MO03 15,78 15,9 12,8 47 2,96 3,67
Mo04 14,62 14,6 11,7 32,3 2,21 2,76
MO5 15,1 14,1 11,2 23,5 1,67 2,10
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Oznaceni

X O jader

ryby Er [Hmzl SL [cm] BL [cm] GL [cm] RGL GL/BL
Mo06 16,12 15,7 12,7 38,7 2,46 3,05
MO07 15,15 14,5 11,9 33,5 2,31 2,82
M08 14,75 13,2 10,5 36 2,73 3,43
M09 14,5 13,7 11,1 35,6 2,60 3,21
M10 20,93 14,5 11,6 36 2,48 3,10
Mi11 15,49 14,1 11,3 35,5 2,52 3,14
M12 15,61 12,4 10 31 2,50 3,10
M13 15,51 13,4 10,7 30 2,24 2,80
M14 23,33 13,7 10,8 29,2 2,13 2,70
M15 15,56 12,5 10 28,7 2,30 2,87
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