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1 Uvod

V poslednich dvou desetiletich se v Evropé intenzivné rozviji a optimalizuje chov okouna
fiéniho (Perca fluviatilis) a candata obecného (Sander lucioperca), ktery zajistuje zvysujici
produkci trznich ¢i nasadovych ryb zminénych druhl (Policar a kol., 2019a). V souvislosti
s touto skutecnosti mGzeme sledovat postupné rozvijejici se trh stémito druhy hlavné
v zemich jako je Svycarsko, Francie, Némecko, Irsko, Belgie, Holandsko, skandindvské a
stredoevropské zemé (Toner, 2015). Primyslovy chov okouna fi¢niho a candata obecného
zaloZzeny na rybnicni i intenzivni akvakulture (Obr. 1) ma v dnesni dobé zvysujici se vyznam
v produkci trZznich ryb (Policar a kol., 2019a). Hlavnim dlvodem je skutecnost, Ze divoké
populace téchto ryb jsou ve svych prirozenych lokalitach (jezera, prehrady, rybniky, velké feky
Ci jejich delty) extrémné loveny jak ze strany komercnich rybaiskych spoleénosti, tak i ze strany
rekreacnich rybar( (Obr. 2; Dil, 2008; Olin a kol., 2018). Bez dostatecné zvladnutého
managementu ochrany a obnovy tamnich populaci dochdzi k nadmérnému vyuZzivani danych
rybich druhl a naslednému vyraznému a kontinualnimu sniZzovani jejich stavd (Hladik, 2015).
Ryby v takovychto populacich ztraceji moznost se pfirozené rozmnozovat, obnovovat stavy a
dosahovat drivéjsi hustoty vyskytu ¢i produkce (Slavik, 2015; Olin a kol., 2018).

Obr. 1. Intenzivni chov canddta obecného (Sander lucioperca) v recirkulacnim akvakulturnim
systému (Foto: T. Policar).

Perspektiva kazdého podniku zabyvajiciho se chovem ryb je zavisla na Uspésnosti, efektivité
a rentabilité produkce ryb a také na marketingu a zpUsobu prodeje vyprodukovanych ryb. Je
zfejmé, Ze v budoucnosti v ramci celosvétového konkurenéniho boje na trhu s rybami ¢i rybimi
vyrobky uspéji jen podniky, které budou mit efektivni, rentabilni, diverzifikovanou, kontinudlni
a vysoce kvalitni produkci s nizkymi produkénimi naklady, kratkym produkénim intervalem a
vysokou pfidanou hodnotou. Jen takové podniky totiz mohou v budoucnosti dosahovat



vysokého zhodnoceni své produkce a nasledné rentability (Overton a kol., 2015; Policar a kol.,
2019b).
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Obr. 2. Celkovd rocni produkce okounovitych ryb v Evropé (okouna Ficniho — Perca fluviatilis a
canddta obecného — Sander lucioperca) ziskanych odlovem z divokych populaci a produkci
akvakultury v obdobi od 1950 do 2016 (Policar a kol., 2019a).

Chov zminénych okounovitych ryb v CR, potaimo v Evropé, nabizi produkénim podnikiim
moznost diverzifikovat svoji produkci o vysoce kvalitni rybi druhy, které jsou na sou¢asném
trhu pomérné vysoce cenény. Cena dosahuje 150 — 350 K¢ za kg Zivé ryby nebo az 800 - 1 600
K¢ za 1 kilogram cerstvych nezamrazenych filet. Navic velmi ¢asto je této gastronomické
suroviny na trhu nedostatek a to v pribéhu celého roku. Soucasné jsou okoun fi¢ni a candat
obecny pomérné c¢asto poptavani a obchodovani v podobé nasadového materialu, ktery se
vysazuje do volnych vod (Policar a kol., 2016, 2017), a nasledné vyuzivani ke sportovnimu
rybolovu ¢i pri biomelioracnim procesu (predevsim ve vodarenskych ¢i udolnich nadrzich)
k eliminaci vyskytu kaprovitych ryb (Adamek a kol., 2008). Oba dva druhy je moZné chovat jak
v rybnicni, tak i v intenzivni akvakulture ¢i kombinaci téchto technologii (Policar a kol., 2013,
2019a).

2 Cil

Cilem této certifikované metodiky je detailné sumarizovat jednotlivé technologické
postupy vedouci k efektivni produkci triploidnich okounovitych ryb, které by se ndasledné
mohly potenciondlné a efektivné vyuzivat v produkéni akvakultufe Ceské republiky, potazmo
Evropy, Ci pfi jejich vysazovani do rybarskych revir(.



3 Obecny princip fizené produkce triploidnich ryb a jejich vyuziti v akvakulture

Naprosta vétsina Zivocichl ma v somatickych burikach duplikovanou sadku chromozéomd,
tedy 2n. Tento stav se nazyva diploidie. V pohlavnich burikdch takovychto Zivocichi je diky
redukénimu déleni béhem gametogeneze pfitomna jen jedna sada chromozému. Tato
skute¢nost je nazyvana haploidnim stavem (1n). Nasledné pfi pohlavnim rozmnoZovani je
splynutim samici a samci gamety znovu nastolen diploidni stav nového organismu v rdmci dalsi
generace (Piferrer a kol., 2009; Flajshans a kol., 2013; Stabinska a kol., 2016).

Vedle diploidnich jedincl existuji i jedinci polyploidni, ktefi maji ve svych somatickych
bunkach diky rznym biotickym ¢i abiotickym procesim zmnoZené celé chromozomové sadky
(3n, 4n a vice) a nazyvame je triploidnimi, tetraploidnimi ¢i viceploidnimi Zivocichy (Thorgaard,
1986). Polyploidie u ryb je dilezitym evolu¢nim mechanizmem, ktery pfispél k velké
rozmanitosti soucasnych druhd ryb. Uméle navodit polyploidni stav ryb pomoci fyzikalniho
(teplotniho nebo tlakového) ¢i chemického (plsobenim vieténkovych jedl jako je kolchicin,
kolcemid, cytochalazin B a dalsi) zdsahu v priibéhu 2. faze meidzy po oplozeni ¢i pozdéji
v mitotickém déleni je relativné snadné. Tento proces se obecné nazyva polyploidizace a
zminéné fyzikdlni nebo chemické zasahy jsou obecné nazyvany Soky. Nejcastéji se u ryb
vyuziva triploidizace, Cili postup vyvolavajici triploidni stav (FlajShans a kol., 2013), nebo
tetraploidizace s cilem ziskat ryby se €tyfmi sadami chromozém( v somatickych burikach.
Tetraploidni ryby, které maji diploidni gamety, se nasledné vyuZivaji ke kfizeni s diploidnimi
rybami, coz vede k dalSimu zplsobu produkce triploidnich ryb (Rougeot a Mélard, 2008a,b;
Piferrer a kol., 2009; Policar a kol., 2009; Flajshans a kol., 2013).

Sokovy zdsah pii indukci triploidie musi postihnout zminéné obdobi 2. faze meidzy, kdy
dochazi k zabranéni oddéleni 2. pélového téliska depolymeraci jeho tubulinovych vidken. Po
takovémto osetfeni ma vylihla larva tfi sady chromozém(. Jedna sada pochdazi ze samiciho
prvojadra, druha sada ze sekundarniho pdlového téliska a tieti ze saméiho prvojadra. Sok
vedouci k indukci tetraploidie musi postihnout cytokinezi 1. mitotického déleni. V této fazi
déleni dochazi k zabranéni rozdéleni duplikovanych sad chromozémui do dcefinych bunék
(blastomer) depolymeraci tubulinovych vldaken vieténka. Vysledkem takovéhoto Soku jsou
vylihnuté larvy se ¢tyfmi sadami chromozéml, kdy dvé sady pochazi ze samiciho a dalsi dvé
ze samciho prvojadra (Obr. 3; Piferrer a kol., 2009; Flajshans a kol., 2013).
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Obr. 3. Schéma indukce triploidie a tetraploidie podle Policara a kol. (2009).

Vedle fizené produkce triploidnich ryb je moziné se setkat se spontannim vyskytem
triploidnich jedincl v nové vznikajici populaci u celé fady komeréné vyuzivanych druh, jako
jsou napf. sumec velky — Silurus glanis (Varkonyi a kol., 1998), pstruh duhovy - Oncorhynchus
mykiss (Aegerter a Jalabert, 2004), lin obecny — Tinca tinca (FlajsShans a kol., 2007), jeseter bily
— Acipenser transmontanus (Drauch Schreier a kol., 2011), jeseter maly — A. ruthenus (Havelka
a kol., 2013), jeseter sibirsky — A. baerii (Havelka a kol., 2014), losos obecny — Salmo salar
(Glover a kol., 2015), stika obecna — Esox lucius (Samarin a kol., 2016), candat obecny (Samarin
a kol., 2015), siveni — Salvelinus spp. (Schwinger a kol., 2018). Dlivodem je delsi in vitro
uchovani neoplozenych jiker v pribéhu obdobi od ovulace do vlastniho osemenéni jiker
v ramci umélych vytér(. | zde dochdzi k chybnému dokonéeni Il. meiotického déleni a nedojde
k oddéleni 2. polarniho téliska. Po oplozeni haploidni spermii tak vznika spontanni triploidni
jedinec (Flajshans a kol.,, 2013). VétSina vySe uvedenych autorl také zminuje vyskyt
malformovanych larev (larvy s morfologickymi vadami), aneuploidnich a jedincl s bunéénym
mosaicismem (tedy jedincl s neulplnym poétem chromozom( v burnkdch nebo jedincl
s burikami rdzné ploidni Urovné, jako 2n/3n, 2n/4n aj.).

V chovatelské praxi se k umélé indukci triploidie nej¢astéji pouziva teplotnich (teplych ¢i
chladovych; Obr. 4 a 5) nebo tlakovych Soku (Obr. 6) po oplozeni a aktivaci gamet v pribéhu
umélych vytéra rlznych hospodarsky vyznamnych druh( ryb. Naopak chemické Soky s cilem
dosahnout triploidie u ryb se v soucasnosti prakticky viibec nevyuzivaji (Piferrer a kol., 2009;
Rougeot, 2015). Realizace teplotniho (teplého ¢i chladového) Soku je provozné pomérné
jednoducha. Je potfeba pouze lazen pfi Soku zchladit (pomoci Supinkového ledu ¢i vykonného
chladice) ¢i ohrat (pomoci ohfivacde s elektrickou spirdlou a termostatem) na pozadovanou
teplotu, kterd musi byt konstantné udrZovana po celou zvolenou dobu Soku. Realizace
tlakového Soku je technicky sloZitéjsi, jelikoZ pro toto oSetfeni je nutné vyuZit specialni tlakové
jednotky. Do komory tlakové jednotky, ¢asteéné naplnéné vodou, se naliji oplozené jikry
(pfedem zbavené lepivosti, je-li to u daného druhu relevantni) a komora jednotky se nasledné
kompletné doplni vodou, uzavira a tlakuje na hydrostaticky tlak 52 — 85 MPa pomoci
kompresoru, ruéni pumpy nebo pripojenych lahvi s tlakovym plynem. Komeréné vyrabéné
tlakové nadoby o objemu 5 — 10 litrd je mozné zakoupit ve Francii, Kanadé nebo USA (Flajshans
a kol., 2013). V Ceské republice byl v roce 2012 zaregistrovan uZitny vzor na tlakovou jednotku
slouzici k indukci polyploidie u ryb (FlajsShans a kol., 2012).



Obr. 4. Realizace chladového Soku u canddta obecného (Sander lucioperca L.) (Foto: M.
Blecha).

Obr. 5. Realizace teplého soku u canddta obecného (Sander lucioperca L.) (Foto: M. Blecha).



Obr. 6. Tlakovd jednotka pro indukci polyploidie u ryb zménou hydrostatického tlaku (Foto: M.
Flajshans).

Realizace a efektivita kazdého Soku, ktery indukuje triploidii, jsou dany tfemi proménnymi
faktory. Kombinace jejich hodnot je zasadni pro dosazeni podilu triploidnich ryb v ziskané
populaci s cilem dosdahnout maximalniho procenta preziti vylihlych larev bez morfologickych a
vyvojovych deformit. FindIni efektivita triploidizace je nasledné vyjadfovana tzv. vytéznosti
triploidu, ktera se zjisti z dosazeného podilu triploidnich ryb v populaci a procenta preziti
embryi Ci larev. Zminénymi proménnymi faktory ovliviiujici efektivitu triploidizace jsou:

- ¢as zahajeni Soku po aktivaci gamet,
- intenzita Soku (hodnota pouzité teploty vody ¢i tlaku)
- expozice (délka trvani) Soku.

U teplomilnych druh( ryb se Sok aplikuje 2 — 7 minut po oplozeni jiker a u studenomilnych
druhl je to 15 — 20 minut po oplozeni jiker. U ryb pochazejicich z mirného pasma se Sok
zahajuje (4) 5 — 7 minut po oplozeni jiker.

Intenzita tlakového Soku je 58 — 85 MPa, u chladového Soku je to -1 az +4 °C a u teplého
Soku 24 —32°C v ptipadé studenomilnych ryb, 28 — 30°C u ryb pochazejicich z mirného pasma
a 34 -41°Cuteplomilnych ryb. Obecné Ize konstatovat, Ze teplota Soku se pohybuje v rozmezi
0 15 — 20°C nizSim (u chladovych Sok() nebo vyssim (u teplych Sokl), nez je fyziologické
rozmezi teplot pro oplozeni a inkubaci jiker daného druhu.

Délka expozice u tlakového Soku se vyuZiva na urovni 2 —6 minut u studeno- a teplomilnych
druh(. OvSem u druh(l pochdzejicich z mirného pasma muze tlakovy Sok trvat od 12 do 30
minut. Chladovy Sok je aplikovan u teplomilnych ryb po dobu 2 — 20 minut. U studenomilnych
je délka chladového Soku 35 minut az 3 hodiny a u ryb z mirného pasma chladovy Sok trva 1,5



— 2 hodiny. Teply Sok se u teplomilnych ryb aplikuje po dobu 45 sekund az 3,5 minut. U
studenomilnych druh( a ryb pochazejicich z mirného pasma je délka teplého Soku 10 — 25
minut (FlajShans a kol., 2013). Zminéné informace prehledné znazornuje tabulka publikovana
Piferrerem a kol. (2009) a FlajShansem a kol. (2013), ktera je v této certifikované metodice
jesté doplnéna o informace z optimalizace indukce triploidie u okounovitych ryb. Pfi
optimalizaci indukce triploidie okounovitych ryb je nutné si uvédomit, Ze okounovité ryb
nejsou typickymi studeno- ¢i teplomilnym druhy a tvofi jakysi prechod mezi obéma skupinami.
Casto jsou tyto druhy ryb pravé oznacovdany jako ryby pochazejici z mirného pdsma, kdy
optimalni teplota vody pro reprodukci u téchto druhli se pohybuje na urovni 10 — 16°C
(Malinovskyi a kol., 2018), ale optimalni teplota vody pro rlst se pohybuje v rozmezi od 22 do
25°C pfi 100 % nasyceni vody kyslikem (Policar a kol., 2013, 2016, 2019).

Tab. 1. Rozmezi hodnoty jednotlivych proménnych faktord vyuzivanych k indukci triploidie
u ryb. Upraveno podle Piferrera a kol. (2009) a Flajshanse a kol. (2013).

Typ Soku Typy ryb Zahajeni Soku po Intenzita Soku Délka Soku
aktivaci gamet
studenomilné 15 —20 min. 24 -32°C 10-25 min.
Teply mirného pasma 5—-7 min. 28-30°C 10-25 min.
teplomilné 2—7 min. 34 -41°C 45 s-3,5 min.
studenomilné 15 - 20 min. -1,7-+0,5°C 35 min.—180min.
Chladovy | mirného pasma 5—7 min. -1-+2°C 90-120min.
teplomilné 2 —7 min. -1-+4°C 2-20 min.
studenomilné 15 -20 min. 62 MPa (od 58 — 85 MPa) 2—6 min.
Tlakovy | mirného pasma 4 —5 min. 62 MPa (od 48 — 76 MPa) 12 — 30 min.
teplomilné 2—7 min. 62 MPa (od 58 — 85 MPa) 2—6 min.

Triploidni ryby se v komercnich chovech ryb vyuzivaji z nékolika nasledujicich dlivodu, které
predstavuji vyznamné produkéni vyhody. Hlavni vyhodou triploid(i v produkénich chovech je
jejich uplna ¢i ¢asteéna sterilita. Jestlize je trzni velikost chovanych ryb dosahovana az po
dovrseni pohlavni dospélosti (u okounovitych ryb jiz v prvnim ¢&i druhém roce Zivota), velmi
Casto triploidni ryby takovychto druhl dosahuji zvySeného ristu oproti plodnym rybam
diploidnim. U celé fady komerénich druht se trzni triploidni ryby vyznacuji malym &i Zadnym
vyvojem pohlavnich organu, kdy veskera ¢i vétsina pfijaté energie je vyuZivana k somatickému
rastu. Takové triploidni ryby se proto mohou vyhodnéji (pfi lepsi konverzi Zivin ¢i s nizsi
agresivitou ryb) chovat do vétSich trznich velkosti (napf. u pstruha duhového ¢i lososa
obecného) a tim dosahovat na trhu vyssi prodejni ceny z jednoho kilogramu proddvanych ryb.
Finalné vyprodukované triploidni ryby maji podstatné nizsi hmotnosti pohlavnich gonad, které
mohou napf. u okounovitych ryb tvofit az 20 — 25 % hmotnosti téla. Tim se u téchto trznich
ryb dosahuje daleko vyssi vytéZnosti masa pfi zpracovani. Trzni lososovité ryby pochazejicich
z triploidnich populaci také dosahuji lepsi organoleptické kvality masa (napf.: vybarveni
svaloviny, vyssiho obsahu tuku, nizSiho obsahu vody v mase) oproti diploidnim rybam. Totalni
Ci CasteCna sterilita triploidnich ryb v chovech také zplsobuje sniZzeni sexualniho a
teritoridlniho chovani ryb, které vede k vyskytu nizsiho stresu zplsobeného agresivnim
chovanim, poranéni chovanych ryb a k nizsi spotiebé energie. Tim dochazi v chovech také
k vSeobecné vyssimu vyuzivani (lepsi konverzi) krmiv (Piferrer a kol., 2009; Flajshans a kol.,
2013; Rougeot, 2015; Stabiniska a kol., 2016). Tento efekt je také ocekavan u okounovitych
triploidnich ryb a v soucasné dobé je védecky testovan.
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Triploidni jedinci se také produkuji u druh( ryb, které jsou vyznamné pro sportovni rybolov
nebo pro svij biomelioracni potencial, scilem zajistit jejich stoprocentni sterilitu pfi
vysazovani do volnych vod mimo jejich ptirozeny aredl rozsifeni. Je totiz velmi dulezité
zabranit naslednému rozmnozovani a vytvareni Zivotaschopnych populaci téchto vysazenych
neplivodnich druhd. Takto produkovani a vyuzivani jsou triploidi amura bilého
(Ctenopharyngodon idella) v USA a na Novém Zélandé pro spasani premnozenych vodnich
makrofyt, sivena amerického (Salvelinus fontinalis) na pacifickém pobrezi Severni Ameriky pro
ucely sportovniho rybolovu ¢i amura ¢erného (Mylopharyngodon piceus) v Izraeli pro redukci
premnozenych mékkysi ve vodarenskych nadrzich, jak uvadi FlajShans a kol. (2013).

Z vyse uvedenych dlvodl je proto velmi vhodné zacit vice vyuZivat triploidni ryby
v produkénich akvakulturnich provozech. Davodem je predevsim efektivnéjsi a rentabilnéjsi
produkce trznich ryb. Komeréni produkce a vyuziti triploidnich trznich jedincl totiz muaze
vykazovat vyznamné vyssi ekonomické zhodnoceni nejen pfi vlastnim chovu, ale také pfi
zpracovani, ¢i vysazovani do volnych vod mimo jejich domovinu (Piferrer a kol., 2009; FlajsShans
a kol., 2013).

V soucasné dobé se nejcastéji komercéni produkce triploid vyuziva u nasledujicich druha:
pstruh duhovy (v USA, Kanadé, Francii, Japonsku, Velké Britanii, Jizni Korei, franu, Turecku,
Polsku a Chile), pstruh obecny — Salmo trutta (ve Velké Britdnii a Francii), siven americky (v
Kanadé a Francii), losos obecny (v Norsku, Kanadé a Chile), siven arkticky neboli severni —
Salvelinus alpinus (ve Francii, Kanadé, na Islandu a v Rakousku), dalsi druhy lososu (v Kanadé
a Japonsku) a amur bily (v USA) (Arai, 2001; Hulata, 2001; Rothbard, 2006; Piferrer a kol., 2009;
Flajshans a kol., 2013).

Dale se vyuziti triploid( experimentalné testovalo Ci testuje, poptipadé i sporadicky v praxi
vyuziva u nasledujicich druhl: kapr obecny — Cyprinus carpio (Linhart a kol., 1991), lin obecny
(FlajShans a kol., 2007; 2010), sumec velky (Linhart a kol., 2001), z jeseterl napf. u j.
kratkorypého — Acipenser brevirostrum (Beyea a kol., 2005) nebo j. sibifského — A. baerii (Fopp-
Bayat a kol., 2006).

4 Metody vyuzivané ke stanoveni ploidni trovné u ryb

Aby chovatelé méli jistotu, Zze opravdu diky vyuzivanym fyzikdInim Sokim ziskavaji a
nasledné mohou odchovavat populace triploidnich ryb, je dilezité ovladat metody, které lze
vyuzit k efektivnimu stanoveni ploidni drovné u produkovanych ryb. Nasledné ze zjisténého
poctu diploidnich, triploidnich ¢&i jinych ploidnich drovni ryb lze vypoctem zjistit podil
triploidnich (polyploidnich) ryb v dané populaci (Rougeot a Mélard, 2008a). Samoziejmé cilem
je k dalsimu chovu ziskavat stoprocentni, tedy cisté triploidni populace. Ovsem velmi ¢asto u
nékterych druhl ryb neni dosahovano cisté triploidni populace, kdy triploidi tvoti jen tfeba 70
— 90 % ryb v populaci, nebo je dosahovano nizkého podilu vylihlych kvalitnich larev bez
morfologickych deformit. K ovéreni podilu triploidnich ryb v dané populaci po indukci
triploidie a po vylihnuti larev slouzi nize uvedené metody (Piferrer a kol., 2009; FlajShans a
kol., 2013).

4.1 Pfimé metody

Metody, které primo zjistuji ploidni Uroven u ryb, jsou zaloZené na principu stanoveni
karyotypu, kvantifikuji obarvend jadérka v burikach ¢i kvantifikuji obsah DNA ve specificky
barvenych bunécénych jadrech pomoci pritokové cytometrie, spektrofluorometrie a
mikrodenzitometrie (Rougeot a Mélard, 2008a; FlajShans a kol., 2013).
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4.1.1 Stanoveni karyotypu

Tato presna, ale pomald a pracnd metoda je zaloZena na preparaci chromozoml
z metafazni bunky a sledovani poctu chromozéml pomoci optického mikroskopu a
mikrofotografie. V dnesni dobé se vyuZiva predevsim mikroskopické digitalni zobrazeni a
pocitacova analyza obrazu. Metoda je zaloZzena na nutnosti preparace, fixace a nasledného
barveni chromozému. Mezi nejpouzivanéjsi postupy, jak chromozémy ziskat, patfi pfima
preparace chromozédm( juvenilni ¢i dospélé ryby po jejim usmrceni a hypotonizaci bunék
odebranych z kranialni ¢asti ledvin, sleziny, gonad &i epitelidlnich bunék Zaber. Jinou metodou
je sterilni odbér krve ¢i ploutevniho lemu, kultivace leukocytl ¢i fibroblastd in vitro,
s naslednou hypotonizaci a preparaci chromozém(. Vysetfeni jedné ryby touto metodou,
kterou je nutno oproti jinym uvadénym metodam odchovat do pomérné vysokého véku, maze
zabrat az 1 den. Tato metoda proto nemd praktické vyuZiti v poloprovoznich testech ¢i
v produkénich podminkach. Jedna se ale o zakladni laboratorni referenéni metodu (Rougeot a
Mélard, 2008a; Piferrer a kol., 2009; FlajShans a kol., 2013).

4.1.2 Kvantifikace obarvenych jadérek v burikdch

Jedna se o velmi rychlou a levnou metodu, ktera ovSsem mize byt vyuZita jen pro obarveni
organizovanych oblasti jadérek (tzv. NOR — Nucleolar Organizer Region) nebo celych jadérek
v metafaznich i interfaznich burikach. DalSim omezenim této metody je, Ze se mlze bezpecné
vyuZit jen u ryb, které maji v haploidni sadé chromozému jen jeden chromozém s NOR. V praxi
je pak komplikaci skute¢nost, Ze celd fada rybich druht ma vy3si nebo nizsi pocet chromozém
s NOR v haploidni sadé, nez nasledné odpovida jejich skutecné ploidii. Z uvedenych dlvodu je
tato metoda obtizné pouzitelnad u vétsSiny hospodarsky vyznamnych druhd ryb, kdy cilem je
spolehlivé stanovit jejich ploidni Urovent (Rougeot a Mélard, 2008a; Piferrer a kol., 2009;
FlajsShans a kol., 2013).

4.1.3 Kvantifikace obsahu DNA v bunécnych jadrech

Tato metoda je zaloZena na permeabilizaci bunééné membrany a obarveni jaderné DNA
nékterym DNA specifickym barvivem. Po obarveni DNA se pomoci pratokové cytometrie nebo
spektrofluorometrie méri intenzita fluorescence, ktera je emitovand obarvenou DNA.
Vysledkem analyz jsou histogramy, které graficky zndzornuji intenzitu fluorescence potazmo
mnozZstvi DNA v jadrech. Triploidni ryby maji 3 sady chromozémd a tedy priblizné 1,5 krat vice
DNA nez ryby diploidni (Obr. 7; Ewing a kol., 1991; Flajshans a kol., 2013).
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Obr. 7. Histogram zobrazujici intenzitu fluorescence potaZmo obsah DNA diploidi a triploidi u
embryi okouna ricniho (Perca fluviatilis L.) 6 dni po oplozeni (prevzato z Rougeot a kol., 2013).

Tato metoda je relativné rychla, Ize pti ni vySetfit az 20 ryb za hodinu a je vhodna pro
praktické pouziti v poloprovoznich ¢i komerénich podminkach (Rougeot a Mélard, 2008a).
Urcitou nevyhodou pratokové cytometrie je skutecnost, Ze ke stanoveni intenzity
fluorescence, potazmo mnozstvi DNA, je nutné vlastnit nezbytné laboratorni vybaveni a
chemikalie, a také predevsim pomérné financné nakladny pritokovy cytometr (Obr. 8). |
presto je tato metoda v praxi nejvice vyuzivand, jelikoz umozniuje rychle a relativné snadno
ovérit a vyhodnotit produkci triploidnich ryb z Cerstvé vylihnutych &i zafixovanych larev. Neni
nutné tedy ryby odchovavat do vétsich velikosti a vyssiho véku (Ewing a kol., 1991; Piferrer a
kol., 2009; Flajshans a kol., 2013).

ks \ e

Obr. 8. Jedhokandlovy priatokovy cytometr Partec CCA | (Foto: M. RizZek).

4.2 Nepfimé metody

Neprimé metody stanovujici Uroven ploidie u ryb jsou zaloZzeny na: méreni velikosti bunék,
bunécénych jader pomoci klasickych hematologickych postup(, Coulterové metodé stanovujici
objem bunék pomoci impedance, méfeni bunéénych ¢i jadernych geometrickych
charakteristik pomoci mikroskopu a mikrofotografie ¢i analyzy obrazu nebo na zakladé méreni
morfologickych rozdil(i urcitych specifickych znakli mezi chovanymi diploidnimi, triploidnimi
¢i polyploidnimi rybami (FlajsShans a kol., 2013). Obecné tyto nepfimé metody vyZaduji odchov
ryb do vyssiho véku a velikosti umoznujici odbér krve nebo projev pohlavniho dimorfismu. To
v rybarském vyzkumu, pfi poloprovoznich experimentech, ani v produkéni rybafské praxi
celosvétové nevyuzivaji nepfimé metody tolik, jako dfive. Néktera pracovisté vybavena
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pristroji na méreni objemu bunék typu Coulter Counter je vSak i nadale pouzivaji ke stanoveni
ploidni Urovné se stejnou ucinnosti jako pratokovou cytometrii (Fiske a kol., 2019).

5. Produkce a vyuziti triploidi u okounovitych ryb

Indukce a vyuziti triploid u okounovitych ryb nebyla zatim v praxi nasich a ani zahrani¢nich
rybarskych podnikd nijak vyznamné uplatnéna. Tento stav trva i pfesto, Ze existuje nékolik nize
popsanych a ovérenych technologickych postupdq, jak produkce triploidnich okounovitych ryb
dosahnout a potencidlné tyto ryby vyuzivat k vyssi efektivité jejich chovu jak v ramci rybnicni,
tak i intenzivni akvakultury (Malison a kol., 1993; 2001; Rougeot a kol., 2003; Rougeot a
Mélard, 2008a, b; Rougeot, 2015). Je pravdou, Ze vyssi potencial ve vyuziti triploidnich
okounovitych ryb, které jsou plné ¢i ¢astecné sterilni, je ocekavan v ramci rybni¢niho chovu.
V tomto chovu totiZz dochazi ke kolisani teploty vody a svételného rezimu, coZz prodluzuje
produkéni interval (trzni ryby jsou produkované po dosaZzeni pohlavni dospélosti) a stimuluje
pohlavni dozravani ryb a vyvoj jejich gonad. V takovychto podminkach maji diploidni
okounovité ryby pomalejsi rlist na konci odchovu, horsi konverzi krmiv, nizsi preziti, vytéZnost
a také kvalitu masa, ktera se vyraznym zplsobem méni v pribéhu celého roc¢niho obdobi.
U intenzivniho chovu okounovitych ryb vyuZiti triploidnich ryb ptindsi pravdépodobné jen
vyhodu z hlediska snizené agresivity, vyssi konverze Zivin a zajisténi vy$siho preZiti a vyssi
kvality svaloviny u trznich ryb (Rougeot, 2015). DUvodem je fakt, Ze intenzivni chov
okounovitych ryb vyuZivajici stabilni teplotu vody s optimem od 22 — 25°C uZ sdm o sobé
zpUsobuje ¢astecnou spontanni sterilitu chovanych ryb (Rougeot, 2015; Policar a kol., 2016,
2019). Intenzivni chov okounovitych ryb je diky této skute¢nosti vyrazné zvyhodnén oproti
chovu ve venkovnich podminkach (v rybnicich, pfi kombinaci rybni¢niho a intenzivniho chovu
¢i klecovém chovu).

5.1 Produkce a vyuziti triploidnich ryb u okouna fiéniho a okouna zZlutého

Jak uz bylo zminéno vyse, triploidi okouna fi¢niho se vyznacuji ¢astecnou ¢i plnou sterilitou.
Trzni ryby ziskané z triploidnich populaci v rdmci raznych systéma vyuZzivajicich venkovni chov
(vlastni rybni¢ni chov, kombinace rybni¢niho a intenzivniho chovu v usporadani rybnik-
intenzivni akvakultura-rybnik, déleny rybnik na chov ryb a Upravu vody ¢i klecovy chov ryb
v rybnicich ¢i jinych vodnich nadrzich poskytuji vyssi efektivitu chovu. Vyssi efektivita produkce
trznich ryb okouna fi¢niho je zajisténa rychlejsSim rlstem starsich vékovych kategorii ryb
v konecné fazi chovu, lepsi konverzi Zivin, vy$si vytéznosti a vyssi kvalitou masa. PFi vyuZiti ryb
v intenzivni akvakulture maze dochazet k nizsi agresivité mezi chovanymi rybami, vyssimu
preziti, vy$si konverzi Zivin a vys$si kvalité svaloviny u trZnich ryb. V tomto chovu nedochazi u
triploidnich ryb okouna ficniho k vySSimu somatickému ristu oproti rybam diploidnim
(Rougeot a Mélard, 2008a, b; Rougeot, 2015).

Indukci triploidie pomoci teplého Soku se u okouna fi¢niho zabyvali Rougeot a kol. (2013).
Zminéni autori doporucuji k produkci triploidd okouna ficniho pouzivat jako nejefektivnéjsi
variantu teplého Soku nasledujici oSetreni: teplota vody pri soku 30°C, zahdjeni Soku 5 — 7
minut po oplozeni pfi teploté vody 16 — 17 °C a délka soku 25 minut. Zminéné oSetreni
poskytuje triploidni populaci ryb z 93 — 100 % a vytéZnost triploidii z poCtu pouZitych
oplozenych jiker se pohybuje na drovni 43 — 44 %. Detailni informace o efektivité vSech
testovanych variant teplého Soku sumarizuje Tab. 2. V této tabulce jsou jesté tu¢né s kurzivou
uvedeny dalsi efektivni varianty Soku, které by mohly byt v praxi potencidlné také vyuZity pro
produkci triploidnich populaci okouna fi¢niho. Tyto varianty oSetfeni totiz také zajistuji
akceptovatelnou miru produkce triploidd u okouna fiéniho (Rougeot a kol., 2003).
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Tab. 2. Jednotlivé varianty osetfeni pfi teplém Soku pfi indukci triploidie u okouna ficniho
(Perca fluviatilis L.)(prevzato z Rougeot a kol., 2003). Tucné jsou zvyraznény nejvyssi hodnoty
tykajici se podilu nebo vytéZnosti triploidii v ziskané populaci.

Zahajeni Soku Teplota Délka Soku Preziti Podil VytéZnost
(min. po oplozeni) vody (min.) embryi triploidd triploidd
(°C) (%)* (%) (%)
34 2 39112 713 312
5 11+2 55+17 613
2 377 713 311
3 35 5 313 14114 1+1
36 2 1417 44116 816
5 0 0 0
)8 10 3719 3718 1449
25 2618 4417 1245
30 10 36+3 8816 30+2
25 43+34 100 43134
2 37+13 0 0
5 34 5 713 24+15 211
35 2 2419 43112 912
5 0 0 0
36 2 31+18 55+9 20+14
5 0 0 0
)8 10 62125 38+2 24+11
7 25 46134 62+12 32+26
30 10 38+7 98+2 3716
25 47+17 93+0 44+16

* PreZiti embryi 6. den po oplozeni jiker

U ptibuzného okouna Zlutého (Perca flavescens), ktery pochdzi ze Severni Ameriky, je
nejefektivnéjsim zplisobem indukce triploidie teply sok (pfi 28 — 29°C) se zacdtkem Soku 5
minut po oplozeni jiker pfi teploté vody 11 °C s délkou trvani Soku 10 — 25 minut. Takovéto
oSetreni zajistuje preZiti embryi ve stafi 6 — 7 dnli po oplozeni na Urovni 46,7 — 63,3 % a podil
triploidi v ziskané populaci na Urovni 66,7 — 100 %. VytéZnost triploidnich ryb je tedy potom
na urovni 42,2 -53,3 %. Vedle teplého Soku je u okouna Zlutého také moziné vyuzit tlakového
Soku na urovni 62,05 — 75,84 MPa se zahdjenim Soku 5 minut po oplozeni jiker pti teploté
vody 11 °C, s délkou Soku 12 minut. Takovéto oSetifeni oplozenych jiker zajistuje pFeZiti embryi
na urovni 63,3 — 80 % a podil triploidii na Grovni 50 — 54,4 %. Tim je tedy dosazena vytéZnost
triploidii na Urovni 31,7 — 43,5 % (Malison a kol., 1993a). U juvenilnich triploidnich ryb okouna
Zlutého, které jsou ziskavany zminénym teplym ¢i tlakovym Sokem, byla zjisténa snizend
rychlost rlistu do hmotnosti 25 gramu, kterd je pravdépodobné zplsobena aplikovanym
Sokem po oplozeni jiker. Dale bylo zjisténo, Ze zminéni juvenilni triploidi maji retardovany
vyvoj gamet oproti diploidnim jedincm. Rychlost rlstu triploidnich ryb vSak dohani v prabéhu
odchovu postupné rist diploidnich ryb. Aby se zabranilo negativnimu vlivu indukce triploidie
na pocatecni rast Zlutého okouna, je doporuceno v podminkach Severni Ameriky k produkci
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triploidd zminéného druhu pouzivat kfiZzeni mezi tetraploidnimi a diploidnimi jedinci (Malison
a kol., 1993b; Malison a Garcia-Abiado, 1996).

5.2 Produkce a vyuZiti triploidnich ryb u candata obecného a severoamerickych druht
candatu

Potencionalni komeréni vyuZziti, vyznam a vyhody vyuziti triploidnich ryb candata obecného
v ramci produkéniho rybarstvi Ci pfi uplatiovani ryb na trhu je velmi podobné jako u okouna
ficniho. Vyzkum zabyvajici se optimalizaci indukce triploidie u candata obecného je v Evropé
na samém pocatku a pouze autorsky tym z FROV JU publikoval ¢&i pfipravuje k publikovani
zatim prvni védecké vysledky tykajici se tohoto védeckého tématu (Blecha a kol., 2016; 2019).

Tento vyzkum byl predevsim inspirovan optimalizaci indukce triploid(i u severoamerickych
druhl candatt jako je candat severoamericky - Sander vitreus (synonymum Stizostedion
vitreum) a mezidruhovy hybrid vznikly kfizenim Sander vitreus (samice) x candat kanadsky -
Sander canadensis (synonymum Stizostedion canadense - samec). U téchto druhl bylo
uspésné k indukci triploidie pouzito nasledujicich fyzikalnich Sok( (Garcia-Abiado a kol., 2001;
Malison a kol., 2001).
tlakovy sok na Urovni 48,26 — 55,16 MPa, se zacdatkem 4 minuty po oplozeni jiker pfi teploté
vody 11°C a délkou Soku 15 — 30 minut. Takovato kombinace Soku zajistila preZiti embryi ve
stari 6 — 7 dnll po oplozeni jiker na Urovni 56,7 — 88,3 %, s podilem triploidii na Urovni 72,2 -
100 %, tzn., s vytéZnosti triploidi na Urovni 40,9 — 63,3 %. U stejného druhu byl také poufZit i
teply sok pri teploté vody 30°C, zacdtku Soku 2 — 5 minut po oplozeni jiker pfi teploté vody
11°C a s délkou Soku 25 minut, ktery zajistil preZiti embryi na Urovni 13,3 - 16,7 %, s podilem
triploidii 30,3 - 44,3 %. Avsak tento typ soku zajistil celkovou vytéZnost triploidii jen na Urovni
kolem 5 % (Malison a kol., 2001).

U severoamerického mezidruhového hybrida candata pochazejiciho z ktizeni Sander vitreus
X Sander canadensis je moziné s Uspéchem pouZzit nasledujici fyzikalni oSetfeni oplozenych
jiker, které poskytuji pomérné efektivni produkci (vytéZznost) triploidni ryb:

a) teply sok s teplotou vody 31°C, ktery je zahajeny 5 minut po oplozeni jiker pfti teploté vody
10 -11°C, s délkou aplikace 15 — 25 minut, kdy je dosaZzeno podilu triploidii na Grovni 79,8 %,
s preZitim embryi v ocnich bodech 52,2 % a celkové vytézZnosti triploidii na Urovni 41,7 %,

b) chladovy 3ok s teplotou vody 1,2+ 0,7 °C, ktery je zahajeny 5 minut po oplozeni jiker pfi
teploté vody 10 — 11°C, s délkou aplikace 120 — 180 minut, kdy je dosazeno podilu triploidii
na urovni 30,8 %, s preZitim embryi v ocnich bodech 24,6 % a celkové vytéZnosti triploidi
kolem 7,5 %,

c) tlakovy sok s vyvinutym a udrZzovanym tlakem na urovni 62,05 MPa, ktery je zahajeny 4
minuty po oplozeni jiker pti teploté vody 10 — 11°C, s délkou Soku 12 minut, kdy je dosazeno
podilu triploidi na uGrovni 100 %, s preZitim embryi v ocnich bodech 29,2 % a celkové
vytéZnosti triploidii 29,2 % (Garcia-Abiado a kol., 2001).

V soucasné dobé jsou u candata obecného otestovany prvni varianty teplého a chladového
Soku. AvsSak stale se hleda varianta Sokového oSetieni, ktera by zajistila vyssi efektivitu
triploidizace v podobé vyssi lihnivosti triploidnich larev a celkové vyssi vytéznosti triploidnich
candatl pro dalsi chov. Veskeré vysledky z prozatim realizovaného teplého a chladového Soku
v ramci triploidizace candata obecného sumarizuje Tab. 3 a 4. Ze zminénych realizovanych
obecného predstavuje realizovany chladovy sok pfi teploté vody 1 - 1,1 °C, ktery byl zahdjeny
5 minut po aktivaci gamet pfi teploté vody 14,8 °C, a trval 120 minut. Vysledkem tohoto
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osetreni bylo dosaZeni 100 % triploidni populace, avsak s nizkou lihnivosti larev (17,3 %)
a celkovou vytéznosti triploidii na Urovni 17,3 %. U teplého Soku pfi indukci triploidie candata
obecného vykazovaly nejlepsi vysledky v podobé podilu triploidi na drovni 13,2 — 53,3 % a
celkové vytézZnosti triploidi na drovni 10,7 — 13,2% varianty Soku, které vyuZily teplotu vody
31°C se zahdjenim Soku 3-10 minut po oplozeni jiker pfti teploté vody 15,2 °C a délkou Soku
20 - 40 minut.

Obecné vsechny zminéné varianty pti testované indukci triploidie canddta obecného
dosdhly velmi nizké lihnivosti larev a nizké vytéznosti triploid(i v ziskané populaci. Z tohoto
dlvodu pro dalsi optimalizaci triploidizace candata obecného je nutné testovat nové
proménné faktory jednotlivych Sokl. Pro dalSi experimenty jsou jako vhodnd indukce
triploidizace u candata obecného vytipovany nasledujici Soky:

— teply Sok na drovni 24 — 28°C, s délkou Soku 5 — 25 minut, nebo 32 — 34°C, s délkou Soku 30
sekund az 3 minut se zahajenim Soku 2 — 7 minut po oplozeni jiker,

— chladovy Sok s teplotou vody 1-1,5°C, s délkou Soku od 90 do 180 minut a zac¢atkem Soku 3
— 5 minut po oplozeni jiker,

— tlakovy Sok na urovni 45 — 75 MPa, s délkou 5 — 30 minut a za¢atkem Soku 2 — 7 minut po
oplozeni jiker.

Tab. 3. Vysledky triploidizace u candata obecného (Sander lucioperca L.) pomoci teplého soku
(Blecha a kol., 2016). Tucné jsou zvyraznény nejvyssi hodnoty tykajici se podilu nebo vytéznosti
triploidii v ziskané populaci.

Imiennta Zaha.jenl. soku po I?elka Lihnivost | Podil triploidli | VytéZnost triploidl
Soku aktivaci gamet Soku (%) (%) (%)
(°C) (min.) (min.)
20 0 - -
1 40 0 - -
3 20 1,3 11,0 0,1
40 0 - -
20 3,1 33,3 1,0
29 5 40 0 - :
7 20 8,0 16,6 1,3
40 0 - -
10 20 11,5 25,3 2,9
40 1,3 75,0 1,0
1 20 2,3 100 2,3
40 3,1 100 3,1
3 20 11,8 95,8 11,3
40 7,1 91,0 6,5
20 7,8 100 7,8
31 > 40 8,5 88,8 7,6
7 20 15,3 86,3 13,2
40 13,2 90,0 11,9
10 20 20,0 53,3 10,7
40 18,3 41,8 7,7
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Tab. 4. Vysledky triploidizace u canddta obecného (Sander lucioperca L.) pomoci chladového
Soku (Blecha a kol., odeslano do redakce). Tucné jsou zvyraznény nejvyssi hodnoty tykajici se
podilu nebo vyteznosti triploidii v ziskané populaci.

] Zahajeni Soku ,
Intenzita .. Délka - st s1o i . e
<oku po aktivaci %oku L|hr1|vost Podil t:lp|0ldu Vyteznosot triploidti
°C) gamet (min.) (%) (%) (%)
(min.)
20 23,2 9,5 2,2
40 14,0 19,5 2,7
5 60 5,6 80,5 4,5
90 6,4 100 6,4
120 17,3 100 17,3
20 20,0 19,1 3,8
40 10,6 42,9 4,6
7 60 8,8 33,3 2,9
90 6,7 75,0 5,0
120 2,6 100 2,6
20 13,4 57,1 7,7
40 9,6 61,9 5,9
1,0-1,1 10 60 10,2 37,7 3,8
90 6,2 76,6 4,8
120 3,7 90,2 3,3
20 18,8 26,6 5,0
40 12,2 38,0 4,6
15 60 7,7 12,6 1,0
90 7,8 65,7 51
120 8,2 61,0 5,0
20 23,6 0 -
40 17,5 0 -
20 60 18,2 0 -
90 7,8 0 -
120 0 - -

vvvvvv

okounovitych ryb

Na zavér této publikace jsou v Tab. 5 shrnuty nejefektivnéjsi fyzikalni Soky testované di
vyuZivané pro indukci triploidie u okounovitych ryb v Evropé a Severni Americe. Z predlozené
tabulky vyplyvd, Ze u vSech okounovitych ryb je mozné dosahnout alespori pomoci jedné
varianty Soku stoprocentni triploidni populace. Efektivita triploidizace v podobé celkové
vytéznosti triploidd u jednotlivych triploidnich ryb kolisd od nejvyssi hodnoty (kolem 53 —
63 %) u okouna Zlutého a candata severoamerického, pres stfedni Uroven (kolem 30 — 44 %)
u okouna fi¢niho a mezidruhového hybrida obou americkych candat Sander vitreus x Sander

evvs

urovni 11 —17%.
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vvvvvv

pfi indukci triploidie u okounovitych ryb v Evropé a Severni Americe.

Zahajeni Soku , Podil a
T o aktivaci Intenzita Délka vytéznost
Druh ryby Y yp P N Soku y. . 1o Reference
Soku gamet Soku (min.) triploida
(min.) ) (%)
Okoun Ficni Teply 5-7 30°C 25 93-100/43—-44 | Rougeot a kol. (2003)
Okoun 3lutv Teply 5 28-29 °C 10-25 | 67-100/42-53 Malison a kol.
¥ Tlakovy 5 62—-76 MPa 12 50 — 54/32-44 (2003a)
Candat | Tiakovy 4 48-55MPa | 15-30 | 72-100/41-63 | Malison a kol. (2001)
severoamericky
. Teply o
vl;lt\r,::sdxs.; > 31°¢ 15-25 80/42 Garcia-Abiado a kol.
canadensis Tlakovy 4 62 MPa 12 100/29 (2001)
Candét obecny Chladovy 5 1-1,1°C 120 100/17,3 Blecha a kol. (2019)
v Teply 3-10 31°C 20-40 13-53/11-13 Blecha a kol. (2016)

6. Srovnani ,,novosti postupa“

Cilem certifikované metodiky bylo souhrnné popsat efektivni metody vedouci k indukci
triploidie u okounovitych ryb s cilem potencidlné zefektivnit tuto produkci triploidnich ryb a
nasledné ji vyuZit v rybarské praxi CR, popfipadé Evropy. Publikace tohoto typu, ktera pfimo
popisuje triploidizaci u okounovitych ryb nebyla v CR doposud jesté zvefejnéna.

7. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Tato certifikovana metodika je prfedevSim uréena k zavedeni a nasledné optimalizaci
produkce a vyuziti triploidnich ryb u okouna fi¢niho v rybarskych podnicich CR. Dal$im cilem
této metodiky je také dale optimalizovat produkci triploidd u candata obecného v CR.
Vysledky certifikované metodiky budou uplatnény v praxi rybarského produkéniho podniku
Rybarstvi Nové Hrady s.r.o. s cilem zefektivnit a zvysSit mistni rybniéni chov okouna fi¢niho a
candata obecného.

8. Ekonomické aspekty

V CR se kazdoro¢né vyprodukuje 20 tun trzniho okouna Fiéniho s trini cenou 80 — 150 K¢ za
1 kg zivé ryby a 40 tun trzniho candata obecného s trzni cenou 270 — 350 K¢ za 1 kg Zivé ryby.
Okoun a candét v priméru v celé CR kazdoro¢né tvori celkové triby na Urovni 14 — 15 milidnd
K. V pFipadé, ze by se v CR zacaly produkovat a vyuzivat triploidni jedinci k rybni¢nimu chovu,
mohlo by dojit k zvyseni rastu zminénych okounovitych ryb o 5 — 10%. Timto zptisobem by tak
mohlo dojit k zvyseni rocni produkce obou druhti a to o cca 2 tuny u okouna a 4 tuny u candata.
Narast produkce by tak zvysil rocni trzby produkénim rybarskym podnikiim o zhruba 1,5
milionu K¢, Vedle téchto zvySenych trzeb by zpracovatelské podniky zvySily vytéZznost
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svaloviny z trznich triploidnich ryb okouna a candata o 15 — 20%. Pfi priimérné obchodni cené
filety z okouna ¢i candata na urovni 500 — 750 K¢ za kg a rocni spotfebé filet zminénych
okounovitych ryb v CR na trovni 1 — 2 tun, by tak zavedeni triploid& mohlo zpracovatelskému
primyslu v CR pfinést daldi zvy$ené trzby na Grovni az 300 000 K¢ ro¢né.
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