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1. Uved

Pojem 1riploidic je charakierizovin pritomnosti tH sad chromozomi v somatickych
bunkach jedince. Tento stav maze za urCitych okolnosti u ryb po oplozeni oocytu vzniknout
samovolné (viz napr. Kvasnicka a Flajshans, 1992). a nebo mize byt cilené vyvolan fadou
(yzikalnich nebo. chemickych zasahu neboli ok do vyvoje zarodku kratce po oplozeni.
Takove umelé navozeni triplordni konstituce nazyvame (riploidizaci.

U triplotdnich ryb obecné je v zavislosti na pohlavi a stupni vyvoje pohlavnich organt,
resp. jejich sterilite dosahovano veérsi koneené velikosti triploidi a jejich rychlejsiho ristu. To
bylo prokazano napt. ulososovitych (Thorgaard a Gall, 1979: Lincoln a Scott, 1984; Lincoln,
1987). ulina obecného (Flajshans et al. 1993a.b: Korwin-Kossakowski, 1993: Flajshans.
1997) judalsich druhu. \ testech uzit:ovosti triploidd v3ak nebyly ziskany zcela
Jednoznacné vysledky. Prikazné zvyseni findlni hmotnosti triploidii proti diploidim popsali
u pstruha duhového  napf. Chourrout et al. (1986), Ihssen et al. (1990) a dali, u lososa
obecného napf. Benfev a Sutterlin (1984). u kapra obecného Taniguchi et al. (1986) a Mejza
et al. (1993). u lina obecného Flajshans et al. (1993b). u sumecka skvrnitého Wolters et al.
(1982). Rada dalsich stwdii naproti tomu ristovy potencidl triploidd pro akvakulturu
nepotvrdila: nepritkazné rustové rozdily nebo nizsi rist triploidi proti diploidém zjistili
u pstruha duhoy ¢ho a moiske tormy pstruha obecného Bonnet et al. (1997): u kapra obecnéno
Gervai et al. (1980). Cherfas etal. (1994). Flajshans et al. (1994): u sumce velkého Linhart et
al (2000): tadz autoru dosla ke stejnému vysledku u tilapii rodu Oreochromis (viz piehled
\Mair. 1993).

Vesina chto studii se shoduje v tom. Ze triploidni jedinci dosahuji vy3si vytéznosti
anizsiho gonadosomarického indexu (relativni podil hmotnosti gonad Vi zivé hmotnosti)
vzhledem K nizsimu stupni v¥voje gonad triploidi. adale v konstatovani vyS§i rdstové
schopnost triploidnich jikernadek proti triploidnim mlicakiam u druhd, kde je rozdilna ristova
schopnost projevem pehlavniho dimortismu.

Na rozdil od diskutabilni rustové schopnosti triploidti je nespornym pfinosem pro
akvakulturu skuteénost. ze behem reprodukéniho obdobi u triploidii nedochazi k odc¢erpavani
energetickyeh zisob ze svaloviny. aproto jeji vybarveni aobsah tuku zlistavaji vysoké
aobsah vody ve svaloving je nizsi nez u diploidd (Lincoln. 1987). Pro vyrovnanou kvalitu
trzniho produkiu 1ak pouze ve Francii vroce 1996 bylo vyprodukovano 4 000 t trzniho
triploidniho pstruha duhového a dalsich 600 t trzniho triploidniho pstruha potoé¢niho (Haffray
ctal.. 1997),

Sterilivy triploidnich rvb se rovnéz s vyhodou vvuziva pi vysazovani nepuvodnich
druhd b do volnfch vod wm. kde legislativni aspekty ochrany pivodni ichtyofauny
nepovoluji vysazovat jedince schopné rozmnozovani. Triploidni amur bily je takto pouzivan
K eliminaci premnozenych vodnich porostd v USA (viz piehled MikeSové, 1995) a na Novém
Z¢lande (McCarrer, 1988): triploidni siven americky. ktery je autochtonni pouze na vychodé
Severni Amerikv. je takto pro vy$si odolnost proti chladu vysazovan do rybafskych reviri na
pacifickém pobiezi (Corley-Smith. 1991), aj.
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3.2 Priprava imobiliza¢niho roztoku pro spermie lina

Imobilizagni roztok pro spermic lina podle Linharta a Kvasnicky (1992) se pripravuje
vzdy Cerstvy pro kazdy vytér podle nasledujiciho rozpisu:

na | hitr destilované vody:
¢ 5gNaCl

e 2gKCl

s 8gelycinu

Pied odbérem spermatu plnime imobilizainim roztokem jednorazové 10-20 ml
stiikacky do poloviny objemu. Injekéni stiikaéky sroztokem muzeme uchovat
v lednici maximalné po dobu 48 hodin. dvé hodiny pted odbérem spermatu je vyjmeme
z lednice a ponechame pfi pokojové teploté (cca. 20°C).

3.3 Ancstézic, umély vytér a odbér pohlavnich produkta

Pted umelym vytérem generacni ryby anestetizujeme vhodnym pripravkem pro ryby
(napf. 2-phenoxyethanol. Merck. v sou¢asné dobé dodéva JU VURH Vodnany. davkovani 1-3
mlna 10 [ vody).

Generalni ryby se vytiraji klasickou suchou metodou. Pii vytéru mli¢aku se snazime
rvbu nejdfive zbavit moci masazi bfisni partie od bfisnich ploutvi smérem k ocasu. Mog je
bezbarva a pri v¥teru se uvoliuje proudem. Sperma byva mo¢i kontaminovano a piitomnost
spermatu pozndme podle bélavého nebo opalizujiciho zbarveni tekutiny. V 1om pripadé jiz
tekutinu odsavame. Jinak odsavame béhem masdze biisni partie mlicaka od prsnich ploutvi
smerem k ocasu Kapky ejakulovaného spermatu. Sperma vzdy odsivame do jednorazovych
plastovych 10-20 ml injekénich stiikacek s prebytkem imebilizacniho roztoku maximalne do
poméru spermatu : imobilizacnimu roztoku 1 : 2. Injekéni stiikadky se spermatem
\ imobiliza¢nim  roztoku uchovame do doby pouziti v lednici nebo v pienosném
polystyrenovém tepelng izolovaném kontejneru s chladicimi viozkami nebo drcenym ledem
pii teplote 0 az =4°C. nejdéle v3ak po dobu 4 — 5 hodin.

Pti viteru jikernacek odebirame jikry do pfedem zvézenych suchych misek a jikry se
vazi. Prepottem (v 1 g jiker je cca. 1 600 kust jiker) se zjistuje pracovni plodnost jikernacek.
coz je dulezité k vyhodnoceni G¢innosti chladového Soku. Ga&m se zaznamendavaji do
vvierovych listd. Misky sjikrami se phikryji ¢istou vlhkou widrkou. Timto zplsobem je
muzeme krdtkodobé (pal hodiny az 1 hodinu) uchovat. napf. ve stinu na chladné podlaze
lihne.

3.4 Osemencéni, oplozeni, aktivace gamet a odlepkovini jiker

Pted oplozenim se davky spermatu v imobiliza¢nim roztoku od jednotlivych mlicaka
smisi v suché ¢isté odmémé nadobé a déle se pracuje s tzv. heterospermatem. Heterosperma
na jikry davkujeme velkoobjemovou mikropipetou. Cistou injekéni stifkackou nebo klasickou
pipetou.

Protoze se kvalita jiker od raznych jikernatek maze lidit, prednosiné pracujeme
snavazenou smési jiker od riznych jikernacek. Smés jiker oplozujeme heterospermicky
vdavee 2 ml heterospermatu v imobilizatnim roztoku 1.u kazdych 100 gjiker. Aktivace se
provadi okamzité po osemenéni pomoci desetindsobného mnozstvi vody, nez bylo mnozstvi
heterospermatu v imobilizatnim roztoku. K aktivaci pouzivame &isté vody z lihné o teplow
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Obr. 1: Schéma uméleho \Ytéru, osemenéni, oplozeni. aktivace gamet a hromadné
triploidizace jiker lina chladovym $okem '

Obr. 4: Digitalizovany snimek erytrocytl diploidniho (vlevo) a triploidniho (vpravo) lina.
Barveni Giemsa ~ Romanowski. Mikroskop Olympus BHS, objektiv NCSPlan dry
x100, digitaini kamera Sony DXC 9100P. Méfitko 10 pm (podle Svobodové et al.,
1998).

5. Upozornéni

Tato metodika je uréena pouze k GCelim produkce triploidniho lina v uzavienych
chovnych systémech. Autofi upozorfiuji viechny potencialni zdjemce o vysazovdni
triploidnich ryb do volnych vod (sportovnich revir(), Ze tak nelze u&init bez souhlasu statnich
organii ochrany prirody a dalSich instituci dle platné legislativy. Lze predpokladat, ze uréita
opatieni prinese .,zakon o geneticky modifikovanych organismech®, ktery je v dobé& vzniku
této metodiky teprve navrhovan. Vzhledem ktomu, Ze o chovéani uméle vysazovany.:h
triploidnich ryb v ptirozenych ichtyocenézach volnych vod je dosud znimo pomémé malo,
autofi to nemohou doporuit.
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Obr. 2: Kvantifikace oblasti organizatort jadérka. Scannerem digitalizované snimky roztéru
tkan¢ diploidniho (A) a triploidniho (B) lina ve stadiu rozplavéani pludku. Barveni
AgNO;. Mikroskop Olympus BHS, objektiv NCSPlan dry x100, projektiv x5,
mikrofotozafizeni Olvmpus PM10AK

4.2 Stanoveni ploidie podle relativaiho obsahu DNA prutokovou cytometrii

Metoda je podrobné popsana v &lanku Lecommandeura et al. (1994). Zde popsany
postup plati pro fluorescen¢ni barveni jaderné DNA lina 4’,6-diamidino-2-phenylindolem
(DAPI) za pouziti komer¢nich kitti fy. Partec GmbH (Némecko) pro méeni na pratokovém
cytometru Partec Ploidy Analyzer.

PFiprava prepardni = plidku nebo ze svaloviny lina:

Pouziva se lini plidek t&sn& ptred prechodem na exogenni vyzivu. Z usmrcenych
vétdich ryb se vypreparuje cca 1 mm® svaloviny. Pro pozdéjsi analyzu lze plidek nebo celé
ryby hluboce zmrazit v hlinikové folii. Plidek nebo tkasi se umisti na &isté hodinové sklo a
rozstfihd anatomickymi nizkami naplocho na men3i kousky v 0,8 ml fyziologického roztoku.
Prida se 200 pl vychlazeného roztoku DAPI Solution A a pokracuje se v rozmélilovani tkdné
nizkami. Cistou Pasteurovou pipetou se odsaje tekuta fize suvolnénymi a lyzovanymi
bufikami a prefiltruje se pres 30um filtr Cell Trics™ (Partec GribH, Némecko) do 3,5 ml
zkumavky pro pritokovou cytometrii. Ve zkumavce by mél byt asi 1 ml prefiltrované
suspenze.

Prida se 1 ml roztoku DAPI Solution B a obsah se krétce roztfepe na tiepacce. Necha
se inkubo'at minimalné 10 min pii pokojové teploté. Po inkubaci se vzorek pfenese do

lednice. Vzorky zpracovavame pokud mozZno vden pfipravy. Nabarvené vzorky Ize
analyzovat maximalné do 24 hod.

PFiprava preparati = krve lina:

Do 3-5 ml zkumavky odmeéfime 1 ml fyziologického roztoku a pfidame 20 pl nativai
heparinizované krve. Obsah kriice promichame na tfepatce. Piidame Iml rozioku DNA
Staining Solution DAPI a obsah znovu krétce roztfepeme na trepacce. Nechame inkubovat
minimalné 10 min pii pokojové teploté. Po inkubaci vzorek preneseme do lednice. Vzork:
zpracovavame pokud mozno v den pripravy. Nabarvené vzorky lze analyzovat maximalné do
24 hod.

Princip a hodnoceni:

Béhem barveni jsou bufiky znateny fluorescen¢nim barvivem, tedy jaderni DNA
barvivem DAPI. Intenzita fluorescence emitované zna¢enou &astici je proporcionalni jejimu
obsahu DNA. Vysledny histogram na monitoru pritokového cytometru popisuje distribuci
méfené bunééné substance, tedy pocet bunék s definovanym obsahem DNA. MnoZzsti
méfené bunéiné substance, tedy DNA. je pfifazovino aZ 4096 tiidam kvantity. Tridy kvantity
v histogramu jsou predstavovany kanaly na ose X histogramu.

Pfi rutinnim zjidt'ovani relativniho obsahu DNA nejprve zmétime referenéni vzorek o
znéamé ploidii (diploidni) a odetteme &islo kanélu, jemuz je pfifazeno primémé mnozstvi
DNA., pfedstavované vrcholem histogramu. Pfi méfeni neznamych vzorki pak srovnavame
hodnoty; predstavuje-li napiiklad vysledek méfeni diploidniho lina vrchol histogramu nz
kandlu 100, pak se vrchol histogramu DNA triploidniho !ina bude objevovat kolem hodnot
kanalu 150, protoZe triploidni lin ma 1.5krét vice jaderné DNA nez lin diploidni (obr.3).
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Obr. 3: Stanoveni relativniho obsahu DNA pratokovou cytometrii. Smésny vzorek kne
diploidniho (kanal 100) a triploidniho lina (kanal 150). Barveni DAPI. Ploidy Analyzer Partec



