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I. Úvod 

Pojem triploidie je charakterizován přítomností tří sad chromozomu v somatick~ch 
bu1ikách jedince. Tento stav muže za určitých okolností u ryb po oplození oocytu vzniknout 
samovolně (viz např. Kvasnička a Flajšhans. 1992), a nebo může být cíleně vyvolán řadou 
fyzikálních nebo chemických zásahů neboli šoků do vývoje zárodku krátce po oplození. 
Takové u1nělé navození triploidní konstituce nazýváme triploidizací. 

U triploidních ryb obecně je v závislosti na pohlaví a stupni vývoje pohlavních orgánu, 
resp. jejich sterilitě dosahováno větší konečné velikosti triploidů a jejich rychlejšího růstu. To 
bylo prokázáno např. u lososovit~·ch (Thorgaard a Gall, 1979: Lincoln a Scott, 1984; Lincoln. 
1987), u lína obecného (Flajšhans et al, l 993a,b: Korwin-Kossakowski. 1993; Flajšhans. 
1997) i u dalších druhů . V testech užitkovosti triploidu však nebyly získány zcela 
jednoznačné výsledky. Průkazné zv)·šení finální hmotnosti triploidů proti diploidům popsali 
u pstruha duhového např. Chourrout et al. ( 1986), Ihssen et al. ( 1990) a další, u lososa 
obecného např. Benfey a Sutterlin (1984), u kapra obecného Taniguchi .et al. (1986) a Mejza 
et al. (1993), u lína obecného Flajšhans et al. (1993b), u sumečka skvrnitého Wolters et al. 
( 1982). Řada dalších studií naproti tomu růstový potenciál triploidů pro akvakulturu 
nepotvrdila: neprukazné růsto,·é rozdíly nebo nižší rť1st triploidů proti diploidům zjistili 
u pstruha duhového a mořské formy pstruha obecného Bonnet et al. ( 1997): u kapra obecného 
Gm·ai et al. (1980). Cherfas et al. (1994). Flajšhans et al. (1994); u sumce , ·elkého Linhart et 
al. (2000); řad[; [;Utorů došla ke stejnému v~·sledku u tilapií rodu Oreochromis (viz přehled 
Mair. 1993). 

Většina těchto studií se shoduje v tom. že triploidní jedinci dosahují vyšší v)1ěžnosti 
a nižšího ronadosomatického indexu (relatirní podíl hmotnosti gonád vůči živé hmotnosti) 
vzhledem k nižšímu stupni v~Toje gonád triploidů , a dále v konstatování vyšší růstové 

schopnosti triploidních jikernaček proti triploidním mlíčákům u druhů. kde je rozdílná růsto,·á 
schopnost projevem pohlavního dimorfismu. 

Na rozdíl od diskutabilní růsto,·é schopnosti triploidů je nesporn~m přínosem pro 
akvakulturu skutečnost, že během reprodukčního období u triploidů nedochází k odčerpádní 
energetických zásob ze svalo,·iny, a proto její vybarvení a obsah tuku zůstávají vysoké 
a obsah vody ve svalovině je nižší než u diploidů (Lincoln. 1987). Pro vyrovnanou halitu 
tržního produktu tak pouze \'e Francii v roce 1996 bylo \)'produkováno 4 000 t tržního 
triploidního pstruha duhového a dalších 600 t tržního triploidního pstruha potočního (Haffray 
et al.. 1997). 

Sterility triploidních ryb se rovněž s , ·ýhodou využívá při vysazo,·ání nepůvodních 
druhů ryb do volných vod tam, kde legislativní aspekty ochrany původní ichtyofauny 
nepovolují vysazovat jedince schopr! rozmnožování. Tripioidní amur bílý je takto poufo·án 
k eliminaci přemnožených vodních porostů v USA (viz přehled Mikešové, 1995) a na Novém 
Zélandě (McCarter, 1988); triploidní si,·en americký, který je autochtonní pouze na východě 
Severní Ameriky. je takto pro vyšší odolnost proti chladu vysazován do rybářských revíru na 
pacifickém pobřeží (Corley-Smith, 1991), aj . 



2. Charakteristika triploidního lína 

Exteriérová charakteristika triploidního lína byla publikována samostatně jako 
Metodika VÚRH (Kvasnička a Flajšhans, 1992). 

U samičího pohlaví (jikernaček) je triploidie spojena s retardací v)'voje ovárií, a tím se 
sterilitou. Při makroskopickém vyšetření triploidních tržních línů v reprodukčním období, tj. 
linu čtyřletých a starších, jsou ovária viditelná jako dva tenké provazce tkáně. Často jsou 
obalena tukovými depozity v břišní dutině. Svou velikostí a strukturou odpovídají ovária 
triploidních jikernaček v tržní velikosti ováriím juvenilních diploidních jikernaček v druhém 
roce života. V histologickém nálezu převažuje výskyt zárodečných buněk (oogonií), z vyšších 
stádií oogeneze lze zjistit oocy1y v protoplazmatickém růstu a vzácně oocyty ve vakuolizaci. 
U samčího pohlaví (mlíčáků) je triploidie spojena s částečnou retardací vývoje varlat. Při 
makroskopickém vyšetření triploidních tržních línů v reprodukčním období, tj. línů čtyřletých 
a starších, jsou varlata viditélná buď podobně jako u triploidních jikernaček jako dva tenké 
bělavé provazce tkáně nebo jejich makroskopický obraz může odpovídat diploidním 
mlíčákům ve třetím roce života. Častý je výskyt tukových depozit v břišní dutině . 
V histologickém nálezu převažuje výskyt zárodečné tkáně (spermatogonií), lze však nalézt 
všechna vývojová stadia spermatogeneze. Spermie triploidních línů jsou aneuploidní a nejsou 
schopny oplození. 

U triploidních línů je retardovaný růst gonád spojen s akcelerovaným somatickým 
růstem oproti rybám diploidním v období jejich pohlavního dozrávání, neboť energie 
získávaná z potravy je předisponovávána ve zvýšené míře do somatického růstu . 

V kontrole užitkovosti tak triploidní jikernačky lína v tržní velikosti nad 400 g dosáhly 
o 13,52% vyšší hmotnosti než diploidní jikernačky stejného původu a jejich gonadosomatický 
index byl čtvrtinový vůči těmto diploidním jikernačkám (Flajšhans et al., 1993). Triploidní 
mlíčáci v tržní velikosti dosáhli až o 23,66% vyšší hmotnosti než diploidní mlíčáci stejného 
původu, ale jejich gonadosomatický index tvořil 60% hodnoty diploidních mlíčáků. 

Podmínkou manifestace akcelerovaného somatického růstu triploidních línů je vhodný 
způsob odchovu, v monokultuře nebo ve vhodně zvolené polykultuře, např. s býložravými 
rybami. Podle Sedláčka (1999) se např. při nevhodné polykultuře silná potravní konkurence 
kapra projevila na růstové depresi triploidních mlíčáků 2,6krát silněji než u diploidních 
mlíčáků a na růstové depresi triploidních jikernaček až 2,9krát silněji než u diploidních 
jikernaček . 

3. Umělá indukce triploidic 

3.1. Hormonální stimulace generačních línů 

Předem vybrané jikernačky lína se stimulují k výtěru jednorázovou vnitrosvalovou 
injekcí roztoku Kobarelinu [syntetického analogu (D-Ala6)LH-RH Pro NHEt)] ve 
fyziologickém roztoku v dávce 5 µg .kg" 1 živé hmotnosti ryby. Injikace se provádí obdobně 
jako u kapra, tj. ze strany pod hřbetní ploutev. K ovulaci dojde při teplotě vody 22 - 23°C za 
24 až 30 hodin (Kouřil et al., 1986). 

Stimulace mlíčáků lína ke spermiaci se provádí jednorázovou vnitrosvalovou injekcí 
kapří hypofýzy, rozetřené a rozpuštěné ve fyziologickém roztoku, v dávce I ,O mg.kg·' živé 
hmotnosti ryby. Optimální doba k odběru spern1atu je po 24 hodinách, případně ještě i po 48 
hodinách působeni hormonu při teplotě rndy 21 - 22°C (Linhart a Biliard. 1995). 



3.2 Příprava imobilizačního roztoku pro spermie lína 

Imobilizační roztok pro spermie lína podle Linharta a Kvasničky (1992) se připravuje 
vždy čerstvý pro každý výtěr podle následujícího rozpisu: 

na 1 litr destilované vody: 

• 5 g NaCl 

• 2 g KCI 

• 8 g glycinu 

Před odběrem spermatu plníme imobilizačním roztokem jednorázové 10-20 ml 
injekční stříkačky do poloviny objemu. Injekční stříkačky s roztokem můžeme uchovat 
v lednici maximálně po dobu 48 hodin, dvě hodiny před odběrem spermatu je vyjmeme 
z lednice a ponecháme při pokojové teplotě (cca. 20°C). 

3.3 Anestézie, umělý v}·tčr a odběr pohlavních produktů 

Před umělým výtěrem generační ryby anestetizujeme vhodným přípravkem pro ryby 
(např. 2-phenoxyethanol, Merck, v současné době dodává JU VÚRH Vodňany, dávkování 1-3 
ml na 101 vody). 

Generační ryby se vytírají klasickou suchou metodou. Při v}1ěru mlíčáků se snažíme 
rybu nejdříve zbavit moči masáží břišní partie od břišních ploutví směrem k ocasu. Moč je 
bezbarvá a při v~1ěru se uvolňuje proudem. Sperma bývá močí kontaminováno a přítomnost 
spermatu poznáme podle bělavého nebo opalizujícího zbarvení tekutiny. V tom případě již 
tekutinu odsáváme. Jinak odsáváme během masá:le břišní partie mlíčáka od prsních ploutví 
směrem k ocasu kapky ejakulovaného spermatu. Sperma vždy odsáváme do jednorázových 
plastových I 0-20 ml injekčních stříkaček s přebytkem imobili~čního roztoku maximálně do 
poměru spermatu : imobilizačnímu roztoku I : 2. Injekční stříkačky se spermatem 
v imobilizačním roztoku uchováme do doby použití v lednici nebo v přenosném 
polystyrenovém tepelně izolovaném kontejneru s chladicími vložkami nebo drceným ledem 
při teplotě O až +4°C, nejdéle však po dobu 4 - 5 hodin. 

Při výtěru jikernaček odebíráme jikry do předem zvážených suchých misek a jikry se 
váží. Přepočtem (Y I g jiker je cca. I 600 kusů jiker) se zjišťuje pracovní plodnost jikernaček, 
což je důležité k vyhodnocení účinnosti chladového šoku. Údaje se zaznamenávají do 
výtěrových listů . Misky s jikrami se přikryjí čistou vlhkou utěrkou. Tímto způsobem je 
můžeme krátkodobě (půl hodiny až I hodinu) uchovat, např. ve stínu na chladné podlaze 
líhně. 

3.4 Osemenění, oplození, aktivace gamet a odlep kování jiker 

Před oplozením se dávky spermatu v imobilizačním roztoku od jednotlivých mlíčáků 
smísí v suché čisté odměrné nádobě a dále se pracuje s tzv. heterospermatem. Heterosperma 
na jikry dávkujeme velkoobjemovou mikropipetou, čistou injekční stříkačkou nebo klasickou 
pipetou. 

Protože se kvalita jiker od různých jikernaček může lišit, přednostně pracujeme 
s naváženou směsí jiker od různých jikernaček. Směs jiker oplozujeme heterospermicky 
v dávce 2 ml heterospermatu v imobilizačním roztoku na každých 100 gjiker. Aktivace se 
profadí okamžitě po osemenění pomocí desetinásobného množství vody, než bylo množství 
heterospermatu \"imobilizačním roztoku. K aktivaci používáme čisté vody z líhně o teplotě 
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20°C. při vyšší nebo nižší teplotě vody se zrychluje nebo zpomaluje II. fáze meiotického 
dělení a chladoYý šok tak může zvýšit mortalitu jiker nebo snížit množství indukovaného 
triploidního plůdku. Od okamžiku aktfrace gamet se měří čas! 

Po 2 minutách od aktivace gamet se provede odlepkování enzymem alkalázou 
(Alcalase, Merck EC 3.4.2 I. I 4.) podle metodiky Linharta et al. (2000). Podle kvality vody 
v líhni se enzym dávkuje následovně: 
• 7,5- IO ml enzymu (nižší dávka pro čistší vodu) do 
• 992,5 - 990 ml vody z líhně o teplotě 20°C 

Přidává se I 00 ml roztoku enzymu na I 00 g jiker, roztok se přilije do misky 
s jikrami,z nichž byla předem slita voda. Odlepkování se provádí opatrným mícháním jiker 
s enzymem po dobu 2 min. 

Těsně před ukončením odlepkování se enzym slije a přesně dvě minuty od začátku 
odlepkování se jikry 3krát po sobě propláchnou čistou vodou z líhně o teplotě 20°C. Po 
zbývající dobu do 5 minut od aktivace gamet do počátku šoku jsou jikry inkubovány opět 
v čisté vodě pří teplotě 20°C. Ve 4 min 30 s po aktivaci gamet začneme slévat z jiker 
přebytečnou vodu. 

3.5 Triploidizace chladovým šokem 

Předem je nutno si připravit ve velké nádobě zásobu vody s dostatečným množstvím 
ledové tříště. Teplota vody s ledovou tříští musí být +2°C. 

Chladový šok u jiker navodíme 5 min po al"1ivaci gamet přidáním vody s ledovou tříšti 
o teplotě +2°C. Teplotu pravidelně kontrolujeme a udržujeme opakovaným přidáváním vody 
s ledovou tříští. Působení chladového šoku jsou jikry vystaveny po dobu 35 min. Během této 
doby občas promícháme jikry krouživými pohyby misky. 

Po ukončeni šoku po 35 minutách, tedy celkem po 40 min od aktivace gamet slijeme 
vodu s ledovou tříští z jiker a jikry vysazujeme do líhňařských aparátů (např. Zugských lahví 
o objemu 7-1 O I), zásobovaných vodou o teplotě cca 20°C. 

Rekapitulace celého postupu umělého výtěru, oplození, aktivace gamet, odlepkování a 
triploidizace je uvedena na obr. 1. Touto metodou lze získat I 00% triploidního plůdku lína. 

3.6 Opatření během inkubace jiker 

Vzhledem k tomu, že triploidizace chladovým šokem může zvýšit mortalitu jiker proti 
kontrole, při čemž za kontrolu (tj. 100% živých jiker) považujeme klasicky odinkubované 
jikry z týchž generačních ryb a téhož výtěru, je třeba věnovat zvýšenou pozornost odebírání 

' mrtvých jiker z inkubačních aparátů a protiplísňovým koupelím jiker do stadia očních bodů. 
Další postup odpovídá konvenčí metodě inkubace jiker a kulení plůdku. Údaje o mortalitě 
jiker a kulení plůdku se zaznamenávají do výtěrových listů. 

4, Vyhodnocení účinnosti triploidizace 

Účinnost triploidizace lze zjistit stanovením ploidie v souboru vzorků minimálně 33 
kusů lína. V dostatečně velkém souboru vzorků lze % triploidů ve vzorku považovat za % 
úspěšnosti indukce triploidíe. 
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Obr. I: Schéma umělého výtěru, osemenění, oplození, aktivace gamet a hromadné 
triploidizace jiker lín.a chladovým šokem 
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• % triploidů v souboru vzorků= počet triploid U/počet línů v souboru vzorků x I 00 

Ploidii u lína lze stano\'it u následujících kategorií těmito metodami : 

• U rozpla\'aného plůdku kvantifikací oblastí organizátoru jadérka v interfáznich buJ\kách 
(Flajšhans et al., 1992) nebo stanovením relativního obsahu DNA průtokovou C)1ometrií 
(Lecommandeur et al., 1994). ' 

• U vyšších kategorií lína z krevního vzorku (bez nutnosti zabití) kvantifikací oblastí 
organizátoru jadérka v interfázních buňkách (Flajšhans et al„ 1992), stanovením 
relativního obsahu DNA průtokovou cytometrií, měřením jader er:r1rocytů počítačovou 
analýzou mikroskopického obrazu (Flajšhans, 1997; Svobodová et al., 1998). 

• U vyšších kategorií Jína ze vzorku svaloviny stanovením relativního obsahu DNA 
průtokovou cytometrií. 

4.1 Stanovení ploidie kvantifikací oblasti organizátoru jadérka v interfázních buňkách 

Metoda je podrobně popsána v článku Flajšhanse et al. (1992). 

Příprava preparátů z plůdku: 

Používá se líní plůdek těsně před přechodem na exogenní výživu, každý kus plůdku se 
umístí na odmaštěné podložní mikroskopické sklo do kapky 60% kyseliny .octové a rozetře se 
po skle pomocí druhého přiklopeného podložního skla jedním táhlým pohybem. Preparát se 
nechá oschnout a fixuje se přelitím metanolem s následným sušením na vzduchu při pokojové 
teplotě . 

Příprava preparátů z krve: 

Krevní nátěr se zhotoví podle Svobodové et al. (1986). Nátěr se nechá oschnout a 
fixuje se přelitím metanolem s následným sušením na vzduchu při pokojové teplotě . 

Příprava roztoků: 

• Roztok A = 50% roztok AgN03 (4 g AgN03 v 8 ml destilované vody). Uchovávat 
v temnu. 

• Roztok B = 2% roztok želatiny (2 g želatiny rozpustit ve 100 ml destilované vody s 1 
kapkou kyseliny mravenčí). Uchovávat v lednici a rozehřát před použitím. 

Barvení: 

Opatrným nakapáním smíchat na preparátu roztoky A:B v poměru 2: l, přikrýt krycím 
sklem a umístit na ploténku temperovanou na 40°C. Preparát zežloutne a začne hnědnout. 
Průběžně lze pozorovat změnu na buňkách: optimálně nabarvené buňky jsou žluté a jadérka 
světle hnědá. Přebytečné barvivo a krycí sklo se smyje pod tekoucí vodou. Preparát lze 
pozorovat po oschnutí, imerzní olej je možno aplikovat po 24 hodinách. 

Princip a hodnocení: 

Barvení stříbrem vizualizuje zb)1ky Ag-ban•itelného rRNA-proteinového komplexu 
syntetizovaného oblastí organizátoru jadérka (Nucleolar Organizer Regions - NORs) 
v předešlé interfázi, a proto identifikuje jen aktivní NORs. V buňkách diploidních ryb 
můžeme pozorovat 1 nebo 2 aktivní NORs a v buňkách triploidů 1, 2 nebo 3 aktivní NORs 
(obr. 2). U triploidního lína se počet buněk se 3 aktivními NORs pohybuje kolem 40%. 
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Obr. 2: Kvantifikace oblastí organizátorů jadérka. Scannerem digitalizované snímky roztěru 
tkáně diploidního (A) a triploidního (B) lína ve stádiu rozplavání plůdku. Barvení 
AgN03. Mikroskop Olympus BHS, objektiv NCSPlan dry xlOO, projektiv x5, 
mikrofotozařízení Olympus PMIOAK 

4.2 Stanovení ploidie podle relativního obsahu DNA průtokovou cytometrií 

Metoda je podrobně popsána v článku Lecommandeura et al. (1994). Zde popsaný 
postup platí pro fluorescenční barvení jaderné DNA lína 4',6-diamidino-2-phenylindolem 
(DAPI) za použiti komerčních kitů fy. Partec GmbH (Německo) pro měření na průtokovém 
C)tornetru Partec Ploidy Analyzer. 

Příprava preparátů z plúdku nebo ze srn/oviny lína: 

Používá se líní plůdek těsně před přechodem na exogenní výživu. Z usmrcených 
větších ryb se vypreparuje cca I mm3 svaloviny. Pro pozdější analýzu lze plůdek nebo celé 
ryby hluboce zmrazit v hliníkové folii. Plůdek nebo tkáň se umístí na čisté hodinové sklo a 
rozstříhá anatomickými nůžkami naplocho na menší kousky v 0,8 ml fyziologického roztoku. 
Přidá se 200 µl vychlazeného roztoku DAPI Solution A a pokračuje se v rozmělňování tkáně 
nůžkami. Čistou Pasteurovou pipetou se odsaje tekutá fáze s uvolněnými a lýzovanými 
buňkami a přefiltruje se přes 30µm filtr CellTrics™ (Partec GmbH, Německo) do 3,5 ml 
zkumavky pro průtokovou C)tometrii. Ve zkumavce by měl být asi 1 ml přefiltrované 

suspenze. 

~řidá se 1 ml roztoku DAPI Solution B a obsah se krátce roztřepe na třepačce. Nechá 
se inkubovat minimálně 10 min při pokojové.. teplotě . Po inkubaci se vzorek přenese do 
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lednice. Vzorky zpracovavame pokud možno v den přípravy. Nabarvené vzorky lze 
analyzovat maximálně do 24 hod. 

Příprava preparátů z krve lína: 

Do 3-5 ml zkumavky odměříme I ml fyziologického roztoku a přidáme 20 µI nativní 
heparinizované krve. Obsah krátce promícháme na třepačce. Přidáme tmi roztoku DNA 
Staining Solution DAPI a obsah znovu krátce roztřepeme na třepačce. Necháme ihkubovat 
minimálně IO min při pokojové teplotě. Po inkubaci vzorek přeneseme do lednice. Vzorky 
zpracováváme pokud možno v den přípravy. Nabarvené vzorky lze analyzovat maximálně do 
24 hod. 

Princip a hodnocení: 

Během barvení jsou buňky značeny fluorescenčním barvivem, tedy jaderná DNA 
barvivem DAPI. Intenzita fluorescence emitované značenou částicí je proporcionální jejímu 
obsahu DNA. Výsledný histogram na monitoru průtokového cytometru popisuje distribuci 
měřené buněčné substance, tedy počet buněk s definovaným obsahem DNA. Množství 
měřené buněčné substance, tedy DNA, je přiřazováno až 4096 třídám kvantity. Třídy kvantity 
v histogramu jsou představovány kanály na ose X histogramu. 

Při rutinním zjišťování relativního obsahu DNA nejprve změříme referenční vzorek o 
známé ploidii (diploidní) a odečteme číslo kanálu, jemuž je přiřazeno průměrné množství 
DNA, představované vrcholem histogramu. Při měření neznámých vzorků pak srovnáváme 
hodnoty; předsta\'Uje-Ii například výsledek měření diploidního lína vrchol histogramu na 
kanálu 100, pak se vrchol histogmmu DNA triploidního lína bude objevovat kolem hodnoty 
kanálu 150, protože triploidní lín má I ,5krát více jaderné DNA než lín diploidní (obr.3). 
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Obr. 3: Stanovení relativního obsahu DNA průtokovou cytometrií. Směsný vzorek krve 
diploidního (kanál 100) a triploidního lína (kanál 150). Barvení DAPI. Ploidy Analyzer Partec 
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4.3. Stanovení ploidie mčřením jader erytrocytů počítačovou anal)•zou mikroskopického 
obrazu 

Metoda je podrobně popsána v publikacích Flajšhanse (1997) a Svobodové et al. 
(1998). Zde popsaný postup platí pro programy analýzy obrazu Cue 2 (Galai Inc. , Israel) a 
Microlmage 3.0.1 for Windows (Olympus) při práci ve světlém poli optického mikroskopu. 

Příprava preparátú z krve lína: 

Krevní nátěr se zhotoví podle Svobodové et al. (1986). Nátěr se nechá oschnout a 
fixuje se přelitím metanolem s následn)m sušením na vzduchu při pokojové teplotě . Barvení 
se provádí běžným způsobem v kyvetách 10% roztokem Giemsa-Romanowski v 
Séirrensenově pufru (pH 6,8) na 15 min. Přebytek barviva se odstraní oplachem, 1 O min 
stáním preparátů v destilované vodě a novým oplachem v destilované vodě. Nátěr lze 
pozorovat po oschnutí, imerzní olej je možno aplikovat po 24 hodinách. 

Nastavení a kalibrace systému: 

Základní nastavení kamery a programu provádějí servisní technici příslušných firem 
při zaškolení. Pro korektní měření je nutné si s použitím objeJ...-iu o známé velikosti (např. 
objektivového mikrometru, mřížky v Burkerově komůrce, aj.) předem vypracovat kalibrace 
vzdálenosti pro všechny používané kombinace objektivů, projektivů a kamerových adaptérů. 
Tyto kalibrace je pak nutné navolit v programu při každé změně prvků. 

Prahování (Treshho/ding): 

Prahování objektů v obrazu nastavujeme tak, aby byla naprahována jádra erytro.cytů . 
Díry v naprahovaných objektech, vzniklé nestejnou kondenzací chromatinu, vyplníme 
příkazem „Vyplň díry (Fill Holes)". 

Nastavení tvarového filtru: 

Pro měření jader el)1roc)1Ů lína obvykle postačuje nastavení intervalu hodnot plochy 
objektů od 6 µm 2 do 25 µm 2 a intervalu hodnot tvarového faktoru od 0,7 (elipsa) do 1,0 
(kruh). 

Princip a hodnocení: 

Při počítačové analýze mikroskopického obrazu je obraz zorného pole mikroskopu 
přenášen digitální kamerou do počítače a zpracováván příslušným programem. Objekty 
vybrané programem podle předem zadaných parametrů můžeme měřit jednotlivě, jako sumu 
objektů v 1 zorném poli nebo jako sumu objektů z více zorných poli buď přímo v příslušném 
programu analýzy obrazu nebo po načtení do databáze (např. v programu Excel). Pro 
hodnocení ploidie u lína obvykle postačí změření plochy jádra u 100 jader erytrocytů 
v krevním nátěru u každé hodnocené ryby. 

Přesnost měření je závislá na kvalitě preparátu a barvení. Hodnota plochy jádra 
diploidního erytrocytu lína dosahuje 10,5 ± 1,3 µni2. hodnota plochy jádra triploidního 
el)1rocytu lína dosahuje 16,5 ± 1,7 µm 2

• Velikostní rozdíly diploidních a triploidních 
el)1rocytů lína jsou znázorněny na obr.4. 
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Obr. 4: Digitalizovaný snímek erytrocytů diploidního (vlevo) a triploidního (vpravo) Jína. 
Barvení Giemsa - Romanowski. Mikroskop Olympus BHS, objek.1iv NCSPlan dry 
x!OO, digitální kamera Sony DXC 9100P. Měřítko 10 µm (podle Svobodové et al., 
1998). 

S. Upozornění 

Tato metodika je určena pouze k účelům produkce triploidního lína v uzavřených 
cho\·ných systémech. Autoři upozorňují všechny potenciální zájemce o \·ysazování 
triploidních ryb do volných vod (sportovních revírů), že tak nelze učinit bez souhlasu státních 
orgánů ochrany přírody a dalších institucí dle platné legislativy. Lze předpokládat. že určitá 
opatření přinese „zákon o geneticky modifikovaných organismech", který je v době vzniku 
této metodiky te)rve navrhován. Vzhledem k tomu, že o chování uměle vysazovaných 
triploidních ryb v přirozených ichtyocenózách volných vod je dosud známo poměrně málo, 
autoři to nemohou doporučit. 
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