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1. Uvod

Pojem triploidie je charakterizovan pfitomnosti tfi sad chromozomi v somatickych
buikach jedince. Tento stav mizZe za ur¢itych okolnosti u ryb po oplozeni oocytu vzniknout
samovolné (viz napt. Kvasni¢ka a Flajshans. 1992), a nebo miiZe byt cilené vyvolan fadou
fyzikalnich nebo chemickych zasaht neboli 3okt do vyvoje zarodku kratce po oplozeni.
Takové umelé navozeni triploidni konstituce nazyvame friploidizaci.

U triploidnich ryb obecné je v zavislosti na pohlavi a stupni vyvoje pohlavnich organd;
resp. jejich sterilité dosahovano vétsi kone&né velikosti triploidi a jejich rychlejsiho ristu. To
bylo prokazano napk. u lososovitych (Thorgaard a Gall, 1979: Lincoln a Scott, 1984; Lincoln.
1987), ulina obecného (Flajshans et al, 1993a.b: Korwin-Kossakowski. 1993; Flajshans.
1997) iudalsich druhi. Viestech uZitkovosti triploidi vSak nebyly ziskdny zcela
jednoznaéné vysledky. Prikazné zvy3eni finalni hmotnosti triploid proti diploidim popsali
u pstruha duhového napf. Chourrout et al. (1986), Ihssen et al. (1990) adalsi, ulososa
obecného napi. Benfey a Sutterlin (1984), u kapra obecného Taniguchi et al. (1986) a Mejza
et al. (1993), u lina obecného Flajshans et al. (1993b), usumecka skvrnitého Wolters et al.
(1982). Rada dalSich studii naproti tomu riistovy potencial triploidi pro akvakulturu
nepotvrdila: neprikazné ristové rozdily nebo nizsi rist triploidi proti diploidim zjistili
u pstruha duhového a moiské formy pstruha obecného Bonnet et al. (1997): u kapra obecného
Gervai et al. (1980). Cherfas et al. (1994). Flajshans et al. (1994); u sumce velkého Linhart et
al. (2000); rada cutora dosla ke stejnému vysledku u tilapii rodu Oreochromis (viz piehled
Mair, 1993).

Vétsina téchto studii se shoduje v tom. ze triploidni jedinci dosahuji vy33i vytéznosti
a niz$iho gonadosomatického indexu (relativni podil hmotnosti gondd vici Zivé hmotnosti)
vzhledem kniz§imu stupni vyvoje gonad triploidfl, adéle v konstatovani vy3si ristové
schopnosti triploidnich jikerna¢ek proti triploidnim mlicakiim u druhi. kde je rozdilna ristova
schopnost projevem pohlavniho dimorfismu. ‘

Na rozdil od diskutabilni ristové schopnosti triploidd je nespornym piinosem pro
akvakulturu skute¢nost, ze béhem reprodukéniho obdobi u triploidd nedochdzi k od¢erpavani
energetickych zdsob ze svaloviny, aproto jeji vybarveni aobsah tuku zistavaji vysoké
a obsah vody ve svaloving je niz3i nez u diploidd (Lincoln. 1987). Pro vyrovnanou kvalitu
trzniho produktu tak pouze ve Francii vroce 1996 bylo vyprodukovano 4 000 ttrzniho
triploidniho pstruha duhového a dalsich 600 t trzniho triploidniho pstruha potoéniho (Haftray
etal.. 1997).

Sterility triploidnich ryb se rovnéz s vvhodou vyuziva pii vysazovani neplvodnich
druhtt ryb do volnych vod tam, kde legislativni aspekty ochrany pavodni ichtyofauny
nepovoluji vysazovat jedince schopr? rozmnozovani. Triploidni amur bily je takto pouzivan
k eliminaci pfemnoZenych vodnich porosti v USA (viz pfehled MikeSové, 1995) a na Novém
Zélandé (McCarter, 1988); triploidni siven americky, ktery je autochtonni pouze na vychodé
Severni Ameriky. je takto pro vy33i odolnost proti chladu vysazovan do rybatskych reviri na
pacifickém pobrtezi (Corley-Smith, 1991), aj.



2. Charakteristika triploidniho lina

Exteriérova charakteristika triploidniho lina byla publikovdna samostatné jako
Metodika VURH (Kvasni¢ka a Flajshans, 1992).

U samiéiho pohlavi (jikernagek) je triploidie spojena s retardaci vyvoje ovarii, a tim se
sterilitou. Pfi makroskopickém vy3etfeni triploidnich trznich lind v reprodukénim obdobi, tj.
link &tyfletych a starich, jsou ovaria viditelna jako dva tenké provazce tkéng. Casto jsou
obalena tukovymi depozity v bfisni dutiné. Svou velikosti a strukturou odpovidaji ovéria
triploidnich jikernagek v trzni velikosti ovariim juvenilnich diploidnich jikernatek v druhém
roce zZivota. V histologickém nalezu prevaZuje vyskyt zarodeénych bun€k (oogonii), z vyssich
stadii oogeneze lze zjistit oocyty v protoplazmatickém ristu a vzacné oocyty ve vakuolizaci.
U saméiho pohlavi (mli¢édkd) je triploidie spojena s ¢aste¢nou retardaci vyvoje varlat. Pii
makroskopickém vysetfeni triploidnich trznich linG v reprodukénim obdobi, tj. lind &tyfletych
a starich, jsou varlata viditelna bud’ podobné jako u triploidnich jikernagek jako dva tenké
bélavé provazce tkdné nebo jejich makroskoplcl\y obraz miZe odpovidat diploidnim
mlicdkim ve tietim roce zivota. Casty je vyskyt tukovych depozit vbfisni dutiné.
V histologickém nalezu pfevazuje vyskyt zdrode¢né tkan& (spermatogonii), Ize viak nalézt
viechna vyvojova stadia spermatogeneze. Spermie triploidnich lind jsou aneuploidni a nejsou
schopny oplozeni.

U triploidnich lind je retardovany rist gonad spojen s akcelerovanym somatickym
ristem oproti rybam diploidnim v obdobi jejich pohlavniho dozravéni, nebot’ energie
ziskdvana z potravy je piedisponovavéna ve zvysené mite do somatického riistu.

V kontrole uzitkovosti tak triploidni jikernacky lina v trzni velikosti nad 400 g dosahly
0 13,52% vy3si hmotnosti nez diploidni jikernatky stejného piivodu a jejich gonadosomaticky
index byl ¢tvrtinovy vigi témto diploidnim jikernackdm (Flajshans et al., 1993). Triploidni
mli¢éci v trzni velikosti dosdhli az o 23,66% vyss§i hmotnosti nez diploidm’ mli€aci stejného
ptvodu, ale jejich gonadosomaticky index tvofil 60% hodnoty diploidnich mli¢aku.

Podminkou manifestace akcelerovaného somatického ristu triploidnich lint je vhodny
zplsob odchovu, v monokultufe nebo ve vhodné zvolené polykultufe, napt. s byloZravymi
rybami. Podle Sedlacka (1999) se napt. pfi nevhodné polykultufe silna potravni konkurence
kapra projevila na riistové depresi triploidnich mli¢dkd 2.6kréat silngji nez u diploidnich
mli¢akd a na rustové depresi triploidnich jikernatek az 2,9krat silngji neZ u diploidnich
jikernacek.

3. Uméla indukce triploidie
3.1. Hormonalni stimulace generacnich lind

Predem vybrané jikerna¢ky lina se stimuluji k vytéru Jednorazovou vnitrosvalovou
injekei roztoku Kobarelinu {synteuckeho analogu (D-Ala®)LH-RH Pro NHEY)] ve
fyziologickém roztoku v davee 5 pgkg’ zivé hmotnosti ryby. Injikace se provadi obdobn&
jako u kapra, tj. ze strany pod hibetni ploutev. K ovulaci dojde pfi teploté vody 22 — 23°C za
24 az 30 hodin (Koufil et al., 1986).

Stimulace mli¢aki lina ke spermiaci se provadi jednordzovou vnitrosvalovou injekci
kapti hypofyzy, rozetiené a rozpudténé ve fyziologickém roztoku, v davee 1,0 mgkg' zivé
hmotnosti ryby. Optimalni doba k odbéru spermatu je po 24 hodinach. pfipadné jesté i po 48
hodinach plisobeni hormonu pii teploté vody 21 — 22°C (Linhart a Billard. 1995).

(%3



3.2 Priprava imobiliza¢niho roztoku pro spermie lina

Imobiliza¢ni roztok pro spermie lina podle Linharta a Kvasnicky (1992) se pfipravuje
vzdy &erstvy pro kazdy vytér podle nasledujiciho rozpisu:

na | litr destilované vody:
e 5gNaCl

e 2gKCi

e 8gglycinu

Pied odbérem spermatu plnime imobilizaénim roztokem jednordzové 10-20 ml
injekéni stitkatky do poloviny objemu. Injekéni stfikalky sroztokem muZeme uchovat
v lednici maximalné po dobu 48 hodin, dvé hodiny pfed odb&rem spermatu je vyjmeme
z lednice a ponechdme pti pokojové teploté (cca. 20°C).

3.3 Anestézie, umély vytér a odbér pohlavnich produktd

Pfed umélym vytérem genera¢ni ryby anestetizujeme vhodnym ptipravkem pro ryby
(napf. 2-phenoxyethanol, Merck, v soucasné dobé dodava JU VURH Vodiiany, davkovani 1-3
ml na 10 | vody).

Generaéni ryby se vytiraji klasickou suchou metodou. Pfi vytéru mli¢aki se snazime
rybu nejdiive zbavit mo&i masazi biidni partie od bfisnich ploutvi smérem k ocasu. Mo¢ je
bezbarvd a pii vytéru se uvoliiyje proudem. Sperma byva mo¢i kontaminovano a pfitomnost
spermatu pozndme podle bélavého nebo opalizujiciho zbarveni tekutiny. V tom pfipadé jiz
tekutinu odsdvame. Jinak odsidvame b&hem masaZe bfisni partie mli¢dka od prsnich ploutvi
smérem k ocasu kapky ejakulovaného spermatu. Sperma vzdy odsaviame do jednordzovych
plastovych 10-20 ml injekénich stiikagek s ptebytkem iinobilizaéniho roztoku maximalné do
poméru spermatu : imobilizaénimu roztoku 1 : 2. Injekéni stiikalky se spermatem
v imobilizaénim roztoku uchovime do doby pouziti vlednici nebo v pfenosném
polystyrenovém tepelné izolovaném kontejneru s chladicimi vlozkami nebo drcenym ledem
pii teploté 0 az +4°C, nejdéle v3ak po dobu 4 — 5 hodin.

Pii vytéru jikernatek odebirdme jikry do pfedem zvéaZenych suchych misek a jikry se
vazi. Pfepoétem (v 1 g jiker je cca. 1 600 kusi jiker) se zjistuje pracovni plodnost jikernagek,
coz je ddlezité k vyhodnoceni Gi¢innosti chladového 3oku. Udaje se zaznamendvaji do
vytérovych listd. Misky s jikrami se pfikryji &istou vihkou utérkou. Timto zpisobem je
muzeme kratkodobé& (pil hodiny az 1 hodinu) uchovat, napf. ve stinu na chladné podlaze
lihng.

3.4 Osemenéni, oplozeni, aktivace gamet a odlepkovini jiker

Pted oplozenim se davky spermatu v imobilizatnim roztoku od jednotlivych mli¢aka
smisi v suché &isté odmémé nadobé a déle se pracuje s tzv. heterospermatem. Heterosperma
na jikry davkujeme velkoobjemovou mikropipetou, ¢istou injekéni stfikatkou nebo klasickou
pipetou.

ProtoZe se kvalita jiker od rdznych jikermatek muZe lisit, pfednostné pracujeme
s navaZenou smési jiker od riznych jikernalek. Smés jiker oplozujeme heterospermicky
v davee 2 ml heterospermatu v imobilizaZnim roztoku na kaZdych 100 g jiker. Aktivace se
provadi okamzité po osemenéni pomoci desetindsobného mnoZstvi vody, nez bylo mnoZstvi
heterospermatu v imobiliza&nim roztoku. K aktivaci pouzivame ¢&isté vody z lihng o teploté



20°C, pii vy38i nebo niZsi teploté vody se zrychluje nebo zpomaluje II. faze meiotického
déleni a chladovy Sok tak mbzZe zvysit mortalitu jiker nebo sniZit mnozstvi indukovaného
triploidniho pltdku. Od okamZiku aktivace gamet se méri &as!

Po 2 minutdch od aktivace gamet se provede odlepkovani enzymem alkaldzou
(Alcalase, Merck EC 3.4.21.14.) podle metodiky Linharta et al. (2000). Podle kvalxly vody
v lihni se enzym davkuje néasledovné:

e 7.5-10 ml enzymu (niz8i davka pro ¢isti vodu) do
* 9925~ 990 ml vody z lihng o teploté 20°C

Pridava se 100 ml roztoku enzymu na 100 g jiker, roztok se pfilije do misky
s jikrami,z nichZ byla predem slita voda. Odlepkovani se provéadi opatrnym michénim jiker
s enzymem po dobu 2 min.

Tésné pfed ukonlenim odlepkovéni se enzym slije a pfesné dvé minuty od za&itku
odlepkovani se jikry 3krat po sob& proplachnou ¢istou vodou z lihng o teploté 20°C. Po
zbyvajici dobu do 5 minut od aktivace gamet do poc¢dtku 3oku jsou jikry inkubovany opét
v &isté vod& pii teploté 20°C. Ve 4 min 30 spo aktivaci gamet zalneme slévat z jiker
piebyte¢nou vodu.

3.5 Triploidizace chladovym Sokem

Pfedem je nutno si pfipravit ve velké nadobé zasobu vody s dostate¢nym mnoZstvim
ledové tFi3te. Teplota vody s ledovou tH3ti musi byt +2°C.

Chladovy 30k u jiker navodime 5 min po aktivaci gamet pfidanim vody s ledovou tfisti
o teplot& +2°C. Teplotu pravideln# kontrolujeme a udrzujeme opakovanym ptidavanim vody
s ledovou tfisti. Pisobeni chladového $oku jsou jikry vystaveny po dobu 35 min. B&hem této
doby ob&as promichame jikry krouZivymi pohyby misky.

Po ukonteni $oku po 35 minutdch, tedy celkem po 40 min od aktivace gamet slijeme
vodu s ledovou tFi8ti z jiker a jikry vysazujeme do lihfiafskych aparatd (napf. Zugskych lahvi
o objemu 7-10 1), zdsobovanych vodou o teplot& cca 20°C.

Rekapitulace celého postupu umélého vytéru, oplozeni, aktivace gamet, odlepkovani a
triploidizace je uvedena na obr. 1. Touto metodou lze ziskat 100% triploidniho plidku lina.

3.6 Opatieni béhem inkubace jiker

Vzhledem k tomu, Ze triploidizace chladovym 3okem muzZe zvysit mortalitu jiker proti
kontrole, pfi ¢emZ za kontrolu (fj. 100% zivych jiker) povazujeme klasicky odinkubované
. jikry z tychZ genera&nich ryb a téhoZ vytéru, je tfeba vénovat zvySenou pozornost odebirani
* mrtvych jiker z inkubagnich aparatl a protiplisiiovym koupelim jiker do stadia o¢nich bodd.
Dal3i postup odpovida konventi metodg inkubace jiker a kuleni pladku. Udaje o mortalitg
jiker a kuleni pltdku se zaznamenavaji do vytérovych listl.

4. Vyhodnoceni t¢innosti triploidizace

Utinnost triploidizace 1ze zjistit stanovenim ploidie v souboru vzorki minimalng 33
kusi lina. V dostate¢n& velkém souboru vzorkl lze % triploidlt ve vzorku povazovat za %
uspé3nosti indukcee triploidie.



Anestézie / i \
= P_ Osuleni @;Z'\K:; o

’ < -
Odbér spermatu do imobilizatniho roztoku —

(5g NaCl, 2g KCl, 8g glycin, na l litr destilované Vyter jiker
vody); 2 ml na 100g jiker

|

T

Uchoviani spermatu pfi +4°C Smiseni spermatu a jiker

[
|

20°C
0 mi
a ¢as 0 min Aktivace jiker Voda z litn
(pomalé michani 2 min) (na 100 g jiker 25 ml vody)
o
— R e
0 tas 2 min
Michdni jiker s enzymem Odlepkovani jiker po 2 minutich od
2 minuty aktivace pfidanim fed&ného enzymu
alkaldzy
v (100 ml na 100 g jiker)
dg>
% o
0 ¢as 4 min E +— . 20°C
3x rychlé proplachnuti jiker vodou Voda z lihng

Cas4min30s

(5

/4—
IR

Sliti vody

*®

as 5 min X
Zatitek chladového Soku Supinkovy ted s vodow

[
|

&as 40 min

-l
|

Rychlé proplichnuti jiker vodou 20°C
Voda z lihn&

Vysazeni jiker do Zugskych lahvi
o objemu 7-101

™~
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® % triploidit v souboru vzorkid = pocet triploidi/pocet linil v souboru vzorki x 100
Ploidii u lina lze stanovit u nasledujicich kategorii t¢mito metodami:

e U rozplavaného pludku kvantifikaci oblasti organizitoru jadérka v interfaznich burikach
(Flajshans et al., 1992) nebo stanovenim relativniho obsahu DNA priitokovou cytometri
(Lecommandeur et al., 1994). '

e U vyssich kategorii lina zkrevniho vzorku (bez nutnosti zabiti) kvantifikaci oblasti
organizdtoru jadérka v interfaznich burikich (Flajshans et al,, 1992), stanovenim
relativniho obsahu DNA pritokovou cytometrii, méfenim jader erytrocytli pogitaovou
analyzou mikroskopického obrazu (Flajshans, 1997; Svobodova et al., 1998).

e U vys%ich kategorii lina ze vzorku svaloviny stanovenim relativniho obsahu DNA
prutokovou cytometrii.

4.1 Stanoveni ploidie kvantifikaci oblasti organizdtoru jadérka v interfaznich buiikich

Metoda je podrobné popsana v ¢ldnku Flaj$hanse et al. (1992).

PFiprava preparatii z plidku:

Pouziva se lini pltdek t&sné pted piechodem na exogenni vyzivu, kazdy kus pladku se
umisti na odmasténé podloZni mikroskopické sklo do kapky 60% kyseliny octové a rozette se
po skle pomoci druhého pfiklopeného podlozniho skla jednim tahlym pohybem. Preparat se
neché oschnout a fixuje se prelitim metanolem s naslednym suSenim na vzduchu pfi pokojové
teploté.

PFiprava prepardtii z krve:

Krevni nétér se zhotovi podle Svobodové et al. (1986). Natér se necha oschnout a
fixuje se prelitim metanolem s naslednym suSenim na vzduchu pfi pokojové teploté,

Priprava roztokit:

¢ Roztok A = 50% roztok AgNO; (4 g AgNO; v 8 ml destilované vody). Uchovévat
v temnu,

e Roztok B = 2% roztok Zelatiny (2 g Zelatiny rozpustit ve 100 ml destilované vody s 1
kapkou kyseliny mraventi). Uchovavat v lednici a rozehfat pied pouzitim.

Barveni:

Opatrnym nakapéanim smichat na preparatu roztoky A:B v poméru 2:1, piikryt krycim
sklem a umistit na ploténku temperovanou na 40°C. Preparét zeZloutne a zaéne hnédnout.
Pribézng lze pozorovat zménu na buikach: optimalng nabarvené buriky jsou Zluté a jadérka
svétle hnédd. Prebyteéné barvivo a kryci sklo se smyje pod tekouci vodou. Preparét lze
pozorovat po oschnuti, imerzni olej je mozno aplikovat po 24 hodinéch.

Princip a hodnoceni:

Barveni stiibrem vizualizuje zbytky Ag-barvitelného rRNA-proteinového komplexu
syntetizovaného oblasti organizitoru jadérka (Nucleolar Organizer Regions — NORs)
v ptededlé interfazi, a proto identifikuje jen aktivni NORs. V buiikach diploidnich ryb
muzeme pozorovat 1 nebo 2 aktivni NORs a v buitkach triploidit 1, 2 nebo 3 aktivni NORs
(obr. 2). U triploidniho lina se poZet bunék se 3 aktivnimi NORs pohybuje kolem 40%.



tkané diploidniho (A) a triploidniho (B) lina ve stddiu rozplavani plidku. Barveni
AgNO;. Mikroskop Olympus BHS, objektiv NCSPlan dry x100, projektiv xS,
mikrofotozatizeni Olympus PM10AK

4.2 Stanoveni ploidie podle relativniho obsahu DNA priitokovou cytometrii

Metoda je podrobn& popsana v ¢lanku Lecommandeura et al. (1994). Zde popsany
postup plati pro fluorescenéni barveni jaderné DNA lina 4°,6-diamidino-2-phenylindolem
(DAPI) za pouziti komerénich kit fy. Partec GmbH (N&mecko) pro méfeni na pritokovém
cytometru Partec Ploidy Analyzer.

Priprava preparatii z pliidku nebo ze svaloviny lina:

Pouziva se lini plidek t&sné pfed pfechodem na exogenni vyZivu. Z usmrcenych
vetdich ryb se vypreparuje cca 1 mm?® svaloviny. Pro pozd&jsi analyzu lze plidek nebo celé
rvby hluboce zmrazit v hlinikové folii. Plidek nebo tkafi se umisti na gisté hodinové sklo a
rozstiihd anatomickymi ntiZkami naplocho na men3i kousky v 0,8 ml fyziologického roztoku.
Ptida se 200 pl vychlazeného roztoku DAPI Solution A a pokratuje se v rozméliiovéni tkané
niizkami. Cistou Pasteurovou pipetou se odsaje tekutd fize suvolnénymi a lyzovanymi
buiikami a prefiltruje se pres 30um filtr CellTrics™ (Partec GmbH, Némecko) do 3,5 ml
zkumavky pro priutokovou cytometrii. Ve zkumavce by mél byt asi 1 ml pfefiltrované
suspenze.

PHda se 1 ml roztoku DAPI Solution B a obsah se kratce roztiepe na tfepacce. Neché
se inkubovat minimalné 10 min pii pokojové. teplot€. Po inkubaci se vzorek ptenese do



lednice. Vzorky zpracovavame pokud moZno vden pripravy. Nabarvené vzorky lze
analyzovat maximalng do 24 hod.

Priprava prepardti z krve lina:

Do 3-5 ml zkumavky odméfime 1 ml fyziologického roztoku a piidame 20 pl nativni
heparinizované krve. Obsah kritce promichime na tfepatce. Pridime 1ml roztoku DNA
Staining Solution DAPI a obsah znovu krétce rozttepeme na tfepaéce. Nechame ihkubovat
minimalné 10 min pfi pokojové teploté. Po inkubaci vzorek pfeneseme do lednice. Vzorky
zpracovavame pokud moZno v den ptipravy. Nabarvené vzorky Ize analyzovat maximalné do
24 hod.

Princip a hodnoceni:

Béhem barveni jsou bufiky znateny fluorescen¢nim barvivem, tedy jadernd DNA
barvivem DAPL Intenzita fluorescence emitované znagenou &astici je proporcionalni jejimu
obsahu DNA. Vysledny histogram na monitoru pritokového cytometru’ popisuje distribuci
méfené bunéné substance, tedy podet bungk sdefinovanym obsahem DNA. MnoZstvi
méfené bunééné substance, tedy DNA, je pfifazovéno az 4096 tfidam kvantity. Tiidy kvantity
v histogramu jsou pfedstavovany kanaly na ose X histogramu.

Pii rutinnim zjidt'ovani relativniho obsahu DNA nejprve zméfime referenéni vzorek o
znamé ploidii (diploidni) a ode&teme &islo kanalu, jemuZ je piifazeno primémé mnoZstvi
DNA, piedstavované vrcholem histogramu. Pfi méfeni nezndmych vzorkd pak srovnivime
hodnoty; predstavuje-li naptiklad vysledek méfeni diploidniho lina vrchol histogramu na
kandlu 100, pak se vrchol histogramu DNA triploidniho lina bude objevovat kolem hodnoty
kanélu 150, protoZe triploidni lin ma 1,5krét vice jaderné DNA nez lin diploidni (obr.3).
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Obr. 3: Stanoveni relativntho obsahu DNA pritokovou cytometrii. Smésny vzorek krve
diploidniho (kandl 100) a triploidniho lina (kanal 150). Barveni DAPI. Ploidy Analyzer Partec



4.3. Stanoveni ploidie méFenim jader erytrocyti pocitacovou analyzou mikreskopického
obrazu

Metoda je podrobné popsana v publikacich Flajshanse (1997) a Svobodové et al.
(1998). Zde popsany postup plati pro programy analyzy obrazu Cue 2 (Galai Inc., Israel) a
Microlmage 3.0.1 for Windows (Olympus) pfi praci ve svétlém poli optického mikroskopu.
Priprava preparatii z krve lina:

Krevni ndtér se zhotovi podle Svobodové et al. (1986). Natér se necha oschnout a
fixuje se prelitim metanolem s naslednym su3enim na vzduchu pfi pokojové teploté. Barveni
se provadi béinym zplsobem v kyvetich 10% roztokem Giemsa-Romanowski v
Sérrensenové pufru (pH 6,8) na 15 min. Piebytek barviva se odstrani oplachem, 10 min
stanim preparati v destilované vod® a novym oplachem v destilované vodé. Natér lze
pozorovat po oschnuti, imerzni olej je moZno aplikovat po 24 hodinach.

Nastaveni a kalibrace systému:

Zakladni nastaveni kamery a programu provadgji servisni technici pfisludnych firem
pii zaskoleni. Pro korektni méfeni je nutné si s pouZitim objektu o zndmé velikosti (napf.
objektivového mikrometru, miizky v Biirkerové komurce, aj.) pfedem vypracovat kalibrace
vzdélenosti pro viechny pouzivané kombinace objektivit, projektivii a kamerovych adaptéri.
Tyto kalibrace je pak nutné navolit v programu pfi kazdé zméng prvki.

Prahovani (Treshholding):

Prahovéni objektd v obrazu nastavujeme tak, aby byla naprahovéna jadra erytrocytd.
Diry vnaprahovanych objektech, vznikié nestejnou kondenzaci chromatinu, vyplnime
ptikazem ,,Vyplii diry (Fill Holes)“.

Nastaveni rvarového filtru:

Pro méfeni jader erytrocytil lina obvykle postaduje nastaveni intervalu hodnot plochy
objektii od 6 um? do 25 pm? a intervalu hodnot tvarového faktoru od 0,7 (elipsa) do 1,0
(kruh).

Princip a hodnoceni:

Pii potitatové analyze mikroskopického obrazu je obraz zomého pole mikroskopu
pienaden digitalni kamerou do potitate a zpracovdvin pislusnym programem. Objekty
vybrané programem podle pfedem zadanych parametri miZzeme méfit jednotlivé, jako sumu
objektl v 1 zorném poli nebo jako sumu objektd z vice zornych poli bud’ ptimo v pisluiném
programu analyzy obrazu nebo po nalteni do databize (napf. v programu Excel). Pro
hodnoceni ploidie u lina obvykle postadi zmefeni plochy jadra u 100 jader erytrocytd
v krevnim natéru u kazdé hodnocené ryby.

Presnost méfeni je zavisla na kvalit¢ prepardtu a barveni. Hodnota plochy jidra
diploidniho erytrocytu lina dosahuje 10,5 + 1,3 um? hodnota plochy jadra triploidniho

erytrocytu lina dosahuje 16,5 = 1,7 um® Velikostni rozdily diploidnich a triploidnich
erytrocytl lina jsou zndzomény na obr.4.
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Obr. 4: Digitalizovany snimek erytrocytd diploidniho (vlevo) a triploidniho (vpravo) lina.
Barveni Giemsa — Romanowski. Mikroskop Olympus BHS, objektiv NCSPlan dry
x100, digitalni kamera Sony DXC 9100P. Mgfitko 10 pum (podle Svobodové et al.,
1998).

5. Upozornéni

Tato metodika je ur€ena powze k ugelim produkce triploidniho lina v uzavienych
chovnych systémech. Autofi upozoriuji viechny potencidlni zdjemce o vysazovéani
triploidnich ryb do volnych vod (sportovnich revirt), Ze tak nelze u¢init bez souhlasu statnich
organti ochrany ptirody a dal$ich instituci dle platné legislativy. Lze pfedpokladat, Ze urtita
opatieni piinese ,,zdkon o geneticky modifikovanych organismech®, ktery je v dob& vzniku
této metodiky tebrve navrhovan. Vzhledem ktomu, #¢ o chovani uméle vysazovanych
triploidnich ryb v pfirozenych ichtyocenézich volnych vod je dosud zndmo pomémé malo,
autofi to nemohou doporugit.
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