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OPTIMALIZACE SOKU HYDROSTATICKYM
TLAKEM U LOSOSOVITYCH RYB

1. CiL METODIKY

Cilem predkladané metodiky je podat rybarské praxi navod na optimalni
postup k indukci triploidie u komer¢né vyznamnych druht lososovitych ryb pro
akvakulturu tzv. tlakovym Sokem neboli plisobenim zvySeného hydrostatického
tlaku na oplozené jikry vdobé potiebné k zadrzeni druhého polového téliska pfi
nejvhodnéjsim nastaveni viech tfi proménnych tohoto Soku ve vztahu k teploté
vody, v niZ jsou drzeny generacni ryby a v niz probiha oplozeni v podminkach
béZzného provozu. Navrh takového energeticky nenaro¢ného a mobilniho
zafizeni k provadéni $oku hydrostatickym tlakem u ryb byl registrovan Utadem
pramyslového vlastnictvi CR jiz v roce 2012 (Flajshans a kol., 2012) a od roku
2020 je tato technologie na Fakulté rybarstvi a ochrany vod Jihoceské univerzity
v Ceskych Budéjovicich pro chovatele po domluvé k dispozici.

Tato metodika vychazi z vysledkd a dat zvefejnénych ve védeckych
publikacich a ovérenych autorskym kolektivem v praxi pro tfi komeréné
vyznamné druhy lososovitych ryb, pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792), pstruha obecného (Salmo trutta L.) a sivena amerického
(Salvelinus fontinalis Mitchill, 1815).

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1. Uvod

Triploidizace (indukovana triploidie) ryb blokovanim oddéleni druhého
poélového téliska béhem Il. faze meidzy kratce po oplozeni jiker je metodou
pouzivanou v rybarstvi a akvakultufe k inhibici vyvoje pohlavnich organt
a k produkci substerilnich/sterilnich jedincd u hospodarsky vyznamnych
druhd ryb nadifddu Teleostei (Piferrer a kol., 2009; Benfey, 2011; Fraser
a kol., 2012; Arai a Fujimoto, 2019). Triploidni ryby maji ve svych burkach tfi
sady chromozémd, které se nemohou na rozdil od dvou sad chromozému
v burikach diploidnich ryb ve stadiu zygotene v profazi | spravné parovat
(Carrasco a kol.,1998; Cunado a kol., 2002), coZ ovliviiuje meiotické déleni
a brani rovhomérné segregaci chromozémud do gamet triploidnich ryb (Felip
a kol., 2001). Tento jev byva popisovan jako ,meiotickd neshoda”, ,meioticky
miSmas” apod. Nasledkem meiotické neshody mohou byt gonady triploidnich
ryb retardované, zlstavaji po cely Zivot v ranych vyvojovych fazich (Benfey,
1999; Felip a kol., 2001) a ryby jsou sterilni. Tento jev se zpravidla projevuje
silnéji u samic, které si tak stale zachovavaji juvenilni vzhled (Benfey, 2011).
V nékterych pfipadech mohou triploidni ryby produkovat gamety, které jsou
vlivem meiotické neshody aneuploidni, tedy s nedplnym po¢tem chromozémd



a neschopné po oplozeni generovat Zivotaschopné potomstvo (Piferrer a kol.,
2009; Flajshans a kol., 2010). Tento jev se zpravidla silnéji projevuje u samct
nékterych druhl ryb a takové ryby jsou povazovany za substerilni/funkéné
sterilni (Piferrer a kol., 2009; Benfey, 2011).

Metoda triploidizace se nejvice pouzivd v zahrani¢ni akvakulture
lososovitych ryb (Chavanne a kol., 2016), a to predevsim u pstruha duhového
v USA, Kanadé&, Francii, Japonsku, Velké Britanii, Jizni Koreji, Iranu, Turecku,
Polsku a Chile a u lososa obecného (Salmo salar L.) v Norsku, Kanadé a Chile.
Podle Chavanna a kol. (2016) bylo také u pstruha duhového 7 z 10 evropskych
plemenarskych program@ zaméfeno na trzni produkci triploidd a na produkci
monosexnich populaci. U lososa obecného byly podle tychz autord na trzni
produkci triploid zaméfeny 2 ze 7 evropskych plemenarskych programd.
Z dalSich druht lososovitych ryb se triploidizace vyuziva u pstruha obecného
ve Velké Britanii a Francii, u sivena amerického v Kanadé, USA a Francii, u sivena
severniho (Salvelinus alpinus L.) ve Francii, Rakousku, na Islandu a v Kanadé.
Z pacifickych losos rodu Oncorhynchus se triploidizace vyuziva napftiklad
v Kanadé ulososa gorbusi (O. gorbuscha Walbaum, 1792), lososa kety (O. keta
Walbaum, 1792), lososa kisu¢ (O. kisutch Walbaum, 1792) a lososa cavyci
(O. tshawytscha, Walbaum, 1792) a v Japonsku u lososa masu (O. masou
Brevoort, 1856).

Podle prehledové studie Piferrera a kol. (2009) triploidni ryby vykazuji
nasledujici vyhody: kontinualni rlst (jelikoz neinvestuji energii do reprodukce
a reprodukéniho chovani; rovnéz se predpokladd zménéna genomicka
heterozygotnost), snizenou agresivitu a mortalitu spojovanou s obdobim
reprodukce bé&znych diploidd, vyrovnanou kvalitu trzniho produktu. U triploidd
s vys3i genomickou heterozygotnosti, kdy triploidni trojiti heterozygoti (abc)
maji vyhodu fitness proti diploidnim heterozygotim (ab, bc), se ocekava vyssi
Zivotaschopnost (Beaumont, 2000). V pfipadé uniku farmové chovanych
triploidd nebo jejich vysazovani do sportovnich revirG sterilita spojena
s triploidnim statutem brani kfizeni se zbytkovymi divokymi populacemi, tudiz
i genetickému impaktu na tyto populace. V nékterych evropskych statech jsou
tak dovolnych vod arybarskych sportovnich revird vysazovani vyhradné triploidi.
Jejich dalsi vyhodou, kvdli niz se triploidni lososoviti do sportovnich revird
v Evropé iv Severni Americe vysazuji, je rist do trofejnich velikosti. V souvislosti
s klimatickymi zménami a oteplovanim vody byla ve sportovnich rybarskych
revirech statd na zapadé USA v poslednich desetiletich zaznamenavana
protiproudova migrace pstruha duhového do vySe polozenych lokalit, které
mu dfive teplotné nevyhovovaly, a jeho pfirozena hybridizace se zde Zijicimi
endemitnimi pstruhy (napf. pstruhem Zlutohrdlym, Oncorhynchus clarkii
a jeho poddruhy) chranénymi zdkonem o ohrozenych druzich (Endangered
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Species Act, ESA) za vznik( Zivotaschopnych hybrid(. Americké staty Aljaska,
Washington, Montana, Oregon, Idaho, Nevada, Utah a Kalifornie tak do téchto
revirG v soucasnosti vysazuji pouze sterilniho triploidniho pstruha duhového
(Kofzkay a kol., 2006).

Samostatnou kapitolou je zamérnd produkce triploidnich mezidruhovych
hybridl lososovitych ryb. Dlvodem muze byt lepsi preziti, rdst a odolnost vici
nemocem u F, hybrida nez u distych rodicovskych druhli nebo atraktivnégjsi
vzhled F, hybrida pro zakaznika. Vylet moZnych produk¢nich triploidnich
hybridd mezi druhy uvnitf rodd Salmo, Salvelinus, Oncorhynchus a mezi nimi
se jiz dostavd mimo zaméreni této metodiky a zdjemce Ize odkazat na prace
Chevassus a kol. (1983), Gray a kol. (1993), Arai (2001), Bartley a kol. (2001),
Oke a kol. (2013), Fraser a kol. (2022) a dalsi.

2.2. Typy triploidiza¢nich Soki a jejich proménné

Soucasné metody ziskavani triploidnich populaci ryb jsou zalozeny
na aplikaci bud teplotniho Soku nebo Soku hydrostatickym tlakem pfi zakladani
kazdé generace. Obecné Ize triploidii u ryb indukovat i s pouzitim mechanickych
a chemickych Sokl, nicméné mechanické Soky se ukazaly jako sporadicky
ucinné a puasobici vysokou mortalitu, zatimco pouziti chemickych Sokd neni
pro produkci ryb pro lidskou spotfebu v EU povoleno (Piferrer a kol., 2009).
Jak shrnuli FlajsShans a kol. (2013), uvazovana alternativa kfizeni parentalni
tetraploidni generace s béznymi diploidy k produkci F1 generace triploidd bez
mortality plUsobené Sokem byla experimentdlné ovérena (napf. Chourrout
a kol., 1986; Chourrout a Nakayama, 1987). Horstgen-Schwark a kol. (1997)
testovali rovnéz uzitkovost takto ziskanych triploidd u pstruha duhového
a konstatovali podobnou vytéznost jako u diploidnich ryb. Problémem je v3ak
odchov tetraploidnich rodi¢t pro jejich vysokou homozygotnost a citlivost
vici vnéjsim podminkam, coz spolu s nizkym prezitim tetraploidd limituje
uplatnitelnost v rybarské praxi.

Recentné se této alternativé u pstruha duhového a sivena amerického
vénovali Hershberger a Hostuttler (2005, 2007) a Weber a kol. (2015)
s perspektivou budouci selekce nejlepsi tetraploidni linie pstruha duhového
k nasledné produkci geneticky zlepSené triploidni trzni populace.

Teplotni Soky jsou bud chladové nebo teplé, zalozené na kratkodobém
plGsobeni teploty o 15 °C az 18 °C niz8i nebo vy3si, nez je fyziologicky
optimalni teplota pro reprodukci daného druhu. Triploidizace teplotnimi Soky
je povazovana za provozné a nakladové jednodussi, ale podle nékterych
autorl (Benfey, 2009; Nagler, 2019; FlajShans a kol., 2020) méné spolehlivou
alternativu, kterd nevede spolehlivé ke 100% masové indukci triploidie, protoze
cilové teploty neni dosazeno synchronné u vsech jiker.
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Naproti tomu Soky hydrostatickym tlakem jsou povazovany za Setrnéjsi
k oSetfenym jikram a mohou vést k rutinni 100% triploidizaci, protoze cilovy
tlak se v tlakové komore Sifi rovhomérné (Benfey, 2011; Nagler, 2019). Z tohoto
ddvodu jsou tlakové jednotky s tlakovymi komorami o vnitfnim objemu
od jednoho az do dvaceti litrd pouzivany pro indukci triploidie u lososovitych
ryb prakticky ve viSech vySe zminénych zemich, pficemz technicka reseni
pouzivanych jednotek se rGzni. V praxi se mizeme setkat s jednotkami, které
vysokého hydrostatického tlaku dosahuji pomoci kompresoru, hydraulického
lisu nebo ménice tlaku anebo pfipadné kombinaci takovych reseni. Lisi se
i zpGsob nalévani/vylévani jiker do/z tlakové komory otvorem s klasickym
zavitem nebo demontovatelnym celem s bajonetovym zavitem, a lisi se
zpravidla i celkova hmotnost tlakové jednotky a moznosti jeji mobility a naroky
na dalsi technické zazemi pro jeji pouziti.

Kazdy 3ok je charakterizovan tfemi proménnymi a kombinace jejich hodnot
je zasadni k dosazeni maximalniho poctu triploidnich jedincl v potomstvu
a maximalniho procenta preziti plddku. Témito proménnymi jsou a) dcas
zacatku Soku jako doba uplynula od okamziku, kdy byly po oplozeni gamety
aktivovany vodou nebo oplozovacim roztokem do okamziku, kdy jsou
oplozené jikry (zygoty) vystaveny Soku; b) intenzita Soku neboli teplota ¢i
uroven hydrostatického tlaku; c) délka Soku jako doba vystaveni jiker tomuto
Soku. Optimalizace jednotlivych proménnych pro kazdy druh ryby zlstava stale
nedofeSenou otazkou, nebot jsou povazovany za druhové specifické (Benfey,
2009; Piferrer a kol., 2009) nebo alespon specifické pro vyssi taxony (rod,
celed) s podobnym fyziologickym rozpétim teplot pro reprodukci. Zatimco
zavislost expozi¢ni doby a intenzity Soku je nepfimo iumérna (s vyssi intenzitou
staci kratsi expozi¢ni doba), zacatek Soku vétSina autor( fesi standardizaci
inkuba¢ni teploty do této doby. U lososovitych ryb se obvykle pocita se
standardni inkuba¢ni teplotou 10 °C, ale to v praktickych podminkach muze
byt podle teplotniho priibéhu sezény teplota pfilis vysoka, protoze generacni
ryby mohou byt na farmach v dobé reprodukce drzeny ve vodé o teploté nizsi,
a to 2-8 °C. Ojedinélé prace (napft. Preston et al.,, 2013) u pstruha obecného
ukazuji, Ze teplotni odchylka o 2-4 °C od standardu muze vést az k 8% rozdilu
v lihnivosti i mnoZzstvi dosazenych triploidd. Tato optimalizace je v metodice
dale rozpracovana pro pstruha duhového a sivena amerického pravé pro
technologii $ok( hydrostatickym tlakem, ktera je v CR dostupna teprve druhym
rokem. Prehled dosud publikovanych proménnych u 3oku hydrostatickym
tlakem pouzitého k indukci triploidie u lososovitych ryb shrnuje tab. 1.
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2.3. Stanoveni rychlosti vyvoje zygoty v zavislosti na teploté vody

Rychlost raného vyvoje zygoty se s teplotou vody méni nelinedrné (Piferrer
a kol., 2009; Flajshans a kol.,, 2013), pficemZ tato zména ma parabolicky
charakter. Zasadnim okamzikem pro Uspésné nacasovani zacatku Soku pro
indukci triploidie je postizeni 2. faze meiotického déleni, kdy se depolymeraci
tubulinovych vldken vieténka zabrani oddéleni 2. pélového téliska, ale tuto
fazi vyvoje nejde na jikie jednodusSe pozorovat. Proto, kromé vyse uvedené
standardizace inkubacni teploty na dobu od aktivace gamet po zacatek Soku,
prisliizraelsti autofi N. Cherfas, G. Hulata a B. Gomelsky s originalnim postupem
prfepoctu optimalniho c¢asu zacatku Soku pfi nestandardni inkuba¢ni teploté
s pomoci udaje o délce mitotického cyklu 70 (tau nula; Detlaff a Detlaff, 1961)
a tuto metodu s Uspéchem pouzili u kaprovitych ryb (Gomelsky a kol., 1989;
Cherfas a kol., 1990 a dalsi).

Obdobou délky jednoho mitotického cyklu 10 je interval prvniho ryhovani
(zangl. thefirst cleavage interval, FCl) jako doba od aktivace gamet do okamziku,
kdy 50 % jiker (zygot) ze vzorku dosahne v daném case pfi dané teploté vody
prvniho ryhovani, pficemz tuto fazi lze na jikrach lososovitych ryb snadno
pozorovat. Kritérium navrhli Hershberger a Hostuttler (2005) na zakladé praci
s populacemi pstruha duhového v USA plvodné ke zpresnéni za¢atku Soku pro
indukci tetraploidie. Jikry beze znamek zarodecného disku (blastodisku) (Obr.
1a) se hodnoti jako neoplozené a nezapocitavaji se ani mezi oplozené jikry ani
do hodnoty FCI ze vzorku. Stejné tak se do hodnoty FCl nezapoditavaji jikry
s vytvofenym blastodiskem bez znamek déleni (Obr. 1b), ale mezi oplozené
jikry se zapocitavaji. Mezi oplozené jikry a zarover do hodnoty FCl ze vzorku se
zapocitavaji jak jikry, u nichz blastodisk vykazuje zfetelnou ekvatorialni rovinu
déleni (Obr. 1c), tak jikry jiz se zfetelnou ryhou délici blastodisk na dvé stejné
blastomery (Obr. 1d) vici vSem oplozenym jikram ze vzorku. Dobu od aktivace
gamet do dosazeni dané hodnoty FCI pfi dané teploté vody lze vyjadfit jako
soucin teploty a ¢asu v minutovych stupnich (°min). Pfiklad hodnoceni FCI
u pstruha duhového pfi 6, 8 a 10 °C je znazornén na Obr. 2.

-12 -
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Obr. 1. Jikry sivena amerického (Salvelinus fontinalis) po oplozeni, fixované

v Davidsonové fixativu: a) neoplozend jikra; b) oplozend jikra s vytvorenym blastodiskem
jeste bez znamek déleni; c) pocdtek prvniho ryhovdni - blastodisk jiz vykazuje zretelnou
ekvatoridlni rovinu déleni oznacenou Sipkami; d) jikra s dokoncenym prvnim ryhovdnim.
Meritko Tmm (Foto M. Flajshans).

Postup hodnoceni FCl u daného druhu, plemene nebo populace lososovité

ryby maze byt nasledujici:

e Pripravi se rozvrh teplot a ¢asové osy vzorkovani (Tab. 2), z né&j se
vypocte pocet vzorkd, spotfeba fixativa a délka pokusu. Jednotlivé
vzorky se odebiraji do uzaviratelnych epruvet nebo zkumavek, napf.
do 15ml falkonek Ize odebirat cca. po 50 jikrach.

e Predem se pfipravi Davidsonovo modifikované fixativum podle
Hershbergera a Hostuttlera (2005), sestavajici na 11 fixativa ze:

200 ml formaldehydu,
100 ml glycerolu,
300ml etanolu

100 ml kyseliny octové
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300 ml destilované vody.

Ke zlepsSeni vizualizace ryhovani jiker se podle Webera a kol. (2015)

na 11 fixativa dale pfidava 150 mg metylénové modfi.
Skfinové inkubatory (napf. modely fady Q-Cell; Pol-Lab, Polsko) se
predem vytemperuji na pozadovanou teplotu, do nich se pak budou
vkladat nadoby s oplozenymi jikrami v inkuba¢ni vodé.
Vinkubatorech je zarover temperovana zasoba vody, ktera bude pouzita
k aktivaci gamet a k inkubaci jiker.
Po umélém vytéru a smiseni gamet se provede jejich aktivace vodou
nebo aktiva¢nim roztokem o dané teploté (¢as 0). V c¢ase 3 min
po aktivaci se jikry promyji vodou o dané teploté a umisti v nadobé
s vodou do inkubatoru.
Méri se ¢as a v dobu danou ¢asovou osou vzorkovani (viz Tab. 2) se
v 10min intervalech odebira vzorek cca. 50 jiker, které se umisti
do popsané epruvety nebo zkumavky a zalije Davidsonovym fixativem.
Po uzavieni se epruveta nebo zkumavka obrati dnem vzhlru a zpét,
aby se jikry neslepily a fixativum se dostalo ke viem jikram. Uzaviené
zkumavky lze skladovat ve stojanku pfi pokojové teploté.
V laboratofi se fixované jikry proplachnou vodovodni vodou od fixativa
a barviva, pfemisti na Petriho misku s ¢istou vodou. Pod binokularni
lupou se hodnoti jednotlivé jikry podle vyvojovych stadii a jejich pocet
se zaznamenava.
Hodnoti se oplozenost v % jako pocet oplozenych jiker [(pocet jiker
s blastodiskem + jiker na poc¢atku prvniho ryhovani + jiker s dokon¢enou
prvni ryhou) : celkovym poctem jiker] x 100.
Hodnoti se FCl v % jako [(pocet jiker na pocatku prvniho ryhovani + jiker
s dokon¢enou prvni ryhou) : po¢tem oplozenych jiker] x 100.
Hledana hodnota je FCl 2 50 % pfi daném soucinu teploty a ¢asu v °min.
Optimalni ¢as zacatku Soku se vyjadfi jako podil FCI. Pfi inkuba¢ni
teploté 10 °C byl 50% FCl pro pstruha duhového plemene PdD 75
shledan v 5 050 °min. Cas zac¢atku $oku 300 °min po aktivaci je
(300:5050) x 100, a tedy 5,94 % FCl.
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OPTIMALIZACE SOKU HYDROSTATICKYM
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Tab. 2. Prikiad ¢asové osy vzorkovdni ke stanoveni FCI pfi raném vyvoji jiker lososovitych

ryb paralelné v 10, 8 a 6 °C.

Cas aktivace gamet v 10 °C

Cas aktivace gamet v 8 °C

Cas aktivace gamet v 6 °C

8:00 8:00 8:00
10 °C 8°C 6°C
¢as od cas ¢as od cas ¢as od cas
kéd na aktivace  vzorko- kod na aktivace  vzorko- kod na aktivace  vzorko-
epruvetu gamet vani epruvetu gamet vani epruvetu gamet vani
(h:min) (h:min) (h:min) (h:min) (h:min) (h:min)
10-630 6:30 14:30
10-640 6:40 14:40
10-650 6:50 14:50
10-700 7:00 15:00
10-710 7:10 15:10
10-720 7:20 15:20
10-730 7:30 15:30
10-740 7:40 15:40
10-750 7:50 15:50
10-800 8:00 16:00
10-810 8:10 16:10
10-820 8:20 16:20
10-830 8:30 16:30 8-830 8:30 16:30
10-840 8:40 16:40 8-840 8:40 16:40
10-850 8:50 16:50 8-850 8:50 16:50
10-900 9:00 17:00 8-900 9:00 17:00
10-910 9:10 17:10 8-910 9:10 17:10
10-920 9:20 17:20 8-920 9:20 17:20
10-930 9:30 17:30 8-930 9:30 17:30
10-940 9:40 17:40 8-940 9:40 17:40
10-950 9:50 17:50 8-950 9:50 17:50
10-1000 10:00 18:00 8-1000 10:00 18:00
10-1010 10:10 18:10 8-1010 10:10 18:10
10-1020 10:20 18:20 8-1020 10:20 18:20
10-1030 10:30 18:30 8-1030 10:30 18:30
10-1040 10:40 18:40 8-1040 10:40 18:40
10-1050 10:50 18:50 8-1050 10:50 18:50
10-1100 11:00 19:00 8-1100 11:00 19:00
8-1110 11:10 19:10
8-1120 11:20 19:20
8-1130 11:30 19:30 6-1130 11:30 19:30
8-1140 11:40 19:40 6-1140 11:40 19:40
8-1150 11:50 19:50 6-1150 11:50 19:50
8-1200 12:00 20:00 6-1200 12:00 20:00
8-1210 12:10 20:10 6-1210 12:10 20:10
8-1220 12:20 20:20 6-1220 12:20 20:20
8-1230 12:30 20:30 6-1230 12:30 20:30
8-1240 12:40 20:40 6-1240 12:40 20:40
8-1250 12:50 20:50 6-1250 12:50 20:50
8-1300 13:00 21:00 6-1300 13:00 21:00
6-1310 13:10 21:10
6-1320 13:20 21:20
6-1330 13:30 21:30
6-1340 13:40 21:40
6-1350 13:50 21:50
6-1400 14:00 22:00
6-1410 14:10 22:10
6-1420 14:20 22:20
6-1430 14:30 22:30
6-1440 14:40 22:40
6-1450 14:50 22:50
6-1500 15:00 23:00
6-1510 15:10 23:10
6-1520 15:20 23:20
6-1530 15:30 23:30
6-1540 15:40 23:40
6-1550 15:50 23:50
6-1600 16:00 0:00
6-1610 16:10 0:10
6-1620 16:20 0:20
6-1630 16:30 0:30
6-1640 16:40 0:40
6-1650 16:50 0:50
6-1700 17:00 1:00
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Obr. 2. Hodnoceni intervalu prvniho ryhovdni (FCl, %) u pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) plemene PdM s jarnim vytérem pfi 6, 8 a 10 °C. Legenda je

shodnd pro grafy pri vsech trech teplotdch.
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2.4. Priprava generacnich ryb, vlastni vytér, aktivace a oplozeni jiker

V této a dalsich ¢astech metodika navazuje na pfedchozi metodiky tykajici
se zplUsobl osemenéni, oplozeni a provadéni dalSich krokd umélé reprodukce
a konkrétnimi priklady a novéjSimi moznostmi na starsi metodiky a technologie
autorského kolektivu tykajici se indukce polyploidie u ryb.

V predvytérovém obdobi jsou ryby sloveny a umistény do venkovnich
manipulac¢nich nadrzi, pritoc¢nych kanalt nebo nadrzi v lihni, kde se pravidelné
kontroluje jejich pripravenost k vytéru. V dobé, kdy u samic (jikernacek)
dochazi k samovolnému uvolfiovani jiker pfi mirném tlaku na bficho, pfistupuje
se k umélému vytéru. Hormonalni stimulace genera¢nich pstruhd a siven( se
zpravidla neprovadi. Svinger a Koufil (2012) hormonalni stimulaci lososovitych
doporucuji jako alternativu k akceleraci nebo synchronizaci ovulace.

Anestezie generacnich ryb pred vytérem se obvykle provadi preparaty MS
222, 2-phenoxyethanolem nebo hrebickovym olejem na zakladé metodickych
pokyn( Kolarové a kol. (2012).

Jikry jsou vytirany separatné od kazdé samice do suché misky vcetné
ovarialni tekutiny nebo do sitka, odkud jsou jikry po odkapani ovaridlni
tekutiny prevedeny do suché misky. V provozni praxi se pouzivaji oba
zpusoby, ale napf. u pstruha duhového je potvrzeno, Ze pritomnost ovarialni
tekutiny (plazmy) béhem oplozovani zlepSuje pohyblivost spermii (Kholodnyy
a kol., 2021). V pribéhu realizace nasich experimentl se také potvrdilo, Ze
pfitomnost ovarialni plazmy méla pozitivni vliv na pohyb spermii a podle
subjektivniho pozorovani pfi provoznim vytéru zvySovala pocet pohybujicich se
spermii a prodluzovala délku jejich pohybu. Kvalita jiker se kontroluje zrakem
na pfitomnost bilych nebo rozpadlych jiker, shlukl jiker apod. V takovém
pripadé jikry vyfadime. Sperma kazdého samce (mli¢aka) je odebirdno do suché
pripravené plastové kadinky a pohyblivost spermii mdze byt kontrolovana pod
béZnym svételnym mikroskopem.

Oplozeni se provadi klasickou némeckou metodou. Pro provozni vytéry
je vhodné provadét semi-heterospermické oplozovani podle Kocoura a kol.
(2012). V takovém pripadé se smichaji jikry vSech samic pfi zachovani
adekvatnich objemd jiker a po opatrném promiseni se smés jiker rozdéli
do mensich nadob na tolik dilG, aby na kazdy dil pfipadlo sperma maximalné
péti samcd. Je-li tedy k dispozici sperma 25 samcd, smés jiker se rozdéli na 5
dild. Rovnéz se doporucuje pouzivat stejné objemy spermatu jednotlivych
samcl pfi podobnych parametrech kvality spermatu. Tento postup snizi
nasledky kompetice spermii a zaroven muze zajistit vhodnéjsi genetickou
variabilitu takto zalozeného potomstva. Doporucuje se pouzivat pomér 3ml
semi-heterospermatu na 100 ml jiker a gamety aktivovat vodou v maximalné
dvojnasobku objemu jiker.
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Pro tvorbu uzitkovych obsadek, kde chovatele zajima predevsim mnozstvi
ziskaného potomstva, a to i na Ukor jeho genetické variability, se pouziva
heterospermické oplozeni (Kocour a kol.,, 2012), tj. osemenéni smési jiker
spermatem vSech samcu. Vyhodou tohoto postupu mlze byt diky velkému
mnozstvi pouzitého spermatu velmi dobrd oplozenost jiker, ale snizena
genetickd variabilita mlze za urcitych podminek vést i k vy35i mortalité ryb.
Pfi tomto postupu se smés jiker od rlznych samic oplozuje v davce 3ml
heterospermatu na kazdych 100 mljiker, s aktivaci vodou v mnozstvi maximalné
dvojnasobném vici objemu jiker.

V obou pfipadech se aktivace provadi okamzité po osemenéni vodou
z lihné, idealné o podobné teploté jako voda, v niz byly drzeny generacni ryby
az do vytéru. Pokud se teplota vody na generacnich rybach blizi 6 °C, temperuje
se na 6 °C voda k aktivaci gamet, promyti jiker a inkubaci zygot do zacatku
Soku. V této teploté se oplozené jikry uchovavaji na miskach do promyti. Pokud
bude nasledovat uméla indukce triploidie, ¢as aktivace gamet je zaznamenan
jako ¢as 0 min. Pokud se teplota vody na generacnich rybach blizi 8 nebo
10 °C, temperuje se i voda k aktivaci gamet, promyti jiker a inkubaci zygot
do zacatku Soku na tuto teplotu.

V ¢ase 2-3 min od aktivace gamet je nutné jikry promyt vodou z lihné, opét
idealné o teploté 6, 8 nebo 10 °C, tedy hodnoté blizké teploté vody, v niz byly
drzeny genera¢ni ryby do vytéru. Promyti se opakuje, aby byly jikry zbaveny
veskerych zbytkd spermatu a byla odstranéna jejich nepatrna lepkavost.

2.4.1. Inkubace jiker od jejich promyti do za¢atku Soku

K inkubaci jiker od jejich promyti do zacatku Soku slouzi inkuba¢ni zlab
nebo vani¢ky s vodou, do nichz se vkladaji inkubacni vlozky. Teplotu vody
ve Zlabech nebo vanic¢kach je tfeba opét temperovat pomoci termostatl (napf.
2 kW zavésnych termostatd Julabo, JULABO GmbH, Némecko) na hodnotu
blizkou teploté vody, v niz byly drzeny generac¢ni ryby. Naopak, je-li teplota
vy33i, nez je zadouci, Ize vodu chladit pfidanim Supinkového ledu. Pfi montazi
zavésného termostatu je tfeba dbat na to, aby smér proudéni vody z ¢erpadla
termostatu nebyl obracen pfimo na jikry, resp. na sitko v inkubac¢ni vliozce (viz
Obr. 3). U citlivéjsich druhd ryb, jako napf. u sivena amerického, by primy proud
vody na jikry pfispival ke zvy$eni mortality oplozenych jiker. Cas aktivace gamet
je zaznamenan jako c¢as 0 a zapne se casoméri¢ (stopky), ktery odméruje
¢as do zacatku Soku podle druhu ryby a pouzité teploty vody. Po celou
dobu chranime jikry pfed pfimym slunecnim svitem, a to praci pod strechou,
v zastinéném prostoru apod.
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Obr. 3. Vanicka s inkubaéni viozkou s oplozenymi jikrami pstruha obecného poto¢niho

k jejich uchovdni do zacdtku Soku. Na bocnim lemu vlozky jsou polozeny stopky
odmeérujici ¢as od aktivace gamet do zacdtku Soku. Za vlioZkou je vidét montdz zavésného
termostatu na bok vani¢ky. Modrd sipka naznacuje smér vytoku vody z termostatu (Foto
M. Flajshans).

2.5. Technologicka sestava pro indukci triploidie Sokem hydrostatickym
tlakem

Technologicka sestava pro indukci triploidie Sokem hydrostatickym tlakem
vychézi z prototypu chranéného uzitnym vzorem Ufadu priimyslového vlastnictvi
CR ¢. 23378 (Flajshans a kol., 2012), jehoZ plnou verzi popsali Flaj$hans a kol.
(2020). Vyrobcem je SZDT, s.ro. (Servis zachranaiské a dychaci techniky)
v Lisové, CR. Jedna se o mobilni tlakovou jednotku, schopnou oéettit najednou
az 3,5 litru oplozenych jiker hydrostatickym tlakem az 70 MPa (700 bar().
K praci je potieba pfivod vody z vodovodu, privod elektfiny 3 x 2 kW a pracovni
plocha cca. 2 m?, at jiz pod stfechou nebo ve venkovnich prostorach (Obr. 4).
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Celd tlakova jednotka je pripojena ke zdroji vody, ktera pini tlakovou
komoru spolecné s tlakovym vzduchem. Samotna tlakova jednotka se sklada
ze zdroje tlakového vzduchu (béZzné potapécské lahve s tlakem az 20-30 MPa
(200-300 bar), ze kterych se tlakovy vzduch pres redukéni ventil dostava
do vysokotlakého kompresoru (nasobice tlaku). Odtud je pres trojcestny
ventil s pfesnym manometrem (az 100 MPa; 1 000 bar) stlaceny atmosféricky
vzduch dodavan vysokotlakou hadici do tlakové komory vyplnéné vodou
s oSetfovanymi jikrami. Ovladani tlakové jednotky je bud manualni nebo
v pfipadé potieby pocitacem fizené.

Po rozebrani lze celou tlakovou jednotku prevazet osobnim vozidlem typu
combi nebo pickup. V soucasné dobé disponuje tym Laboratore molekularni,
bunéc¢né a kvantitativni genetiky FROV JU tfemi velikostmi tlakovych komor:

e silnosténnou o vnitinim objemu 11 pro experimentalni (maloobjemové)

indukce triploidie (Obr. 5a),

e silnosténnou o vnitinim objemu 31 pro poloprovozni a provozni indukce

triploidie,

e tlakovou lahvi o vnitinim objemu 71 pro provozni indukce triploidie (Obr.

5b).

Obr. 4. Ukdzka technologické sestavy pro indukci triploidie $okem hydrostatickym
tlakem pro prdci v terénu. Vlevo mimo stan zdsobni Idhve se stlacenym vzduchem,
na paletdch vysokotlaky kompresor s pojistnym ventilem, vysokotlakymi hadicemi,
redukénim ventilem a ndsobi¢em, uprostred tlakovd Idhev (komora) v ochranném
nerezovém pldsti. Vzadu a vpravo inkubacni vani¢ky s vlozkami a termostaty pro fizenou

inkubaci jiker do zacdtku soku (Foto M. Flajshans).
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Obr. 5. a) silnosténnd tlakovd komora o vnitinim objemu 11 pro experimentdini

maloobjemové indukce triploidie; b) vlevo silnosténnd tlakovda komora o vnitinim
objemu 31 pro poloprovozni a provozni indukce triploidie a vpravo v ochranném pldsti
z nerezové oceli tlakovd Idhev o vnitfnim objemu 71 pro provozni indukce triploidie.
Vsechny tfi tlakové komory jsou umistény v nerezovych stojanech s aretaci, které
umoznuji po provedeném soku tlakovou komoru ve stojanu vyklonit a osetrené jikry
s vodou vylit (Foto M. Flajshans).

Vyhodou silnosténnych tlakovych komor je téméf nulova roztaznost pfi
vysokém tlaku, a tedy nizka spotifeba tlakového vzduchu. Dalsi vyhodou je
pak kvalitni povrchova uprava, ktera umoziiuje dokonalé vyprazdnéni nadob
a jejich dokonalé ¢isténi. Siroké viko nadoby s metrickym zavitem Ize v p¥ipadé
potreby demontovat za ucelem vycisténi vnitfniho prostoru (Obr. 6). Jejich
nevyhodou je ale vysokd hmotnost pfi manipulaci a prenaseni. Vyhodou
tlakové lahve je naopak nizsi hmotnost a nevyhodou je vy3si roztaznost pfi
vysokém tlaku s vy3si spotfebou tlakového vzduchu, koroze vnitiniho povrchu
lahve a zivotnost lahve normovana na 20 pouziti (pfi expozici tlaku 60-68 MPa;
600-680 bar).
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Obr. 6. 0bé silnosténné tlakové komory (s vnitinim objemem 31 i 11) v pribéhu

vyroby v SZDT, s.r.o. v LiSové. Vedle komor jsou demontovand (vysroubovand) horni vika.

Na maloobjemové tlakové komore vpravo je i ¢dstecné vysroubované dno. Tyto Upravy

umoznuji uplné vycisténi vnitiniho prostoru komory v pripadé, Ze by v ni byly oSetreny

nedokonale odlepkované jikry (Foto M. Flajshans).

2.5.1. Obecny metodicky postup indukce triploidie Sokem hydrostatickym
tlakem

Pfed umélym vytérem generacnich ryb se celd technologicka sestava
zkompletuje, pfipoji navodovodnivodu z fadu, pfipoji na pfivod elektfiny
220 V a tlakovou hadici se pres redukeni ventil pfipoji zasobni lahev
stlac¢eného vzduchu. Celd sestava se odzkousi na tésnost a pozadovany
tlak bud manualnim spina¢em nebo pres pfipojeny notebook pomoci
softwarové aplikace. Tlak se poté jehlovym ventilem odpusti na 0 MPa
(0 bartl) a ventil se opét uzavre. Pak se odpoji vysokotlakova hadice
od tlakové komory, komora se vylije, zaaretuje a je pfipravena k pouziti.
Pripravi se dalsi nadoba (vani¢ka) s vodou temperovanou na teplotu 6,
8 nebo 10 °C (dale jen stanovena teplota), tedy stejnou jako teplota
vody pouzité k aktivaci gamet a inkubaci jiker do za¢atku Soku. Tato
voda slouzi k vytemperovani tlakové komory, doplnéni tlakové komory
po naplnéni jikrami a k jejimu proplachovani.

Po oplozeni se stopkami méfi ¢as od aktivace gamet do zacatku Soku
(viz ¢ast 2.4.1.).
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Zacatek Soku je dan druhem ryby a inkubacni teplotou (viz ¢asti 2.5.2.
az 2.5.4)).

Pét minut pred planovanym zacatkem Soku se do tlakové komory odlije

cca. 0,51 vody (nebo méné, podle zvoleného typu komory) o stanovené
teploté.

Jikry se preplavenim z inkuba¢ni vlozky prevedou do nadoby s vodou
o stanovené teploté a pomoci nalevky se preliji do tlakové komory (Obr.
7a).

Komora se poté dolije vodou o stanovené teploté a pomoci Sroubeni se
pfipoji vysokotlaka hadice. Vzhledem k tomu, zZe Sroubeni jsou vybavena
gumovymi tésnicimi O-krouzky, neni nutné spoje dotahovat velkou
silou.

V Case 15 s pred zacatkem Soku se jednotka za¢ne tlakovat manualnim
spinacem, pripadné pokynem v dodané softwarové aplikaci. Cilové
intenzity hydrostatického tlaku se dosahuje béhem 15 s.

Expozi¢ni doba (délka Soku) je opét dana druhem ryby a inkubacni
teplotou (viz ¢asti 2.5.2. az 2.5.4.).

Po uplynuti expozi¢ni doby se tlak jehlovym ventilem odpusti na 0 MPa
(0 bar), vysokotlakova hadice se odpoji od tlakové komory, komora
se odaretuje, nakloni ve stojanu, jikry se vypusti do nadoby s vodou
(Obr. 7b) a opét prevedou do vlozek na inkubacnich Zlabech nebo
na inkubacni aparaty v lihni.

Po vyliti jiker je vhodné do tlakové komory nalit 1-21 vody a vyplachnout
ji pres sitko pro kontrolu, zda v tlakové komore nezbyly néjaké jikry.

Obr. 7. a) Tlakovd komora opatiend ndlevkou k napinéni jikrami; b) vylévdni osetrenych

jiker z tlakové komory po skonéeném soku. Operdtori jsou maskovdni ochrannymi

prostredky dychacich cest (pandemie Covid-19) (Foto M. Flajshans (vlevo) a M. Pumpr
(vpravo)).
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2.5.2. Indukce triploidie Sokem hydrostatickym tlakem u pstruha duhového

Autorské zkusenosti s optimalnimi parametry Soku, dosazenou oplozenosti,
lihnivosti a Uspésnosti indukce triploidie u pstruha duhového shrnuje Tab.
3. Podle vysledkdi provozni indukce triploidie jsou vysoké hodnoty %
oplozenosti, % lihnivosti a % indukovanych triploidi dosahovany, jestlize Sok
zacina v 375 az 400 °min po aktivaci gamet, tedy po 37,5 az 40 min pfi teploté
inkubace jiker 10 °C.

Tab. 3. Hodnoty teplot vody, parametry $oku hydrostatickym tlakem (zacdtek, intenzita
a expozicni doba), zjistéend % oplozenosti a lihnivosti kontrolnich a triploidizovanych
skupin, a efektivita indukce triploidie u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss),
zjisténd autory v poloprovoznich podminkdch pstruharstvi. Jikry byly inkubovdny
v modifikovanych Zugskych lahvich s boénim spodnim privodem vody pres difuzér.

Skupina Kontrola Tlak 1 Tlak 2
Kategorie triploidizace provoz provoz provoz

T vody u ryb (°C) 10 10 10

T inkubace do Soku (°C) 10 10 10
Objem osSetrenych jiker (l) 2,5 2,5 2,5
Doba do zacatku Soku (min) = 37,5 40
Doba do zac¢atku Soku (°min) = 375 400
Hydrostaticky tlak (MPa) = 65 65
Expozi¢ni doba (min) = 5 5
Oplozenost (%) 99,62 96,75+ 1,73 97,80 %0,21
Lihnivost (%) 88,74 81,84+0,38 8284+2725
Vzorek plidku na analyzu ploidie(ks) 40 40 40
Efektivita indukce 3n (%) = 100 100

2.5.3. Indukce triploidie Sokem hydrostatickym tlakem u pstruha obecného

Optimalni parametry Soku, dosazenou oplozenost, lihnivost a Uspésnost
indukce triploidie u pstruha obecného f. poto¢ni shrnuje Tab. 4. Podle
vysledki poloprovozni a provozni indukce triploidie jsou vysoké hodnoty %
oplozenosti, % lihnivosti a 100 % indukovanych triploid(i dosahovany, jestlize
Sok zacina v 300 °min po aktivaci gamet a hydrostaticky tlak je v rozmezi
68,8-69,5 MPa (688-695 bar).
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Tab. 4. Hodnoty teplot vody, parametry $oku hydrostatickym tlakem (zacdtek, intenzita
a expozicni doba), zjistéend % oplozenosti a lihnivosti kontrolnich a triploidizovanych
skupin, a efektivita indukce triploidie u pstruha obecného f. potoéni (Salmo trutta L.),
zjisténd autory v poloprovoznich a provoznich podminkdch pstruharstvi. Jikry byly
inkubovdny na Riickel-Vackovych apardtech.

Skupina Kontrola i1 Tiak2-6 KOOl q51-a
1,2 1-4

. olo- olo-
Kategorie triploidizace provoz  provoz  provoz p‘I)'OVOZ pF:'ovoz
T vody u ryb (°C) 6,3 6,3 6,3 5,8 5,8
T inkubace do Soku (°C) 8 8 8 8 8
Objem osetrenych jiker (l) 2x25 2,5 5x2,5 4x1,5 4x1,5
Doba do zac¢atku Soku (min) - 37,5 37,5 - 37,5
Doba do zacatku Soku (°min) = 300 300 = 300
Hydrostaticky tlak (MPa) = 68,7 68,8-69,5 = 69,2-69,5
Expozi¢ni doba (min) = 6,25 6,25 = 6,25
Prim. oplozenost (%) 99,8 77,9 88,98 96,53 90,28
Pram. lihnivost (%) 89,2 60 76,09 91,83 86,12
VZO-I'P:k pladku na analyzu 60 30 150 30 90
ploidie (ks)
Efektivita indukce 3n (%) = 96,7 100 = 100

2.5.4. Indukce triploidie Sokem hydrostatickym tlakem u sivena amerického

Jednotlivé parametry Soku, zejména jeho zacatek v °min v zavislosti
na vychozi teploté pro inkubaci jiker od oplozeni do zacatku Soku byly
autorskym tymem podrobné zkoumany v sérii experiment(, stejné jako
dalsi mozny vliv teploty inkubace jiker po Soku az do vykuleni plidku. Tyto
vysledky ilustruji grafy na Obr. 8 a 9. Pfedevsim Ize konstatovat, ze vSechny
pouzité parametry pfinesly jen zanedbatelné rozdily v Gc¢innosti (efektivité)
triploidizace, ktera byla vysoka a pohybovala se mezi 96,7 a 100 %. Z vysledka
dale vyplyva, ze nejvyssi % oplozenosti pfi inkubaci jiker do vykuleni v 10 °C
bylo dosazeno pfi Socich po 325 °min ve viech tfech testovanych teplotach
inkubace jiker od oplozeni do zac¢atku Soku (6, 8 a 1°C), ale nejvy3ssi % lihnivosti
bylo dosazeno pfi Socich po 200 °min ve viech tfech testovanych teplotach
inkubace jiker od oplozeni do zacatku Soku, viz Obr. 8, zatimco pfi inkubaci
jiker do vykuleni v 6 °C bylo podobné % lihnivosti ve vSech tfech testovanych
teplotach inkubace jiker od oplozeni do za¢atku Soku také dosazeno pfi Socich
po 200 °min (Obr. 9).
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Optimalni parametry Soku, dosazenou oplozenost, lihnivost a Uspésnost
indukce triploidie u sivena amerického podle poloprovoznich a provoznich
vysledkl shrnuje Tab. 5. Ve shodé s vySe uvedenymi experimentalnimi vysledky
jsou uspokojivé hodnoty % oplozenosti, % lihnivosti a 100 % indukovanych
triploidi poloprovozné a provozné dosahovany pfi zac¢atku Soku v 200 °min.
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Obr. 8. Vysledky experimentu s kombinaci vychozi teploty vody pro inkubaci jiker
od oplozeni do zacdtku Soku a zacdtku Soku v °min, hodnoty % oplozenosti a lihnivosti,
a ucinnost triploidizace (% triploid(i). Experimentdini kombinace byly inkubovdny
do vykuleni v 10 °C. Hodnoty s abecedné odlisnymi indexy (pfi zdkladné grafu) se
statisticky vyznamné lisily na hladiné pravdépodobnosti P < 0,05.
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Obr. 9. vysiedky experimentu s kombinaci vychozi teploty vody pro inkubaci jiker
od oplozeni do zacdtku sSoku a zacdtku Soku v °min, hodnoty % oplozenosti a lihnivosti,
a ucinnost triploidizace (% triploidd). Experimentdini kombinace byly inkubovdny
do vykuleni v 6 °C. Hodnoty s abecedné odliSnymi indexy (pri zdkladné grafu) se
statisticky vyznamné lisily na hladiné pravdépodobnosti P < 0,05.
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Tab. 5. Hodnoty teplot vody, parametry $oku hydrostatickym tlakem (zacdtek, intenzita
a expozicni doba), zjisténd % oplozenosti a lihnivosti kontrolnich a triploidizovanych
skupin, a efektivita indukce triploidie u sivena amerického (Salvelinus fontinalis),
zjisténd autory v poloprovoznich a provoznich podminkdch pstruharstvi. Jikry byly
inkubovdny v desetilitrovych Kannengieterovych lahvich do ocnich bodd, po vytridéni
mrtvych jiker dolihnuty na inkubacnich apardtech.

Skupina Kontrola 1-5 Tiak1-5  K°T°! 72k 1.4
Kategorie triploidizace provoz provoz  poloprovoz poloprovoz
T vody u ryb (°C) 6,2 6,2 7 7

T inkubace do Soku (°C) 10 10 8 8
Objem oSetrenych jiker (I) 4x3 5x3 4x1,5 4x1,5
Doba do zacatku soku (min) = 20 = 37,5
Doba do zac¢atku Soku (°min) = 200 = 300
Hydrostaticky tlak (MPa) = 65,5-66,0 = 65,0-65,6
Expozi¢ni doba (min) = 5 = 5
Pram. oplozenost (%) 93,98 80,42 97,56 80,47
Prm. lihnivost (%) 89 66,7 50,53 43,16
Vzorek plidku na analyzu

ploidie (ks) 50 150 120 120
Efektivita indukce 3n (%) = 100 = 100

2.6. Opatreni béhem inkubace jiker a odchovu plidku

Jikry se inkubuji podle mistnich zvyklosti na Ruckel-Vackovych inkuba¢nich
aparatech, v McDonaldovych nebo Kannengieterovych lahvich, v upravenych
Zugskych lahvich s bo¢nim spodnim pfivodem vody ptes difuzér, ve vertikalnich
inkubatorech apod.

V prvnich tydnech po oplozeni je tfeba pocitat s extrémni citlivosti
vyvijejicich se jiker na otfesy a silné svétlo. Pfi inkubaci jiker v lahvich je proto
tfeba upravit spodni pfivod vody, aby mezi jikrami pouze vzlinala a jikrami
nepohybovala. Desinfekce a protiplisfiové koupele se provadéji podle mistnich
zvyklosti. V rlznych typech lahvi se jikry inkubuji do stadia o¢nich bodi a poté
se prevadéji na inkubacni vlozky ve Zlabech. Zjistovana je: a) mortalita jiker
do stadia o¢nich bodd, b) relativni oplozenost ve stadiu o¢nich bodd (%), c)
pocet vykuleného pladku a relativni lihnivost (%), a d) Gcinnost triploidizace
podle % triploidniho pltdku ve vzorku.
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2.7. Ovéreni triploidie rozplavaného pladku

K ovéreni triploidni konstituce rozplavaného plidku, a tedy k vyhodnoceni
ucinnosti provedené triploidizace Ize pouzit vzorek minimalné 30ks pladku
jak z kontrolni skupiny, tak ze skupin(y) po indukci triploidie. Podle Flajshanse
a kol. (2013) k nejvhodnéjsim metodam ovéreni triploidie patfi stanoveni
relativniho obsahu DNA prltokovou cytometrii, tj. metodou zaloZenou
na uvolnéni jednotlivych bunék plidku z tkané, permeabilizaci bunécné
membrany, obarveni jaderné DNA specifickym fluorescen¢nim barvivem, které
se na DNA vaze, a na méreni fluorescence emitované komplexem obarvené
DNA. Vysledky jsou zobrazeny formou histogramu intenzity fluorescence
v jadrech analyzované suspenze. Pro kontrolniho diploidniho jedince, ktery ma
dvé sady chromozémU, mGzeme na prGtokovém cytometru nastavit napéti
na fotonasobici (Gain) v linedrnim rezimu tak, aby se pik histogramu intenzity
fluorescence zobrazil napfiklad na kanale 100. U triploidniho jedince, ktery ma
tfi sady chromozéma a tedy 1,5x vice DNA nez diploidni jedinec, se potom pik
histogramu intenzity fluorescence zobrazi na kanale 150 (Obr. 10).

120

n 3n
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Bl wlea.

1
L o 100 200 300 A00 500

Obr. 10. Prekryté histogramy intenzity fluorescence bunéénych jader ze suspenze
tkani diploidniho (2n, &erveny pik) a triploidniho (3n, modry pik) plidku pstruha
obecného f. potocni (Salmo trutta L.), obarvenych 4’, 6- diamidino-2-fenylindolem (DAPI)
ke stanoveni relativniho obsahu DNA na pritokovém cytometru Partec CCA. Prekryti, tzv.
histogram overlay bylo provedeno v software CYTO v.3 fy Wolf a Danniel, CR.
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Podle typu pratokového cytometru, ktery je k dispozici, se voli vhodné
fluorescen¢ni barvivo, jez se vaze na jadernou DNA [napft. 4', 6- diamidino-2-
fenylindol (DAPI), propidium jodid (Pl), SYBR Green, Hoechst aj.] (Hubalek,
2018). Dalsi postup se bude lisit podle dostupného typu cytometru, vhodného
fluoresceinu a pfislusné sestavy reagencii. Uvadime proto jen obecné zasady
pfipravy vzorkd z nativni nebo fixované tkané.

2.7.1. Pfiprava vzorka z nativni tkané

U plidku usmrceného predavkovanim CO, a pfeneseného na hodinové sklo
se odebere celd ¢ast trupu a ocasu odfiznutim za zloutkovym vackem a oplachne
fyziologickym roztokem. Tkan se prenese do mikrozkumavky, do niz je predem
napipetovan pufr pro extrakci bunécnych jader. Efektivniho uvolovani bunék
do pufru Ize dosahnout zpracovanim pfipravovaného vzorku v mikrozkumavce
pomoci ru¢niho homogenizatoru (Pellet pestles cordless motor, Kimble, USA)
po dobu pfiblizné 5 s. Vysledna suspenze je 10 min inkubovana pfi pokojové
teploté a poté se do mikrozkumavky mikropipetou pfida fluorescein (napf.
1ml roztoku DAPI). Po promichani za pouziti minitfepacky se suspenze bunék
prefiltruje pres 30um filtr nebo uhelon o podobném rozméru ok do zkumavky
nebo kyvety pro pratokovou cytometrii. Pfipravené vzorky se pfi pokojové
teploté analyzuji na relativni obsah DNA pratokovym cytometrem. Rychlost
pratoku bunécné suspenze komlrkou cytometru lze podle koncentrace
¢astic v suspenzi doporucit na urovni 0,2 az 0,4 pl.s. Vzorky z normalniho,
kontrolniho oplozeni (bez pouZziti Soku) slouzi jako diploidni kontrola.

U starSich ryb lze ploidni Uroven stanovit toutéz metodou individualné ze
vzorku krevnich bunék nebo ploutevni tkané.

2.7.2. Fixace a priprava vzork z fixované tkané

Uskutecnit cytometrickou analyzu neprodlené po odbéru vzorkd plad-
ku nemusi byt vzdy mozné, napriklad pokud vzorkovani probiha v terénnich
podminkach daleko od laboratorniho zazemi ¢i v pripadé nutnosti analyzovat
velké mnozZstvi jedincd v identickém vyvojovém stadiu. Na zakladé nékolikale-
tych zkuSenosti autord této metodiky lze ve zmifiovanych ptipadech doporucit
modifikovanou podobu protokolu plvodné publikovaného Vindelovem a kol.
(1983) k prodlouzeni uchovatelnosti biologickych tkani jejich zmrazenim v di-
methylsulfoxid-citratovém pufru podle Hubalka a Flajshanse (2021). Jeden |
pufru se pfipravi rozpusténim 85,5g sacharézy a 11,8g citronanu sodného
v 800 ml destilované vody, naslednym pridanim 50 ml dimethylsulfoxidu a do-
fedénim destilovanou vodu do 11. Pufr se pouzije k napInéni 1,5ml nebo 2ml
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zkumavek (napt. typu Eppendorf), do nichz je plidek po usmrceni predavkova-
nim CO, a osu$eni suchym ubrouskem jednotlivé pfenasen. Plidek Ize vzorko-
vat rovnéz skupinové, napfiklad s pouzitim 5ml zkumavek pro 10ks pladku. Ne-
prodlené po preneseni plidku do pufru se zkumavky uzaviou a umisti na suchy
led do prfedem pfipraveného termoboxu. Po dokonalém zmrazeni jejich obsahu
Ize zkumavky presunout do mrazaku udrzujiciho teplotu -80 °C, pfi dostatku
suchého ledu je v3ak vzorky v termoboxu mozno ponechat az do uskute¢néni
analyzy. Dle zkuSenosti autorského kolektivu Ize vzorky skladovat minimalné 6
mésicd, aniz by doslo k poklesu jejich méfitelnosti pfi nasledné analyze. Pred
samotnym mérenim na pritokovém cytometru se vzorky rozmrazi ve vodni laz-
ni o teploté 35-38 °C. Rozmrazeny plidek je poté pfenasen na hodinové sklo
a dalsi postup se jiz nikterak nelisi od pripravy vzorkd z nativni tkané, popsané
v kapitole 2.7.1.

Stejné jako v pripadé nativnich tkani, u starSich ryb lze ploidni uroven
stanovit toutéz metodou individudlné ze vzorku fixovanych krevnich bunék
nebo ploutevni tkané.

2.8. Srovnani uspésnosti triploidizace Sokem hydrostatickym tlakem s ji-
nymi typy Soku

Jak jiz bylo fec¢eno uUvodem, triploidizaci teplym Sokem lze povazovat
za méné spolehlivou, protoze cilové teploty neni dosazeno synchronné u vsech
jiker diky jisté teplotni setrva¢nosti masy ponorenych jiker a jejich odlisné
mérné tepelné kapacité, a Uspésnost triploidizace nevede rutinné ke 100%
masové indukci triploidie. Pfedchozi autorské prace s teplym Sokem u pstruha
duhového (Havelka a kol., 2012) a sivena amerického (Havelka a kol., 2014)
shodné konstatovaly, Ze pouZiti teplého Soku vedlo k nizSimu % oplozenosti
alihnivosti a k ziskani cca. 80 % triploid( z oSetfenych jiker. U pstruha obecného
konstatoval Vandeputte (2008), Zze oproti méné uUspéSnym predchozim
experimentdm rlznych autorl teprve prace Quillet a kol. (1991) pfinesla
pfiblizné 90% uspésnost triploidizace a % lihnivosti srovnatelné s diploidni
kontrolou. Nutno konstatovat, Ze rybarska praxe neresi tepelnou vyménu mezi
jikrami a vodou vypoctem kalorimetrické rovnice, nybrz pouzitim nadbytku
teplé vody k rychlému ohrevu jiker pfi Soku.

Soky hydrostatickym tlakem jsou obecné povaZzovany za Setrngjsi
k oSetfenym jikram, coz vyplyva ze zakon0 hydrauliky. PascalGv zakon frika,
jestlize na kapalinu v uzaviené nadobé puUsobi vnéjsi tlakova sila, pak tlak
v kazdém misté kapaliny vzroste o stejnou hodnotu. To plati i pro vodu
v tlakové komore a oSetfeni zvySenym hydrostatickym tlakem muze vést
k rutinni 100% triploidizaci. Autorsky tym toto ovéfil pro vSechny tfi studované
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druhy lososovitych ryb. Lze tedy konstatovat ve shodé s predchozimi
pracemi Havelky a kol. (2012, 2014), ze pfi dodrzeni stanovenych parametrt
je Sok hydrostatickym tlakem s relativné kratkou expozi¢ni dobou Setrné;jsi
k oplozenym jikram a G¢innéjsi v indukci triploidie u téchto druhl nez provozné
jednodussi teply Sok.

3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Tlakovy Sok cili Sok zvySenim hydrostatického tlaku se na zakladé dosa-
vadnich vysledkt jevi jako velmi perspektivni metoda k produkci triploidnich
ryb. Tato metodika poskytuje nejnovéjsi prehled o moznostech vyuziti moderni
mobilni tlakové jednotky pro indukci triploidie u lososovitych ryb v podmin-
kach pstruhaiské praxe pro zefektivnéni produkce triploidd k dalSimu vyuziti
jak v produkci trznich ryb, tak i pro vysazovani do rybarskych revirG tam, kde
sterilita nebo substerilita triploidd zabrani genetickym dopadim na zbytkové
plvodni populace nebo alespori tyto dopady omezi.

Metodika navazuje konkrétnimi priklady a novéjSimi moznostmi
na predchozi metodiky vénujici se problematice a metodickému postupu pfi
srovnani teplého Soku a Soku hydrostatickym tlakem u pstruha duhového
a sivena amerického (Havelka a kol.,, 2012 a 2014) s pouzitim plGvodniho
prototypu tlakové jednotky (Flajshans a kol., 2012). Predkladana metodika
vychazi zdosud nepublikovanych vysledkd poloprovoznich a provoznich ovéreni
Uspésnosti triploidizace Sokem hydrostatickym tlakem v rGznych pstruharskych
provozech CR (pstruhafstvi Annin, Klatovské rybarstvi a.s.; pstruzi lihef
Vazovec, MO CRS Turnov; rybi farma Busanovice; rybi farma Jelenka, Janovice
nad Uhlavou). Metodika se rovnéZ opirad o poznatky nékolikaletého vyzkumu
meiotickych poruch gametogeneze a biologie takto vzniklych polyploidnich
ryb, optimalizace biotechnologickych reprodukénich postupl v ramci projektu
projektu MSMT CR ¢ (€Z.02.1.01/0.0/0.0/16_025/0007370 Biodiverzita.
Vétsina z téchto poznatkd byla publikovana v odbornych védeckych ¢asopisech.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Vysledky zpracované formou certiflkované metodiky budou dostupné
odborné verejnosti. Maji potencial zvysit diversifikaci akvakulturni produkce
a zefektivnit produkci lososovitych ryb v provoznich podminkach ¢eské akva-
kultury. Pfredpoklada se zvySeni konkurenceschopnosti ¢eskych producentd
lososovitych ryb vic¢i dovozim ze zahranici a snizeni jejich zavislosti na dovozu
triploidnich jiker ze zahranidi, zefektivnéni produkce, snizeni nakladd, uplatné-
ni mistnich populaci a plemen lososovitych ryb. Perspektivou je rovnéz rozsi-
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feni nabidky trhu o novy typ produktu s pfidanou hodnotou (triploidni pstruh
o velké trzni hmotnosti, tzv. lososového typu). Nabizi se i potencial pro vysazo-
vani sterilnich ryb pro management sportovnich revir(i a volnych vod.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Metodika je zaméfena na zavadéni provozné efektivni a k oplozenym
jikram Setrnéjsi triploidizace lososovitych ryb, poloprovozni ovérovani tohoto
postupu v CR ve spolupraci s rybafskymi podniky a zavadéni tohoto postupu
v provoznim meéfitku s vyuzitim lokalnich populaci a domacich plemen
a linii namisto dosavadni praxe importu triploidnich jiker v ocnich bodech
ze zahrani¢i. V souc¢asné dobé vlivem importu stagnuje vyuZzivani mistnich
populaci lososovitych, podniky se stavaji zavislymi na dovozu a minimalizuji
vlastni hejna a vyuZzivani uz adaptovanych populaci. Cena triploidnich jiker
v o¢nich bodech je pfitom 1,5x az 2x vy$si nez cena béznych jiker. S ohledem
na trvalou udrzitelnost, minimalizaci moznosti transferu rGznych infek¢nich
onemocnéni ryb, zlepSeni welfare chovanych ryb a kvalitu produktu je nutné
u téchto postupld dale ovérit skute¢nou uzitkovost triploidd a ekonomickou
efektivitu jejich chovu.

Podle Situa¢ni a vyhledové zpravy RYBY za rok 2021 (www.eagri.cz) ¢eské
rybarstvi dosahlo produkce trznich ryb vroce prfedchozim na trovni 20 401 tun,
z toho ze specidlnich zafizeni (pfevazné ze pstruhaistvi) 1 120 tun. Produkce
lososovitych ryb tak cinila zhruba 5,49% z celkové ro¢ni produkce. Pozitivni
je, ze jestlize produkce lososovitych ryb v r. 2015 ¢inila 611 t, pak do r. 2020
se zvysila zhruba o tfetinu na 923t Zivé hmotnosti, coz doklada zlepsujici se
potencial této komodity. Z toho pstruh duhovy tvofil 767 t, tedy cca. 83 %,
a siven tvofil 230 t, tedy 24,9%. Pokud se zaméfime na pstruha duhového
jako komoditu, kde cena Zivé ryby kolisala za posledni obdobi mési¢né od 101
po 121 K¢/kg, pak napfiklad 5% zvySenim produkce pstruha zavedenim chovu
triploid by doslo ke zvySeni produkce o 38,35 t, coz by jen pfi zapocteni té
nejnizsi ceny prineslo akvakulture trzby vyssi o 3,87 mil. K& ro¢né.

Testovanim uzitkovosti triploidnich lososovitych ryb a vy3sim genetickym
potencidlem triploid& se autorsky tym FROV JU v soucasné dobé intenzivné
zabyva. Na zakladé ziskanych vysledki bude mozné zpresnit odhady
ekonomickych dopad@ indukované triploidie prezentované v této metodice.
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