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1. Úvod 

V dnešní akvakultuře se u širokého spektra rybích druhů často setkáváme 

s modernizací chovatelských postupů. Jedním ze způsobů, jak zlepšit uţitkové 

vlastnosti chované populace daného druhu ryby, je umělá indukce polyploidie. 

Nejčastěji se u ryb uměle indukuje triploidie. Umělá indukce triploidie se také nazývá 

triploidizace. Výzkumem indukce triploidních ryb a jejich biologickými a uţitkovými 

vlastnostmi se zabývala celá řada autorů uţ od 70. let 20. století.  

Především u sivenů amerických by měla triploidizace v akvakultuře velký význam, 

neboť triploidní ryby vykazují značné výhody. 

Patří mezi ně například úplná nebo genetická sterilita triploidních ryb. Odchované 

sterilní ryby jsou vhodné pro vysazování do volných vod, zejména do sportovních 

rybářských revírů, protoţe negativně geneticky nenarušují původní rybí populace, 

jelikoţ mezi nimi nedochází ke kříţení. U triploidních ryb se sniţuje agresivita a 

teritoriální chování, tím se zamezí vzniku vnějších poranění ryb, které vznikají 

napadáním samců stejného druhu a sníţí se tak úmrtnost ryb v intenzivních chovech 

Další velkou výhodou, kterou vykazují triploidní ryby, je jejich zvýšený růst. 

Diploidní jedinci vyuţívají část ţivin a energie z potravy do tvorby gonád a zrání gamet, 

kdeţto sterilní triploidní jedinci veškerou energii a ţiviny transformují do tělesného 

růstu. Uvádí se, ţe v závislosti na druhu triploidní ryby rostou aţ o 15 – 20 % rychleji 

neţ diploidní jedinci. Z toho důvodu by se dala produkce triploidních ryb aplikovat pro 

intenzivní chovy uţitkových ryb nebo také pro sportovní rybolov. V dnešní době 

sportovní rybáři vyhledávají stále častěji trofejní ryby a triploidizace je jednou 

z moţností, jak docílit toho, aby siveni dorůstali větších rozměrů. Neopomenutelnou 

předností triploidních jedinců je i zlepšení organoleptických vlastností masa, protoţe 

diploidní ryby v reprodukčním období mobilizují dostupné energetické zdroje, a mají 

tak např. méně tuku ve svalovině. 

Cílem této práce bylo v přehledové části zhodnotit způsoby triploidizace u ryb, její 

význam a způsoby stanovení triploidie. V experimentální části jsem se podílela na 

indukci triplodie u sivena amerického Salvelinus fontinalis v provozních podmínkách 

rybí líhně na Pstruhařství ČRS Kaplice, spol. s.r.o. za pomoci tlakového a teplého šoku.   
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2. Literární přehled 

2.1. Co je polyploidie? 

 Změny v počtu chromozomů a změny struktury DNA hrály rozhodující úlohu ve 

vývoji všech eukaryotních organismů. Nejdramatičtější změny nastaly přes proces 

známý jako polyploidie, při které dochází k násobení sádek chromozomů (Leggatt a 

Iwama, 2003). Organismy, jeţ mají v somatických buňkách více neţ dvě sádky 

chromozomů, se nazývají polyploidi (Piferrer a kol., 2009). S tímto jevem se můţeme 

setkat jak v rostlinné, tak v ţivočišné říši (Comai, 2005). Polyploidie byla zaznamenána 

u mnoha skupin obratlovců, jako jsou například savci, obojţivelníci a ryby (Pifferer a 

kol., 2009). Konkrétně u ryb je polyploidie rozšířena například u řádů bahníků, jeseterů, 

veslonosů a široce se vyskytuje napříč nadřádem Ostariophysi (Flajšhans a kol., 2013). 

Polyploidii rozdělujeme podle způsobu jejího vzniku na autopolyploidii a 

allopolyploidii (Comai, 2005). Autopolyploidie vzniká v rámci jednoho druhu, oproti 

tomu k allopolyploidii dochází v rámci mezidruhového kříţení (Flajšhans a kol., 2013; 

Pifferer a kol., 2009). 

Polyploidie můţe vzniknout buď narušením mitózy či meiózy (Ramsey a 

Schemske, 1998; Comai, 2005; Flajšhans a kol., 2013; Pifferer a kol., 2009), nebo 

vzácněji i za jiných podmínek (Flajšhans a kol., 2013). Jde-li o narušení mitózy nebo 

meiózy, hovoříme o autopolyploidii (Flajšhans a kol., 2013). Při autopolyploidii 

dochází k potlačení prvního nebo druhého meiotického dělení (Pifferer a kol., 2009). 

Důsledkem autopolyploidie je vznik gamet, které mají více neţ jednu sádku 

chromozomů. Při sloučení takových gamet s běţnými haploidními vzniká polyploidní 

zygota (Ramsey a Schemske, 1998; Comai, 2005). Autopolyploidii mohou vyvolat i 

okolní podmínky, které mohou způsobit poruchy při spojení vajíčka se spermií 

(Flajšhans a kol., 2013). Další moţností vzniku autopolyploidie je polyspermické 

oplození, při němţ dochází k vniknutí více spermií do vajíčka (Flajšhans a kol., 2013; 

Purdom, 1983).  

Druhou moţností vzniku polyploidního stavu je allopolyploidie. K allopolyploidii 

můţe dojít při kříţení dvou různých druhů nebo rodů ryb (Comai, 2005; Flajšhans 

a kol., 2013). Při hybridizaci vzdálených druhů můţe dojít k výrazným genetickým 
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změnám v důsledku rozdílných genomů obou rodičů (Flajšhans a kol., 2008). V Evropě 

se vyskytuje několik druhů ryb, které se mezidruhově kříţí, jako je například karas 

stříbřitý Carassius auratus a iberie ouklejovitá Iberocypris alburnoides (Ráb a kol., 

2006). U losovitých dochází v přírodních podmínkách ke kříţení pstruha potočního 

Salmo trutta a sivena amerického Salvelinus fontinalis. Vzniklý hybrid se nazývá 

tygrovaná ryba (McKay a kol., 1992).  

Jestliţe dochází k  allopolyploidii nebo autopolyploidii přírodní cestou bez zásahu 

člověka, hovoříme o spontánní polyploidii. (Flajšhans a kol., 2013).  

Polyploidní organismy označujeme v závislosti na počtu chromozomových sádek. 

Celkový počet chromozomových sádek je indikován prefixem, například tri - ( 3 ), tetra- 

( 4 ), penta - ( 5 ), hexa - (6 ), a okta - (8) (Comai, 2005). 

 

2.1.1. Výhody polyploidie 

Comai (2005) uvádí tři zdokumentované nebo zjevné výhody polyploidie. První 

dvě, heteróze a nadbytek alel, jsou výsledkem zdvojení genu. Heteróze autopolyploidů 

je výraznější neţ u diploidních jedinců z důvodu větší variability genomů (Auger a kol., 

2005).  

U hybridních allopolyploidních jedinců je heteróze vysoká z důvodu vzdáleného 

genomu rodičů obou druhů. Nadbytek alel chrání jedince před nepříznivými vlivy 

mutací. Třetí výhodou je nepohlavní, resp. jednopohlavní (unisexuální) rozmnoţování, 

které umoţňuje reprodukci jedincům některých polyploidních populací i v 

nepřítomnosti opačného pohlaví stejného druhu (Comai, 2005). Hlavní výhodou pro 

akvakulturu je sterilita nebo částečná sterilita polyploidních ryb (Benfey, 1999). 

Částečná sterilita vede k tvorbě aneuploidních gamet (Comai, 2005), které nedokáţí 

vytvořit ţivotaschopné potomstvo po oplození vajíčka (Ueda a kol., 1987). U některých 

čeledí mohou triploidní samci rozvíjet mnohem větší pohlavní ţlázy na rozdíl od 

triploidních samic a často také mohou produkovat funkční aneuploidní spermie (Benfey 

a kol., 1986; Solomon, 2003; Rottmann a kol., 1991). Důvod, proč se úroveň sterility 

triploidních ryb liší druhem a pohlavím, je zatím nejasný (Linhart a kol., 2006). 
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2.1.2. Nevýhody polyploidie 

Nevýhodou polyploidie je zvýšení obsahu genetického materiálů organismu, který 

obvykle zvyšuje velikost buňkya velikost jaderného obalu. To můţe mít za následek 

vytvoření fenotypových abnormalit, které mají vliv na zdraví organismu (Comai, 2005). 

Nevýhodou můţe být také nesnadné proniknutí diploidní spermie přes mikropyle jikry 

(Chourrout a kol., 1986). Hlavní nevýhodou uměle navozené polyploidie v akvakultuře 

je sníţená míra přeţití oproti diploidním protějškům (Solomon, 2003). 

 

2.1.3. Triploidie 

Jak uţ název napovídá, triploidní jedinci mají tři sádky (3n) chromozomů ve svých 

somatických buňkách, na rozdíl od běţného diploidního stavu, kdy somatické buňky 

obsahují pouze 2 sádky chromozomů (2n) (Benfey, 2001; Rottmann a kol., 1991). 

Vývoj gamet u diploidů pro pohlavní rozmnoţování se uskutečňuje pomocí meiotického 

buněčného dělení, které zahrnuje dvě následná jaderná dělení, ale jeden cyklus replikace 

DNA, coţ umoţňuje segregaci jedné kopie kaţdého homologního chromozómu do 

kaţdé nové gamety. Přítomnost jedné sady chromozómů v gametě (haploidie, 1n) a 

splynutí gamet při pohlavním rozmnoţování zajišťují znovunastolení diploidního stavu 

nového organismu (Flajšhans a kol., 2010; Rottmann a kol., 1991). V některých 

případech můţe dojít k občasnému selhání druhé fáze meiotického dělení, kdy se 

neoddělí druhé pólové tělísko, a to vede k přirozenému výskytu triploidních jedinců 

(Thorgaard a Gall,1979). Při cílené produkci triploidních jedinců dochází k indukci aţ 

po oplození jikry (Rottmann a kol., 1991). 

V přírodě jsou u několika druhů popsány přirozeně se vyskytující triploidní 

populace, většinou se jedná pouze o celosamičí populace, které se rozmnoţují se samci 

jiného druhu (Purdom, 1983). Autoři uvádějí například výskyt triploidních karasů 

stříbřitých a sekavců Cobitis spp. (Ráb a kol., 2006). 
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2.1.4. Tetraploidie 

Tetraploidie hrála roli ve vývoji mnoha ekonomicky důleţitých skupin ryb, včetně 

lososovitých (Allendorf a Thorgaard, 1984). Byl také zaznamenán přirozený výskyt 

tetraploidie u některých druhů ryb, například u piskoře dálnovýchodního Misgurnus 

anguillicaudatus, karase stříbřitého, parmy obecné Barbus barbus a sekavce 

nagasackého Cobitis biwae (Pandian a Koteeswaran, 1998).  

 

2.2. Indukce triploidie a tetraploidie 

Indukce triploidů je jiţ známa od čtyřicátých let dvacátého století (Ihssen a kol., 

1990). U mnoha druhů ryb bylo polyploidie dosaţeno působením různých fyzikálních 

(mechanických, teplotních, tlakových) a chemických šoků, jeţ blokují meiotické dělení 

a zabraňují oddělení druhého pólového tělíska z jikry v první hodině po oplození 

(Tiwary a kol., 2004; Pandian a Koteeswaran, 1998). Mechanické šoky se v produkční 

akvakultuře téměř nepouţívají, zejména z důvodu nízké účinnosti a vysoké mortality, 

zatímco další typy fyzikálních šoků jsou dnes často pouţívané k indukci polyploidie u 

ryb. Mezi ně řadíme šok chladový, tepelný a tlakový (Flajšhans a kol., 2013).  

Šok způsobuje v oplozené jikře depolymerizaci tubulinu, coţ je hlavní stavební 

látka dělícího vřeténka, které slouţí k oddělení druhého pólového tělíska. Proto nedojde 

k oddělení druhého pólového tělíska a výsledná jikra tak ponese 3 sádky chromozomů 

(1. sádka ze spermie, 2. z jikry, 3. z pólového tělíska) (Obr. č. 1) (Flajšhans a kol., 2010; 

Rottmann a kol., 1991; Tiwary a kol., 2004). 
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Obr. č. 1: Průběh indukce triploidie (upraveno podle Flajšhanse a kol., 2013) 

 

Tetraploidie můţe být indukována jak krátce před prvním mitotickým dělením, tak 

i před druhým nebo třetím dělením oplozené jikry (Nagoya a kol., 1990). V důsledku 

fyzikálního nebo chemického šoku dojde k inhibici cytokineze (Pandian a Koteeswaran, 

1998). Průběh indukce tetraploidie je znázorněn na Obr. č. 2. Tetraploidie byla 

indukována u druhů ryb, jako je například Megalobrama amblycephala, Misgurnus 

mizolepis (Pifferer a kol., 2009). V praxi se indukce tetraploidie na rozdíl od indukce 

triploidie u ryb dnes téměř nepouţívá. A to především z hlediska vysoké mortality a 

náchylnosti jedinců na vnější podmínky (Flajšhans a kol., 2008). 

 

 

 

Obr. č. 2: Průběh indukce tetraploidie (upraveno podle Flajšhanse a kol., 2013) 
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Indukce polyploidie je zaloţena na třech podmínkách, které je důleţité dodrţet a 

správně zkombinovat. První podmínkou je doba aplikace šoku po oplození jikry, druhá 

podmínka je intenzita šoku a třetí je expoziční doba šoku (Flajšhans a kol., 2013; Felip a 

kol., 1997). Přesné načasování a intenzita šoku je základem pro vysokou indukci 

polyploidie ryb, tyto proměnné závisí na druhu ryby a teplotě vody (Rottmann a kol., 

1991). Pro získání 100 % triploidního potomstva je nutné dodrţení přesného protokolu 

(Piferrer a kol., 2009), jenţ zahrnuje kritické hodnoty proměnných pro konkrétní rybí 

druh (Pifferer a kol., 2000; 2003). Indukce triploidie v kombinaci s hormonálním 

zvratem pohlaví můţe vést k vytvoření samičí, samčí, nebo celosterilní populace 

(Pandian a Koteeswaran, 1998). Teplotní a tlakové šoky jsou dnes obecně známými 

metodami indukce triploidních ryb (Solomon, 2003).  

 

2.2.1. Teplotní šoky 

Teplotní šoky jsou zaloţeny na přenesení oplozených jiker do lázně s vodou s 

výrazně niţší nebo vyšší teplotou. Teplotní šoky se dělí na chladový a teplý (Flajšhans a 

kol., 2013). Výhodami teplotních šoků jsou nízké náklady na realizaci, jednoduchost a 

vysoká účinnost (Tiwary a kol., 2004; Rottmann a kol., 1991). 

 

2.2.1.1. Chladový šok  

Chladový šok je zaloţen na přenesení oplozených jiker do lázně s výrazně niţší 

teplotou vody, neţ je přirozená teplota vody při inkubaci. Zchlazení vody se provádí 

ledem (Flajšhans a kol., 2008). Chladový šok začíná 2 aţ 7 minut u teplomilných druhů 

ryb a 15 aţ 20 minut u studenomilných druhů ryb po oplození jiker. Poté jsou jikry 

přemístěny do lázně s vodou o teplotě -1 aţ 4  °C po dobu od 2 do 20 minut (Pifferer a 

kol., 2009), tato doba je však závislá na druhu ryb. Existují případy, kdy chladový šok 

trvá i několik hodin (Flajšhans a kol., 2013). Chladový šok je účinnější především u 

teplomilných druhů ryb (Thorgaard a Gall, 1979), ale existují i výjimky. Například u 

tilápie Oreochromis niloticus byla zjištěna 100% indukce triploidie při tepelném šoku 

(Varadaraj a Pandian, 1988).  
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2.2.1.2. Teplý šok 

Teplý šok je zaloţen na přenesení oplozených jiker do lázně s výrazně vyšší 

teplotou vody, neţ je přirozená teplota vody při inkubaci. Teplé šoky se provádí 2-7 

minut u teplomilných a 15-20 minut u studenomilných druhů ryb po oplození jiker 

(Flajšhans a kol., 2013). Potom jsou jikry teplomilných ryb přemístěny do lázně s 

teplotou vody 34-41 °C po dobu 45 sekund - 3,5 minuty. U studenomilných ryb se jikry 

po oplození přemístí do lázně o teplotě vody 24-32 °C po dobu 10-25 minut (Pifferer a 

kol., 2009). Expoziční doba je rozdílná v závislosti na druhu ryby (Flajšhans a kol., 

2013). Výsledky tepelných šoků jsou velice variabilní a přeţití vzniklého triploidního 

potomstva můţe být nízké, zejména u raných stádií (Sütterlin a kol., 1987; Jungalwalla, 

1991). Úspěšnou aplikaci uvádí například Benfey (1989) u lososovitých ryb.  

 

2.2.2. Hydrostatický tlakový šok 

Indukce triploidie tlakovým šokem je zaloţena na náhlém zvýšení hydrostatického 

tlaku na oplozené jikry pomocí tlakové jednotky (Piferrer a kol., 2009). Tlaková 

jednotka je většinou válcovitá nádoba vyrobená z nerezové oceli. Nádoba je uzavřená, 

obsahuje píst, tlakoměr, pojistný ventil a externí hydraulický lis, který umoţňuje tlačit 

na píst (Rottmann a kol., 1991). Tato metoda, stejně jako jiné šoky, blokuje oddělení 

druhého pólového tělíska (Tiwary a kol., 2004). Proti tepelným šokům je tlakový šok 

účinnější (aţ 100 % účinnost) a umoţňuje větší produkci triploidního potomstva 

(Solomon, 2003). Rottmann a kol. (1991) uvádí, ţe tato metoda je nejdůslednější a 

nejrozšířenější pro komerční produkci triploidního pstruha duhového Oncorhynchus 

mykiss. U indukce triploidie pstruha duhového byla největší úspěšnost při tlaku 48 MPa, 

aplikovaném 40 minut po oplození jiker, po dobu 4 minut při teplotě 9,6 °C (Rottmann 

a kol., 1991). Pro všechny ryby je intenzita hydrostatického tlaku podobná a pohybuje 

se v rozmezí 58-85 MPa (Pifferer a kol., 2009). 
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Tato metoda byla úspěšně pouţita například u pstruha duhového, dánia 

pruhovaného Brachydanio rerio, kapra obecného Cyprinus carpio, tilápie nilské, lososa 

kisuč Oncorhynchus kisutch a jiných druhů ryb (Lou a Purdom, 1984;Hussain a kol., 

1991; Pifferer a kol., 2009). 

 

2.2.3. Mechanické šoky 

Mezi mechanické šoky patří otřesy a napichování jiker. Experimentálně byly tyto 

šoky testovány u kapra obecného. Docházelo k velkým ztrátám u potomstva, účinnost 

šoků byla velmi nízká, a proto se v dnešní době mechanické šoky nevyuţívají. 

(Flajšhans a kol., 2013). 

 

2.2.4. Chemické šoky 

Jedná se o aplikaci chemikálií, které zamezí odchodu pólového tělíska z oplozené 

jikry (Tiwary a kol., 2004). Metoda je zaloţena na působení tzv. vřeténkových jedů 

nebo inertních plynů, které mají vliv na dělící aparát buňky (Flajšhans a kol., 2013). 

Stejně jako u předchozích šoků i zde jsou ryby velmi citlivé na koncentrace chemických 

látek, počátek šoku a dobu jeho trvání (Beaumont a Fairbrother, 1991). Avšak indukce 

triploidie pomocí chemických látek se v akvakultuře dnes téměř nepouţívá (Flajšhans a 

kol., 2013). 

Chemické šoky byly aplikovány na oplozených jikrách lososa obecného Salmo 

salar s aplikací chemikálie cytochalasin B (Refstie a kol., 1977), podobná aplikace 

chemikálie kolchicinu byla pouţita na oplozených jikrách sivena amerického (Smith a 

Lemoine, 1979).  Mezi další vhodné chemikálie, které vyvolávají vysokou účinnost v 

produkci triploidů, patří například oxid dusný (aţ 79,7 % účinnost) a freon (Johnstone a 

kol., 1989). Další moţností můţe být vystavení spermií nebo čerstvě oplozených jiker 

pstruha duhového vysokým hodnotám pH a vápníku, coţ vede k vysokému výskytu 

triploidních jedinců (Ueda a kol., 1988). 
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2.2.5. Křížení 

Další moţností vzniku triploidního potomstva je kříţení tetraploidních a 

diploidních ryb (Solomon, 2003). Sheehan a kol. (1999) uvádí, ţe kříţením 

tetraploidních a diploidních ryb vznikne 100% triploidů. Hlavním problémem této 

metody je však odchov tetraploidních rodičů. Z důvodů jejich vysoké homozygotnosti a 

citlivosti vůči vnějším podmínkám není tento způsob získávání triploidů u ryb dnes 

vyuţívaný (Flajšhans a kol., 2008).  

 

2.3. Metody identifikace triploidie 

Protoţe indukce triploidie nemusí být vţdy úspěšná, je důleţité její ověřování 

(Rottmann a kol., 1991). Většina triploidních jedinců není morfologicky odlišitelná od 

diploidních jedinců svého druhu, a tudíţ byly navrţeny různé metody pro stanovení 

triploidie u ryb (Pandian a Koteeswaran, 1998). 

Triploidie je potvrzována přímými nebo nepřímými metodami. Mezi nepřímé 

metody patří měření jaderných a buněčných velikostí, počítání jadérek, měření objemu 

jádra Coulterovou metodou a anatomicko-morfologické rozdíly. Přímé metody zahrnují 

stanovení karyotypu, kvantifikaci obsahu DNA pomocí průtokové cytometrie, 

spektrofluometrie a mikrodenzitometrie (Flajšhans a kol., 2013). 

 

2.3.1.Nepřímé metody 

2.3.1.1.Měření jaderných a buněčných velikostí 

Měření rozměrů erytrocytů je nejjednodušší nepřímou metodou pro stanovení 

triploidie u ryb, ovšem tato metoda nepatří mezi nejpřesnější (Thorgaard a Gall, 1979). 

Princip metody je zaloţen na rozdílné velikosti erytrocytů triploidních a normálních 

diploidních jedinců. Jaderné a buněčné velikosti erytrocytů triploidních druhů ryb jsou 

větší, a to z důvodu vyššího mnoţství DNA (Small a Benfey, 1987). Metoda měření 

jaderných a buněčných velikostí byla úspěšně pouţita k identifikaci triploidie u amura 

bílého Ctenopharyngodon idella (Wattendorf, 1986) a lososa obecného (Benfey a 
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Sütterlin, 1984). Přesnost a spolehlivost této metody závisí především na druhu ryby, u 

lososa obecného se účinnost této metody pohybovala mezi 90-100% (Benfey a 

Sütterlin,1984), u pstruha duhového pouze 70,8% (Tambets a kol., 1991). 

 

2.3.1.2. Počítání jadérek 

Další nepřímou metodou je počítání jadérek. Triploidní buňka obsahuje tři jadérka, 

oproti diploidní buňce, která obsahuje pouze jádérka dvě (Tiwary a kol., 2004). Tato 

metoda byla aplikována například při identifikaci triploidního karase obecného 

Carassius carassius, kapra obecného (Cherfas a Ilyasova, 1980), sumce velkého Silurus 

glanis (Linhart a Flajšhans, 1995) a pstruha duhového (Al-Sabti, 1995). 

 

2.3.1.3.Coulterova metoda 

Coulterova metoda (impedanční) je vyuţívána nejen pro identifikaci triploidie u 

ryb, ale také k analýze krve u lidí a zvířat. Principem této metody je zjištění a změření 

velikosti buňky pomocí vodivého roztoku a elektrod (velikost elektrického impulsu je 

přímo úměrná buněčnému objemu) (Flajšhans a kol., 2013). Poprvé byla u ryb tato 

metoda testována u amura bílého (Wattendorf, 1986). 

 

2.3.1.4. Morfologicko-anatomické odlišnosti triploidů 

Morfologické rozdíly mezi diploidními a triploidními jedinci nejsou u většiny 

druhů ryb patrné (Tiwary a kol., 2004). Ovšem u některých druhů, jako je například 

amur bílý, kapr obecný, tolstolobik pestrý Arisichthys nobilis, byly popsány 

morfologické rozdíly, na jejichţ základě je moţné triploidní jedince od diploidních 

rozeznat (Tiwary a kol., 1999). Cassani a kol. (1984) uvádí aţ 95% přesnost vizuálního 

rozlišení triploidního kapra obecného a tolstolobika pestrého od normálních diploidních 

jedinců. Na rozdíl u druhů, jako je například pstruh duhový, jsou triploidní jedinci od 

jedinců diploidních morfologicky nerozeznatelní (Leary a kol., 1985). 
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Solomon (2003) uvádí, ţe morfologická změna můţe nastat během výtěrového 

období, kdy jsou diploidní ryby ve svatebním šatu a triploidním rybám zůstává běţné 

zbarvení. 

Z anatomického hlediska bylo zaznamenáno několik rozdílů mezi triploidními a 

diploidními druhy (Tiwary a kol., 2004). Prvním rozdílem je rozdělení sleziny u 

některých triploidů, např. u pstruha duhového (Okada, 1985). Druhým rozdílem jsou 

gonády a jejich vývoj, který se však liší v závislosti na druhu a pohlaví ryb (Tiwary a 

kol., 2004). Například u pstruha duhového měly triploidní samice pouze řetězec oogonií 

a ţádné primární oocyty ve vaječníku, u triploidních samců byla varlata podobná jako u 

normálních diploidních pstruhů, avšak obsah varlat obsahoval pouze spermatidy, 

spermatocyty a málo pohyblivých spermií (Lincoln a Scott, 1983). U triploidního 

pstruha duhového bylo pozorováno zvětšení mnoha orgánů a tkání, včetně mozku, 

svalů, sítnice, jater a sleziny (Benfey, 1999). 

Nicméně tyto poměrně velké anatomické rozdíly nemají zásadní vliv na fyziologii, 

chování a celkovou funkci organismu ryb (Solomon, 2003). 

 

2.3.2.Přímé metody 

2.3.2.1. Počítání chromozomů v buňkách 

Jednou z přímých metod pro přesnou identifikaci triploidie u ryb je počítání 

chromozomů v buňkách (Thorgaard, 1983). Tato metoda je však velice časově náročná 

a jedinec, u něhoţ je ploidie ověřována, musí být usmrcen (Tiwary a kol., 2004). 

Někteří autoři ale tvrdí, ţe je moţné připravit vzorky z ploutví, které jsou schopny 

regenerace (Tiwary a kol., 1997), nebo z kultury lymfocytů (Thorgaard a Gall, 1979), 

aniţ by ryba musela být usmrcena (Tiwary a kol., 2004). 

 

2.3.2.2.Kvantifikace obsahu DNA  

Kvantifikace obsahu DNA se provádí nejčastěji pomocí instrumentálních metod, 

mezi které patří průtoková cytometrie, spektrofluometrie a mikrodenzitometrie. 

Základem této metody je permeabilizace buněčné membrány a obarvení DNA a 
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následné měření fluorescence. Výsledkem metody je histogram, který udává intenzitu 

fluorescence daných vzorků. Triploidní vzorek je na histogramu zobrazen výše neţ 

diploidní vzorek, a to 1,5x (Flajšhans a kol., 2013). 

 

2.3.2.2.1. Průtoková cytometrie 

Průtoková cytometrie je dnes často pouţívanou metodou pro identifikaci mnoha 

druhů triploidních ryb, jejíţ hlavní výhodou je především rychlost a přesnost (Flajšhans 

a kol., 2013). Nevýhodou jsou vysoké pořizovací náklady (Benfey, 2001).  

Tato optická metoda je zaloţena na měření částic fluorescence poté, co byla DNA 

obarvena specifickým barvivem, jako je například proprium jodid (Flajšhans a kol., 

2013). Obarvený vzorek je dále identifikován v Ortho Cytofluorografu (Allen, 1983). 

Stanovení triploidie můţe být prováděno u embryí, larev, ale i u dospělých jedinců 

z buněk krve a tkání (Flajšhans a kol., 2013). 

Úspěšně byla tato metoda pouţita pro identifikaci triploidů pstruha duhového 

(Thorgaard a kol., 1992). Podle Flajšhanse a Vajcové (2000) byla identifikace pomocí 

průtokové cytometrie aplikována na různých úrovních polyploidie u jeseterů (Acipenser 

ruthenus, A. gueldenstaedti A. baerii). 

 

2.3.2.3. Proteinová elektroforéza 

Proteinová elektroforéza je zaloţena na oddělování proteinů z tkání (Flajšhans a 

kol., 2013). Na separaci proteinů jsou pouţívány vzorky svalového myogenu nebo 

keratinu (Liu a kol., 1978). Metoda byla úspěšně aplikována například u triploidního 

mořana japonského Pagrus major (Sugama a kol., 1992). 

 

2.4. Užitkové vlastnosti triploidů 

Hlavní výhodou triploidních ryb je jejich sterilita, která můţe přispět k zachovávání 

původních rybích populací. V případě úniku těchto ryb do volných vod nedojde k jejich 

rozšíření ve volné přírodě (Benfey, 2001; Solomon, 2003) a následně ke kříţení, které 
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by způsobilo prolínání genetického materiálu (Rottmann a kol., 1991). Pokud je nutné 

vysazování nepůvodních druhů ryb do míst, kde to legislativa zakazuje, jsou vhodní 

právě triploidní jedinci, kteří negativně nenarušují danou lokalitu. Jedná se například o 

vysazování triploidního amura bílého. Ten sniţuje mnoţství vodního porostu, například 

v USA a na Novém Zélandě (Flajšhans a kol., 2008).  Další výhodou triploidních ryb je 

rychlejší růst.  

U diploidních jedinců je energie v době dospívání pouţita pro vývoj pohlavních 

orgánů, zatímco u triploidů pro jejich celkový růst (Rottmann a kol., 1991; Flajšhans a 

kol., 2010). V období pohlavního dospívání jsou také u triploidů výrazně ovlivněny 

organoleptické vlastnosti masa. Například u pstruha duhového byl u polyploidních 

jedinců popsán niţší obsah vody v mase a vyšší obsah tuku ve svalovině (Lincoln, 

1987). Buchtová a kol. (2005) se v souvislosti s organoleptickými vlastnostmi masa 

zabývala chemickým sloţením masa u triploidních línů obecných Tinca tinca a dospěla 

k názoru, ţe triploidní líni mají vyšší obsah tuku ve svalovině a lepší chemické sloţení 

masa neţ diploidní jedinci. 
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3. Materiál a metodika 

Experimentální část byla prováděna v rámci pilotního projektu Pstruhařství ČRS 

Kaplice, spol. s.r.o. z programu OP Rybářství č.CZ.1.25/3.4.00/11.00374 „Ověření 

technologie hromadné indukce triploidie u sivena amerického v provozních 

podmínkách“.Celý proces probíhal v provozních podmínkách firmy.  Laboratorní 

analýzy byly provedeny v laboratoři VÚRH FROV JU ve Vodňanech.  

Experiment byl rozdělen do několika fází. V první fázi se jednalo o přípravu a 

výběr generačních ryb, v druhé fázi byl proveden výtěr a oplození jiker, třetí fáze byla 

zaměřena na indukci triploidie pomocí fyzikálních šoků (teplého a tlakového), ve čtvrté 

fázi proběhla inkubace jikera v poslední páté fázi byla ověřována účinnost triploidie na 

rozplavaném plůdku. 

 

3.1. Charakteristika generačních ryb 

Měli jsme k dispozici 135 ks generačních ryb sivena amerického Salvelinus 

fontinalis, z toho 50 samic (jikernaček) a 85 samců (mlíčáků). Generační ryby byly ve 

věku 3-4 let a jejich průměrná hmotnost se pohybovala mezi 500-1000g. 

Do předvýtěrového období byly ryby umístěny na ţlabech v areálu pstruhařství. 

Následně byly sloveny a přemístěny do předem vydezinfikovaných manipulačních 

nádrţí v rybí líhni. Zde se provádělo třídění generačních ryb dle pohlaví, aby 

nedocházelo ke spontánnímu výtěru a několik dní byla v pravidelných intervalech 

kontrolována zralost pohlavních produktů a připravenost ryb k umělému výtěru. 

Pozornost byla věnována především jikernačkám, u kterých v době připravenosti na 

výtěr, docházelo k samovolnému uvolňování jiker z dutiny břišní jiţ při mírném tlaku 

na břišní partie. Hormonální stimulace ryb nebyla provedena.  
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3.2. Umělý výtěr a oplození jiker 

Bezprostředně před samotným výtěrem se prováděla anestezie generačních ryb ve 

vodní lázni. Lázeň byla připravena ve vaničce o objemu 50 litrů, do které byl přidán 

hřebíčkový olej v koncentraci 0,03 ml.l
-1

. Generační ryby se nechaly v připravené vodní 

lázni aţ do doby ztráty reflexů.  Následně se přistoupilo k umělému výtěru. 

Nejdříve se vytíraly jikernačky, které se  po vyjmutí z anestezie otřely vlhkým 

hadrem, aby se zamezilo kontaktu pohlavních produktů s vodou. Jikry s ovariální 

tekutinou byly uvolňovány mírným masírováním dutiny břišní do předem připravené a 

pečlivě vysušené plastové misky. U samců se postupovalo stejným způsobem, mlíčí 

bylo odebíráno do předem vysušených plastových kádinek. Kádinky a misky se předem 

zváţily, aby mohly být následně zjištěny hmotnosti čistých pohlavních produktů. 

Oplození bylo provedeno suchou německou metodou, kdy se nejdříve smíchají 

jikry (i s ovariální tekutinou) s mlíčím a poté se přidá voda, nebo aktivační roztok, pro 

aktivaci pohlavních produktů. Ke směsi jiker z několika samic bylo přidáno mlíčí samců 

(heterospermické oplození), v poměru 3 ml heterospermatu na 100 ml jiker. Po 

osemenění proběhla aktivace pohlavních produktů vodou z líhně o teplotě10°C, poměr 

vody a oplozených jiker byl 2:1. Voda byla temperována na 10°C teplotu 2kW 

závěsnými termostaty (Julabo GmbH, Německo). Čas, kdy došlo k oplození gamet byl 

označen jako čas 0 minut 

Oplozené jikry byly uchovávány při teplotě 10 °C a po 1,5 minutě od času 0 minut, 

bylo započato postupné promývání jiker vodou o stejné teplotě, aby se eliminovala 

jejich lepkavost a odstranily se veškeré zbytky spermatu. Po důsledném propláchnutí 

jiker se přistoupilo k indukci  triploidie. 
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3.3. Indukce triploidie 

3.3.1. Technologické sestavy pro indukci triploidie 

Technologické sestavy, které se pouţily pro realizaci celého experimentu, byly 

připraveny ještě před výtěrem. Obsahovaly tři odkulovací ţlaby, do kterých byly 

přeneseny vloţky s jikrami. V kaţdém ze dvou ţlabů, ve kterých se provádělo 

temperování vody na 10 °C, byl zavěšen 2 kW termostat (Julabo, GmbH, Německo) a 

jeden ţlab ještě navíc obsahoval čerpadlo o výkonu 700 l.h-l s hadicovým rozvodem. 

Třetí odkulovací ţlab, ve kterém byla indukována triploidie teplým šokem, obsahoval 

dva 2 kW závěsné termostaty, aby mohla být teplota vody zvýšena na 28 °C, a čerpadlo 

pro cirkulaci vody (Obr. č. 3). 

Pro indukci tlakového šoku byla pouţita tlaková jednotka, která se skládala 

z vysokotlakého kompresoru s pojistným ventilem, kterým byl stlačený vzduch dodáván 

pomocí vysokotlaké hadice a redukčního ventilu do násobiče, díky kterému došlo 

k vytvoření poţadovaného tlaku uvnitř tlakové nádoby. Celá tlaková jednotka byla 

registrována Úřadem průmyslového vlastnictví ČR jako uţitný vzor č. 23378 (Flajšhans 

a kol., 2012). 

 

 

Obr. č. 3: Schéma odchovných ţlabů pro inkubaci jiker na Pstruhařství Kaplice spol. s.r.o. 
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3.3.2. Indukce triploidie teplým šokem 

Jikry, pro indukci teplým šokem a jikry, které slouţily jako kontrolní skupina byly  

přeneseny  na vloţky do ţlabů se stálou teplotou 10 °C . 

Po 15 minutách od oplození se vloţky s jikrami pro indukci teplým šokem přenesly 

do ţlabu, ve kterém byla teplota  vody zvýšena termostatem na 28 °C  a zde se 

ponechaly po dobu 10 minut. Poté byly vloţky z teplé lázně vyjmuty a přeneseny do 

odkulovacích ţlabů se stálou teplotu 10°C , kde se jikry inkubovaly aţ do vykulení . 

 

3.3.3. Indukce triploidie tlakovým šokem 

Jikry, které slouţily pro indukci triploidie tlakovým šokem, byly po 17 minutách od 

aktivace gamet nality společně s vodou o teplotě 10 °C do tlakové nádoby, ve které se 

teplota vody pohybovala  téţ  na 10 °C. Postupně byl v tlakové nádobě vyvoláván tlak 

aţ na hodnotu 65,6 MPa. Šok trval 5 minut (expoziční doba šoku), po ukončení šoku 

byl vypuštěn přebytečný tlak z nádoby a jikry byly společně s vodou přemístěny na 

vloţky a  následně přeneseny do odkulovacích ţlabů s teplotou 10 °C , zde se ponechaly 

aţ do vykulení. 

 

3.4. Inkubace jiker 

Inkubace oplozených jiker probíhala na vloţkách ve ţlabu. Jikry na vloţkách byly 

rozloţeny v jedné, maximálně ve dvou vrstvách z důvodu lepší kontroly, snazšího 

odebírání odumřelých jiker a správného promývání jiker čerstvou, okysličenou vodou. 

Během celé inkubace bylo o jikry pečováno. Pravidelně byla sledována teplota a kvalita 

vody, odstraňovaly se odumřelé a zaplísněné jikry, aby nedocházelo k organickému 

znečišťování vody a k dalšímu sekundárnímu zaplísnění ostatních jiker. Přesný počet 

odstraněných jiker se pečlivě zaznamenával. Při inkubaci nebyly aplikovány ţádné 

protiplísňové koupele. 
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3.5. Ověřování triploidie 

Triploidie se ověřovala u rozplavaného plůdku ve stáří 200 d° po vykulení. 

Ověřování proběhlo v Laboratoři molekulární, buněčné a kvantitativní genetiky FROV 

JU, kam byl plůdek převezen v polyetylenových vacích s kyslíkovou atmosférou. 

V laboratoři se přistoupilo k přípravě vzorků pro analýzu na průtokové cytometrii, 

následujícím způsobem. 

Plůdek byl usmrcen předávkováním CO2. Poté byl individuálně přenesen na 

hodinové sklíčko, přední část odříznuta za ţloutkovým váčkem a odpreparovaná ocasní 

část byla opláchnuta fyziologickým roztokem.  

Tkáň byla rozstříhána nůţkami na menší kousky a poté bylo přidáno 0,5 ml 

fyziologického roztoku a pokračovalo se v rozstříhávání tkáně, aby se buňky dostaly do 

připravovaného preparátu. Mikropipetou bylo přidáno 200 µl DAPI Solution A (Partec 

GmbH, Německo), ve kterém se buňky začaly lyzovat, nůţkami byly ještě tkáně krátce 

rozmělněny a následně se nechaly buňky 10 minut uvolňovat. 

Po deseti minutách byla čistou Pasteurovou pipetou odsáta tekutina s lyzovanými a 

uvolěnými buňkami, která byla překapána přes filtr do 3,5 ml zkumavky pro flow 

cytometrii.  

Mikropipetou bylo přidáno 1000 µl roztoku DAPI SOLUTION B. Zkumavka byla 

uzavřena plastovým uzávěrem a krátce roztřepána na třepačce a nechala se 10 minut 

odstát. 

Připravené vzorky se analyzovaly na relativní obsah DNA průtokovým cytometrem  

Partec CCA I ((Partec GmbH, Německo). Vzorky z normálního oplození (bez pouţití 

šoku) slouţily jako diploidní kontrola. 
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4. Výsledky 

V této kapitole jsou rozděleny výsledné hodnoty celého experimentu (oplozenost 

jiker, líhnivost, ověřování účinnosti a porovnání teplého a tlakového šoku a jejich 

zhodnocení). 

 

4.1. Oplozenost jiker 

Oplozenost jiker v kontrole (jikry diploidního sivena amerického inkubované bez 

šoku) byla 89,1 %, tato hodnota je nadprůměrná a vypovídá o správném postupu při 

umělém výtěru. Oplozenost jiker sivena amerického po teplém šoku k indukci triploidie 

byla 83,2 % a po tlakovém šoku k indukci triploidie 83,9 % (Graf č. 1). Hodnota 

oplozenosti jiker po teplém šoku dosahovala 90% kontroly a po tlakovém 94,2 % 

kontroly. 

 

Graf č. 1: Porovnání % oplozenosti jiker mezi jednotlivými šoky a kontrolou. 
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4.2. Líhnivost 

Líhnivost jiker v kontrole (jikry diploidního sivena amerického inkubované bez 

šoku) byla na úrovni 88,4 %. Tato hodnota je nadprůměrná a vypovídá o správném 

postupu během celé inkubace. Při inkubaci jiker po teplém šoku byla zjištěna líhnivost 

na úrovni 80,3 %. Líhnivost u jiker po tlakovém šoku byla vyšší oproti šoku teplému a 

pohybovala se na úrovni 83,4 % (Graf č. 2). Z celkem 9 500 jiker podrobených teplému 

šoku bylo získáno 7 630 ks plůdku sivena a z celkem 29 100 jiker podrobených 

tlakovému šoku bylo získáno 24 260 ks plůdku sivena (Tab.č. 1). 

 

Graf č.2 : Porovnání % líhnivosti jiker mezi jednotlivými šoky a kontrolou. 
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4.3. Výsledek ověřování účinnosti triploidie u teplého a 

tlakového šoku 

Ověřování účinnosti obou typů šoku k indukci triploidie u plůdku sivena 

amerického bylo provedeno na základě metody průtokové cytometrie. U 21 kusů plůdku 

z kontrolní skupiny byl zjištěn relativní obsah DNA na kanále 98,59 ± 5,56 (průměr ± 

S.D.) s variačním koeficientem (CV)  3,91 ± 1,04 . Všech 21 kusů plůdku bylo 

diploidních. 

U 30 kusů plůdku z varianty s indukcí triploidie teplým šokem byl u triploidů (24 

ks ze 30) zjištěn relativní obsah DNA na kanále 158,16 ± 16,16 s variačním 

koeficientem 2,79 ± 0,61. U zbylých ryb byl relativní obsah DNA na kanále 107,75 ± 

3,62 s variačním koeficientem 3,95 ± 0,39, jednalo se tedy o diploidy. Triploidie byla 

úspěšně indukována u  80 % plůdku. 

U 30 kusů plůdku z varianty s indukcí triploidie tlakovým šokem byl zjištěn 

relativní obsah DNA na kanále 146,01 ± 15,46 s variačním koeficientem 5,04 ± 2,07. 

Všech 30 ks bylo triploidních. Triploidie byla tedy úspěšně indukována u 100% 

analyzovaného plůdku.  

Porovnání relativního obsahu DNA je uvedeno v Grafu č. 3. Porovnání variačního 

koeficientu je uvedeno v Grafu č. 4. A porovnání vzorků diploidního a triploidního 

plůdku sivena jsou znázorněny na obrázku z histogramu průtokové cytomerie (Obr. č. 

4). 
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Graf č. 3 : Porovnání relativního obsahu DNA (průměr ± S.D.) u tří skupin vzorků (kontrola, 

teplý a tlakový šok). 

 

 

Graf č.4: Porovnání variačního koeficientu hodnot relativního obsahu DNA u tří skupin vzorků 

(kontrola, teplý a tlakový šok). 
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Obr. č. 4:Histogram směsného vzorku buněk diploidního a triploidního plůdku sivena z 

průtokové cytometrie (Partec CCA I). Relativní obsah DNA diploidního (2n) sivena je na 

kanále 100, relativní obsah DNA triploidního (3n) sivena je na kanále 150.  

 

 

U indukce teplým šokem byla zjištěna účinnost 80 %, tedy ze 7 630 ks plůdku 

sivena byla triploidizace úspěšná u 6 104 ks. U indukce tlakovým šokem byla zjištěna 

100 % indukce triploidie, tedy všech 24 260 ks plůdku bylo triploidních (Tab. č. 1). 

Účinnost triploidizace je znázorněna na Grafu č. 5. 
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Graf č.5: Porovnání účinnosti triploidizace u obou typů šoků. 

 

4.4. Porovnání a zhodnocení teplého a tlakového šoku  

Tlakový šok se ukázal jako výhodnější a to především z hlediska účinnosti 

triploidizace, oplozenosti jiker a líhnivosti plůdku oproti výše zmíněnému teplému 

šoku, který je však jednodušší na provoz, méně finančně nákladný, protoţe pro jeho 

aplikaci není potřeba tlaková jednotka. Přehled všech zjištěných hodnot je uveden 

v Tab. č. 1. 

 

Tab. č. 1: Přehled zjištěných hodnot oplozenosti, líhnivosti a účinnosti šoku. 
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5. Diskuze 

5.1. Oplozenost a líhnivost jiker 

Generační siveni byli ve věku 3-4  let, coţ je ideální věk z hlediska výtěrových 

charakteristik (Příhoda a Komínek, 1977). A to především v souvislosti s inkubací a 

líhnivostí, protoţe u mladších generačních ryb byly zjištěny velké ztráty plůdku, a to 

80-100 % (Příhoda a Komínek, 1977). Ryby byly v dobré kondici, před výtěrem byly 

chovány v zemních rybnících v areálu pstruhařství. Generační siveni nebyli hormonálně 

stimulováni. Výtěr probíhal klasickou německou metodou (Kouřil a kol., 2008), na 

rozdíl od metody ruské, která se pouţívá například při výtěru sivena amerického na 

pstruhařství Ţichovice (Senft, úst. sděl., 2013), je tato metoda jednodušší a méně časově 

náročná. Jako aktivační roztok pro oplozené jikry se pouţila voda z líhně o teplotě 10 

Cº. Při pouţití aktivačních roztoků solí nebo organických sloučenin by se mohla ještě 

částečně oplozenost zvýšit vlivem prodlouţeného pohybu spermií (Kouřil a kol., 2008). 

Oplozenost u kontroly, u teplého a tlakového šoku byla vysoká, dobrému výsledku 

napomohl správný postup jak při umělém výtěru, tak při samotné indukci triploidie. Při 

podobném postupu umělého výtěru sivena a jiných příbuzných ryb se stejnými, nebo 

podobnými výtěrovými charakteristikami by se mělo postupovat stejně a teplota 

oplozovacího roztoku by se neměla lišit. Po oplození byly jikry inkubovány na vloţkách 

s teplotou vody 10 Cº. Tato teplota je standardní pro inkubaci jiker lososovitých ryb, při 

příliš nízkých teplotách by se prodlouţila doba inkubace a tím by se mohla zvýšit 

úmrtnost jiker. Při pouţití vyšší teploty by se inkubační doba zkrátila, ale výsledná 

líhnivost by byla niţší (Kouřil a kol., 2008). 

Líhnivost jiker v kontrole (jikry diploidního sivena amerického inkubované bez 

šoku) byla vysoká. U obou šoků byla zjištěna líhnivost nad 80 %, coţ je pouze o <8 % 

menší líhnivost neţ v kontrole. U jiker indukovaných tlakovým šokem byla vyšší 

líhnivost o 3,1 %, tento výsledek potvrzuje vyšší líhnivost plůdku triploidů lososovitých 

ryb indukovaných tlakovým šokem oproti teplému šoku (Haffray a kol., 2007). 
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5.2. Účinnost tlakového šoku 

V provozním měřítku se u sivena amerického osvědčila hodnota tlakového šoku od 

50 MPa (Boulanger, 1991) do 65 MPa (Deeley a Benfey, 1995).  Náš experiment 

indukce triploidie tlakovým šokem byl započat 17 minut po oplození  a hodnota tlaku 

byla 65,6 MPa po dobu 5 minut. Tyto hodnoty jsou v rozmezí hodnot pro indukci 

triploidie u lososovitých ryb, které uvádí Piferrer a kol. (2009): začátek šoku 15-20 

minut po oplození, intenzita 58-85 MPa a doba expozice 6 minut. Těmito proměnnými 

bylo indukováno 100 % triploidů. Tento výsledek je výborný a hovoří o správném 

postupu během celého experimentu. Janček (2000) uvádí, ţe je důleţité dbát na dobu 

aplikace šoku, příliš brzký, nebo naopak příliš pozdní šok můţe zcela zásadně ovlivnit 

indukci. Optimální hodnoty pro pouţití tlakového šoku u sivena, kdy byla provedena 

100 % indukce triploidie, uvádí Arai a kol. (1989) při aplikaci šoku 10 minut po 

oplození po dobu 6 minut a intenzitě tlaku 68,6 MPa. Při stejné intenzitě tlaku po dobu 

7 minut a začátku šoku 12 minut po oplození byla zjištěna 90 % indukce triploidie (Arai 

a kol., 1989). Janček (2000) uvádí, ţe aplikace tlakového šoku 30 minut po oplození 

sniţuje výsledek účinnosti indukce triploidie. V porovnání s jinými lososovitými 

rybami, kdy například McGeachy a kol. (1995) uvádí 85-88 % účinnost při triploidizaci 

tlakovým šokem u lososa obecného Salmo salar při tlaku 65,5 MPa po dobu 5 minut se 

začátkem šoku 30 minut po oplození jiker.  

 

5.3. Účinnost teplého šoku 

Ověřování technologie teplého šoku pro indukci triploidie sivena proběhlo 15 

minut po oplození v lázni o teplotě vody 28 Cº po dobu 10 minut. Aplikací teplého šoku 

jsme dosáhli 80 % indukce triploidie, tato indukce je v celku úspěšná. Podobných 

výsledků dosáhl i Janček (2000) při délce šoku 10 minut o teplotě vody 28-29 Cº. 100 

% indukci uvádí Scheerer a Thorgaard (1983) při podobných parametrech, jaké uvádí 

Janček (2000). Arai a kol. (1989) uvádí na základě svého experimentu, ţe největší 

účinnost indukce triploidie teplým šokem u sivena (80 %) byla získána při aplikaci šoku 

10-20 minut po oplození, tito triploidi měli však nízkou líhnivost (0-31 %). Nejlepší 

výsledky, poměru líhnivosti a účinnosti indukce byly při aplikaci šoku 30 minut po 

oplození, kdy účinnost indukce byla 70 % a líhnivost 79 %, teplý šok započatý po 45 
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minut od oplození měl nejhorší výsledky indukce (Arai a kol., 1989). Dubé a kol. 

(1991) uvádí nejlepší výsledky pro indukci triploidie u sivena při aplikaci šoku 15 minut 

po oplození o teplotě vody 28 Cº a délkou expozice 10 minut, při těchto hodnotách 

dosáhl Dubé a kol. (1991) 100 % účinnosti indukce s 42 % přeţitím, takţe náš 

experiment potvrdil jejich výsledky. 

Úspěšnost teplého šoku u sivena je pravděpodobně vyšší, neţ u indukce šokem 

chladovým (Tiwary a kol., 2004). 

Pro ostatní losovité ryby uvádí Piferrer a kol. (2009) dobu aplikace šoku 15-20 

minut po oplození o teplotě vody 34-41 Cº. U pstruha potočního byla zjištěna 100 % 

indukce triploidie 15 minut po oplození při teplotě vody 28 Cº po dobu 10 minut 

(Scheerer a Thorgaard, 1983). 

Účinnost teplého šoku můţe být podle Jungalwalla (1991) velmi variabilní a pro 

celkové posouzení indukce by bylo nutné více opakování. Také přeţití vylíhlého 

plůdku, podle některých autorů, můţe být velmi nízké a to zejména u raných stádií 

(Sütterlin a kol., 1987). Záleţí také na kvalitě jiker a citlivosti jiker daného druhu 

(Flajšhans, 1989). 

 

5.4. Porovnání a zhodnocení teplého a tlakového šoku 

      U obou šoků šlo pouze o ověření dříve úspěšné indukce triploidie v laboratorním 

měřítku, nešlo tedy o sérii experimentů zaměřenou na nalezení ideální kombinace 

proměnných veličin tlakového a teplého šoku.  

Podle Lincolna (1989) se při tlakovém šoku dosáhne lepší úspěšnosti indukce 

triploidie u lososovitých ryb neţ je tomu u šoku teplého. Výsledky tuto teorii potvrdily a 

tlakový šok se ukázal jako výhodnější a to především z hlediska účinnosti triploidizace, 

oplozenosti jiker a líhnivosti plůdku oproti výše zmíněnému teplému šoku, který je však 

jednodušší na provoz, méně finančně nákladný, protoţe pro jeho aplikaci není potřeba 

tlaková jednotka. Cena tlakové jednotky se pohybuje mezi 400 000- 500 000 Kč 

(Flajšhans, úst. sděl., 2014). 
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6. Závěr 

Cílem této práce byla indukce tripliodie u sivena amerického Salvelinus fontinalis 

v provozních podmínkách rybí líhně na Pstruhařství ČRS Kaplice, spol. s.r.o. za pomoci 

tlakového a teplého šoku a  následné vyhodnocení výsledků.  

Práce byla vykonávána v rámci pilotního projektu z programu OP Rybářství 

č.CZ.1.25/3.4.00/11.00374 „Ověření technologie hromadné indukce triploidie u sivena 

amerického v provozních podmínkách“. Teplý šok spočíval v přenesení jiker do lázně 

s vodou o teplotě 28°C, coţ je teplota o 18°C vyšší, neţ je přirozená teplota inkubace 

jiker u sivena amerického, a zde byly jikry ponechány po dobu 10 minut. Indukce 

triploidie tlakovým šokem byla provedena pomocí tlakové jednotky, která byla 

registrována Úřadem průmyslového vlastnictví ČR jako uţitný vzor č. 23378. Jikry byly 

v tlakové nádobě vystaveny tlaku o síle 65,6 MPa. 

Získané výsledky potvrdily moţnost triploidizace sivena amerického v provozních 

podmínkách pomocí tlakového a teplého šoku. Hromadná triploidizace  tlakovým 

šokem  byla v České republice u sivena amerického prováděna poprvé, přičemţ se 

ukázalo, ţe tlakový šok je pro praxi výhodnější a to především z hlediska vyšší 

oplozenosti jiker, vyšší líhnivosti, ale hlavně tlakovým šokem bylo dosaţeno 100% 

triploidizace u sivena amerického. Oproti  tomu teplý šok se ukázal jako méně účinný, 

protoţe  indukoval pouze  80% triploidních jedinců, stejně tak oplozenost jiker a  

líhnivost byla niţší, neţ tomu bylo u tlakového šoku. Bylo moţné konstatovat, ţe při 

dodrţení stanovených parametrů je šok hydrostatickým tlakem s relativně krátkou 

expoziční dobou šetrnější k oplozeným jikrám a účinnější v indukci u triploidie sivena 

amerického neţ provozně jednodušší teplý šok. 

Z výsledků vyplývá, ţe především tlakový šok, přesněji šok náhlou změnou 

hydrostatického tlaku, by mohl být v praxi vyuţívaný k hromadné  indukci triploidního 

sivena amerického a pro moderní akvakulturu v České republice, ale i ve světě by 

mohla být tato metoda velkým přínosem. Neboť triploidní ryby všeobecně vykazují 

vyšší růstové schopnosti, sníţenou agresivitu, reprodukční sterilitu či substerilitu, a lepší 

organoleptické vlastnosti masa. 
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10. Abstrakt  

Tato bakalářská práce se zabývá  indukcí triploidie u  sivena amerického Salvelinus 

fontinalis v provozních podmínkách pstruhařství za pouţití  teplého a tlakového šoku. 

První část práce zahrnuje problematiku polyploidie u ryb, její indukci, metody 

detekce polyploidie a její přínos pro akvakulturu. 

Druhá část obsahuje technologický postup indukce triploidie a následné 

vyhodnocování účinnosti jednotlivých šoků stanovením ploidie plůdku průtokovou 

cytometrií. 

Tímto experimentem bylo zjištěno, ţe teplý šok indukoval 80 % triploidních 

jedinců,  oproti  tomu šokem tlakovým byla indukce triploidie 100%. 

Výsledkem bylo zjištění, ţe tlakový šok je pro indukci triploidie u sivenů 

amerických účinnější, neţ šok teplý a poskytuje lepší provozní výsledky. A to z důvodu 

lepší oplozenosti jiker, vyšší líhnivosti, ale především vyššího procenta triploidních 

jedinců. 

 

Klíčová slova: Triploidie, siven americký, tlakový šok, teplý šok, průtoková cytometrie. 
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11. Abstract 

This bachelor thesis deals with the induction of triploidy in brook trout, Salvelinus 

fontinalis under farm conditions using a heat- and /or hydrostatic pressure shock. 

The first part involves the issues of polyploidy in fish, its induction, detection 

methods of polyploidy and its contribution to aquaculture.  

The second part deals with the technological process of induction of triploidy and 

subsequently, with evaluation of the effectiveness of both types of the shock upon 

ploidy level determine by flow cytometry.  

In this experiment, heat shock induced 80% of triploids in contrary to the 

hydrostatic pressure shock inducing triploidy in 100%. The pressure shock induced 

triploidy in brook trout more effectively than the heat shock and provided better 

operational results. Moreover, pressure shock displayed better fertilization of eggs, 

higher hatchability, and also higher percentage of triploids. 

 

Keywords: Triploidy, brook trout, pressure shock, heat shock, flow cytometry. 

 

 


