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1. Uvod

V poslednim obdobi byl umé&ly vytér lina obecného véetné spermatogeneze,
ovogeneze a reprodukénich ukazateli popsdn Linhartem a Billardem (1995a), detailni popis
umeélého vytéru jikernatek podal Koufil (1998) a vytéru mli¢akd Linhart a kol. (1995).
Posledni ucelena metodika umélého vytéru lina obecného byla napsina Pokornym a Koufilem
(1983). Od vydani této metodiky dolo k vyznamnym zm&ndm v pfistupu k wvybéru
generaénich ryb. napf. objevem d&di¢nosti barev u lina obecného, vyfazovanim
sterilnich/substerilnich triploidnich jedincl na zakladé morfologie btisnich ploutvi (Flajshans
a kol., 1993; Kvasni¢ka a Flajshans, 1993), a zejména ke zm&nidm metod pii vytéru pouZitim
analogu GnRH .Kobarelin® pti umélém vytéru jikernadek (Koutil a kol., 1986, 1997) a
pouzitim imobilizacniho roztoku k inaktivaci pohybu spermii aktivovanych mo¢i (Linhart a
Kvasni¢ka. 1992). Predpoklddame, Ze spermie jsou béZné u viech mlicakd pii vytéru
spermatu fedény modi, kterd je shromaZd'ovana v molovém méchyii v misté vyusténi
pohlavniho otvoru (obr. 1, Linhart a kol., 2000b). Dalsi skute¢nosti, vedouci k inovaci
metodiky. je pouzivani enzymu k odlepkovani jiker po jejich aktivaci podle Linharta a kol.
(2000b) a rovnéz uplatnéni modifikovaného pfistroje ,,Dnépr* Rybnikaistvi Hlubok4 a.s. pro
rozplavani vackového plidku. Viechny tyto skuteénosti nas vedly k vydani této metodiky.

Obr. 1: Mo¢ovy méchyf lina obecného (snimek O. Linhart)
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2. PFiprava a vybér generacnich ryb

Rybniky, ve kterych jsou komorovany generatni ryby, lovime v pribéhu mésice
dubna. Obsddce v dobé manipulace zajistime “vhodné podminky (co nejkratdi doba
manipulace, pfechovavani v pritoénych nadrzich, Setrné zachazeni s rybou, atd.) Generalni
hejno jednotlivé selektujeme na minimélné ¢tyfi zakladni skupiny:

- jikernatky vhodné k vytéru

- mli¢aky vhodné k vytéru

- negativné selektované ryby, které opét vysadime zpé&t do chovného rybnika

- negativng selektované ryby, které jsou zcela vyfazeny z dalsiho chovu (tzn. staré,
nemocné, poskozené a triploidni - tzn. neplodné ryby, viz obr. 2).

a)

b)

<)

Obr. 2: Znazomeni rozdilu tvaru a velikosti btidnich ploutvi diploidniho mli¢éka a), diploidni
jikernacky b), triploidniho jedince c) (podle Flajshanse a kol., 1993)

PHi vybéru ryb k umelému vit&ru doporutujeme zafadit trojnasobné vetsi pocet mli¢aki
nez jikernadek. Piedejdeme tak ptipadnému problému s nedostatkem spermatu.

Rozdéleni ryb v pfedvytérovém obdobi dle pohlavi je velmi dilezité, zabranime tim
piirozenému vytéru v manipulagnich rybnicich. Ryby sexujeme podle velikosti a tvaru
biisnich ploutvi (obr.2 - 5).

Rozdil mezi triploidnimi a diploidnimi liny lze charakterizovat nasledovné: diploidni
mlitdci maji veisi bfisni ploutve vgjifovitého tvaru s tvrd$im a mohutnéj$im prvnim
paprskem. které vyrazné prekryvaji fitni otvor (obr. 2a, 3). Jikernatky maji mensi, mekéi
biisni ploutve, nepiekryvajici ftni otvor (obr.2b, 4). Triploidi mladsich ro¢niki (L. L2+) maji
mekei biidni ploutve, vzdy piekryvajici fitni otvor (obr. 2c). U triploidnich ryb starSich
roinikd mizeme nalézt jedince s velmi podobnymi ploutvemi, jako je tomu u diploidnich
mli¢aki. oviem s mékéim prvnim paprskem a naopak téZ jedince, u nichZ pfetrvava samici
typ ploutvi, vzdy viak piekryvajici fitni otvor (obr. 5).



Obr. 4: Bfisni ploutve diploidni jikernagky (snimek M. Flajshans)

Jikernacky se k um&lému vyt&ru pouzivaji ve v&ku 4 - 8 let o kusové hmotnosti 400 -
1 500 g, mli¢aci od 3 let pfi kusové hmotnosti 250 - 800 g. Jedince vybrané k umélému vytéru
vysadime do pripravenych manipulaénich rybniki, ve kterych zabezpetime rybim
v pfedvytérovém obdobi ty nejlep$i podminky (pfirozend potrava, pfikrmovani kvalitnimi



obilovinami, naklienym obilim, krmnymi smé&smi KP-1, specidlnimi sm&smi pro genera¢ni
ryby). Krmivo se predklada v zavislosti na teploté vody, velikosti obsadky a vyskytu
pfirozené potravy. Prim&mé se krmi dvakrat az tfikrat v tydnu a denni davka ¢&ini 173 %
celkové hmotnosti ryb (Pokorny a Koutil, 1983). Pravidelné kontrolujeme teplotu vody,
mnoZstvi O; ve vod& a chemické vliastnosti vody. V pfipadé dlouhodobé teplého podasi hrozi
nebezpedi pfirozeného vytéru, pfipadng prezrani jikemagek, proto zajistujeme ochlazovani
vody v rybnitku zvysenym priitokem.

Obr. 5: Biisni ploutve triploidniho lina (snimek M. Korwin-Kossakowski)

3. Posouzeni pFipravenosti jikernafek k vytéru podle polohy jadra v
ovocytech po katetrizaci

V obdobi pfed vytérem je vhodné u né&kolika kusd jikernatek posoudit jejich
ptipravenost podle polohy jadra vovocvtu (Kélal a kol.. 1986). Po celkové anestézii
jikernacky se provede biopsie pfes sténu bfi3ni odb&r ovocytt do fyziologicikého roztoku (obr.
6). PouZiva se jehla o vnitinim priméru 2,5 mm, nasazena na 10-20 ml injekéni stfikacku.
Pred odbérem nasajeme do injekéni stiikacky 0,5 ml fyziologického roztoku (6,5 g NaCl do
litru destilované vody). Jehlou opldchnutou v koncentrovaném alkoholu propichneme biisni
sténu dorzalné od kaudalniho konce bfisni ploutve ve vy3ce prsni ploutve a pod tihlem 30-40°
ji zatla¢ime asi 10-20 mm ve sméru kranidlnim. Nasajeme 0,5 - 1,0 ml ovocytd, které po
odejmuti jehly vytlaéime do zkumavky nebo jiné malé uzaviratelné nadoby o objemu 20 ml,



roztiepeme a pfiddme asi p&tindsobny objem prosvétlovaciho roztoku (sloZeni ve 100 ml: 60
ml koncentrovaného etanolu, 30 ml formaldehydu, 10 ml kyseliny octové). Po 5 minutich
jsou jikry prithledné, jadro je zfetelné a miZzeme posoudit polohu jader v ovocytech. Mista
vpichu odetfime jikernatkédm roztokem manganistanu draselného (1:1 000). Prosvétlené jikry
pfeneseme na hodinové sklitko nebo do Petriho misky a pozorujeme polohu jidra pod
stereolupou. Jikerna&ky jsou pfipraveny k vytéru, pokud se poloha jadra nachazi v postaveni 3
(viz. obr. 6). V ptipadé polohy jadra v postaveni 2 je vhodné opakovat punkci zhruba po
tydnu v zavislosti na vyvoji teplotnich poméri.

Obr. 6: Misto vpichu katetru pfi biopsii a umist&ni jader v oocytech odebranych biopsii
(modifikovéno podle Kalala a kol. 1986)

4. Vybér vhodnych generacnich ryb k vytéru a jejich nasazeni do lihné

Obdobi vrcholné predvytérové zralosti se podle mistnich klimatickych podminek
dostavuje u generagnich linli v prib&hu mé&sice ¢ervna. Rybnik lovime podle moZnosti 2 - 3
dny pfed planovanym umélym vytérem. Zasadn& se musime vyvarovat nebezpeti piiduseni a
poskozeni ryb (diky vy33i teploté vody se zvySuje aktivita ryb). Stres ryb minimalizujeme pfi
pfevozu v co nejvy3si mife kyslikovanim (na 2 000 | vody v pfepravni bedn& davime
maximalng 80 - 100 kg ryb)! Jikernatky se po vylovu rozdéli podle pfipravenosti k vytéru
(objemnost a me&kkost bfidnich partii) na dv& skupiny. Jikemagky v optimalni zralosti se
pfevezou na liheil do pfipravnych Zlabi (50 kg na 1 000 1 vody) s vodou vytemperovanou na
teplotu v rybnice a zbyli jedinci se opét vysadi do pfipraveného rybnika pro pozdé&jsi vytéry.
Dle podtu k vytéru pfipravenych jikernadek nalovime a do Zlaba v lihni pfemistime
trojnasobné mnozZstvi mli¢aki (50 kg na 1 000 I vody).



Ptipravné Zlaby postupné temperujeme na optimalni teplotu 21 °C se zaji§ténim
dostate¢ného pritoku a mnoZstvi O ve vodg. Zlaby je nutné zabezpetit proti poranéni ryb. P
hormonalni stimulaci umélého vyt&ru Kobarelinem jikernacky injikujeme okolo piilnoci pfi
teplot& 21 °C. Zhruba po dvaceti hodinich se zvy3i teplota vody na odtoku ze Zlabu na 23 °C.
Ryby jsou nasledng pfipraveny k vytéru za dalgich 5 — 10 hodin (25-30 hodin po injikaci), tj
v &asnych rannich hodinach, nejpozdéji dopoledne druhého dne. Po 22 hodindch (podle
teploty vody) od injikace jikernagek je vhodné priib&Zné kontrolovat pripravenost jikernadek
k vytéru.

5. Hormonalni stimulace generaénich lini

Pfedem vybrané jikernalky lina se stimuluji k vytéru Jednorazovou vnitrosvalovou
injekci roztoku Kobarelinu [syntetického analogu (D -ALSLH-RH Pro NHEt)] ve
fyziologickém roztoku (Kourll 1998) v divee 5 pgkg! 7ivé hmotnosti ryby. Vy3si davky
Kobarelinu, tzn. 10 pgkg! Zivé hmotnosti ryby snizuji tsp&inost vytéru a prodluzuji dobu
potiebnou od injikace do vytéru (KvasniZka, nepublikovéno). Injxkace se provadi obdobne
jako u kapra, tj. ze strany pod hibetni ploutev. K ovulaci dojde pfi teploté vody 22 - 23 OC za
24 az 30 hodin.

Stimulace mli¢akd lina ke spermiaci se provadi jednordzovou vnitrosvalovou m_nkac1
kapn hypofyzy, rozetfené a rozpuiténé ve fyziologickém roztoku, v davece 1,5 - 2,0 mg. kg
zivé hmotnosti ryby. Vy§si davka hypofyzy (4 mg na kg Zivé hmotnosti) mé rovnéz kladny
vliv na zvy$eni objemu spermatu, dochazi oviem k poklesu koncentrace spermii a tim i k
celkovému mnozZstvi spermii ve srovnani s 1,5 mg hypofyzy na kg hmotnosti mli¢aka (Linhart
a kol., 1995). Optimalni doba k odbéru spermatu je po 24 hodinich, pfipadn& po 48 hodinach
plisobeni hormonu pfi teplot& vody 21 - 22 °C (Linhart a kol., 1995). Vy33i uroveri spermiace
lina obecného byla zjifténa po podéni Kobarelinu, nicméng je nutné pouZivat pomé&mé
vysokou, a tim i drahow.davku na tirovni minimalng 20 pg.kg™ Zivé hmotnosti ryb.

6. Sperma lina obecného

Sperma lina obecného je konzistence a barvy mlééné, hustoty fidké az velmi Fidké.
Sperma lina je vZdy nafedéno mogi. Mo¢ se automaticky dostava do spermatu nebo naopak
pii masdzi bfi$ni partie a tim i masaZi varlat a mogového m&chyfte. Zjistili jsme pfitomnost
velmi malého mocového méchyie sobjemem moci od 0,5 do 2 ml u dospélych ryb v
hmotnosti od 400 do 700 g (obr.1) v oblasti vyusténi chamovod (Linhart a kol., 2000b).
Odebrana tekutina z méchyfe j I ¢ird bez piitomnosti spermii s osmotickou koncentrac1 na
trovni od 82 do 123 mOsmol. kg pii¢emZ testikularni sperma vykazuje osmolalitu na tirovni
od 244 do 299 mOsmolkg™ (Linhart a kol., 2000b). Podobriou osmotickou koncentraci
vykézala mo¢ u sumce velkého (Linhart a Blllard 1995b) nebo tilapie mozambické (Linhart a
kol., 1999). V &eledi kaprovitych je zfejmé& lin prvnim druhem, u kterého byl moovy méchyi
nalezen.

Sperma nefed&né mo&i mé osmotickou koncentraci na trovni 300 mOsmolkg” a je
tedy logické, Ze spermie jsou moci aktivovény. Po dalsim nafedéni spermatu vodou
piedstavovala doba hromadného pohybu spermii 36 - 52 s, pfi€emZ pohyb spermii skon¢il po
161 az 188 s. Zuromska (1981) posoudila postupny pohyb hromadny spermii jako



dlouhodobgj3i v rozmezi od 0 do 93 s. Objem spermatu se pohybuje na tirovni 0,7 - 0,8 mi s
relativnim objemem spermatu na kg hmotnosti mli¢dka od 1,6 do 2,6 ml. Primé&ma
koncentrace spermii v ml spermatu se pohybuje na drovni 11,23 - 24,35.10° s celkovym
poétem spermii od 8,9 do 20,77-10° a relativni po&et spermii na 1 kg hmotnosti mli¢aka &ini
od 18,50 do 48,16:10° (Linhart a kol., 1986; Linhart a Kvasni¢ka, 1992). Ponékud niZ3i

hodnoty celkového podtu spermii 1,04 - 10,8-10° zjistila Zuromska (1981). Projevil se kladny
vliv uchovani fedéného spermatu v imobiliza&nim roztoku ve srovnéni s nativnim spermatem
po 3 hodinach od uchovavani (Linhart a Kvasnitka, 1992).

7. Anestézie pired umélym vytérem

Pfed umélym vytérem nebo biopsii generaéni ryby anestetizujeme vhodnym
pipravkem pro ryby (napf. 2-phenoxyethanol, Merck, s davkovanim 1 - 3 ml anestetika na 10
1 vody). V soutasné dobg jej dodava JU VURH Vodiiany.

8. Priprava imobilizacniho roztoku, odbér spermatu a kritkodobé
uchovani spermatu

Metoda odbéru spermatu do imobilizaéniho roztoku

Vzhledem k velkému nafedéni spermatu lina moéi nelze kratkodobé uchovavat sperma
lina bez pouziti imobilizaéniho roztoku. U lina bylo pouZito specialnich imobilizatnich
roztokt (5 g NaCl, 2 g KCl a 10 g glycinu na litr destilované vody nebo 10,5 g NaCl, 2,4 ¢
Tus-HCIl, pH 7,0) vpoméru jeden dil spermatu a dva dily imobilizatniho roztoku
(Linhart,1996). Pfed odbé&rem spermatu plnime jednorazové 10 - 20 ml injekéni stiikacky do
poloviny objemu imobiliza&nim roztokem. Injek¢ni stfikacky s roztokem mizeme do odbéru
spermatu uchovat pti pokojové teploté (cca. 20 °C). Pfi vytéru mli¢akd se snazime rybu
nejdiive zbavit mo&i masaZi brisni partie od bfisnich ploutvi smérem k ocasu. Mo¢ je
bezbarva a pfi vytéru se uvoliiuje proudem. Sperma byva moé&i kontaminovéno a pfitomnost
spermatu pozndme podle b&lavého nebo opalizujiciho zbarveni tekutiny. V tom ptipadé jiz
tekutinu odsdvdme. Sperma vZdy odsivdme do jednorizovych plastovych 10 - 20 ml
injekénich stikagek s pfebytkem imobilizadniho roztoku maximalngé do poméru spermatu :
imobilizadnimu roztoku 1 : 2. Redéné sperma imobilizatnim - roztokem se uchovava
vinjekénich stfikatkich, nejlépe oviem vuzavieném kontejneru pro bunééné kultury
uloZeném v ledniéce nebo polystyrénovém kontejneru pti +4 °C. tzv. na plocho s
desetinasobkem objemu vzduchu pro zabezpe&eni dobré respirace spermii.

Pred oplozenim se davky spermatu ‘7 imobilizadnim roztoku od jednotlivych mli¢aku
smisi v suché ¢isté odmérné nddobé a ddle se pracuje s tzv. heterospermatem. Heterosperma
na jikry davkujeme velkoobjemovou mikropipetou, &istou injekéni stfikackou nebo klasickou
pipetou.

Metoda pFimého vytéru mlidika na jikry

Po osuseni mli¢aki je sperma piimo vytirano na jikry v misce od jedné nebo nékolika
jikernagek (obr. 7). Po kazdém osemenéni jsou jikry se spermatem promichany. Promichénim



spermatu jiker (spermatu a ovaridlni plazmy) imobilizujeme pohyb spermii.. Postupng
vytirdime takové mnoZstvi mli¢akd, aZ dosdhneme minimélng objemu 0,4 ml spermatu na 100
g jiker. Po osemenéni provadime okamzit¢ aktivaci vodou z lihng. 7

Obr. 7: Piimy vytér mli¢aka na jikry (snimek O. Linhart)

9. Plodnost lina obecného

Pfirozeny vytér lina obecného probihd obvykle v &ervnu aZ srpnu a vyznaduje se
porcovym dozravanim a porcovym vytérem jiker (Pekat, 1965). Plodnost jikernagek je vysoka

na urovni od 140 000 do 230 000 jikerkg'l hmotnosti jikenatek (Chabera, 1980; Horvath a
kol., 1992). Primér suchych jiker je velmi variabilni od 0,4 do 1,0 mm (Kubti a Koufil, 1985)
s po¢tem jiker 1,8 — 2,2 mil. v 1 litu (Pokorny a Koutil, 1983).

10. Vytér jikernacek

Pfed vytérem anestezovanou jikernatku osudime. Jikry vytirime do pfedem zvaZenych
suchych misek a jikry se vazi. Vytér se musi provadét opatng, aby se mo¢ nebo vykaly
nedostaly mezi jikry. Pfepottem (v 1 ¢ jiker je cca. 1 600 kusi jiker) se zjistuje plodnost
jikernacek po vytéru. Udaje se zaznamenavaji do vytérovych listi. Misky s jikrami se prikryji
¢istou vlhkou utérkou a umisti ve stinu na chladné podlaze lihné. Timto zplisobem je mozné
zhruba do jedné hodiny po vytéru kratkedobé uchovat jikry.



11. Umélé osemenéni jiker, aktivace, odlepkovani

V piipadé vyuZiti metody spermatu odebraného do imobilizaéniho roztoku se smés
jiker od nékolika jikernatek osemeni heterospermicky v davee 2 ml heterospermatu
v imobiliza&nim roztoku na kazdych 100 g jiker.

Druhy pfipad osemenéni je proveden pfi pfimém vytéru mli¢dkt na jikry, viz.
odstavec Metoda pfimého vytéru mli¢dkii na jikry.

Aktivace se provadi okamZit® po dokonleni osemené&ni vobjemu 20 - 25 ml
destilované vody s rozpusténym NaCl (1 g NaCl do 1000 ml destilované vody) na 100 g jiker.
K aktivaci pouzivame vodu o teploté 20 - 22 °C. Od okamzZiku aktivace osemenénych jiker se
méii ¢as! Po dobu aktivace opatmé michame jikry.

Po 3 minutich od aktivace gamet se provede odlepkovani enzymem alkaldzou
(Alcalase, Merck EC 3.4.21.14.) podle metodiky Linharta a kol. (2000a) v objemu 5 - 7,5 ml
enzymu do 995 - 992,5 ml vody s rozpusténym NaCl (1 g NaCl na 1000 ml destilované vody)
o teploté 20 °C. Ptidavé se 100 ml roztoku enzymu na 100 g jiker, roztok se pfilije do misky
s jikrami, z nichZ byla pfedem slita voda. Odlepkovani se provadi opatrnym michanim jiker
senzymem po dobu 2 min. Tésné pfed ukonéenim odlepkovani se enzym slije a pfesné
v druhé minuté od zac¢itku odlepkovani se jikry 3krat za sebou proplachnou é&istou vodou
zlihné o teploté 20 °C (obr. 8) nebo v piipadg, Ze inkuba&ni lihve nejsou napojeny na
rercirkulagni okruh, se pfimo naliji do alespofi 3krat vétsiho objemu vody v inkubalni ldhvi a
velkym priitokem vody v tahvi se enzym odstrani. Cely postup znazorfiuje obr. 11.

Obr. 8: Promyvani odlepkovanych jiker pfed vysazenim na lahve (snimek O. Linhart)
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12. Inkubace jiker a rozplavani plidku

Oplozené a odlepkované jikry nasazujeme do inkubaénich lahvi pro kaprovité ryby
{Zugské lahve) do max. dvou tfetin objemu lahve. Po dostateéném proplachnuti jiker sefidime
pritok vody tak, aby jikry v 1ahvi jemné vifily, ale nebyly vyplavovany pfes okraj lahve.
V ptipadé, Ze se jikry po naliti do ldhve slepuji k sob& nebo na stény lahve, sniZzenim hladiny
vody v 1ahvi a kratkym rychlym roztoenim jiker tento problém odstranime. Jikry se lepi
predeviim ze dvou diuvodi:

1) $patn& provedené odlepkovéni enzymem, tzn. nepfesna koncentrace roztoku, nedodrZeni
dvouminutové doby odlepkovani

2) nizka teplota vody v 14hvi (optimum je 20 - 22,5 °C).

V prib&hu inkubace jiker denné odstrafiujeme uhynulé jikry a provaddime preventivni
koupele jiker roztokem Wescodynu dvakrét denné v koncentraci 1-2 mL1? pii teploté vody 20
- 22 °C (Koutil a Haméatkova, 1992). Pliidek se kuli pfiblizng za 1260 h°, tzn. zhruba 0 5-10 h
dfive neZ pii odlepkovani suspenzi mléka a jilu (1350-1370 h°). Vykuleny plidek se pieplavi
nebo pienese po odstranéni zbytkil obali z jiker do kolibek pro vagkovy plidek. V malych
provozech je moZné vyuzit pevné kolibky (obr. 9) o objemu napt. 70 | s ptitokem vody (0,2 -
0,4 1.min™") s nasazenim do 100 tis. ks vatkové plidku na kolibku. Ve velkych provozech se
osvédeil modifikovany inkubator Dnépr (Rybnikéistvi Hlubokd a.s.), do kterého se nasazuje
az 1 mil. ks vackového plidku (obr. 10). Pludek se vysazuje do rybniki po rozplavéni, tzn. 6 -
7 dni od vykuleni, pti teploté vody do 20 °C.

Obr. 9: Pevné kolébky k odchovu vykuleného vagkového pliddku do jeho rozplavéni (snimek
D. Gela) ~



imek D. Gela)

Obr. 10: Modifikovany inkubdator Dnépr (sn



Odbér spermatu do imobilizaéniho roztoku

(5g NaCl, 2g KC1, 10g glycin, nebo -

minimum 2 ml na 100g jiker)
l l Vytér jiker

S Vytér spermatu primo na jikry
(minimum 0,4 ml na 100 g jiker)

Uchovani spermatu pfi +4°C

/ Smiseni spermatu a jiker
- |

Aktivace jiker i A
¢ michani 3 mi Destilovana voda s NaCl(1gna 1000 ml) -
Apenaltils 3 tmin) (na 100 g jiker 25 ml vody)

—
Odlepkovani jiker po 3 minutdch od

Michéni jiker s enzymem aklivace pfidanim enzymu alkalizy*
2 minuty (100 ml na 100 g jiker)

\

i e .

——
T

Vysazeni jiker do Zugskych
fahvi 0 objemu 7 - 101

*5- 7,5 ml enzymu alkaldizy MERCK EC 3.4.

nafedéni 995 - 992,5 ml destilovans vody s NaCl(1 g NaCldo 1000 rl)

Voda zlihné

Obr. 11:Schéma umélého osemenéni a odlepkovani jiker lina obecného (Linhart a kol., 2000c)
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