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INOVOVANA TECHNOLOGIE RIZENE
REPRODUKCE KAPRA OBECNEHO

1. Uvod do problematiky

Kapr obecny (Cyprinus carpio, Cyprinus rubrofuscus) patfi mezi
nejvyznamnéjsi druhy sladkovodnich ryb, a to nejen v Ceské republice, ale také
na celosvétové urovni. Diky své vysoké ekologické pfizpUsobivosti, rychlému
rastu anizkym narokdm nakvalitu prostredi se stal klicovym druhem v systémech
intenzivniho i extenzivniho chovu. Uméla reprodukce kapra predstavuje zakladni
biologicky proces, ktery je nezbytny nejen pro pfirozenou obnovu populaci,
ale také pro efektivni fizeni produkce v ramci moderniho rybnikarstvi nejen
v CR. RozmnoZovani kapra obecného je Gzce zavislé na teplotnich a dalich
environmentalnich podminkach vodniho prostiedi. V pfirozenych podminkach
ve stfedni Evropé probiha tfeni sezénné, obvykle od konce dubna do zacatku
cervna, kdy teplota vody dosahuje optimalnich hodnot v rozmezi 18 az 21 °C.
Pohlavni dospélosti dosahuji samci (mli¢aci) zpravidla ve véku 2-3 let, zatimco
samice (jikernacek) obvykle az ve véku 3-4 let, v zavislosti na podminkach
chovu a vyzivé. Reprodukéni cyklus zahrnuje jak vnitini fyziologické zmény
v organismu ryb, tak specifické behavioralni projevy, které souviseji s vybérem
vhodného tfeciho substratu a uvolnénim pohlavnich bunék (gamet). Vsoucasné
rybnikarské praxi CR je véak rozmnozovani kapra obecného realizovano témér
vyhradné uméle, a to v kontrolovanych podminkach lihni. K vyvolani ovulace
a spermiace se standardné pouziva hormonalni stimulace, ktera umoziuje
nacasovat a synchronizovat zrani pohlavnich produktd a provést umélou
reprodukci efektivné a s vysokou mirou kontroly (Gela a kol., 2009).

Produkce trznich ryb kapra obecného v CR se v poslednim desetileti udrzuje
na stabilni Urovni pfiblizné sedmnacti tisic tun ro¢né, jak uvadi Rybarské
sdruzeni Ceské republiky ve zpravé z roku 2024 (web RS CR, 2025). Kapr
tak zdstava nejvyznamnéjsim hospodarskym druhem v tuzemské rybarské
produkci. Také celosvétové udaje potvrzuji jeho dlouhodobé rostouci vyznam.
Podle statistiky Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) vzrostla globalni
produkce kapra obecného z pfiblizné 1,2 milionu tun v roce 1990 na vice
nez 4,4 milionu tun v roce 2020 (FAO, 2022). Vétsina této produkce pochazi
z akvakulturnich chovd (Shazada a kol., 2023). Kapr je v soucasnosti ¢tvrtym
az patym nejcastéji produkovanym druhem ryb v celosvétové akvakulture,
zejména v Asii. Pfed nim se umistuji dalsi druhy z celedi kaprovitych, konkrétné
amur bily (Ctenopharyngodon idella) a tolstolobik bily (Hypophthalmichthys
molitrix) (Raftowicz, 2022).



1.1. Kontrolovana (uméla) reprodukce kapra

Kontrolovana reprodukce kapra obecného byla zahdjena v 50. letech 20.
stoleti, kdy doslo k zavedeni praktického vyuZiti technologii umélé reprodukce
(Woynarovich, 1962). Zakladni i aplikovany vyzkum se nasledné zaméfil
na spermie kapra (Billard a kol., 1986, 1995), jikry a oplozeni (Linhart a kol.,
1995), endokrinni fizeni gametogeneze a indukci vytéru (Yaron a kol., 1995)
a umélé osemenéni (Saad a Billard, 1987; Billard a kol., 1995; Linhart a kol.,
2015).

Postup umélého osemenéni, oplozeni a inkubace jiker poprvé navrhl
Woynarovich (1962). Zakladem této technologie byl roztok obsahujici 4g
NaCl a 3g mocoviny na jeden litr vody. Tento roztok nejprve aktivoval gamety
a nasledné odstrafioval lepivost jiker pomoci nepretrzitého michani po dobu
1,5 hodiny. Nakonec byly jikry oSetfeny tfislovinou (taninem) po dobu
20 s. Jelikoz bylo michani ¢asové naro¢né, byla technika pozdéji vylepsena
(Woynarovich a Woynarovich, 1980) pouzitim G¢innéjsiho roztoku pro
odstranéni lepivosti - 4 g NaCl a 20g mocoviny na litr vody. Dalsi zlep3Seni
publikoval Soin (1976), ktery zjistil, Ze mléko je velmi u¢innym prostfedkem
pro odstranéni lepivosti jiker. Khan a kol. (1986) uvedli, Ze plnotu¢né susené
mléko v koncentraci 20-25 g.I'" bylo nejucinnéjsi pri odstranovani lepivosti
jiker a zaroven poskytovalo lep3i vysledky z hlediska oplozovaci Uspésnosti
a lihnivosti ve srovnani s metodami dle Woynaroviche. V sou¢asnosti se v CR
a na nejvétsich lihnich ve stfedni Evropé, které ro¢né produkuji stovky miliont
vackového plidku, pouziva pravé susené nebo cerstvé plnotu¢né (min. 3,5%
tuku) mléko k odstranéni lepivosti. Zhruba tfi minuty po oplodnéni jsou jikry
preneseny do Zugskych lahvi naplnénych mlékem, kde jsou po dobu 60 minut
jemné promichavany pomoci bublinek stla¢eného vzduchu. Poté je do lahvi
pfivedena proudici voda, ktera béhem 10 minut mléko zcela nahradi (Gela
a kol., 2009).

1.2. Rizena reprodukce jako nastroj $lechténi kapra

Rizeni reprodukce kapra obecného vedlo ke vzniku mnoha linii a plemen
se specifickymi vlastnostmi, jako je rychlost rdstu, odolnost vi¢i chorobam
a tolerance vidi chladu (Hulata 1995; Kocour a kol., 2007, 2008; Prchal a kol.,
2021). Data tykajici se reprodukénich parametrd samctd a samic jednotlivych
plemen kapra obecného chovanych v Ceské republice v letech 2003-2018
ukazuji rozdily v mnozstvi gamet mezi jednotlivymi plemeny (tab. 1), coz je
dulezité zohlednit pfi vyvoji udrzitelného akvakulturniho chovu kapra obecného
(Shazada a kol., 2023). V akvakultufe je rozvoj metod umélé reprodukce
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klicovym nastrojem pro fizeni Slechténi, jako je kfizeni a zejména pak selek¢ni
Slechténi (Prchal a kol., 2021). V tomto kontextu je kvalita spermatu a vajic¢ek
zakladnim predpokladem pro Uspésné oplozeni pfi produkci vackového pladku
(Billard a kol., 1995; Linhart a kol., 1995). Kvalitu gamet ovliviiuji jak rodi¢ovské
faktory (zdravotni stav, genotyp, vék a vyziva), tak i faktory prostredi (teplota
a cirkadianni rytmus) a rovnéz manipulace se zvifaty (hormondalni stimulace
kone¢ného dozravani gamet a stres) (Yaron 1995; Alavi a kol., 2008). U samcf
muzou kvalitu spermatu negativné ovlivnit napfiklad opakované umélé vytéry
a s tim spojend manipulace nebo kontaminace spermatu pfi samotném odbéru
vykaly nebo mo¢i (Billard a kol., 1995; Kowalski a Cejko, 2019).

Zivotaschopnost a kinetika pohybu spermii, véetné procenta pohyblivych
spermii a jejich rychlosti, jsou urlujicimi faktory pro uUspésnost oplozeni
(Linhart a kol., 2005, Kaspar a kol., 2007). Tyto vlastnosti ovliviiuje teplota
prostredi, pH, iontové slozeni a osmolalita. Také pomér spermii k vajickiim
je dulezitym faktorem oplozeni (Redondo-Muller a kol., 1991; Linhart a kol.,
2015). Predpoklada se, ze vykonnost potomstva je vysledkem genetické
a epigenetické informace spermii, protoZze tyto prenaseji rodicovsky genom
do zygoty (Zhang a kol., 2023a; Cheng a kol., 2024, 2025). Otazka, které se
zatim vénuje jen mala pozornost, je, zda rozdily v reprodukéni vykonnosti mezi
liniemi nebo plemeny kapra obecného mohou ovlivnit vykonnost potomstva
prostfednictvim epigenetickych mechanismu.

V akvakulture je kratkodobé uchovavani rybiho spermatu béznou a Siroce
vyuzivanou praxi, ktera rybarim pfinasi fadu vyhod pfi umélé reprodukci
ekonomicky vyznamnych i ohrozenych druhd. Umoziiuje uchovani spermatu
po dobu nékolika hodin az dni pfi nizkych teplotach, pficemz si spermie udrzuji
schopnostpohybuioplozeni (Bobe aLabbe, 2009; Shazada akol., 2023). Nativni
sperma mUze byt nafedéno pomoci extendoru, pfipadné s pfidavkem antibiotik
a antioxidantd nebo bez nich. Kratkodobé uchovani se aplikuje za ucelem
synchronizace dostupnosti gamet, nahrady chybéjicich samcl pfi jejich
omezené dostupnosti a rovnéz pro ucely transportu genetického materialu.
Tento postup nachazi uplatnéni napfiklad pfi genetickém obohaceni populace
zvySenim jeji heterozygotnosti (osvézeni krve), realizaci Slechtitelskych
programu (kfiZzeni, selekce) ¢i provedeni kontrolnich kfiZzeni za Gcelem ovéreni
uzitkovych vlastnosti atd. Béhem této doby viak spermie starnou a podléhaji
tak fenotypovym, fyziologickym, genetickym i epigenetickym zménam, které
mohou negativné ovlivnit jejich oplozeni schopnost a nasledné i vykonnost
potomstva (Saad a kol., 1988; Contreras a kol., 2020; Zhang a kol., 20233;
Cheng a kol., 2025).
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Cilem této technologie je doplnit stavajici metodiku reprodukce kapra
obecného, publikovanou Gelou a kol. (2009), o nejnovéjsi poznatky ziskané
v ramci feSeni vyzkumného projektu NAZV ¢. QK21010141. V prabéhu tohoto
projektu byly realizovany cilené experimenty zaméfené na optimalizaci
klicovych fazi umélé reprodukce, zejména v oblasti kratkodobého uchovavani
spermatu, starnuti spermatu ajeho vyuziti v provoznich podminkach rybarskych
lihni v Ceské republice. Veskeré navrzené technologie a pracovni postupy
byly ddkladné ovéreny v provoznich podminkach a posouzeny z hlediska
jejich technické proveditelnosti, reprodukovatelnosti vysledk( a praktické
pouzitelnosti.

Na zakladé ziskanych experimentalnich dat a provoznich zkuSenosti Ize
konstatovat, Ze navrzené inovace predstavuji vyznamny pfinos pro rybarskou
praxi. Rozsifena technologie je pfipravena k Sirokému zavedeni do provozu
a Ize ji doporudit jako moderni a efektivni nastroj pro podporu reprodukce
kapra v Ceské republice.

3. Misto ovéreni technologie

Ovéfrovani technologie bylo realizovano na dvou specializovanych
pracovistich, Vyzkumného ustavu rybarského a hydrobiologického Fakulty
rybaistvi a ochrany vod Jihoteské univerzity v Ceskych Budé&jovicich
a na Rybarstvi Nové Hrady s.r.o. Experimentalni ¢ast vyzkumu byla zamérena
na studium procest starnuti spermii kapra obecného béhem kratkodobého
uchovani in vitro. Tato faze zahrnovala komplexni hodnoceni biologickych
parametrd, pocinaje motilitou spermii az po vicerozmérné omické analyzy
(z angl. multi-omics analysis), které identifikovaly potencialni rizika spojena
s vyuzitim zestarlého spermatu na vyvoj potomstva kapra po kratkodobém
uchovani. Experimenty byly realizovany v obdobi let 2021-2025 v Laboratofi
fyziologie reprodukce (Cheng a kol., 2021, 2022a, 2023, 2024, 2025; Zhang
akol., 2022, 2023a, 2024).

Na tyto laboratorni studie navazovalo provozni ovéfeni technologie
kratkodobého uchovani spermatu, které =zahrnovalo rovnéz inovativni
pfistup k procesu odlepkovani, a to v redlnych podminkach aplikovaného
chovu a reprodukce kapra. Tato aplika¢ni faze probihala v letech 2022-2025
v Genetickém rybarském centru a rovnéz na Rybaistvi Nové Hrady s.ro.
Hlavni dlraz byl kladen na hodnoceni reprodukéni Uspésnosti, konkrétné
byly sledovany urovné oplozenosti jiker a lihnivosti embryi. Zaroven byly
posuzovany moznosti praktického zaclenéni technologie do provoznich

-12 -
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podminek komer¢nich rybich lihni v Ceské republice (Cheng a kol., 2022b,
2025; Zhang a kol., 2023b; Shazada a kol., 2025; viz obr. 1).

Obr. 1. Prdce v laboratofi pfi redéni spermatu kapra obecného pomoci kapriho

extendoru. Zleva: doktorandi Songpei Zhang, Yu Cheng a Nururshopa Eskander Shazada
v Laboratori fyziologie reprodukce, Vyzkumny tstav rybdrsky a hydrobiologicky, Fakulta
rybdrstvi a ochrany vod, Jiho¢eskd univerzita v Ceskych Budéjovicich (Foto: O. Linhart).

4. Popis technologie a vysledky

4.1. Anestezie ryb

Pfi kontrolované reprodukci kapra obecného je pro minimalizaci stresu
a zajisténi bezpe¢né manipulace s jedinci vyuzivana anestezie. Nejcastéji se
aplikuji anestetika ve formé lazné, pficemz se doporucuje pouziti ovéfenych
pfipravkd, jako je 2-fenoxyethanol (ethylenglykol-monofenylether; Merck spol.
s.r.o.), hiebi¢kovy olej s u¢innou latkou eugenol (Dr. Kulich Pharma, s.r.o.) nebo
latka tricaine mesylate - MS-222. MS-222 je jediné registrované anestetikum
pro ryby v né&kterych statech Evropy, napftiklad ve Velké Britanii a Svédsku.
V Ceské republice véak registrovano neni, a proto je k jeho dovozu a pouziti
nezbytné ziskat souhlas Statni veterinarni spravy CR. Anesteticky roztok je
pfipravovan pfed zahdajenim manipulace se skupinou generacnich ryb, a to
ve zvlastni nadrzi odpovidajicich rozmérd. V praxi se jako nejvhodnéjsi nadrz
osvédcila rybarska kad s vyskou vodniho sloupce 25-40cm naplnénda vodou
z vychozi nadrze s genera¢nimi rybami. Po ponofeni ryb do anestetické 1azné je

-13-
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nezbytné kontinuadlné monitorovat reakce ryb, zejména v pocate¢ni fazi uc¢inku
anestetika, kdy se ¢asto projevuje zvy3ena motoricka aktivita. Ta maze vést
napf. k vyskoceni ryb z nadrze. Vlastni anestezie snizuje riziko mechanického
poskozeni ryb a ztraty pohlavnich produkt, a tim zvySuje bezpecnost
nasledné manipulace. U uspavanych jedincl se béhem anestezie usiluje
o dosazeni stupné 3a-3b dle Kolarové a kol. (2007), charakterizovaného tim,
Ze ryba po jemném prevraceni na bok zistava v této poloze, pfipadné se vlivem
gravitacnich sil velmi pomalu navraci do pavodni pozice.

Pouzivané anestetické latky a jejich aplikace:

e Hrebickovy olej (eugenol): Aplikuje se v koncentraci do 0,07 ml.I".
Pro zajisténi rovhomérného rozpusténi se 3-5ml (maximalné 7 ml)
koncentrovaného oleje predem rozpusti v 60ml 96% ethanolu
a nasledné se vmicha do 100 litr temperované vody.

e 2-fenoxyethanol: Standardné se pouziva v koncentraci 0,3-0,4 ml.I"
(Kolarova a kol., 2007).

e MS-222: Standardné se pouzivd ucinna davka 25-100 mg.I" (Topic
Popovic a kol., 2012).

Pri praci s anestetiky je nezbytné dodrzovat zasady bezpecnosti prace,

vcetné pouziti vhodnych osobnich ochrannych prostredkd, zejména pfi pripravé
koncentrovanych roztokd.

4.2. Hormonalni stimulace a synchronizace vytéru ryb

Pro zajisténi synchronizace vytéru samcl a samic se vyuzivd hormonalni
stimulace pomoci kapfi hypofyzy nebo syntetickych hormonalnich pfipravkd,
jako je Ovopel (Gela a kol., 2009). Hormonalni latky se obecné aplikuji pfi
nasyceni vody kyslikem alespon na Urovni 60 % na odtoku z bazénd, ve kterych
jsou ryby umistény. Nizka koncentrace rozpusténého kysliku mdze negativné
ovlivnit spermiaci i ovulaci.

Stimulace samci

K hormonalni stimulaci samcl se nej¢astéji pouziva jednorazova injekce
suspenze kapfi hypofyzy ve fyziologickém roztoku v davce 0,7-1,5 mg hypofyzy
na 1kg zivé hmotnosti, pfipadné stejna davka pfipravku Ovopel. Individualni
hmotnost ryb je tfeba zjistit nejpozdéji pred samotnou aplikaci. Vzhledem
k vysoké aktivité ryb v obdobi vytéru se vsak doporucuje provést vazeni jiz
pfi jejich vybéru k reprodukci a tento Udaj nasledné pouzit pro vypocet davky.
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Pokud jsou k reprodukci vybirany ryby pfiblizné stejné velikosti a hmotnosti
(x 0,5 kg), je mozné zjednodusit aplikaci tim, Ze se vSem jedincdm aplikuje
stejnd davka, vypoctena podle primérné hmotnosti. Objem injikované
suspenze se pohybuje v rozmezi 0,2-1 ml.kg™ zivé hmotnosti. U mensich ryb
se aplikuje suspenze s nizsi koncentraci hormonu (tj. vy3si objem suspenze),
u vétSich ryb naopak suspenze s vy3si koncentraci (niz3i objem na kg).
Optimalni spermiace (uvolnéni spermatu) nastava pfi teploté vody 19-21 °C
pfiblizné 24 hodin po aplikaci.

Stimulace samic

Stimulace samic se provadi dvéma injekcemi suspenze kapfi hypofyzy
a fyziologického roztoku (Gela kol., 2009):

e Prvni davka: 0,5 mg hypofyzy.kg' Zivé hmotnosti, pfi teploté vody 19,5-

20,0 °C.

e Druha davka: 2,5mg hypofyzy.kg”, podana 12 hodin po prvni, pfi teploté

vody 20,0-21 °C.

Zplsob vazeni a vypocet davky se shoduje s postupem u samct. K ovulaci
jiker dochazi pfiblizné 24 hodin po prvni davce. Na dné pfipravného bazénu
nebo na vzduchovacich valcich Ize ¢asto pozorovat nebo nahmatat samovolné
ovulované jikry.

K vyvolani ovulace lze srovnatelné Gcinné pouzit také pripravek Ovopel
(sav¢i GnRH analog + metoklopramid), a to v nasledujicim davkovani:

1. davka: jedna peletka na 5kg zivé hmotnosti
2. davka: jedna peletka na 1kg zivé hmotnosti

Nacasovani davek a nastup ovulace odpovidaji aplikaci hypofyzy. Objem
suspenze (at uz s hypofyzou nebo Ovopelem) je vidy 0,2-1 mlkg' Zzivé
hmotnosti. Kvalitni kapfi hypofyza vazi zpravidla 3 mg.peletka’. Cerstva
hypofyza ma smetanové bilou barvu bez zazloutnuti (viz obr. 2). Skladovani se
doporuéuje v suchu pti teploté 0-4 °C. U¢innost se zachovava 2-3 roky, poté
vyrazné klesa. Stejné podminky plati i pro skladovani Ovopelu. Pro dosazeni
optimalnich vysledk& se doporucuje pouzivat kazdy rok cerstvé pfripravky.
Starsi hypofyzu (z pfedchozi sezény) lze vyuzit pro injekci u samci. Hypofyzu je
mozné zakoupit ve zpracovnach ryb, napft. na Klatovském rybarstvi a.s. Ovopel
byl vyvinut v laboratofi prof. L. Horvatha na University of Agricultural Sciences,
Institute of Animal Husbandry, Biotechnology Laboratory, G6dollé, Madarsko
(Gela a kol., 2009) a distributorem pfipravku je spole¢nost Balazs Csorbai
Interfish Kft. (www.ovopel.hu).
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Obr. 2. Acetonovand kapfi hypofyza o priimérné hmotnosti 4,8 mg. Hypofyza svétlé,
smetanové bilé barvy bez vysokého zazZloutnuti odpovidajici dobrému kvalitativnimu

stupni podle standardizace pro reprodukéni ucely (Foto: O. Linhart).

Priprava a aplikace suspenze

Suspenze se pfipravuje dlkladnym rozetfenim hypofyzy nebo Ovopelu
v suché treci misce. Nasledné se postupné pridava presné odmérené mnozstvi
fyziologického roztoku (viz obr. 3). Pfiprava musi byt pecliva, aby nedochazelo
k ucpavani injek¢ni jehly a aby kazda ryba obdrzela odpovidajici davku
hormonalni latky dle své hmotnosti. Aplikace suspenze se provadi injekéné
do hibetni svaloviny za pouziti stfikacky (objem 2-5ml) a dlouhé jehly. Stfikacka
se rovhomérné naplni predem dikladné rozmichanou suspenzi. Jehla se zavadi
pod Uhlem 20-30° ve sméru k hlavé (viz obr. 4). Intramuskularni aplikace se
provadi v pfedepsaném objemu, pficemz je béhem podani stfikacka pribézné
otacena, aby nedochazelo k usazovani suspenze. Po aplikaci je suspenze v misté
vpichu rovhomérné vmasirovana do svaloviny. Jehla se ze svaloviny vytahuje az
po dokonceni celého postupu. Alternativné Ize aplikaci provést do télni dutiny
nebo dokonce pomoci tenké jehly (napf. pomoci inzulinové strikacky) pod
prsni ploutev - to je obvyklé zejména u okrasnych KOI, kde vpich do hibetu
muze vést ke ztraté Supin a estetickému znehodnoceni ryby. Pfi manipulaci
s rybami je tfeba maximalni opatrnosti. Ryby se fixuji na mékké podlozce
a misto vpichu se dezinfikuje (napf. roztokem Betadine). Pro bezpecny prenos
ryb se doporucuje pouzit specialni prelovovaci rukav.
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Obr. 3. Pomicky pouzivané pti hormondini stimulaci ryb: treci miska s tlou¢kem
pro pripravu suspenze a injekcni stiikacka o objemu 5ml s dlouhou jehlou pro aplikaci
pfipravené suspenze do téla ryb (Foto: O. Linhart).

Obr. 4. injekeni aplikace hormondlniho pripravku do hibetni svaloviny kapra obecného
(Foto: O. Linhart)
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4.3. Tradi¢ni provozni vytér samic a samci

Jako prvni se provadi vytér samic, pficemz na cerstvé ziskané jikry se
bezprostfedné vytiraji pripraveni samci, jak popsal Gela a kol. (2009).

Postup pfi vytéru samic

Tento postup se uplatiiuje predevsim v provoznich podminkach, kdy jsou
ovulujici samice Setrné preloveny do pfipravené lazné s anestetikem. Ovulace se
zjistuje individualné - do anestetické [azné jsou zafazeny pouze ty ryby, u nichz
dochazi k samovolnému uvolfiovani jiker pfi mirném tlaku na bfisni oblast.
Samice, u kterych ovulace dosud nenastala, se vraceji zpét bud do pdvodni
¢asti nadrze, nebo do oddélené ¢asti téhoz bazénu pomoci prepazky, pfipadné
do jiné nadrze se stejnou kvalitou a teplotou vody. Neovulujici samice je
vhodné znovu kontrolovat s intervalem 1-2 hodin. Pokud ani po opakované
kontrole k ovulaci nedojde, je tento stav zaznamenan do eviden¢nich zaznamu.
V ptipadé opakované nelspésné ovulace se takové samice zpravidla vyrazuji
z generacniho hejna, pfipadné jsou prfesunuty do nadrze s jiz vytfenymi rybami
a po regeneraci vraceny do mateiského rybnika. Ryby nachazejici se ve fazi
anestézie stupné 3a-3b (Kolarova a kol., 2007), jsou Setrné otoceny hibetem
dold a ru¢né (bez pouziti naradi) vytazeny do mokrého, ale vyzdimaného
latkového vaku nebo velké utérky. Pfi manipulaci je vhodné pfidrzovat
mocopohlavni papilu, aby nedochazelo k nezadoucimu uniku jiker.

Podle velikosti ryby jsou obvykle zapotiebi dvé osoby (viz obr. 6):

e Uvétsichjedinct (> 5kg) prvnipracovnik sedinazidliadrzirybuvlatkovém
vaku hibetem dold ve svém kliné. Soucasné pridrzuje mocopohlavni
papilu. Osusi bfisni partii ryby, fitni ploutev a mocopohlavni papilu
suchou utérkou a drZi ocasni nasadec obaleny ve vlhké utérce.

e Druhy pracovnik si pfipravi suchou misku na zachyceni jiker, ozna¢enou
¢islem a zaznamenanou hmotnosti prazdné misky.

Po osuseni pfislusnych partii je ryba oto¢ena na bok s bfichem mirné
ventralné sklonénym a ocasem sméfujicim dolG. Miska se pfilozi pod
mocopohlavni papilu tak, aby proud jiker stékal po jeji sténé. Prvni pracovnik
zahaji jemnou masaz bfisni dutiny v oblasti kaudalni a postupné pokracuje
smérem od hlavy az k papile. Pracovnik s miskou sleduje, zda nedochazi
ke kontaminaci jiker (napf. krvi, vykaly, slizem nebo vodou) - v takovém pfipadé
je miska ihned odstranéna, ryba ocisténa a vytér obnoven. Pfi ukonceni vytéru
se doporucuje rybu otocit znovu hibetem doll, lehkym protfesenim bfisni
dutiny usmérnit zbyvajici jikry k papile a nasledné je vytfit do misky. Vytfena
samice je nasledné identifikovana na¢tenim mikrocipu nebo kryogenni znacky,
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pficemz jeji udaje jsou porovnany s evidenci ryb pfipravenych k reprodukci.
Zaznam o provedeném vytéru je doplnén do vytérového listu. Ryba je nasledné
opatrné vracena do nadrze s Cistou vodou o stejné teploté jako pfi pripraveé,
kde je pod dohledem persondlu ponechana k probuzeni. Je nezbytné zajistit
vysoké nasyceni vody kyslikem.

Odebrané jikry

Miska s odebranymi jikrami se ihned oznacilihovym fixem: uvede se plemeno
(linie), individudlni znacka samice (alespori 6 poslednich ¢isel mikrocipu)
a skute¢na hmotnost jiker. Miska zakryta vikem nebo potravinarskou folii se
umisti do stinného mista s teplotou prostredi 18-20 °C. Vytérové listy (viz
Priloha 1a) obsahuji hmotnostni Udaje véetné identifikace ryby. Obvykly vytér
predstavuje pfiblizné 10-20 % hmotnosti samice, pfi¢emz pro kazdou samici se
zpravidla pouziva samostatna miska. Optimalné ovulované jikry maji jednolitou
Zlutohnédou az Zlutozelenou barvu, ktera se maze lisit v zavislosti na plemeni,
u kaprQ KOI i podle barevného fenotypu jikernacky. Kvalitni jikry jsou bez
pfimési krve, exkrementa, bilych prezralych jiker, tlomkud tkané pochazejicich
z nasilného vytéru ¢i nadmérného mnozstvi ovarialni tekutiny. Konzistence
spravné ziskanych jiker pfipomina hustou kasi (rovhomérna, bez vodnatych
nebo srazenych oblasti).

Vlastni postup provozni inseminace

Po vytreni priblizné péti samic (v zavislosti na mnozstvi ziskanych jiker) jsou
misky s jikrami umistény na pracovni stll. Zanestetické 1azné se nasledné Setrné,
ru¢né a bez pouziti naradi, vylovi mli¢aci do mokrého, ale dobfe vyzdimaného
latkového vaku. Po provedeni individualni identifikace samce a jejim ovéfeni
dle pfipraveného planu kfizeni se pfistupuje k samotnému vytéru. Po osuseni
pfislusnych partii téla stejné jako u samic se sperma vytira pfimo do misky
s jikrami. Pfi vytéru je nezbytné samce pevné a bezpecné fixovat, aby pfi
pfipadném prudkém pohybu nedoslo ke shozeni misek s jikrami. Na jednu
samici se pouziva zpravidla 3-5 samcd, tak, aby na 1kg suchych jiker pfipadlo
aspon 10ml spermatu. Identifikace pouzitého plemene (linie) a individualni
kéd kazdého samce jsou zaznamenany jak na misku, tak i do vytérovych listd
(viz Pfiloha 1b). Po vytéru samcli se spermie s jikrami ddkladné, ale Setrné
promisi ,nasucho”, tedy bez pridavku vody, aby doslo k jejich rovhomérnému
pokryti a pfipravenosti na naslednou aktivaci.
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4.4. Vytér samch pred vytérem samic s kratkodobym uchovanim
spermatu po dobu maximalné dvou dnt

Postup pfi vytéru samct

Pfi odbéru spermatu jsou nejprve samci uvedeni do anestezie. Jakmile
jedinec dosahne anestetického stavu odpovidajiciho fazi 3a-3b dle Kolarové
a kol. (2007), je manualné (bez pouziti keseru) vyjmut z nadrze a premistén
do vlhkého, avsak vyzdimaného latkového vaku nebo kusu tkaniny. Pred
samotnym odbérem spermatu je u kazdého jedince provedena identifikace
plemenné pfrislusnosti a konkrétni linie. K odbéru je pouzit suchy a cisty
kontejner (obvykle nesterilni) o objemu 250 ml, ktery je po odbéru oznacen
individudlnim identifika¢nim kédem a idajem o plemenné (liniové) pfislusnosti
samce. Teprve poté je pfistoupeno k vlastnimu vytéru. Pracovnik se posadi
na zidli a samce zafixuje v poloze bfichem vzhiru tak, aby bylo zabranéno
nezadoucim pohybdm. Spolupracovnik osusi oblast moc¢opohlavniho otvoru
pomoci cistého savého papiru. Prvni frakce spermatu je odstfiknuta mimo
nadobu, zatimco nasledna porce je po aplikaci jemné masazi bfisni partie
odsavana do suchého a cistého kontejneru pro bunécné kultury o objemu
250ml (viz obr. 5). Odbér je provadén za pouziti podtlaku v kontejneru, a to
nejcastéji pomoci vyvévy, tlakové vody, malého kompresoru, pfipadné v krajnich
pfipadech i sanim usty (viz obr. 6). Béhem odbéru spolupracovnik peclivé
dohlizi na kvalitu vzorku. Sperma nesmi obsahovat pfimési moci, vykalt ¢i krve,
nebot tyto kontaminanty vyrazné snizuji jeho uchovatelnost, zZivotaschopnost
i fertiliza¢ni schopnost. Kontejner je béhem odbéru drzen v urovni téla ryby
a plnén maximalné do jedné tretiny svého objemu. Odebrané sperma je
nasledné ulozeno ve vertikalni poloze do pfenosného termoboxu s vrstvou
Supinkového ledu, pfi teploté v rozmezi 0-4 °C (viz obr. 7). Nejpozdéji do dvou
hodin po odbéru je sperma nafedéno extendorem pro kapra obecného
a mnozstvi ziskaného spermatu v mililitrech se zaznamenava do vytérového
protokolu (viz Pfiloha 1b).

———
[ P e

nasdti spermatu viz obr. 6 (Foto: O. Linhart).

-20 -



INOVOVANA TECHNOLOGIE RIZENE
REPRODUKCE KAPRA OBECNEHO

Obr. 6. vytér samice (vlevo) a odbér spermatu do nesterilniho kontejneru 250 mi
pod tlakem vodni vyvévou (vpravo) u kapra obecného v provoznich podminkdch lihné.
Zachycen je standardni postup manudlniho vytirani jiker a spermatu (Kaspar a kol.,
2023).

Obr. 7. Ulozeni kontejnerti 250 ml se spermatem v termoboxu ve vertikdlni poloze
po dobu maximdlné do 2 dnd, zasypanych Supinkovym ledem. Tento zptisob skladovdni
zajistuje stabilni teplotu v rozmezi 0-4 °C, prodluZuje Zivotaschopnost spermii a vyuZivd

maximdlné misto v termoboxu (Foto: O. Linhart).
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Redéni a uchovani spermatu in vitro v aerobnim prostiedi po dobu
maximalné dvou dnt

Odebrané spermaje nejpozdéjido dvou hodin po odbéru nafedéno vhodnym
extendorem ur¢enym pro kapra obecného. Pro prodlouzeni zivotaschopnosti
spermii se pouziva kapfi extendor, jehoz slozeni na 1 litr destilované vody je
nasledujici:

0,3 g Cadl,.2H,0, 0,12 g MgSO,, 2,98g KCl, 584g NaCl a 2,42g Tris
(hydroxymethyl)aminomethanu. pH roztoku je upraveno pomoci HCI
na hodnotu 7,5 (Cejko a kol., 2019).

Vyslednd osmoticka hodnota extendoru cini pfiblizné 310 mOsmol.kg™.
Tento extendor, specialné vyvinuty pro kapra obecného, zajistuje stabilni
osmotické prostfedi, Ucinnou pufrovaci kapacitu a snizuje negativni ucinky
kontaminace modi. Soucasti roztoku je Tris-HCI, ktery, pokud je cerstvé
pfipraven, vykazuje mirny antisepticky G¢inek (Linhart a kol., 2020), coz dale
pfispiva k prodlouzeni zivotaschopnosti spermii. Roztok je nezbytné pfipravit
vzdy Cerstvy a po nezbytnou dobu, maximalné vsak dobu 3 dnd, jej mizeme
uchovavat v ledni¢ce pfi 4 °C. Redéni se provadi zchlazenym extendorem
(0-4 °C) v poméru 1: 1, tedy jeden objemovy dil spermatu ku jednomu dilu
extendoru. Postup spodiva v tom, Ze se vazenim urci hmotnost odebraného
spermatu, na jejimz zadkladé se pipetou (napt. 10ml) pfida odpovidajici
hmotnostni objem extendoru (viz obr. 8). Minimalni objem vzduchu, ktery
musi zdstat v kontejneru po naredéni spermatu, ¢ini priblizné jednu tfetinu
celkového objemu nadoby. Po nafedénijsou kontejnery uchovavany ve vertikalni
poloze v termoboxu vyplnéném Supinkovym ledem (viz obr. 7) nebo v ledni¢ce
nastavené na teplotu 0-4 °C. Skladovaci teplota je vzdy udrzovana v rozmezi
0-4 °C. Sperma je za téchto podminek skladovano po dobu maximalné dvou
dnl. Termobox je umistén v chladném prostoru lihné a led je pravidelné,
minimalné jednou denné, dopliiovan tak, aby byla stabilni teplota udrzena
po celou dobu uchovavani vzork.

Aklimatizace spermatu pred osemenénim jiker

Pro dosazeni plné motility a aktivity spermii pri oplozeni je nezbytné
extendorem fedéné sperma pfed smisenim s jikrami vytemperovat na teplotu
15-20 °C. Tento krok je klicovy pro optimalizaci oplozenosti. Aklimatizace se
provadi tak, ze 250ml kontejnery s pfislusnymi vzorky spermatu se vyjmou
z chlazeni a ponechaji se volné temperovat pfi teploté v prostfedi lihné
po dobu pfiblizné 2 hodin. Béhem nasledujicich 2 hodin se pak se vzorky
pracuje pfi osemenéni a oplozeni. Vynechani temperace spermatu na cilovou
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teplotu 15-20 °C mUzZe vést ke sniZzeni oplozenosti az o 20-40 %. }iz jednou
vytemperované sperma na 15-20 °C neni mozné znovu uchovavat na ledu,
nebot navrat k nizsi teploté zplsobuje pokles vitality a fertility spermii.
Sperma kapra obecného je obecné senzitivni k teplotnim vykyvim (Zhang
a kol., 2024).

Obr. 8. Redéni vychlazeného spermatu kapra obecného v 250ml kontejneru
vychlazenym extendorovym roztokem pro kapra (0-4 °C) v poméru 1 : 1 za pouZiti
predvdzek pro presné stanoveni objemu a pipety o objemu 10ml. Postup zajistuje
optimdini pomér mezi spermatem a extendorovym médiem pro ndsledné uchovdvdni
pfi nizké teploté (Foto: O. Linhart).

Je pfi uchovavani spermatu po dobu do 6 hodin postacujici jeho skladovani
v nefedéné formé extendorem a bez chlazeni?

Na uvedenou otazku poskytl odpovéd experiment prezentovany na obrazku
9, ze kterého je zietelné patrné, Ze motilita spermii byla statisticky vyznamné
snizenav pripadé, kdy nebyl pouzit extendor. Pouziti extendoru bez nasledného
ochlazeni spermatu rovnéz vedlo ke snizeni motility. Ochlazeni spermatu
po aplikaci extendoru vsak celkové neovlivnilo miru oplozenosti ani lihnivost
(obr. 9). Rozdil se projevil pouze pfi hodnoceni vysledkd jednotlivych samct.
Chlazeni fedéného spermatu vedlo k dosazeni konzistentnéjsich vysledkd mezi
jednotlivymi jedinci (k oplozovani bylo pouzito 3 ml fedéného spermatu na Tkg
hmotnosti jiker).
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Obr. 9. vievé ¢dsti jsou uvedeny hodnoty motility spermii po 0 a 6 hodindch uchovdvdni,
zatimco v pravé cdsti jsou prezentovdny vysledky oplozenosti, lihnivosti a malformaci
po 6 hodindch uchovdvdni, hodnocené pri pouZiti ndsledujicich experimentdlnich variant:
Cejko Ol - kapri extendor pri chlazeni (0-4 °C),

Cejko RT - kapri extendor bez chlazeni (teplota lihné),

Ol - bez extenderu, s chlazenim (0-4 °C),

RT - bez extenderu, bez chlazeni (teplota lihné).

Statistické rozdily byly vyhodnoceny na hladindch vyznamnosti *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001.

4.5. Vytér samch pied vytérem samic s kratkodobym uchovanim
spermatu po dobu do jednoho mésice

Tato metoda se vyuziva v pfipadech, kdy je cilem prodlouzené uchovani
spermatu po dobu delsi nez dva dny. V lihfiovych podminkach obvykle probiha
vytér v tydennich cyklech, a inovovana technologie tak poskytuje moznost
odebrat a uchovat vétsi mnozstvi spermatu pro pouziti v nasledujicich
vytérovych cyklech. Timto zplsobem Ize efektivné vyuzit nadbytec¢né mnozstvi
spermatu, které se pfi vytérech samcl kapra bézné ziskava. Metoda zarover
umoziiuje optimalizovat pomér pohlavi béhem planovanych vytérd, kdy neni
nutné do dalSich tydennich vytérovych cykld znovu zarazovat samce nebo
samce stejného plemene ¢i linie. Uvolnénou kapacitu lihné po samcich Ize
vyuzit k vytéru vétsiho poctu samic, coz pfispiva k efektivnéjSimu vyuziti
kapacit lihné a synchronizaci produkce vétsiho mnozstvi vackového pladku.
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Uprava a uchovani spermatu s pouzitim antibiotik

Technika vytéru samcd je shodnd s postupem popsanym v piedchozi
¢asti. Po fedéni spermatu v kontejneru o objemu 250 ml (v poméru 1:1
s extendorovym roztokem, do 2 h po vytéru samctll) se z néj pipetou odebere
6-12 ml rozifedéného spermatu, které se prenese do nového sterilniho
kontejneru o objemu 50 ml (viz obr. 10). V pfipadé planovaného vyuziti
spermatu od jednoho samce v ramci ctyf po sobé nasledujicich vytéra
(s maximalni dobou uchovavani az jeden mésic) je nutné pripravit minimalné
ctyfi samostatné kontejnery. Do 50ml kontejneru obsahujiciho napftiklad
6 ml fedéného spermatu se poté napipetuje 36 pl antibiotického roztoku
Norostrepu obsahujiciho kombinaci streptomycinu a penicilinu (200mg
penicilinu a 250 mg streptomycinu v 1ml; viz obr. 11). Tato kombinace slouzi
k prevenci mikrobialni kontaminace, ktera by mohla nastat v pfipadé naruseni
sterility béhem manipulace. Po pfidani antibiotika je obsah kontejneru dikladné
promichan. Kontejnery se nasledné ukladaji vertikalné do termoboxu, kde jsou
proloZzeny Supinkovym ledem pro udrZeni teploty v rozmezi 0-4 °C. Je vhodné
nasledné termoboxy s kontejnery pfemistit do lednice a vrstvy ledu pravidelné
v intervalu 3-4 dnG doplhovat (viz obr. 12). Tim je zajisténa dlouhodobéjsi
stabilita a biologicka aktivita spermii az do doby jejich pouziti. Pfed vlastnim
osemenénim a oplozenim jiker se opét provadi temperace (aklimatizace)
spermatu na teplotu 15-20 °C, jak bylo popsano vyse. Jednou vytemperované
sperma nesmi byt opétovné vystaveno chladicim podminkam.

[ s e

Obr. 10. sterilni kontejner o objemu 50mli urceny pro krdtkodobé uchovdvdni
rfedéného spermatu v aerobnich podminkdch pfi teploté 0-4 °C po dobu maximdiné
jednoho mésice (Foto: O. Linhart).
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Obr. 11. Roztok antibiotik Norostrep a.u.v. urceny
k pipetovdni do redéného spermatu. Antibiotika je
mozZné po otevieni uchovdvat pri 4 °C maximdlné
po dobu jednoho mésice. Lécivé Idtky v 1ml: Procaini
benzylpenicillinum  (ut  monohydricum) 200mg,
Dihydrostreptomycini sulfas 250 mg.

Drzitel rozhodnuti o registraci: Norbrook Laboratories
(Ireland) Limited, Rossmore Industrial Estate, Monaghan,
Irsko. Registracni Cislo pripravku: 96/514/94-C (Foto: O.
Linhart).

Obr. 12. Uchovévdni napinénych 50ml kontejnerii s fedénym spermatem probihd

v termoboxech umisténych v ledni¢ce, pricemz kontejnery jsou zasypdny Supinkovym
ledem. Pro zajisténi optimdlnich podminek je nezbytné doplnit led priblizné po 3-4 dnech

(Foto: O. Linhart).

-26 -



INOVOVANA TECHNOLOGIE RIZENE
REPRODUKCE KAPRA OBECNEHO

4.6. Kontrola pohyblivosti spermii, osemenéni, aktivace a oplozeni jiker

Oplozovani jiker Ize provadét dvéma zakladnimi metodami. Prvni metodou
je pfimé vytfeni samcl do misky s jikrami, pficemz na 1 kg jiker se pouZije
pfiblizné 5-10 ml kvalitniho spermatu (s pohyblivosti 80-100 %) od kazdého
z ndhodné vybranych 3-5 samcl (viz kapitola 4.3.). Tato metoda se vyuziva
zejména pfi produkci trznich obsadek.

V ptipadech, kdy je reprodukce realizovana za u¢elem obnovy genera¢niho
hejna nebo zalozeni experimentalnich populaci (naptiklad pro ucely testovani
uzitkovosti), se postupuje podle metodiky Kocoura a kol. (2012), ktera
podrobné popisuje zplsoby inseminace jiker. V téchto situacich se vyuZziva
kratkodobé uchovavané sperma, skladované v kontejnerech (viz kapitoly
4.4. a 4.5.). Pfed samotnou inseminaci jiker je v pfipadé pouziti kratkodobé
uchovavaného spermatu nezbytné provést kontrolu jeho pohyblivosti podle
metodiky Linharta a kol. (2011). Na zakladé vysledk( této kontroly se urcuje
potiebny objem fedéného spermatu extendorem nutny pro oplozeni daného
mnozstvi jiker:

e PYi pohyblivosti spermii 70-80 % je doporu¢eno pouzit minimalné 5 ml

fedéného spermatu na 1 kg jiker.

e PIi snizené pohyblivosti kolem 50 % se doporuceny objem zvysuje

na minimalné 10 ml.kg™ jiker.

e Pokud pohyblivost klesne na 20-30 %, je pro zajisténi alespon 70%

oplozenosti nezbytné aplikovat 15 ml fedéného spermatu na 1 kg jiker.

Pfi pouziti ¢erstvého spermatu postacuje 10 000-30 000 spermii na jednu
jikru (Linhart a kol., 2015), coZ pfedstavuje zhruba 2ml fedéného spermatu
1 : 1 extendorem. | pfi snizené pohyblivosti spermii na drovni 20-30 %
po mési¢nim uchovani spermatu je Uspésnost oplozeni zajisténa vysokym
poctem spermii na jednu jikru. Pfi aplikaci 15ml fedéného spermatu pripada
na jednu jikru pfiblizné 200 000 spermii. Po aplikaci spermatu se jikry jemné
a dikladné promichaji stérkou po dobu pfiblizné 30 s. Osemenéné jikry lze
aktivovat pridanim aktiva¢niho roztoku pro kapra (Billard a kol., 1995) nebo
vody z lihné pouzivané k inkubaci jiker o teploté, pfi niz bude inkubace jiker
probihat (optimalné 19-22 °C). Pro Uspé&snou aktivaci gamet a oplozeni jiker
se doporucuje pfidat 0,5-1 objemovy dil aktiva¢niho média (aktiva¢ni roztok
nebo voda zlihné) k objemu jiker v misce (11jiker vazi priblizné 1,2 kg). Aktivace
spermatu se projevuje zahajenim pohybu bi¢iku asmérovanym pohybem spermii
k mikropyle jikry v ddsledku pozitivni chemotaxe. Oplodnéni je definovano jako
fuze samciho a samiciho prvojadra. Bezprostiedné po pfidani vody je nutné
smés znovu jemné, ale dikladné promichat (po dobu 10-15 s) a nasledné ji
ponechat v klidu po dobu 30-45 s. Pfiblizné jednu minutu po aktivaci gamet
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zacina proces odlepkovani jiker. Jikry kapra obecného si zachovavaji schopnost
byt oplodnény maximalné po dobu tfi minut od aktivace vodou, po jejimz
uplynuti dochazi k uzavieni mikropyle (Billard a kol., 1995).

Jaké byly vysledky experimentii zamérfenych na motilitu a fertilitu
uchovavaného spermatu s prfidavkem antibiotik?

Experimentalné jsme vyhodnotili oplozenost, lihnivost a vyskyt malformaci
larev po 9dennim uchovavani spermatu v malych sterilnich kontejnerech
s pridavkem antibiotik i bez nich. Mezi experimentalnimi skupinami nebyly
zjistény statisticky vyznamné rozdily (k oplozovani bylo pouzito 3 ml fedéného
spermatu na 1kg hmotnosti jiker; viz obr. 13). Dale byla posouzena moznost
skladovani kontejnert ve vertikalni poloze (nizsi kontaktni plocha s atmosférou)
a v horizontalni poloze (vyssi kontaktni plocha), pficemz byly testovany dva
objemy fedéného spermatu (6 a 12 ml). Motilitu spermii se podafilo zachovat
az po dobu 35 dnt pfi pouziti 6 pl antibiotika Norostrep na 1ml fedéného
spermatu (Norostrep - 200 mg penicilinu a 250 mg streptomycinu v ml zasobni
suspenze), a to bez vyraznych rozdild mezi horizontdlni a vertikalni orientaci
kontejnerd a objemy fedéného spermatu (viz obr. 14).
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Obr. 13. Oplozenost, lihnivost a malformace embryi po 9dennim uchovdni spermatu
ve sterilnich 50ml kontejnerech, objem 6ml redéného spermatu extendorem 1 : 1
pri teploté 0-4 °C. Varianty antibiotické suplementace: 1PS - 1 ul Norostrepu.ml’
spermatu, 3PS - 3 ul Norostrepu.ml” spermatu, 6PS - 6 ul Norostrepu.ml' spermatu,
1P - 1 pl penicilinu.ml" spermatu, Con - kontrola bez antibiotika.

-28 -



INOVOVANA TECHNOLOGIE RIZENE
REPRODUKCE KAPRA OBECNEHO

Ak H 0D 21D

**
1007 *’;4‘ [ 7D mm 28D
90 [ d Bl 14D 35D
%

o *
|

,W K «6\,‘\“’4“" R A R R R R R IR
Obr. 14. Procentudlini motilita fedéného spermatu (6 nebo 12ml) s 6 ul Norostrepu.ml’
uchovdvaného v 50ml sterilnich kontejnerech umisténych v termoboxu pfi teploté
0-4 °C podobu 0, 7, 14, 21, 28 a 35 dnd (D - dny). Hodnoceny byly Ctyfi varianty podle
objemu a orientace uloZeni kontejnerti v termoboxu:

H6 - horizontdlIni uloZeni, 6 ml Fedéného spermatu,

V6 - vertikdlni uloZeni, 6 ml fedéného spermatu,

H12 - horizontdlIni uloZeni, 12 ml Fedéného spermatu,

V12 - vertikdIni uloZeni, 12ml fedéného spermatu.

4.7. Odlepkovani jiker

Po aktivaci a oplozeni jiker nasleduje pred jejich vlastni inkubaci faze
odlepkovani. U kapra se v poslednim obdobi osvédcilo oSetfeni jiker roztokem
kyseliny taninové (tanin; napt. Sigma-Aldrich, objednaci ¢islo 1401-55-4) podle
metodiky Kaspar a kol. (2023) a Sotnikov a kol. (2025). Postup odlepkovani
zacina bezprostfedné po oplozeni jiker, kdy se jikry michaji ve vodé z lihné
za ucelem jejich rovnomérného bobtnani a sou¢asného zamezeni pfed¢asného
slepeni. Tomu lze predejit udrzenim poméru objemu vody k objemu jiker
v rozmezi 0,5-1 : 1. Priblizné 90 s po aktivaci gamet (vodou nebo aktiva¢nim
roztokem) je doporuceno aktiva¢ni médium obsahuijici zbylé spermie opatrné
odstranit, zejména pokud nebyl dodrzen vySe uvedeny pomér média k objemu
jiker. Odstranéni se provadi jemnym slévanim média pres okraj misky po kratkém
usazeni jiker (cca 5 s) v klidném stavu bez michani. Nasledné se k jikram prida
Cerstva voda z lihné tak, aby hladina vody pravé dosahovala k hornimu okraji
usazenych jiker, ¢imz je zajistén doporu¢eny pomér objema. Jak jikry postupné
bobtnaji, doplfiuje se voda za stalého michani, které provadime manualné nebo
pomoci michaciho pultu (viz obr. 15A). Tento postup trva pfiblizné 10-15 minut
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od aktivace gamet. Poté se pfida roztok taninu v koncentraci 2 g.I'" vody z lihné
v objemu odpovidajicim celkovému objemu nabobtnanych jiker a smés se
micha po dobu pfiblizné 1 minuty. Nasledné se taninovy roztok slije a nahradi
druhou davkou roztoku taninu v objemu pfiblizné 1,5ndsobném vzhledem
k objemu jiker, pficemz hladina roztoku presahuje horni okraj usazenych jiker
0 1-2cm. Michani pokracuje po dobu 3-5 minut. Po ukonéeni plsobeni taninu
se jikry dukladné proplachnou 2-3krat vodou z lihné a nasledné se nasadi
k inkubaci do inkubac¢nich lahvi (viz obr. 15B). Pokud jikry béhem promyvani
nadale vykazuji lepivost, je mozné prodlouzit expozici taninu az na 8 minut bez
negativniho vlivu na miru oplozenosti ¢i lihnivosti (Kaspar a kol., 2023).
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Obr. 15. A) Odlepkovdni oplozenych jiker taninem pfi pouZiti michaciho pultu. B)
Oplozené a odlepkované jikry v Zugské inkubacni lahvi (Sotnikov a kol., 2025).

4.8. Inkubace jiker, lihnuti a rozplavani vackového pladku

Po umisténi jiker do inkuba¢ni Zugské lahve (Gela a kol., 2009) je nezbytné
neprodlené zaznamenat Cislo lahve do vytérového listu (Pfiloha 1c) prifazeného
konkrétnimu plemeni ¢i kfizeni, aby byla zamezena zaména raznych oSupeni,
plemen akfizenibé&hem lihnuti avysazovani embryi. Inkubace jiker se provadi dle
standardnich postupu, pficemz doporucujeme pouzit Zugské inkubacni lahve
o objemu 7-101, které Ize plnit az do dvou tfetin jejich kapacity (500-600g
suchych jiker na ldhev). Inkubace probiha pfi teploté 19-22 °C az do vylihnuti
vackového pladku, k némuz dochazi 3-4 dny po oplozeni jiker. Pratok vody
inkubac¢nimi lahvemi je regulovan tak, aby dochazelo k pozvolnému ,vInéni
a prelévani” jiker. Tento pritok odpovida priblizné 31 vody za minutu na jednu
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lahev. BEéhem inkubace se denné odstranuji uhynulé jikry odsavanim hadickou.
Neoplozené a mrtvé jikry zacinaji po dni a pll inkubace bélat a béhem
nasledujicich dvou dnd se hromadi v horni ¢asti objemu jiker, kde jsou snaze
odsavatelné.

K prevenci a tlumeni vyskytu plisfiovych onemocnéni jiker se vyuzivaji
prostiedky bézné pouzivané v lihnarské praxi, jako jsou UV lampy a ozonizace
(Gela akol., 2009). Pro desinfekci veSkerého vybaveni rybi lihné prfed nasazenim
jiker a plidku, stejné jako po kazdém vyskladnéni plidku, se pouzivaji chemické
pfipravky na bazi chléru/ chlornanu sodného (napfiklad SAVO original, Unilever
CR, spol. s r.o., Praha) v souladu s pokyny vyrobce. Po desinfekci je nezbytné
zafizeni dlkladné oplachnout ¢istou vodou.

Po vylihnuti se vackovy plidek udrzuje do faze rozplavani v kolibkach ¢i
inkuba¢nich aparatech raznych typu, pficemz volba zafizeni zavisi na mnozstvi
plddku a zavedenych postupech. Plidek se lihne pfi dosazeni 60-70dennich
stupid (d°), v zavislosti na teploté vody a pratoku. Cely proces probiha
prfevazné najednou a v celé [ahvi béhem jedné hodiny. Dokonale vycisténé jikry
jsou kratce pred za¢atkem lihnuti prfesazeny do inkubator(, kde dochazi k jejich
vylihnuti. Po vylihnuti plidek klesa ke dnu inkubatoru, pficemz rozpadlé jikerné
obaly se zachycuji na uhelonovém situ, které je nutné pravidelné ¢istit, aby
nedoslo k jeho uvolnéni z rdmu nebo ucpani. Pro odchov kapra od faze lihnuti
po rozplavani a expedici do rybnikd se pouzivaji specidlni inkubatory (silo)
s objemem vody 225 litrd (viz obr. 16). Pfivod vody do inkubatoru je umistén
uprostied kénického dna, pficemz proud vody je usmérfiovan vyfrézovanymi
drazkami kuzele vloZzeného do prostoru inkubatoru. Tyto drazky vytvareji tocivy
proud vody, ktery zajistuje, Ze malo pohyblivy plidek nemtze klesnout ke dnu
ve vétsi vrstvé, ale je neustale nadnasen a zasobovan cerstvou kyslikatou
vodou. Cast plidku se rovnéz zachycuje na vnitfnich sténach aparatu. V dobé
nadechnuti a rozplavani se plldek zdrzuje u hladiny a v horni tfetiné sila. Proto
je horni ¢ast sila opatfena uhelonovym limcem, ktery zabrafuje uniku pladku.
Pratok silem se nastavuje podle mnoZstvi nasazeného plidku na pfiblizné 201
za minutu. Kapacita jednoho sila je 2-3 miliony kusi K (Gela a kol., 2009).
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Obr. 16. specidini inkubdtory (silo) s objemem vody 225 litrii pro vdackovy plidek
kapra (Foto: O. Linhart).

4.9. Expedice vackového plidku

Vysazovani a manipulace s kapfim plidkem po rozplavani (Gela a kol.,
2009)

V pribéhu larvalni periody po uplném rozplavani (pfiblizné 80-90 d°)
po vylihnuti, v zavislosti na teploté vody je plidek vysazovan do plidkovych
rybnikd (vytaznikd). Tyto rybniky jsou obvykle mélké a doporucuje se je
napustit vodou 2-7 dni pfed planovanym vysazenim (rozvoj vhodné pfirozené
potravy). Zdravy a pIné rozplavany plidek se pfi odbéru (napf. do kadinky)
aktivné pohybuje ve vodnim sloupci, neklesa ke dnu a ma dobfe vyvinuty
plynovy méchyr.
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Odbér a stanoveni mnozstvi pladku (Gela a kol., 2009)

Expedice pladku probiha tak, ze rozplavany plidek je jemnou uhelonovou
sitkou opatrné preloven do lavoru s vodou o zndmém objemu. Po naloveni
pozadovaného mnoZzstvi plldku se plidek rovnomérné rozptyli v celém objemu
lavoru a odebere se vzorek pomoci mérky (doporuc¢eno 20 ml). Tento vzorek se
prfenese do mensi nddoby s vodou a plidek se prelévanim pres hranu do jiné
misky postupné spocita. Cely postup se opakuje 3-5x a na zakladé zjisténych
hodnot se vypocitad primérny pocet kust na dany objem vody. Vysledny pocet
kust ve vzorku se prepocitd na 11 (napf. pfi pouziti 20ml mérky se nasobi
50; u 1T0ml mérky 100, u 50ml mérky 20 atd.) a nasledné vynasobi celkovym
objemem vody v lavoru. Takto se ur¢i celkové mnoZstvi plddku v nadobé (Gela
a kol., 2009).

Baleni, znaceni a preprava (Gela a kol., 2009)

Po stanoveni mnoZstvi se potfebny objem vody s pliddkem (napi. 101
vody obsahuje 10 000ks, takZze pro 100 000ks je tfeba odebrat 101) prfenese
do pripravenych dvojitych PVC vakd o objemu 30-501 (podle planovaného
poctu kust), idedlné se zakulacenymi rohy. Vak se pfedem naplni nékolika
litry vody z lihné o stejné teploté, v jaké byl plidek dosud chovan. Pred
kazdym odbérem je nutné plidek v lavoru jemné promichat, aby se zajistilo
rovnomérné rozlozeni. Do jednoho vaku se bali obvykle 50-200 tisic kust
pladku (K,), v zavislosti na velikosti vaku a dobé& pFepravy. Pfi kratké pfeprave
(do 30 minut) lze do 50l vaku zabalit az 300 tisic kus. Vak se doplni vodou
do celkového objemu 10-201, zbyly prostor se napusti technickym kyslikem
a oba vaky se samostatné uzaviou (pomoci dvojité gumicky, lepici pasky
¢i specialni svorky). Kazdy naplnény vak se nesmazatelné oznadi udajem
o mnozstvi ryb, plemeni nebo kfiZenci. Vaky se az do prepravy skladuji nalezato
ve stinu, idealné na mékké podloZce na podlaze lihné. Béhem piepravy je nutné
chranit vaky pred pfimym slune¢nim zarenim a prehiatim. V chladném pocasi
je naopak potreba zabranit poklesu teploty vody pod 15 °C. Kapfi plidek je
v pfechodném obdobi mezi endogenni a exogenni vyzivou obzvlasté citlivy
na teplotni vykyvy. Za kritickou se povazuje teplota 10-12 °C, kdy dochazi
ke snizeni pohybové aktivity. V pfipadé nahlého ochlazeni, kdy teplota vody
klesne pod 12 °C, je vhodné (pokud to technické moznosti dovoluji) odlozit
vysazeni o 3-5 dni a pladek ponechat v lihni pfi teploté 16-18 °C. Pfi této
teploté plidek i po rozplavani preziva bez vétsich ztrat ze zasob Zloutkového
vacku (Gela a kol., 2009).
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4.10. Mozné epigenetické zmény v zavislosti na dobé starnuti spermii

Pouzili jsme komplexni multiomické pfistupy k odhaleni epigenetickych
zmén ve spermatu vyvolanych jeho starnutim a k posouzeni jejich dopadu
na embryonalni vyvoj a zdravotni stav potomstva. Spermie kapra obecného
byly uchovavany in vitro v kapfim extendoru po dobu 14 dni a nasledné byly
zkoumany ucinky uchovavani na funk¢ni vlastnosti spermii a vyvoj potomstva
(Cheng a kol., 2025). K objasnéni mozZnych mechanismd, jimiz uchovavani
spermii ovliviiuje vyvoj potomstva, jsme integrovali data z analyz DNA
metylomu, transkriptomu a proteomu. Prodlouzené in vitro uchovavani, tedy
starnuti spermii, vedlo k poklesu motility spermii a jejich oplozeni schopnosti,
coz bylo doprovazeno ur¢itymi zménami v metyla¢nim vzoru DNA. Integrované
analyzy DNA metylomu potomstva, komparativni transkriptomiky a méreni
srde¢ni vykonnosti odhalily mozné zmény v expresi genl souvisejicich
s vyvojem nervové soustavy, morfogenezi myokardu a buné¢nymi odpovédmi
na podnéty. Proteomické analyzy dale ukazaly obohaceni drah spojenych nejen
s vizuadlni percepci a funkci nervového systému, ale i s imunitni odpovédi.
Ziskané vysledky poskytuji presvédcivé dlkazy o epigenetické dédi¢nosti
charakteristik potomstva kapra v pfipadé pouziti kratkodobé uchovavaného
spermatu pro oplozeni (Cheng a kol., 2025). Na zakladé ziskanych vysledkd
doporucujeme upiednostnit vyuziti spermatu uchovavaného in vitro po dobu
delsi nez 14 dnQ, zejména pro potreby bézné trzni produkce kapra obecného.

5. Ekonomicky pfinos

Navrzena technologie nachazi praktické uplatnéni ve specializovanych
lihnich kapra obecného, a to predevsim v zafizenich s plemennymi chovy.
Jeji implementace pfinasi nékolik vyznamnych ekonomickych a genetickych
benefitu:

a) Zachovani genetické variability

Jednim z klicovych pfinosG metodiky je uchovani genetické diverzity
plemen kapra, ktera je v disledku intenzivniho chovu dlouhodobé ohroZena.
ZvySenim miry oplozenosti a lihnivosti dochazi k omezeni negativnich dopada
inbreedingu, ¢imz se snizuje riziko genetické degenerace a potencialniho
zaniku jednotlivych plemen. Je vyznamné také z hlediska Slechténi, nebot
zvySenim miry oplozenosti a lihnivosti pfispiva k vyssi genetické variabilité jak
uvnitf, tak mezi rodinami. To nasledné umoznuje efektivnéjsi selekéni Slechténi
s cilem produkce ,geneticky zlepSenych” rodin.
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Na zakladé aktualniho ceniku Ministerstva zemédé&lstvi CR (web MZe,
https://mze.gov.cz/public/portal/mze/lesy/rybarstvi-a-rybnikarstvi/ceniky/
ceniky) Ize stanovit hodnotu jednoho genera¢niho hejna (minimalné 120ks
ryb, primérna hmotnost jedince 7kg) na priblizné 680 000 K¢.

V pripadé bézné produkce 100 tun kapra by dlouhodobé snizeni uzitkovosti
vlivem inbreedingu o 10 % vedlo k produkci pouze 90 tun, tedy o 10 tun
méné. Tato ztrata by predstavovala pfiblizné 6 miliont K¢ na hrubém zisku, pfi
predpokladané velkoobchodni cené 60 Ké.kg™ (100 000 kg x 60 Ke.kg™).

b) Zvyseni lihnivosti

V ptipadech, kdy je nezbytné uchovavat sperma po dobu 24 hodin, mize
aplikace kratkodobého uchovani v extendoru pfi teploté 0-4 °C, nasledovana
temperaci na teplotu vytéru, vést ke zvyseni lihnivosti o 20-40%. Tento
postup se tak projevuje ve zvySeni celkové vykonnosti lihné minimalné o 20 %.
V ptipadé stiedné velké lihné s ro¢ni produkci 20 miliond kust plidku tento
nardst predstavuje zvySeni vystupu o pfiblizné 4 miliony kus vackového
plddku. Pfi odhadované trzni hodnoté Ize tento nardst kvantifikovat jako
finan¢ni pfinos ve vysi pfiblizné 160 000 K¢ ro¢né.

DalSim ddvodem vyuziti kratkodobé uchovaného spermatu je moznost
optimalizace a reorganizace prace v lihni, ktera umoznuje i mensimu poctu
pracovnik( zvysit produkci vackového plidku. Na pocatku jsou samci pfipraveni
k vytéru. Odebere se vétsi objem spermatu, které je nasledné uchovavano
po stanovenou dobu vytérd. Priprava jikernacek v lihni pak maze byt rozdélena
do mensich partii béhem nékolika nasledujicich dn(, pficemz se zabrani
prezrani jikernacek i jejich vytéru do zlabd, a cely proces vytéru tak maze byt
efektivné zvladnut.

c) Snizeni provoznich naklada

Zavedenim technologie do praxe dochazi ke snizeni naklad( spojenych
s vytérem - predevsim diky redukci poctu vyuzivanych samct o 50 % a snizeni
celkového stavu generacnich ryb o pfiblizné 25%. U zafizeni, ktera udrzuji
chovy az 20 plemen, Ize timto zplsobem snizit provozni naklady (odhadované
na 3 miliony K¢ ro¢né) az o 20 %, tj. o pfiblizné 600 000K¢ ro¢né. V situaci,
kdy liheft nema k dispozici otcovskou linii ryb, lze vyuzit geneticky material
ve formé kratkodobé uchovaného spermatu z jiné lihné - at uz v ramci téze
spole¢nosti, nebo od externiho podnikatelského subjektu. Timto zpGsobem
Ize snizit naklady spojené s pfipravou otcovské linie k vytéru.
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Dalsi sniZzeni je mozné spatfit v nutnosti pfipravy samci hormonalni
pfipravou a ohievem. Kazdy vytér 100ks samcl predstavuje naklad
na hormonalni pfipravu pfiblizné 8 500K¢ (pfi cenné hypofyzy 8 000 Kc.g™
hypofyzy) a ohiev vody elektrickym proudem ¢ini pfiblizné 6 000K¢. Jedinym
nakladem kratkodobého uchovani spermatu jsou sterilni 50ml kontejnery
kdy 100ks lze poridit za 3 000K¢. Velké 250ml kontejnery je mozné Uspésné
recyklovat.

6. Uplatnéni technologie v praxi

Technologie je aplikovatelna v bézné chovatelské praxi pti reprodukci kapra
obecného v podminkach Ceské republiky, zejména diky vyuZiti kratkodobého
uchovavani vétsich objem( spermatu. Jeji vyuziti prispiva k optimalizaci procesu
pfipravy generacnich ryb pfed vytérem, a to se zamérenim na zvySeni poctu
pfipravovanych samic. Zaroven umoznuje navyseni kapacity lihflovych zafizeni
a snizeni celkovych provoznich naklad( anebo transport spermatu za ucelem
realizace provoznich kfiZzeni nebo realizaci testl uzitkovosti. Tato technologie
byla vyvinuta ve spolupraci se spole¢nosti RybaFstvi Nové Hrady s.r.o., které se
dlouhodobé zaméfuje mimo jiné na moznosti vyuziti kratkodobé uchovavaného
spermatu v chovu plemennych ryb. Podnik disponuje modernim lihfiovym
zafizenim, které umoznuje efektivni vyuziti uchovaného spermatu pro vlastni
potieby. Vzhledem k tomu se podnik aktivné zajima o technologické postupy
uchovani spermatu ve vétsich objemech s cilem podpofit produkci geneticky
kvalitnich a rezistentnich linii kapra, coz vede k rychlejSimu ekonomickému
zhodnoceni investovanych prostredkd.
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9. Prilohy

1. Vzory vytérovych listi (prevzato Gela a kol., 2009): 1a) pro mli¢dky 1b) pro
jikernacky 1c) oplozeni
Zaznam o vytéru
Druh ryby
List €.
Datum zahajeni pfipravy Datum injikace Datum vytéru

Milicaci

Evidencni &islo Objem
Chovna Hmotnost spermatu
skupina PIT/znatka (8 (ml)

Vzorek na
koncentraci
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