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1.0VOD DO PROBLEMU

Lin obecny (Tinca tinca L.) je fytofilni druh ryby z Zeledi kaprovitych (Cyprinidae).
Vyskytuje se ve vodach vétsiny zemi Evropy a v nékterych ¢astech Asie. Je vyznamnou
soudasti rybni¢nich monokultur (Spanélsko, Italie) nebo polykultur (Ceska republika,
Polsko a Némecko) v Evropé (Steffens, 1995). Pfirozeny vytér lina probiha obvykle ve
tfech dil¢ich davkach od kvétna do srpna, pfi teplotdch vody nad 19 °C s optimem
v rozpéti 21-23 °C (Pokorny, 1974). Z hlediska akvakulturni produkce je ptirozeny vytér
lina ve vytérovych rybnicich obtizné pladnovatelny a zna¢né nespolehlivy (napf. vyso-
ka variabilita v mnozstvi a velikosti produkovaného pltadku). Naproti tomu je fizené
rozmnozovani lina cestou k ziskani odpovidajiciho mnozstvi ndsadového materia-
lu od znamych rodic¢l, v evidovaném poctu a v optimalnim case. Jednim z hlavnich
problémU fizeného rozmnozovani lina je jeho neschopnost dosahnout spontanni
ovulace v kontrolovanych podminkach rybi lihné. Primarni pficinou této reprodukg-
ni dysfunkce je nedostatecnost nékterych environmentélnich faktord (napf. vytérovy
substrat), nezbytnych k pozitivni stimulaci neuroendokrinni regulace findlnich stadii
gametogeneze (Yaron, 2009). Za Ucelem odstranéni této reprodukcni dysfunkce se
pfi umélém vytéru provadi hormondini stimulace ovulace a spermiace bud's pomoci
aplikace kapfi hypofyzy, nebo syntetického analogu spoustéciho hormonu gonado-
tropinu (GnRHa).

Prvni umély vytér jikernacek lina uskutecnil v Némecku u ryb odlovenych pfi spon-
tannim vytéru v pfirodnich podminkéch Probst (1938). Podobnym zplisobem Uspésné
vytiral liny i Kopécik (1959). Prvni Uspésny hormondlné indukovany umély vytér lina
realizoval v Ceskoslovensku Pokorny (1974). Pouziti této metody v masovém métitku
popsali Koufil a Chabera (1976) a Hamackova a kol. (1978). Dalsi informace o hormo-
néalné indukovaném umélém vytéru lina pomoci kapii hypofyzy uvadi Horvath (1977).
Ve viech uvedenych piipadech byly pouzivany vysoké davky kapfi hypofyzy v rozpéti
5-15 (nékdy dokonce az 30) mg.kg”, injikovanych intramuskuldrné ve fyziologickém
roztoku v jedné davce, v nékterych pripadech ve dvou a v pfipadé prvnich pokust
Pokorného (1974 a, b) i ve tfech dil¢ich davkach. Amaral a kol. (1995) uvadi moznost
indukce ovulace jikernacek lina pomoci extraktu kufeci hypofyzy a hCG. Starsi postu-
py zalozené na umélé reprodukci s vyuzitim kapii hypofyzy se ukazaly jako ne vzdy
Uspésné s nizkym procentem (= 50) ovulujicich jikernac¢ek a malou pracovni plodnosti
jikernacek (Kouril, 1998). Aplikace syntetickych GnRH analogd (GnRHa) v protikladu
k aplikaci kapfi hypofyzy umoznuje pifimou stimulaci gonadotropnich bunék, sekre-
tujicich rybimu télu vlastni luteiniza¢ni hormon (LH). Navic postaveni samotného
GnRH v hormonalni kaskadé umoznuje komplexnéjsi napravu reprodukéni dysfunkce
v podobé stimulace nejen LH, ale i sekrece spolupisobicich faktor(, jako je rdstovy
hormon, prolaktin a nebo thyroidni hormony (Zohar a Mylonas, 2001). Jako prvni pro-
kazali vysokou tcinnost piipravki GnRHa indukovat ovulaci u lina Kouril a kol. (1986),
kdyz i davky na drovni 1-10 pg kg™’ stimulovaly ovulaci u vétSiny osetfenych jikerna-
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UMELY VYTER LINA OBECNEHO

cek. Touto specifickou vlastnosti se lin odliSuje od jinych kaprovitych druh( ryb. Po-
drobné piehledy zaméfené na chov lina, véetné jeho reprodukce, publikovali Pokorny
(1974), Lukowich a Proske (1979), Kub( a Koufil (1985), Koufil a kol. (1986), Steffens
(1995). Piehled dat o biologii gamet lina uvadi Linhart a Billard (1995). Koufil a kol.
(2007) zjistili u jikernacek lina rozdily v biochemickém profilu krevniho séra v prabéhu
intervalu latence (od injikace hormonalnich pfipravki do dosazeni ovulace). Podhorec
akol. (20114, b, c) popisuje zmény v hladinach LH u jikernacek lina pfi pouziti rGznych
hormonalnich pfipravkd, které indukuji ovulaci pfi rdznych teplotach v pribéhu inter-
valu latence.

U lina bylo pfi hormonélni indukci ovulace pomoci GnRH zjisténo zvysené mnoz-
stvi vytfenych jiker ve srovnani s pouzitim hypofyzy (Koufil a kol., 1981). Pozdéji byla
u tohoto druhu ovéfena moznost indukce ovulace a umélého vytéru jikernacek po-
moci superaktivnich analogd GnRH (Koufil a kol., 1986, Hamackovd a kol., 1999). Jejich
vyhodou pfi umélém vytéru u lina je moznost minimalizace ucinnych dévek (na uro-
ven 1-20 pg.kg™) pfi souc¢asném zvyseni % ovulujicich a ispésné vytrenych jikernac¢ek
(Koufil a kol., 1986), ¢imz dojde ke zlevnéni nakladd na aplikaci v provoznich méfitcich.
Dalsi podrobnosti vyvoje metod hormondlni indukce ovulace u lina uvéadi v pfehledo-
vé studii Koufil (1998).

y N8

Cilem zpracovani predlozené technologie bylo realizovat, popsat a v praxi ovéfit
optimalizovanou metodu hormonalni indukce ovulace u lina, a to pomoci syntetic-
kych GnRHa s pouzitim, nebo bez pouziti inhibitorli dopaminu, vc¢etné davkovani.
Dalsim cilem bylo zpfesnit zavislost vlivu teploty na délku intervalu latence (¢asové-
ho intervalu od injikace do ovulace). V pribéhu umélé reprodukce byla sledovana
efektivita (Uspésnost) dosazeni ovulace a provedeni umélého vytéru, délka intervalu
latence a plodnost jikernacek. Dosazené vysledky umozni Iépe organizovat praci na
rybich lihnich a pfedchézet ptipadnym ztratam na jikrach vzhledem k dfivéjsi ovulaci.
Technologie umozni Iépe vyuzivat metodu umélé reprodukce i pfi vyuzivani dalsich
specifickych metod (napf. produkce monosexnich nebo polyploidnich obsadek).

3. MiSTO OVEROVANI TECHNOLOGIE UMELEHO VYTERU JIKERNACEK LINA

Predlozend technologie popisuje postup, ktery byl ovéfovan na experimentalnim
objektu Fakulty rybafstvi a ochrany vod Jihoceské univerzity (FROV JU) ve Vodianech
(obr. 1) a na rybi lihni Mydlovary, Rybnikéfstvi Hlubokd nad Vltavou, s.r.o. (obr. 2). Od
poloviny roku 2011 je rybi lihert Mydlovary soucésti rybarské divize firmy BaHa s.r.o.
Ceské Budgjovice. Ovéfovani probihalo v pribéhu let 2005-2011.
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Obr. 1. a 2. Experimentdini hala a venkovni Zlabovna VURH JU ve Vodianech a Rybi lihen Rybnikdrstvi
Hlubokd s.r.o. (exteriér).

4.POPIS VYROBNIHO POSTUPU A VYSLEDKY UMELEHO VYTERU JIKERNACEK LINA

4.1. Hormonalni stimulace jikernacek lina

Metodika

Pfi vylovu a transportu generacnich ryb na lihen byly v co nejvétsi mozné mire eli-
minovany stresové faktory v podobé nadbytecné manipulace, pfiduseni nebo posko-
zeni generacnich ryb. Po transportu na lihen byly jikernacky rozdéleny podle pfiprave-
nosti k vytéru na zékladé posouzeni mékkosti bfisnich partii. Vyrazeny byly vyjimecné
se vyskytujici jikernacky, u kterych byla zjisténa spontanni ovulace (jejich umély vytér
a nasledné osemenéni a inkubace jiker zpravidla nevedou k Uspéchu s ohledem na
relativné rychlou ztratu schopnosti oplozeni u ovulovanych jiker) a jikernacky nedo-
statecné naplnéné jikrami (oocyty).

Injek¢ni aplikace hormonalnich pfipravkd genera¢nim rybam, a nasledné i je-
jich umély vytér, probihaly zdsadné v anestezii. K anestezii lina byly pouzivany
piipravky 2-fenoxyethanol a hiebic¢kovy olej (Kolafova a kol., 2007, Haméackova
a kol., 2004). Preparat 2-fenoxyethanol byl pouzivan v koncentraci 0,4 ml.I7, hie-
bickovy olej v koncentraci 0,04 ml.I". Anestezie byla provddéna v kadich nebo ve
vanickach s pfislusSnym roztokem anestetika (obr. 3). Pfi zjistovani biometrickych
parametrd, hmotnosti a posuzovani vhodnosti anestezovanych jikernacek (predem
oznacenych vnitrosvalovymi elektronickymi zna¢kami) k umélému vytéru probiha-
la soucasné jejich individualni identifikace s vyuzitim skeneru a s nim propojeného
pocitace (obr. 4 a 5).



UMELY VYTER LINA OBECNEHO

Obr. 3. Jikernacky lina pred anestezii (vlevo) a po anestezii (vpravo).

Obr. 4. Zjistovdni biometrickych parametri jikernacky piijeji ObF. 5. Individudini vdzeni jiker-

soucasné identifikaci pomoci skeneru spojeného s pocitacem. nacky lina.

K indukci ovulace jikernacek lina byla pouzivana jednak tradi¢ni kapfi hypofyza
v davce 2 mg.kg™, jednak samotné analogy GnRH (dale GnRHa), samotny inhibitor do-
paminu (metaclopramide) a konec¢né i komercné vyrabéné hormondlni pfipravky obsa-
hujici jako Uc¢innou latku GnRHa (Supergestran s i¢innym GnRHa Lecirelinem, vyrobce
Nordic Pharma, s.r.0.), pfipadné GnRHa v kombinaci s metaclopramide (madarsky pre-
parat Ovopel a izraelsky preparat Dagin). Jako ,cisté” hormony byly pouzity tfi GnRHa:
[D-Arg®, Pro®, NEt]-sGnRH; [D-Leu®, Pro°, NEt]l-mGnRH; [D-Ala% Pro°, NEt]-mGnRH
(s vyjimkou pokusu s davkovou zavislosti vzdy v davce 10 pg.kg™). Hormony byly
dodany v lyofilizovaném stavu, pred aplikaci byly rozpustény ve fyziologickém
roztoku. Pfipravek Supergestran (obr. 8) obsahuje Gc¢innou latku GnRHa Lecirelin
(des Gly™ D-Tle®, Pro°-NHEt — mMGnRH), je dodavéan vyrobcem v zatavenych sklené-
nych ampulkdch v roztoku o objemu 2 ml v jedné ampulce o koncentraci 25 pug.ml”’
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(obr. 6). Ampulky jsou po deseti kusech ulozeny v papirové krabicce. Pred aplikaci se
u ampulky ulomi vrchol a roztok se piimo, nebo se v ptipadé potieby naredi fyziolo-
gickym roztokem, nasaje do injeké¢ni stiikacky a aplikuje rybam. Pripravek Ovopel je
dodavén v suchém stavu v bilych peletkdch. Kazda peletka obsahuje jednak GnRHa
(des Gly'™, D-Alas, Pro®-NHEt - mGnRH) v mnozstvi 20 ug.kg™, jednak inhibitor dopaminu
(metoclopromide) v mnozstvi 2 mg.kg™. Pfipravek Dagin je dodavan v uzavienych am-
pulkach v lyofilizovaném prasku. Obsahuje GnRHa (des Gly'®, D-Arg?, Pro°NHEt — SGnRH
a inhibitor dopaminu (metoclopromide). Jednotlivé ampulky obsahuji davku pro
20 nebo 50 kg jikernacek (10 pg.kg® GnRHa a 20 mg.kg' metoclopramide). Hormonalni
pfipravky byly anestezovanym jikernatkam injikovany ve sterilnim fyziologickém roz-
toku (0,9 g.I'" NaCl) pod bazi bfisni ploutve (intraperitonedlné). Koncentrace injikova-
nych pfipravkud byla vzdy zvolena tak, aby jikernackam byl injikovén, v zavislosti na jejich
hmotnosti, objem 1,0 mlkg™. Jikernacky injikované rliznymi hormondlnimi pfipravky,
resp. riznymi davkami téhoz pfipravku, ¢i jikernacky kontrolni skupiny (neinjikované),
byly vzdy umistény oddélené v samostatnych, prato¢nych nadrzich (pritok vody zabez-
pecoval vyménu vody cca 1-2x za hodinu). V nadrzich (obr. 6 a 7) byla udrzovéna poza-
dovand teplota vody a obsah kysliku (na odtoku neklesal pod hodnotu 5-6 mg.I"). Vy-
tfené, osemenéné a odlepkované jikry lina byly inkubovéany v Zugskych lahvich (obr. 11).

Obr. 6. a 7. Nadrze pro generacni ryby v experimentdini hale FROV JU ve Vodrianech a v rybi lihni
Rybnikdrstvi Hlubokd s.r.o.

Obr. 8. Kapii hypofyza, injekéni stitkacka s jehlou OB, 9. Hormondini pripravek Supergestran a ba-
a sklenénd treci miska. leny fyziologicky roztok.
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UMELY VYTER LINA OBECNEHO

Obr. 10. intramuskuldrmi injikace anestezované ObF. 11, Umély vytér anestezované jikernacky

jikernacky lina do hibetni svaloviny. lina.

4.2, Umély vytér mlicakii lina

Kindukci spermiace mlicaku lina byl pouzit pfipravek Supergestran obsahujici tcin-
nou latku GnRHa Lecirelin (des Gly™ D-Tle$, Pro®-NHEt - mMGnRH) v davce 10 ug kg™.
Injikace byla provadéna 1,5 dne pred umélym vytérem mlicakd. Umély vytér mli¢aka
nebyl predmétem ovéfované technologie, proto je uvadén jen pouzivany postup. Pfi
vsech umélych vytérech bylo postupovano s ohledem na specifické vlastnosti sper-
matu lina (Linhart, 1996; Linhart a kol., 2000), jeZ se vyznacuje nafedénim moci. Mo¢
u lina kontaminuje vytirané sperma pfi masazi stény bfisni (a tim sou¢asné masézi jak
varlat, tak moc¢ového méchyre). Moci nefedéné sperma lina mé osmotickou koncentraci
300 mOsmol.kg™. Vzhledem k tomu, Ze Uroveri osmolality moci je jen 82-123 mOsmol.kg™,
dochdzi po nafedéni spermatu moci k aktivaci spermii. Doporuc¢ovany objem sperma-
tu je 0,4 ml na 100 g vytfenych jiker. Bylo postupovdno podle metody navrzené Lin-
hartem (1996) a Linhartem a kol. (2000) zalozené na odbéru uméle vytiraného sper-
matu do imobiliza¢niho roztoku pro spermie. To umoziuje po jistou dobu uchovavat
spermie v imobilizovaném stavu a docilit spolehlivého oplozeni jiker. Imobiliza¢ni
roztok pro sperma lina (5 g NaCl, 2 g KCl a 10 g glycinu na jeden litr destilované vody
nebo 10,5 g NCl, 2,4 g Tris-HCI, pH 7,0) se pouziva v poméru jeden dil spermatu a dva
dily imobiliza¢niho roztoku (Linhart, 1996, Linhart a kol., 2000). Pfed odbérem sper-
matu byly naplnény jednorazové injekéni stfikacky o objemu 10-20 ml do poloviny
objemu imobiliza¢nim roztokem. Vlastni vytér mlicakd provadéli dva az tfi pracovnici.
Po osuseni byly ryby zabaleny do mokré, ale vyzdimané utérky, jeden pracovnik drzel
mlic¢aka v poloze bfichem nahoru, pficemz bfisni partie zlistavala odkryta. Dalsi pra-
covnik proved| otfeni pohlavni papily. Poté byla prsty zahajena masaz stény brisni tak,
aby pokud mozno doslo na pocatku k vytoku moce (je priizracnd, vytéka proudem).
Jakmile se objevilo opaleskujici ¢i bile zbarvené sperma, dalsi pracovnik jej ihned
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zacal odsdvat do injek¢ni stiikacky. K vlastnimu odbéru spermatu doslo kratce pred
predpokladanym vytérem jikernacek. Odebrané sperma bylo pfechovavano v imo-
biliza¢nim roztoku a kratkodobé uchovavano v injekcnich stiikackach v chladnicce
pfi teploté +4 °C.

4.3. Umély vytér jikernacek lina

Metodika a material

Zhruba 2-4 hodiny pred predpoklddanym dosazenim ovulace byla provadéna
kontrola vyskytu jiker nalepenych na sténdch a dné nadrze (hmatem ponorené ruky)
a alespon u ¢asti jikernacek po jejich vyloveni a anestezovani pomoci mirného tlaku
na bfisni krajinu pfi poloze bfichem nahoru. V pfipadé zjisténi ovulace u nékteré jiker-
nacky se provede kontrola u viech jikernacek. Dalsi kontroly, tentokrat jiz viech inji-
kovanych jikernacek, se provadi v 1-2hodinovych intervalech. Anestetizovanou a do
navlhcené utérky zabalenou jikernacku mensi velikosti (do cca 600 g) zpravidla vyti-
ral jeden zkuseny pracovnik samostatné ve stoje. Jikernacce drzi jednou rukou shora
ocasni nasadec. Na predlokti druhé ruky ma polozenou hlavu a kranialni ¢ast bficha
jikernacky. Nasleduje osuseni mocopohlavniho otvoru a fitni ploutve od kapicek vody,
které mohou zpUsobit pfi kontaktu s jikrou jejich aktivaci a po nékolika desitkach
sekund uzaviit mikropyle jikry. Prsty stlacuje bfisni partie jikernacky a provadi masaz-
ni pohyby bfisni stény kaudalnim smérem tak, aby dochdazelo k vytoku jiker do misky
umisténé tésné pod vytiranou jikernackou. U vétsich jedincl se na umélém vytéru
jikernacky podileli dva pracovnici. Jeden z nich drzi ocasni ndsadec ryby a druhy pro-
vadi pomoci obou rukou vlastni vytér jiker. V pfipadé dostatku pracovniki provadél
treti pracovnik otfeni pohlavni papily a bfisnich partii jikernacky, pfidrzoval vytérovou
misku a po vytéru zabezpecoval zakryti a evidenci misek s jikrami. Misto, kde bylo ma-
nipulovano s genera¢nimi rybami pred anestezii a po dobu anestezie, bylo dostate¢né
vzdaleno od mista vytéru, aby nehrozila kontaminace kapkami vody, at jiz samotnych
jiker, nebo suchych misek ptipravenych k pouziti pfi vytéru. lhned po ukonceni vytéru
byly misky s jikrami zakryvény navlhéenou, dostate¢né vyzdimanou utérkou, aby byly
jikry ochranény pred osychanim a prehfivanim.

4.3.1. Umély vytér jikernacek lina s indukci ovulace pomoci tii riiznych GnRHa,
inhibitoru dopaminu a pii kombinovaném podani GnRHa a inhibitoru dopaminu

Metodika a material

Pfi primérné teploté vody 21,1 °C, udrzované prvni den pied vlastnim experimen-
tem, byl proveden pokus fizené ovulace jikernacek lina obecného s cilem porovnat
vliv podéni samotnych tfi rdznych analogli GnRH, samotného inhibitoru dopaminu
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a kombinace jednoho z GnRHa a inhibitoru dopaminu. Kontrolni skupina ryb injikova-
na nebyla. Ve viech skupinach bylo po 10 jikernackdch o priimérné kusové hmotnosti
900 g (tab. 1). Byl vyhodnocen pocet vytienych jikernacek (v %), délka intervalu laten-
ce (v h) a relativni hmotnost vytienych jiker (%).

Tab. 1. Vysledky umélého vytéru jikernacek lina po samostatném nebo spolecném poddni GnRHa
a inhibitoru dopaminu (metoclopromide) a v kontrole (fyziologicky roztok) pfi teploté 21,1 °C.

Piipravek (davka) Pocet Hmotnost Pocet Délka Relativni
jikernacek jikernacek ovulovanych intervalu hmotnost
(ks) (9) jikernaéek latence  vytfenych

(%) (h) jiker (%)

Kontrola 10 977 £55 0 - -

Metoclopramide (20 mgkg') 10 930 + 67 0 - -

[D-Arg®, Pro®, NEt]-sGnRH 10 945 +43 60 352+2,1 6,1+0,0

(10 ug kg™

[D-Leu6, Pro9, NEt-mGnRH 10 885+ 38 70 345+18 53+09

(10 pg kg™)

[D-Ala6, Pro9, NEt]-mGnRH 10 915+ 54 70 36,7+ 1,6 6,6 +0,4

(10 pg kg™')

[D-Ala6, Pro9, NEt]-mGnRH 10 897 +45 90 349+24 68+1,1

(10 pg kg™) + metoclopra-
mide (20 mg kg)

Pozn.: Zjisténé parametry hmotnosti jikernacek, délky intervalu latence a relativni hmotnosti vytienych jiker
(procentualni podil vytienych jiker vztazeny k hmotnosti jikernacek pred vytérem) jsou uvedeny v primérnych
dosazenych hodnotach, véetné stiedni chyby priiméru (pramér + SEM).

Vysledky

U skupin injikovanych tfemi rdznymi GnRHa ovulovalo a bylo uméle vytfeno
60-70 % jikernacek (tab. 1). Ve skupiné jikernacek injikovanych kombinaci GnRHa
a inhibitorem dopaminu ovulovalo a bylo uméle vytfeno 90 % jikernacek. V kontrolni
skupiné a skupiné, kde byl poddn samotny inhibitor dopaminu, neovulovala zadna
jikernacka. Primérné délky intervalu latence se u vsech skupin vytfenych jikernac¢ek
pohybovaly v rozpéti 34,5 + 1,8 az236,7 £ 1,6 h (dosazené rozdily nebyly statisticky pra-
kazné). Priimérné hodnoty relativni hmotnosti vytfenych jiker kolisaly u vyse uvede-
nych ¢tyf skupin v rozpéti 5,3 £ 0,9 az 6,8 + 1,1 % (dosazené rozdily nebyly statisticky
prikazné).
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4.3.2. Umély vytér jikernacek lina s indukci ovulace pomoci riiznych davek GnRHa

Metodika a material

Pri primérné teploté vody 22,1 °C udrzované 1 den pred vlastnim experimentem
byl proveden pokus fizené ovulace jikernacek lina obecného s cilem porovnani vlivu
vyse davky samotného GnRHa ([D-Ala®, Pro®, NEt]-mGnRH) pfi dévkach 1; 2,5; 5; 10
a 20 pg.kg™. Pokus byl proveden ve dvou opakovanich. V prvnim opakovani (tab. 2)
bylo pouzito v kazdé skupiné po 8 jikernackach s primérnou hmotnosti cca 500 g,
ve druhém opakovani (tab. 3) po 10 jikernackdch o priimérné hmotnosti cca 600 g.
Kontrolni skupina jikernacek injikovana nebyla. Byl vyhodnocen pocet vytienych ji-
kernacek (v %), délka intervalu latence (v h) a relativni hmotnost vytienych jiker (%).

Tab. 2. Vysledky umeélého vytéru jikernacek lina pii teploté 22,1 °C po jednordzovém poddni rizné vyse

ddvky GnRHa (kontrola fyziologicky roztok) (pokus 1).

Davka Hmotnost

Pocet

Pocet

Délka intervalu

Relativni hmot-

(g kg') jikernacek jikernacek ovulovanych latence (h) nost vytienych
(9) (ks) jikernacek (%) jiker (%)

Kontrola 565 + 46 8 0 - -

1 571+36 8 62,5 325+09 6,5+1,0

25 544 +31 8 62,5 332+17 75+1,6

5 57071 8 62,5 32,7+0,5 83+1,1

10 527 +29 8 87,5 31,9+0,7 94+0,9

20 603 + 39 8 87,5 323+0,5 68+1,5

Pozn.: Zjisténé parametry hmotnosti jikernacek, délky intervalu latence a relativni hmotnosti vytienych jiker
(procentuadlni podil vytfenych jiker vztazeny k hmotnosti jikernacek pred vytérem) jsou uvedeny v primérnych
dosazenych hodnotach, véetné SEM (pramér + SEM).

Vysledky

V obou opakovanich ovulovalo a bylo uméle vytifeno 62,5-90 % injikovanych jiker-
nacek (ve viech skupindach injikovanych GnRHa v rliznych dévkach) (tab. 2 a 3).
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Tab. 3. Vysledky umeélého vytéru jikernacek lina pfi teploté 22,1 °C po jednordzovém poddni rizné vyse
ddvky GnRHa a v kontrole (fyziologicky roztok) (pokus 2).

Davka Hmotnost Pocet Pocet Délkaintervalu Relativni hmot-
(g kg') jikernacek jikernacek ovulovanych latence (h) nost vytienych
(g) (ks) jikernacek (%) jiker (%)

Kontrola 443 +41 10 0 - -

1 487 +34 10 60 345+04 54+1,0

2,5 436,+ 16 10 80 33,1+0,9 60+14

5 394 +21 10 80 349+1,3 90+0,5

10 451+ 34 10 80 31,5+£04 SER?!

20 465 + 25 10 90 342+0,6 77%15

Pozn.: Zjisténé parametry hmotnosti jikernacek, délky intervalu latence a relativni hmotnosti vytienych jiker
(procentualni podil vytienych jiker vztazeny k hmotnosti jikernacek pred vytérem) jsou uvedeny v primérnych
dosazenych hodnotach, véetné SEM (pramér + SEM).

100

y =-0,088x>+ 3,2021x + 59,967
R*=0,7013

Ovulation rate (%)

50 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Dosage of mGnRHa (ug kg™)

Obr. 12. Zavislost % ovulujicich a uméle vytienych jikernacek lina na vysi jednordzové podané ddvky
GnRHa.
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Pramérné délky intervalu latence se u viech skupin vytfenych jikernac¢ek pohybo-
valy vrozpéti31,9+0,7 haz34,9 + 1,3 h (dosazené rozdily nebyly statisticky priikazné).
Prdmérné hodnoty relativni hmotnosti vytfenych jiker kolisaly u vyse uvedenych ctyt
skupin v rozpéti 5,4 + 1,0 az 9,4 + 0,9 (dosazené rozdily nebyly v rdmci jednotlivych
opakovani statisticky prikazné). Vliv vyse davky na % ovulovanych a uméle vytfenych
jikernacek (x) byl vyjadien vztahem (obr. 11):

y =-0,088x? + 3,2021x + 59,967 (R*=0,7013)
Z vypoctené zavislosti Ize odvodit, ze dostate¢nd davka GnRHa pro indukci ovulace

jikernacek lina je 10-20 pg kg™.

4.3.3. Umély vytér jikernacek lina pfi tfrech riznych teplotach a pouziti kap¥i
hypofyzy, GnRHa a kombinovaném podani GnRHa a inhibitorem dopaminu

Metodika a material

Byly provedeny tfi série pokusi s umélym vytérem lina, pokazdé pfi rizné teploté
(18,1,22,1 a2 26,3 °C) (tab. 4-6). Z ptvodni teploty vody 21 °C byla teplota po dobu 2 dn(i
postupné upravovana na cilové hodnoty a poté byla 1 den na téchto hodnotach udrzo-
véna pred vlastnim zahdjenim pokusu (tj. injikaci hormonalnich piipravkd). V kazdé sérii
byly jikernacky rozdéleny do tii skupin po 8 jedincich (prdmérna hmotnost jikernacek
byla 1 100 g), kazda skupina byla jednordzové injikovana rlznymi hormonalnimi pre-
paraty (acetonovand kapii hypofyza (v dadvce 2 mg.kg™), samotny GnRHa (Supergestran
v davce Ucinné latky Lecirelin 20 pg.kg™), GnRHa + inhibitor dopaminu (Ovopel v dav-
ce Ucinnych latek 20 pg.kg”, resp. 10 mg.kg™). Cilem bylo porovnani jak vlivu teploty,
tak ucinku jednotlivych pfipravkd na vysledky umélého vytéru. V téchto pokusech ne-
byly zaloZeny kontrolni (hormondlné neosetfené) skupiny ryb. Byl vyhodnocen pocet
vytrenych jikernacek (v %), délka intervalu latence (v h) a relativni hmotnost vytfenych
jiker (%). Pfi vyhodnoceni zavislosti vlivu teploty na délku intervalu latence byly pouzity
i dalsi exaktné zjisténé Udaje z vyse uvedenych pokust. Obsah kysliku na odtoku z nadrzi
s generacnimi rybami se v prabéhu pokust pohyboval v rozpéti 5-7 mg.l".

Vysledky

U skupin injikovanych kapfi hypofyzou ovulovalo a bylo uméle vytieno v jednotlivych tep-
lotné odlisnych skupinach 25-50 % jedincd, pii pouziti GnRHa ovulovalo v jednotlivych teplot-
né odlisnych skupinach 75-100 % jedinct a u skupin injikovanych GnRHa spolu s inhibitorem
dopaminu ovulovalo v jednotlivych teplotné odlisnych skupinach vzdy shodné 85,5 % jedin-
Ul (tab. 4-6). Primérné hodnoty relativni hmotnosti vytienych jiker kolisaly u vyse uvedenych
Ctyf skupin v rozpéti 5,25 + 2,6 % az 7,5 + 0,7 % (dosazené rozdily nebyly statisticky prikazné).
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y=0,251x2-13,818x + 216,86
R?2=0,9161
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Obr. 13. Zdvislost délky intervalu latence (h) na teploté vody (°C) u jikernacek lina jednordzové injikova-
nych kapii hypotyzou v ddvce 2 mg.kg'.

60 -
5 | i y =0,5393x2- 27,135x + 361,97
R2=0,9199
. 40 -
=
I
30 A
20 1
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16 18 20 22 24 26 28
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Obr. 14. Zdvislost délky intervalu latence (h) na teploté vody (°C) u jikernacek lina jednordzové injikova-
nych GnRHa v ddvkdch 20 ug.kg".
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Tab. 5. Vysledky umélého vytéru jikernacek lina piiteploté 22,1 °C po jednordzovém poddni kapti hypo-
fyzy (2mg.kg’), GnRHa (20 ug.kg™') a GnRHa (20 ug.kg') spolu s inhibitorem dopaminu (metoclopromide,

2mg.kg’).
Teplota Pripravek Hmotnost  Podil Délka Relativni hmot-
(°Q) jikernacek ovulovanych intervalu nost vytienych
(9) jikernacek (%) latence (h) jiker (%)
kapfi hypofyza  1212+68 62,5 27,8+0,9 6,1+0,8
22,1 sGnRHa 1244 +52 75 312+1,0 76+1,2
sGnRHa + Met 1080+ 91 87,5 350+28 545+1,1

Pozn.: Zjisténé parametry hmotnosti jikernacek, délky intervalu latence a relativni hmotnosti vytfenych jiker
(procentualni podil vytienych jiker vztazeny k hmotnosti jikernacek pred vytérem) jsou uvedeny v primérnych
dosazenych hodnotéch, véetné SEM (priimér + SEM).

Tab. 6. \/ysledky umelého vytéru jikernacek lina pii teploté 26,3 °C po jednordzovém poddni kapii hypo-
fyzy (2 mg.kg’), GnRHa (20 ug.kg') a GnRHa (20 ug.kg™') spolu s inhibitorem dopaminu (metoclopromide

2mg.kg’).
Teplota Pripravek Hmotnost  Podil Délka Relativni hmot-
(°C) jikernacek ovulovanych intervalu nost vytienych
(9) jikernacek (%) latence (h) jiker (%)
kapfi hypofyza 1091+ 57 50° 208+3,5° 54+06
26,3 sGnRHa 1066 =99 100" 291+1,6° 7507
sGnRHa + Met 1112+59 87,5% 25+22% 6,7 +0,8

Pozn.: Zjisténé parametry hmotnosti jikernacek, délky intervalu latence a relativni hmotnosti vytienych jiker
(procentualni podil vytienych jiker vztazeny k hmotnosti jikernacek pred vytérem) jsou uvedeny v primérnych
dosazenych hodnotéch, véetné SEM (prdmér + SEM). Rozdilna pismena oznacuji hodnoty se statisticky signi-
fikantnimi rozdily (P < 0,05).

Prdmérné délky intervalu latence se statisticky prakazné lisily uvnitf jednotlivych
sérii (tzn. pii identickych teplotach) mezi skupinami jikernacek injikovanych kapfi hy-
pofyzou na jedné strané a skupinami injikovanymi GnRHa, resp. GnRha spolu s inhibi-
torem dopaminu.

Vliv teploty na délku intervalu latence pfi pouziti vyse uvedenych piipravki Ize vy-
jadrit pri pouziti kapfi hypofyzy vztahem (obr. 12):

y=0,251x*+13,818x + 216,86 (R2=10,9161),
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pfi pouziti GNRH, nebo GnRHa + inhibitor dopaminu vztahem (obr. 14):
y =0,5393x% + 27,135x + 361,97 (R2=0,9199).

Jak je z uvedenych zavislosti patrné, délka intervalu latence je vyznamné ovlivnéna
jednak teplotou (se zvysujici se teplotou se zkracuje), tak pouzitym piipravkem (pfi pou-
Ziti GnRHa, resp. GnRHa spolu s inhibitorem dopaminu se prodluzuje) (tab. 4-6, obr. 13).

4.3.4. Umély vytér jikernacek lina s indukci ovulace pomoci riiznych
komercné vyrabénych hormonalnich pfipravki obsahujicich GnRHa, resp.
GnRHa a inhibitor dopaminu

Metodika a material

Byly provedeny tfi samostatné pokusy s umélym vytérem lina pfi pouziti ctyr rliz-
nych komer¢né vyrdbénych hormondlnich pfipravk(: acetonovand kapfi hypofyza
(2 mg.kg™), Supergestran (dadvka GnRH 20 pg.kg™”), Ovopel (ddvka mMGnRH 20 pg.kg™
a davka metoclopromide 2 mg.kg™) a Dagin (davka 10 ug.kg' GnRHa a davka 20 mg.kg™’
metoclopramide) pfi teplotach v rozpéti 19,1-21,7 °C (tab. 7-9).V prvnim pokusu bylo
pouzito v kazdé skupiné vzdy 36 jikernacek o primérné hmotnosti 400 g, ve druhém
v jednotlivych skupindch 26-31 jikernacek o primérné hmotnosti 500 g a ve tfetim
ve vsech skupindch shodné 35 jikernacek o primérné hmotnosti 1 000 g. Cilem po-
kust bylo porovnani vlivu ucinku jednotlivych pfipravkd na vysledky umélého vytéru.
V téchto pokusech nebyly zalozeny kontrolni (hormonalné neosetfené) skupiny. Byl
vyhodnocen pocet vytfenych jikernacek (v %), délka intervalu latence (v h) a relativni
hmotnost vytfenych jiker (%). Pfi vyhodnoceni zavislosti vlivu teploty na délku inter-
valu latence byly pouzity i dalsi exaktné zjisténé udaje z vyse uvedenych pokusu. Ve
druhém z pokust byla vyhodnocena i lihnivost vzorkd vytfenych, uméle oplozenych
ainkubovanych jiker (u jednotlivych skupin jikernacek). Obsah kysliku na odtoku z na-
drzi s genera¢nimi rybami v pribéhu pokust se pohyboval v rozpéti 5-7 mg.l".

Vysledky

U skupin injikovanych kapii hypofyzou ovulovalo a bylo uméle vytfeno v jednotli-
vych pokusech 40-72 % jedincd, pfi pouziti Supergestranu ovulovalo 54-68 % jedinc(,
pfi pouziti Ovopelu 58-86 % jedincl a pfi pouziti Daginu 69-83 % jedinci (tab. 7-9).
Pramérné hodnoty relativni hmotnosti vytienych jiker kolisaly u vyse uvedenych ctyr
skupin v rozpéti 4,5 £ 2,6 az8,0 + 3,2 %.

Prmérné délky intervalu latence se statisticky prakazné lisily uvnitf jednotlivych sérii
(tzn. pfi identickych teplotach) mezi skupinami jikernacek injikovanych kapfi hypofyzou
a skupinami injikovanymi GnRHa, resp. GnRHa spolu s inhibitorem dopaminu (tab. 7-9).
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Tab. 7. Vysledky prvniho provozniho umeélého vytéru jikernacek lina pii teploté 21,7 °C po jednordzovém

poddni kapii hypofyzy a tii komercnich hormondilnich pripravkd (Supergestran, Ovopel a Dagin) obsahu-

Jjicich GnRHa, resp. GnRHa a inhibitor dopaminu (metaclopramid).

Pripravek Pocet Hmotnost Podil Délka Relativni hmot-
jikernacek jikernacek ovulovanych intervalu nost vytirenych
(ks) (9) jikernacek (%) latence (h) jiker (%)

Kapii hypofyza 36 460 + 96 72 225+4,6° 74+3,6

Supergestran 36 429 £ 95 56 356+2,6° 74+5,1

Ovopel 36 417 £ 86 72 36,7+5.2° 73+32

Dagin 36 427 + 98 69 36,2+3,9° 80+3,2

Pozn.: Zjisténé parametry hmotnosti jikernacek, délky intervalu latence a relativni hmotnosti vytfenych jiker
(procentualni podil vytienych jiker vztazeny k hmotnosti jikernacek pred vytérem) jsou uvedeny v primérnych
dosazenych hodnotéch, véetné SEM (priimér + SEM). Rozdilna pismena oznacuji hodnoty se statisticky signi-

fikantnimi rozdily (P < 0,05).

Tab. 8. Vysledky druhého provozniho umélého vytéru jikernacek lina pii teploté 21,7 °C po jednord-

zovém poddni kapii hypotyzy a tii komercnich hormondilnich pfipravkd (Supergestran, Ovopel a Dagin)

obsahujicich GnRHa, resp. GnRHa a inhibitor dopaminu (metaclopramid).

Pripravek Pocet Hmotnost Podil Délka Relativni Lihnivost
jikerna- jikernacek ovulovanych intervalu hmotnost jiker (%)
cek (ks) (g) jikernacek latence vytienych

(%) (h) jiker (%)

Kapii hypofyza 31 501 +92 55 269+23° 64+30° 59,3+348

Supergestran 28 501 + 106 68 338+23° 54+29? 58,9 + 24,0

Ovopel 26 475+ 91 58 31,9+17° 45+26° 80,4+ 11,5

Dagin 28 471+123 75 321+15% 74+6,1° 67,4+8,1

Pozn.: Zjisténé parametry hmotnosti jikernacek, délky intervalu latence a relativni hmotnosti vytfenych jiker
(procentualni podil vytienych jiker vztazeny k hmotnosti jikernacek pred vytérem) jsou uvedeny v prdmérnych
dosazenych hodnotéch, véetné SEM (priimér + SEM). Rozdilna pismena oznacuji hodnoty se statisticky signi-

fikantnimi rozdily (P < 0,05).
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Tab. 9. Vvysiedky tietino provozniho umélého vytéru jikernacek lina pii teploté 19,9 °C po jednordzovém
poddni kapri hypofyzy a tii komercnich hormondilnich pripravkd (Supergestran, Ovopel a Dagin) obsahu-
jicich GnRHa, resp. GnRHa a inhibitor dopaminu (metaclopramid).

Pfipravek Pocet Hmotnost Podil Délka Relativni hmot-
jikernacek jikernacek ovulovanych intervalu nost vytrenych
(ks) (9) jikernacek (%) latence (h) jiker (%)

Kapii hypofyza 35 990 + 198 40 30,4+2,4° 49+3,1°

Supergestran 35 988 + 193 54 36,5+3,3° 6,3+29°

Ovopel 35 1029+171 86 389+4,7° 6,1+252

Dagin 35 1051172 83 36,4+4,3° 56=*3,5°

Pozn.: Zjisténé parametry hmotnosti jikernacek, délky intervalu latence a relativni hmotnosti vytfenych jiker
(procentualni podil vytfenych jiker vztazeny k hmotnosti jikernacek pred vytérem) jsou uvedeny v primérnych
dosazenych hodnotéch, véetné SEM (priimér + SEM). Rozdilna pismena oznacuji hodnoty se statisticky signi-
fikantnimi rozdily (P < 0,05).

5.0SEMENENI, ODLEPOVANI JIKER A INKUBACE JIKER A PRECHOVAVANI

VACKOVEHO PLUDKU

Po osemenéni bylo pfi nasledném odlepovani jiker postupovano podle metody na-
vrzené Linhartem a kol. (2000, 2003a, b). Inkubace odlepovanych jiker byla uskute¢né-
na v desetilitrovych Zugskych lahvich (obr. 14), vykuleny plidek byl pfechovavan bud’
v kolibkach (z Uhelonu s velikosti ok 0,3 mm), nebo v pfistrojich Dnépr se spodnim
ptitokem a krouzivym pritokem vody.

Obr. 14. inkubace jiker lina v Zugskych lahvich.
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6. CELKOVE SHRNUTI VYSLEDKU

Pro indukci ovulace jikernacek lina obecného byla identifikovédna davka v rozpéti
10-20 pg kg GnRHa jako optimalni (Podhorec a kol., 2011). Zminéna davka GnRHa
je vysoce ucinnd i v suboptimalnich teplotnich podminkéch, v pfipadé nizké (18 °C)
nebo naopak zvysené (26 °C) teploty vody (Podhorec a kol., 2012b). V rybarské praxi
je mozno pro potieby umélé reprodukce lina a nékterych dalsich druht ryb vyuzivat
bud hormonalni prepardty obsahujici GnRHa (Supergestran), nebo kombinovanych
pfipravkl obsahujicich GnRHa a inhibitor dopaminu (Ovopel a Dagin) (Koufil a kol.,
200843, b). Posledné uvedené kombinované pfipravky maji své opodstatnéni u vét-
siny kaprovitych druht (kapr, amur, tolstolobik aj.) vyznacujicich se velmi silnou do-
paminovou inhibici sekrece LH a ovulace, coz vsak neplati pro lina (Podhorec a kol.,
2012a). Lin je na rozdil od ostatnich kaprovitych druhl ryb schopen dosédhnout
ovulace i po aplikaci samotného GnRHa bez nutnosti soucasné aplikace inhibito-
ru dopaminu. S klesajici teplotou vody se doba od injikace do ovulace prodluzuje
a naopak (pro lepsi vyuziti v podminkach praxe je zavislost uvedena i v tabeldrni
podobé v tab. 10).

Tab. 10. Zdvislost délky intervalu latence na teploté vody pii hormondini indukci ovulace jikernacek
lina pomoci kapii hypofyzy (v ddvce 2 mg.kg') a GnRHa (v ddvkdch 10-20 ug.kg™), resp. GnRHa a inhibitoru
dopaminu (v ddvkdch 10-20 ug.kg’, resp. 2 mg.kg™).

Teplota (°C) 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Délka kapfi 50 2 35 29 24 22 20 20 20
intervalu hypofyza

latence () GnRHa 52 41 36 35 34 32 30 28 27

7. EKONOMICKY PRINOS VYROBNIHO POSTUPU PRO PODNIKATELSKY SUBJEKT

Zvyseni Ucinnosti pouzitych hormonalnich pfipravki na bazi GnRHa (namisto tradic-
ni kapfi hypofyzy) vede k Gspore vlastnich nakladd spocivajici ve snizeni nakladd na
generacni ryby — a to zejména diky vy$Simu % vytfenych jikernacek, rovnéz vyssimu
mnozstvi vytienych jiker a dale diky snizeni pracovnich nakladd, vzhledem k moznosti
lepsi organizace prace s ohledem na lepsi znalost zavislosti délky intervalu latence na
teploté vody. Pfi predpokladané ro¢ni produkci 20 mil. kust vackového plidku lina
(v cené 60 K¢ za 1 tis. ks vackového pladku), tzn. celkové cené 1 200 tis. K¢ a vlastnich
nakladech na dosazeni této produkce ve vysi 600 tis. K¢, |ze pfi vyuziti predlozené
technologie dosédhnout snizeni nakladd o 20 %, tzn. o 120 tis. K¢ ro¢né.
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8. UPLATNENI VYROBNIHO POSTUPU V PRODUKCI PODNIKATELSKEHO SUBJEKTU

PfedloZend technologie je vyuzivana u firmy BaHa s.r.o., zamérené pfevédzné na umé-
lou reprodukci a produkci vackového plidku fady druh( ryb, véetné lina (od poloviny
roku 2011 vyuziva ke své ¢innosti pronajmu rybi lihné v Mydlovarech).
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