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1. Uvod

V' poslednim obdobi byl umély vytér lina obecného véetné spermatogeneze,
ovogeneze a reprodukénich ukazateli popsan Linhartem a Billardem (1995a), detailni popis
umelého vytéru jikernacek podal Koufil (1998) a vytéru mlicaka Linhart a kol. (19935).
Posledni ucelena metodika umélého vytéru lina obecného byla napsana Pokornym a Koutiiem
(1983). Od vydani této metodiky doslo k vyznamnym zménam v piistupu k vybéru
generatnich ryb. napf. objevem dédicnosti barev u lina obecného, vyfazovanim
sterilnich/substerilnich triploidnich jedincii na zakladé morfologie biisnich ploutvi (Flajshans
a kol., 1993; Kvasnicka a Flajshans, 1993). a zejména ke zménam metod pti vytéru pouzitim
analogu GnRH .Kobarelin" p#i umélém vyteru jikernadek (Koufil a kol.. 1986, 1997) a
pouzitim imobilizaéniho roztoku k inaktivaci pohybu spermii aktivovanych moc¢i (Linhart a
Kvasni¢ka, 1992). Predpoklddame. Ze spermie jsou bézné u viech mlicakd pii \viéru
spermatu fedény moci. kterd je shromazdovéna v mocovém méchyfi 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 piistroje ..Dnépr Rybnikarstvi Hluboka a.s. pro
rozplavéani vackového pladku. Viechny tyto skutecnosti nds vedly k vvdani této metodiky.

Obr. 1: Mocovy méchyi lina obecného (snimek O. Linhart)
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Obr. 3: Biisni ploutve diploidniho mli¢aka (snimek M. Flajshans)

Obr. 4: Bfisni ploutve diploidni jikernacky (snimek M. Flajhans)

Jikernacky se k umélému vytéru pouzivaji ve véku 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 pfipravenych manipulaénich rybnikd, ve kterych zabezpetime rybam
v predvytérovém obdobi ty nejlepsi podminky (pfirozena potrava, piikrmovéni kvalitnimi

Odbér spermatu do imobilizaéniho roztoku
(5g NaCl, 2g KCI, 10g glycin, neso
minimum 2 ml na 100g jiker)

% Vytér jiker
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(minimum 0,4 mi na 100 g jiker)
Uchovani spermatu pii +4°C

-
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IR Odlepkovani jiker po 3 minutdch od
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natedénd 995 - 992,5 ml destilované vody s NaCl(1 g NeCldo 1000 ) S m,u,m
i
4
Obr. 11:Sch

éma umélého osemenéni a odlepkovani jiker lina obecného (Linhart a kol., 2000c)
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roztiepeme a pfidame asi pétinasobny objem prosvétlovaciho roztoku (sloZeni ve 100 ml: 60
ml koncentrovaného etanolu, 30 ml formaldehydu, 10 ml kyseliny octové). Po 5 minutach
Jsou jikry prithledné, jadro je zfetelné a miizeme posoudit polohu jader v ovocytech. Mista
vpichu oSetfime jikernackam roztokem manganistanu draselného (1:1 000). Prosvétlené jikry
pfeneseme na hodinové sklicko nebo do Petriho misky a pozorujeme polohu jadra pod
stereolupou. Jikernacky jsou pfipraveny k vytéru. pokud se poloha jadra nachazi v postaveni 3
(viz. obr. 6). V piipadé polohy jadra v postaveni 2 je vhodné opakovat punkci zhruba po
tydnu v zévislosti na vyvoji teplotnich pomér.

Obr. 6: Misto vpichu katetru pti biopsii a umisténi jader v oocytech odebranych biopsii
(modifikovano podle Kélala 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 generacnich linG v prabéhu mésice cervna. Rybnik lovime podle moznosti 2 - 3
dny pfed pldnovanym umélym vytérem. Zasadné se musime vyvarovat nebezpe¢i ptiduseni a
poSkozeni ryb (diky vy3si teploté vody se zvysuje aktivita ryb). Stres ryb minimalizujeme pfi
pfevozu v co nejvyssi mife kyslikovanim (na 2 000 1 vody v piepravni bedné davame
maximdlné 80 - 100 kg ryb)! Jikernacky se po vylovu rozdéli podle pripravenosti k vytéru
(objemnost a mékkost bfisnich partii) na dvé skupiny. Jikernacky v optimalni zralosti se
pfevezou na lihei 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 potu k vytéru pfipravenych jikernatek nalovime a do zlabd v lihni premistime
trojndsobné mnozstvi mli¢aka (50 kg na 1 000 1 vody).

12. Inkubace jiker a rozplavani plidku

Oplozené a odlepkované jikry nasazujeme do inkubagnich lahvi pro kaprovité ryby
(Zugské lahve) do max. dvou tfetin objemu lahve. Po dostate¢ném proplachnuti jiker sefidime
pritok vody tak, aby jikry vl1ahvi jemné vifily, ale nebyly vyplavovany pres okraj lahve.
V ptipadg, Ze se jikry po naliti do lahve slepuji k sob& nebo na stény lahve, snizenim hladiny
vody v ldhvi a kratkym rychlym roztocenim jiker tento problém odstranime. Jikry se lepi
piedevsim ze dvou divodi:

1) Spatn€ provedené odlepkovani enzymem, tzn. nepresnd koncentrace roztoku, nedodrzeni
dvouminutové doby odlepkovani

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

V priibéhu inkubace jiker denné odstrafiujeme uhynulé jikry a provadime preventivni
koupele jiker roztokem Wescodynu dvakrét denné v koncentraci 1-2 mLI™" pii teploté vody 20
- 22 °C (Koufil a Hamégkova, 1992). Pliidek se kuli pfiblizné za 1260 h°, tzn. zhruba o 5-10 h
drive nez pfi odlepkovani suspenzi mléka a jilu (1350-1370 h°). Vykuleny plidek se preplavi
nebo pienese po odstranéni zbytki obali z jiker do kolibek pro vatkovy plidek. V malych
provozech je moZné vyuzit pevné kolibky (obr. 9) o objemu napt. 70 1 s pfitokem vody (0,2 -
0,4 L.min™") s nasazenim do 100 tis. ks vagkové pladku na kolibku. Ve velkych provozech se
osvédcil modifikovany inkubator Dnépr (Rybnikafstvi Hluboké a.s.), do kterého se nasazuje
az 1 mil. ks vackového plidku (obr. 10). Pludek se vysazuje do rybniki po rozpiavani, tzn. 6 -
7 dnii od vykuleni, pfi teploté vody do 20 °C.

Obr. 9: Pevné kolébky k odchovu vykuleného vackového plidku do jeho rozplavéni (snimek
D. Gela)

11
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dlouhodobéjsi v rozmezi od 0 do 93 s. Objem spermatu se pohybuje na Grovni 0,7 - 0,8 ml s
relativnim objemem spermatu na kg hmotnosti mlicaka od 1,6 do 2,6 ml. Praméma
koncentrace spermii v ml spermatu se pohybuje na trovni 11,23 - 24,35.10° s celkovym
poctem spermii od 8,9 do 20,77-10° a relativni pocet spermif na 1 kg hmotnosti mlicaka ¢ini
od 18,50 do 48,16:10° (Linhart a kol., 1986; Linhart a Kvasnicka, 1992). Ponékud nizsi
hodnoty celkového potu spermii 1,04 - 10,8-10° zjistila Zuromska (1981). Projevil se kladny

vliv uchovani fedéného spermatu v imobiliza¢nim roztoku ve srovnani s nativnim spermatem
po 3 hodinédch od uchovévani (Linhart a Kvasnicka, 1992).

7. Anestézie pired umélym vytérem

Pfed umélym vytérem nebo biopsii generatni ryby anestetizujeme vhodnym
ptipravkem pro ryby (napf. 2-phenoxyethanol, Merck, s ddvkovanim 1 — 3 ml anestetika na 10
I vody). V soucasné dob¢ jej dodava JU VURH Vodiiany.

8. Priprava imobiliza¢niho roztoku, odbér spermatu a kratkodobé
uchovani spermatu

Metoda odbéru spermatu do imobilizacniho roztoku

Vzhledem k velkému nafedéni spermatu lina mo¢i nelze kratkodob& uchovavat sperma
lina bez pouziti imobiliza¢niho roztoku. U lina bylo pouzito specialnich imobilizacnich
roztoku (5 g NaCl, 2 g KCl a 10 g glycinu na litr destilované vody nebo 10,5 g NaCl, 2,4 g
Tris-HCL, pH 7,0) vpoméru jeden dii spermatu a dva dily imobiliza¢niho roztoku
(Linhart.1996). Pfed odb&rem spermatu plnime jednorazové 10 - 20 ml injekéni stitkacky do
poloviny objemu imobiliza¢nim roztokem. Injekéni stiikacky s roztokem mtizeme do odbéru
spermatu uchovat pfi pokojové teploté (cca. 20 °C). Pii vytéru mli¢akd se snaZime rybu
nejdrive zbavit mo¢i masazi bfisni partie od biisnich ploutvi smérem k ocasu. Mo¢ je
bezbarvd a pii vytéru se uvoliiuje proudem. Sperma byva mo¢i kontaminovano a piitomnost
spermatu pozname podle bélavého nebo opalizujiciho zbarveni tekutiny. V tom pfipadé jiz
tekutinu odsévdme. Sperma vzdy odsdvime do jednorizovych plastovych 10 - 20 ml
injekénich stiikacek s prebytkem imobiliza&niho roztoku maximalng do poméru spermatu :
imobiliza¢nimu roztoku 1 : 2. Redéné sperma imobilizatnim roztokem se uchovava
vinjekénich stfikackach, nejlépe oviem v uzavieném kontejneru pro bunéiné kultury
ulozeném v ledni¢ce nebo polystyrénovém kontejneru pii +4 °C, tzv. na plocho s
desetinasobkem objemu vzduchu pro zabezpeéeni dobré respirace spermii.

Pred oplozenim se davky spermatu v imobilizaénim roztoku od jednotlivych mligak
smisi v suché Cisté odmérmé nadobé a dale se pracuje s tzv. heterospermatem. Heterosperma
na jikry davkujeme velkoobjemovou mikropipetou, ¢istou injekéni stfikackou nebo klasickou
pipetou.

Metoda primého vytéru mli¢ikii na jikry

Po osuseni mli¢dki je sperma pfimo vytirano na jikry v misce od jedné nebo n&kolika
iikernatek (obr. 7). Po kazdém osemenéni jsou jikry se spermatem promichény. Promichanim

spermatu jiker (spermatu a ovarialni plazmy) imobilizujeme pohyb spermii. Postupné
vytirdime takové mnoZstvi mli¢aku, az dosahneme minimalné objemu 0,4 ml spermatu na 100
g jiker. Po osemenéni provadime okamzité aktivaci vodou z lihng.

Obr. 7: Ptimy vytér mli¢dka na jikry (snimek O. Linhart)

9. Plodnost lina obecného

Pfirozeny vytér lina obecného probihd obvykle v &ervnu az srpnu a vyznacuje se
porcovym dozravanim a porcovym vytérem jiker (Pekaf, 1965). Plodnost jikernacek je vysoké

na urovni od 140 000 do 230 000 jikerkg™ hmotnosti jikernaéek (Chabera, 1980; Horvéth a
kol., 1992). Primér suchych jiker je velmi variabilni od 0,4 do 1,0 mm (Kubt a Koufil, 1985)
s poctem jiker 1,8 — 2,2 mil. v 1 litu (Pokorny a Koufil, 1983).

10. Vytér jikernacek

Pted vytérem anestezovanou jikernacku osusime. Jikry vytirame do pfedem zvéaZenych
suchych misek a jikry se vazi. Vytér se musi provadét opatrng, aby se mo¢ nebo vykaly
nedostaly mezi jikry. Prepoctem (v 1 g jiker je cca. 1 600 kusu jiker) se zjistuje plodnost
jikernagek po vytéru. Udaje se zaznamenavaji do vytérovych listd. Misky s jikrami se pikryji
¢istou vihkou utérkou a umisti ve stinu na chladné podlaze lihné. Timto zptisobem je mozZné
zhruba do jedné hodiny po vytéru kratkodob& uchovat jikry.



