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1. CiL METODIKY

Metodika popisuje zakladni postup reprodukce kapra obecného (Cyprinus carpio) s vyuZitim
alternativnich postupl odlepkovani jiker pro inkubaci v podminkach pratocnych nebo recirkulacnich
lihni. Tyto nové postupy odlepkovani se vyznamné lisi od metod bézné pouzivanych pro tento ucel, kdy
je lepivy obal jiker obalovan nejcastéji mléénym tukem z emulze éerstvého nebo suspenze suseného
mléka, aby doslo k umoznéni inkubace v systému rybi lihné. PFi aplikaci postupt popsanych v této
metodice naopak dochazi k odstranéni lepivého obalu jikry a do oplozenych a inkubovanych jiker neni
vnasen cizorody material, ktery by mohl negativné ovliviiovat efektivitu inkubace. Toho je docileno za
pouziti taninu (kyselina taninovd, kyselina tfislova) nebo acetylcysteinu. Odlepkovani kapfich jiker
pomoci téchto latek bylo optimalizovano a jeho Ucinnost opakované provozné ovérena v podminkach
rybi lihné Genetického rybarského centra Fakulty rybarstvi a ochrany vod. V predkladdané metodice
jsou podrobné popsdany vsechny dilci kroky tak, aby bylo moziné nami optimalizovany postup efektivné
aplikovat a zdroven jsou popsany dosavadni zkuSenosti a dosahované vysledky pti aplikaci
popisovanych postup.

Metodu je mozné aplikovat pfi umélé reprodukci kapra v rybich lihnich bez rozdilu velikosti, zejména
z ddvodu jednoduchosti a ¢asové nendaroénosti postupu, stejné tak minimalnich narok( na technické
vybaveni lihné.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

Generacni ryby kapra obecného jsou pfipraveny k umélé reprodukci pomoci hormonalni stimulace —
intramuskularni injekci kapfi hypofyzy nebo syntetickych analogl. Pohlavni produkty jsou ziskavany
jemnym tlakem na bfiSni dutinu. Po fizeném osemenéni je provedena aktivace gamet pridanim vody
ze systému rybi lihné v mnoZstvi pfiblizné poloviny objemu oplozovanych jiker. Na rozdil od bézného
postupu nejsou po oplozeni jikry promyvany vodou z lihné, ale po dalSich 10-12 min jsou ru¢né nebo
pomoci laboratorni tfepacky michdny a voda je dolévdna postupné po malém mnozstvi tak, aby jikry
mohly bobtnat. Po této dobé jsou jikry doplnény roztokem taninu (2 g.I"}) nebo acetylcysteinu (0,4 g.I°
!) o objemu odpovidajicim objemu jiker. Po pFiblizné 30 sekundach promyvani je odstranén
supernatant a jikry jsou znovu doplnény roztokem taninu nebo acetylcysteinu a to je opakovano
celkem 4x, aby celkova doba plisobeni odlepkovaciho roztoku byla minimalné 2-2,5 min. Poté jsou jikry
promyty a nasazeny k inkubaci napf. do Zugskych lahvi.

2.1 uvoD

Kapr obecny patfi mezi nejstarsi domestikované druhy ryb na svété (Balon, 1995) a soucasna
celosvétova ro¢ni produkce tohoto druhu v akvakultufe dosahuje Grovné vice nez 4 miliony tun (FAO,
2022). Tato skutecnost fadi kapra mezi nejvyznamnéjsi akvakulturné produkované druhy ryb, v roce
2022 zaujimal tento druh ctvrtou pozici ve vyctu druhl s nejvyssi celosvétovou produkci ze
sladkovodnich akvakultur.

Podle statistickych Udaji Rybarského sdruzeni CR produkce kapra v Ceské republice v poslednich
deseti letech dosahovala relativné stabilni Urovné v rozmezi 16 809 —21 751 t (Obrazek 1). Kapr obecny
predstavuje ptiblizné 85 % akvakulturni produkce Ceské republiky.
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Obrazek 1: Graf - produkce kapra obecného v Ceské republice a porovnani s celkovou produkci ryb v
obdobi 2013 - 2022 (ro¢ni produkce v t, data Rybarského sdruzeni CR).

Domestikacni proces u kapra probihal paralelné v Evropé i Asii a nasledna slechtitelska prace vyustila
v existenci celé fady plemen a linii vyuZivanych v rybni¢ni akvakultufe. Pfehled plemen a linii
chovanych v CR uvadi Pokorny a kol. (1996). Kapr je za¢lenén do Narodniho programu konzervace a
vyuzivani genetickych zdrojl rostlin, zvifat a mikroorganism( vyznamnych pro vyZzivu a zemédélstvi od
samotného pocatku tohoto programu v roce 1996. V soucasné dobé je do programu zaclenéno 11
plemen a linii kapra obecného. V rdmci Narodniho programu jsou formou kmenovych hejn tato
plemena udriovdna a periodicky obnovovdna. Obnova kmenovych hejn se provadi vyhradné umélym
vytérem pfi specifickych technicko-chovatelskych opatfenich, napf. inkubaci jiker ve fyzicky
oddéleném systému nebo v jiném obdobi, nez jsou inkubovany jikry uréené k produkci trznich ryb
(Flajshans a kol., 2009, Kocour a kol., 2012).

Prakticky celd produkce vackového plidku kapra pro komeréni chovatelska zafizeni v CR pochazi
z rybich lihni a uméle tizené reprodukce generacnich ryb. Profesionalni lihné jsou kapacitné schopny
v jednom vytéru kapra pfipravit a na trh dodat jednotky az desitky miliénu kust rozplavanych jedinct
kapra. Podpora ptirozeného rozmnozovani kapra ve vytérovych rybnicich s odlovem rozplavaného
vackového pladku je v CR margindlni, spide jen pro privatni malochovy. Vyjimkou je reprodukce
nejhodnotnéjSich KOI, vtakovém ptipadé chovatelé vétSinou provadi reprodukci bez aplikace
hormondlni stimulace a ve specidlnich nadrZich scilem dosdhnout maximalni moziné efektivity
reprodukce a minimalniho poskozeni generacnich KOI. Snahou kazdého majitele a chovatele takto
cennych ryb je omezeni jakékoliv manipulace s rybami pouze na nezbytné minimum, proto nepfistupuji
k fizené reprodukci.

Kapr obecny neni pouze druhem vyznamnym pro akvakulturu, tento druh nalezl pomérné rozsahlé
uplatnéni i v ramci aktivit zakladniho a aplikovaného vyzkumu — viz Obrazek 2 a Obrazek 3. Ddvodem
jsou nékteré charakteristické vlastnosti tohoto druhu, naptiklad snadna indukce reprodukce, externi
oplozeni, vysoka relativni plodnost, rychly vyvoj gamet, jednoduchd inkubace v laboratornich
podminkach nebo jednoduchy odchov v kontrolovanych podminkach chovatelskych zafizeni.
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Obrazek 2: Graf — vyznam kapra obecného v zakladnim i aplikovaném vyzkumu za poslednich 10 let.
Graf znazornuje narGstajici ro¢ni pocty publikaci — klicové slovo “common carp” v databazi Web of
Science mezi léty 2013 a 2022.
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Obrdazek 3: Graf — kapra obecného v zédkladnim i aplikovaném vyzkumu za poslednich 10 let. Deset
védnich oborl s nejvétsim poétem publikaci s vyuZitim tohoto modelového druhu — kapra obecného.

V soucasnosti nejvice pouZivany zplUsob eliminace lepivosti jiker pomoci emulze Cerstvého nebo
suspenze suseného mléka prestavuje zanaseni cizorodych latek biologické povahy do systému rybi
lihné a zejména v recirkulaénich lihnich pak mize zplsobovat problémy s bakteridlnimi a plisnovymi
infekcemi nebo zbytecné komplikovat Cisténi a dezinfekci systému mezi jednotlivymi vytéry. Zvyseni
efektivity umélé reprodukce a vyrazné zkraceni procesu odlepkovani jiker pro inkubaci v podminkach



rybi lihné pomoci nové metody ma velky potencial zvysit efektivitu a zjednodusit doposud pouzivané
postupy.

2.2 Generacni ryby a jejich pfiprava k umélé reprodukci

Viechny produkci vyznamné rybi lihné v CR maji sv(ij generaéni material zaloZen na dlouholetém
vlastnim chovu plemennych ryb nebo mistnich linii kapra obecného, které jsou oddéleny od rybich
obsadek vyuzivanych pro ndsadové nebo konzumni Ucely. V pfipadé zajmu chovatele o ziskani novych
plemen, pfip. linii pro obnovu genové banky in situ, si zajemce muiZe prostfednictvim Rybafského
sdruzeni Ceské republiky vyZadat nebo pres &lenskou &ast jejich webového rozhrani stdhnout
informace o uZitkovosti jednotlivych plemen nebo kfizencl kapra obecného, stejné jako kontaktni
informace o aktualnich drzitelich Cistokrevnych plemen nebo linii k produkci kfizenc (Gela a kol.,
2009). Dlouhodobé nejzadanéjsimi meziplemennymi kfizenci s vybornymi uzitkovymi vlastnostmi
(prirGistek télesné hmotnosti, % preZiti od nasazeni vackového pltidku, vytéZznost opracovaného trupu
ryb v trzni hmotnosti) mezi lysymi hybridy jsou Madarsky lysec M2 na pozici matefské a na pozici
otcovské Amursky lysec (AL) nebo Seversky lysec (M72) pro viechny klimatické podminky v ramci CR
nebo Pohoftelicky lysec (Pol), ktery by mél byt preferovan spise pro teplotné pfiznivéjsi klima. U
Supinatych meziplemennych kfizencl ma mezi praktiky nejlepsi ohlas kombinace Ropsinsky kapr (ROP)
na pozici mateiské a madarsky Tatajsky kapr Supinaty (TAT), pfipadné Treborisky kapr $upinaty (TS)
nebo Maridnskolazensky kapr Supinaty (ML) v otcovské pozici kfizeni. Lokdlni rybi lihné pro produkci
vackového pladku kapra vyuzivaji plemena Teléského lysce (Te), Zdarského kapra $upinatého (Zd-S) a
lysého (Zd-L).

Pro vytér kapra jsou vybirany ryby po dosaZeni optimalni pohlavni zralosti, co? je v podminkach Ceské
republiky v pfipadé samcu vék Ks. — K4 a v pfipadé samic Ks — Ks. NejlepSich reprodukcnich ukazatell
dosahuji ryby mezi Sesti aZz deseti lety pfi individualni hmotnosti do 12 kg (Gela a kol., 2009). Poté je
vhodnéjsi pristupovat k pravidelné obméné generacniho hejna a doplnéni generacniho hejna mladsimi
rybami pfislusnych linii a plemen reprodukovanymi podle odpovidajici metodiky (FlajsShans a kol.,
2009). Pro individualni znaceni remontnich ryb nebo ryb generacniho hejna se nejlépe osvédcila
kombinace mikrocipovych znacek —P.I.T., pfipadné kombinace takového znaceni s kryogenni metodou
pomoci tekutého dusiku u lysych plemen a populaci u kapra obecného (Rodina a Flajshans, 2008).
Mikrocipové znacky se nejcastéji implantuji intramuskuldarné pomoci sterilniho jednorazového nebo
desinfikovaného opakované vyuZitelného implantatoru. Aplikace se provadi do hibetni svaloviny na
levém boku ryby zhruba na Urovni prvniho tvrdého paprsku hibetni ploutve nebo za hlavou, kranidlnim
smérem pod Uhlem asi 30° do hloubky 1 az 1,5 cm (Rodina a Flajshans, 2008). Takovym znadenim
generacnich ryb je zabezpecena dlsledna evidence generacnich ryb v chovu i v pribéhu samotné
umélé reprodukce.

Ptiprava ryb pred vytérem zacind v jarnim obdobi vylovem komorového rybnika (rybnikd) a prevezenim
celé obsadky generacnich ryb do vhodnych manipulacnich rybnikd nebo sadek, kde je moZnost
postupného odlovovani a provedeni individudlniho vybéru pozadovanych skupin a poctd pro zajisténi
vytérové sezény. Je vhodné do manipulaénich nadrzi nasadit ryby v mirném nadbytku tak, aby byla
zabezpecena produkce odpovidajicich plemen a linii a findlni vybér ryb bylo moZné realizovat podle
aktualni kondice ryb az pfi nasazeni ryb do systému rybi lihné pro hormonalni stimulaci. Ryby, které
nebyly vybrany pro reprodukci v daném roce a nebyly vytazeny z chovu, se vraci zpét do chovného
rybnika.

Pti posuzovani ryb se zpravidla hodnoti nasledujici faktory (fazeno podle priority):
a) Zdravotni stav. Pouze ryby v kondici, bez vyrazného mechanického poskozeni kize, Supin a zaber
a bez priznakll nemoci jsou vybirany k pripadné reprodukci. Ryby vaZzné nemocné ¢i silné poranéné



se doporucuje zgeneracniho hejna vyradit. Ostatni ryby se vrati do matecného rybnika
k rekonvalescenci.

b) Pohlavi ryb a zaloZeni pohlavnich produktl. Pohlavi ryb se urcuje a eviduje pred zafazenim ryb do
generacniho hejna, v dalSim obdobi se pouze provadi kontrola u ryb, kde nema chovatel 100%
jistotu nebo hodnoti zaloZeni pohlavnich produktl. Pohlavi se urcuje dle tvaru brisni dutiny a
mocopohlavni papily. Bfisni dutina samic je v jarnim obdobi jiz zaplnéna ooocyty, je zpravidla
vyrazné zvétsena, zaoblena a vétsinou jiz mékka. MocCopohlavni papila je zpravidla ovalna. U samcl
je brisni dutina uzsi a mocopohlavni papila Sterbinovitd. Tyto znaky vSak nemusi byt zcela
spolehlivé a jsou zavislé i na plemeni ¢i linii, kterd je posuzovana. Proto je vidy vhodnéjsi se
presvédcit, zda hodnoceny jedinec neuvoliuje sperma pfi jemné masazi brisni ¢asti téla. Ryby, u
kterych nebylo po nékolik let mozZzno spolehlivé uréit pohlavi nebo vykazovaly v pfedchozich letech
nizké reprodukéni ukazatele ¢i opakovanou neptipravenost k reprodukci, chovatel z generacniho
hejna vyradi.

c) Optimalni hmotnost zjisténa pfi individualnim vazenim a minimalné jednou za obdobi Zivota ryby
v generacnim hejnu i ostatni délkové ukazatele (viz FlajShans a kol., 2009).

d) Jednoznacna identifikace dle individudlniho (P.I.T.) ¢i skupinového znaceni v pfipadé pouZzivani
kryogenni metody. Neidentifikované ryby je nutno vyradit, aby nedoslo k zaméné s jedincem
jiného plemene ¢i s jinym jedincem. U ryb se zhorSenou citelnosti znacky se provede preznaceni
(Gela a kol., 2009).

Ryby dale pripravované pro reprodukci se vysadi do mensich rybnic¢kd pfirodniho charakteru tak, aby
byly rozdéleny dle pohlavi a planovaného terminu vytéru. V manipula¢nich nadrzich se rybam zajisti
dostatecné mnozstvi kvalitni, nejlépe pfirozené potravy. V pfipadé potreby se prikrmuje obilovinami
nebo krmnymi smésmi priamérné dvakrat az trikrat tydné, pricemzZ denni davka ¢ini az 5 % celkové
hmotnosti nasazenych ryb v rybnice. Povéfend obsluha pravidelné kontroluje a zabezpecuje optimalni
podminky prostfedi (hodnoty O,, teplota vody, dostate¢na krmna davka).

Pfed umélou reprodukci je také moZné ovéfit pfipravenost generacnich ryb samiciho pohlavi odbérem
malého mnozstvi oocytll. U ¢asti generacnich ryb je po anestezii (viz kapitola 2.3) v obdobi pred
samotnou vytérovou sezonou skrze pohlavni papilu odebiran specidlnim katetrem s tuhou sklenénou
nebo plastovou pipetou o vnitfnim priiméru 3mm vzorek jiker, ktery slouzi k urceni polohy jadra.
Pipeta nebo kapildra k odbéru vzorku jiker spojena tenkou hadickou s béZnou injekéni stiikackou slouzi
k odsati vzorku jiker do fyziologického roztoku (Obrazek 4 a Obrazek 5) a tyto jikry jsou nasledné
doplnény pfiblizné pétinasobkem prosvétlovaciho roztoku (95 ml fyziologického roztoku + 5 ml
koncentrované kyseliny octové). Po prosvétleni inkubaci vtomto roztoku jikernacky optimalné
pfipravené k indukci umélé reprodukce vykazuji jadra jiker vyrazné mimo stfed samotnych jiker, jasné
patrna a ohrani¢ena (Obrazek 6).



Obrazek 4 a Obrazek 5: Odbér oocytl pomoci soupravy (foto V. Kaspar)

Pied¢asné k stimulaci Vhodné k stimulaci
reprodukce reprodukce

Obrazek 6: Uréovani optimalni zralosti jikernacek podle migrace jadra oocytu (podle Gela a kol, 2009
a Linhart a kol., 2004).

2.3 Anestezie

Pro manipulaci s generaénimi rybami je v prlibéhu pfipravy umélé reprodukce vyuZivana anestezie,
nejcastéji vyuzivanymi anestetiky jsou v soucasné dobé 2-phenoxyethanol (ethylen glycol monophenyl
ether, napf. Merck), hiebickovy olej (eugenol, napt. Dr. Kulich Pharma) nebo MS222 (napf. Sigma-
Aldrich). Anestezie zmirfuje stres ryb v prlilbéhu manipulace a minimalizuje pravdépodobnost zranéni
ryb a pripadnych ztrat. Ryby jsou po odchytu z manipulacnich nadrzi vloZzeny do béznych rybarskych
kadi s vyskou vodniho sloupce cca 50 cm s anestetikem, v pfipadé 2-phenoxyethanolu se pouZiva
koncentrace 0,3-0,4 ml.I"* (KolaFové a kol., 2007) a v pfipadé hiebickového oleje pak davka 0,07 ml.I*
a v pfipadé MS222 davka 25-100 mg.I* (Topic Popovic a kol., 2012). Ryby je vhodné uvést do faze
anestezie oznacované jako 3a-3b (Kolarova a kol., 2007), kdy ryby po uvedeni do polohy na boku v této
poloze setrvavaji nebo maji pouze velmi malou snahu navracet se do plvodni pozice ve vodnim sloupci.



2.4 Indukce reprodukce

Umély vytér kapra obecného s inkubaci oplozenych jiker v lihfAarskych pfistrojich se v rybarském
provozu zacal uplatiovat a rozsifovat aZ po roce 1970 (Krupauer a Kub(, 1985). Metoda hypofyzace
ryb, pti které dochdzi k ¢asovému urychleni doby nastupu vrcholné pohlavni zralosti generacnich ryb,
je véak zndma jiz od 30. let 20. stoleti. V Ceskoslovensku se hypofyzace kapra poprvé Uspésné pouzila
v roce 1947 (Krupauer a Kub(, 1985). Aplikace suspenze kapfi hypofyzy se postupem let a ziskanych
zkuSenosti ustalila na v soucasnosti vyuzivaném ddavkovani (viz Tabulka 1). Nékteré rybi lihné
dlouhodobé k hormonalni stimulaci generacnich ryb obou pohlavi aplikuji suspenzi syntetického
Ovopelu (Das, 2004; distribuce preparatu Interfish Ltd., Madarsko), jehoZ velkoobchodni cena je
podobna, pfip. i nizsi nez cena kvalitni kapfi hypofyzy. Zplsob aplikace hypofyzy a Ovopelu shrnuje
Tabulka 1, potieby pro praktickou aplikaci hormonalini stimulace pak ukazuje Obrazek 7 a zplsob
intramuskuldrni aplikace latek Obrazek 8.

Tabulka 1: Casovy a teplotni harmonogram hormonalni stimulace kapra obecného, podle Gela a kol.

(2009).

Cas od prvni injikace (hod) 0 12 +22-24
Nasyceni Oz min. 60 % na odtoku z pfipravného bazénu
Teplota vody u @ (°C) 19,5-20,0 20,0-20,5 21,0-22,0
Kapfi hypofyza

) 0,5 2,5 ovulace zralych jiker
(mg hypofyzy . kg™)

1 ks peletky na 5-10* 1 ks peletky kg ovulace zralych jiker
Ovopel
kg?

Teplota vody u &' (°C) 19,0-21,0
Kapfi hypofyza

) 0,7-1,5 --- odbér spermatu
(mg hypofyzy . kg™)
Ovopel 1 ks peletky na 10 kg™ - odbér spermatu

* davku 1 cerstvé peletky pro 10 kg jikernacek lze pouZit v pfipadé jistoty dokonalé zralosti a
pfipravenosti viech injikovanych generacnich ryb, tzn. spiSe v druhé poloviné vytérové sezony.

Velice dobrych vysledk( v poloprovoznim experimentu Uspésnosti umélého vytéru jikernacek kapra
obecného dosahl izraelsky preparat Dagin (Ramot Ltd of Tel Aviv University, Israel, distribuce Gan
Samuel Fish-Hatchery). Tento preparat je distribuovan v lyofilizovaném stavu ve formé prasku.
Jednotlivé ampule obsahuji davku pro 20 kg nebo 50 kg ryb a v davce pro 1 kg samice je obsazeno 10
ug GnRHa a 20 mg metoclopramidu. Pred pouZitim se obsah ampulky doplni pfislusSnym objemem
fyziologického roztoku a u¢inna latka se rozpusti (Koufil a kol., 2011). ZkuSenosti s pouZitim tohoto
preparatu jsou velmi dobré, Koufil a kol. (2020) uvadi Uspésnost ovulace samic pfi jednorazovém
pouZiti Daginu 89,5%, u Ovopelu pak 82,4% a pfi stimulaci nejbéznéjsi metodou pomoci dvou davek
hypofyzy 76,5%. Délka intervalu latence od injikace hormonalniho ptipravku do provedeni umélého
vytéru u preparatu Dagin pak je uvadéna 16,5 + 0,4 h (resp. 345 + 8 h°) (Kouf¥il a kol., 2020).
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Obrazek 7: Materidl potfebny pro aplikaci hormonalni stimulace — tfeci miska pro dokonalé rozmélnéni
aplikované latky, fyziologicky roztok, injekéni stfikacka s dlouhou jehlou odpovidajiciho priméru (foto
D. Gela).
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Obrazek 8: Intramuskularni aplikace latek k hormonalni stimulaci (foto V. Kaspar).



2.5 Odbér pohlavnich produktl

V praxi se lze setkat s postupem, kdy jsou nejprve vytirdny samice a na vytrené jikry jsou poté vytirani
samci. Tento postup se uplatiiuje predevsim v pfipadé malych lihni a provoznich vytérd bez nutnosti
evidence pouzitych generacnich ryb a nutnosti dodrzZovat specifické postupy kfizeni nebo reprodukce
kmenovych hejn. V takovém pripadé jsou anestetizované samice odlovovany do latkového vaku
vhodné velikosti a mocCopohlavni papila generacnich ryb je prsty kontrolovana proti samovolnému
uvolfiovani jiker. Po osuseni jsou pak jemnym tlakem na bfisSni dutinu vytirany jikry a to zpravidla
zplUsobem, kdy pracovnik fixujici rybu v latkovém vaku sedi na Zidli a jemnym tlakem na bfisni partie
jikernacky wytira jikry do vhodné suché misky drzené dalSim pracovnikem lihné. V pfipadé velkych
generacnich ryb nebo v pfipadé, Ze relativné velké provozni vytéry jsou zabezpecovany malym poctem
pracovnikl se lze setkat s postupem, kdy jsou ryby vytirdny v poloze na boku poloZzené na stole
s molitanovou podlozkou — nékdy i na stole umistnéném v nadrzi nebo v tésné blizkosti nadrze, kde
byly ryby anestetizovany. Na ziskané jikry jsou potom pfimo vytirdni samci a jikry jsou oplozovany. Na
jikry ziskané od jedné jikernacky se pouziva zpravidla 3-5 mlicaki a objem spermatu by mél byt
v rozsahu 2—-10 ml na kilogram jiker. V pfipadé vedeni provozni evidence se pfimo na misku a nasledné
do provozni evidence zaznamendva plemenna pfislusnost nebo pripadné individudlni znaceni
generacnich ryb.

Daleko castéjsi je vSak postup, kdy jsou nejprve odebirdany pohlavni produkty samcl — nékdy i
s nékolikahodinovym predstihem pred planovanym vytérem jikernacek. V takovém pripadé jsou
mlicaci po anestezii obdobnym zplsobem fixovani a osuseni, sperma je odstfikovano do vhodnych
nadob — kadinek, zkumavek nebo jinych nddob. Na lihni Genetického rybarského centra Fakulty
rybarstvi a ochrany vod se dlouhodobé osvéddil postup podtlakového odsavani vytiraného spermatu
pomoci systému skladajiciho se z vodni vyvévy, hadi¢ek s tahem zplisobenym podtlakem z vyvévy a
vhodnych nadob — v nasem pfipadé nadob na bunécéné kultury uzavienych zatkou s trubickou pro
odsavani spermatu a pfipojenim tahu vyvévy (Obrazek 10). Sperma je v takovych nddobach kratkodobé
skladovano do samotného poufZiti v chladnicce nebo termoizola¢nim boxu s vrstvou Supinkového ledu.
Timto zpUsobem odbéru Ize dokonale predchazet kontaminaci spermatu, v pfipadé odbéru spermatu
pred vytérem samic Ize mikroskopicky pozorovat pohyblivost spermii po aktivaci nebo zaznamenavat
pohyb aktivovanych spermii pro presné hodnoceni kvality pomoci systému analyzy obrazu
z naslednych snimk( videozdznamu pohybu spermii.

Po odbéru vSech samcl jsou pak vytirany samice, miska se ziskanymi jikrami prekryta vihkou utérkou,
potravinarskou folii nebo vikem se umisti do prostfedi o teploté 18-20 °C do jejich zpracovani. Pokud
jsou vytirdany znacené ryby a je v pribéhu vytéru vedena evidence, potom se vytifené ryby ihned po
odbéru pohlavnich produktd identifikuji individudlnimi znackami, tj. nactenim P.LT. nebo ¢tenim
kryogenni znacky. Znaleni ryb je zaznamenano na nadobu s odebiranymi pohlavnimi produkty
permanentnim markerem. Poté se ryba umisti do nadrZe s dCistou vodou o stejné teploté
s provzdusnovanim nebo prokysliCovdnim a ryby jsou neustdle kontrolovany. Je nutné zajistit co
nejvyssi nasyceni vody kyslikem.



Obrazek 9 a 10: Odbér pohlavnich produktt (foto V. Kaspar).

2.6 Osemenéni a oplozeni

Pokud jsou pohlavni produkty generacnich ryb odebirdny a uchovavany oddélené, provadi se
osemenéni pridanim spermatu z uchovdvacich nadob nebo kontejner(i na bunécné kultury podle
pfedem pfipraveného planu kfizeni. Pro provozni kalkulace lze pocitat s tim, Ze 1 g jiker zpravidla
obsahuje 700-800 ks jiker. Na osemenéni 1 kg jiker je tfeba pocitat s pfidanim 2-10 ml kvalitniho
spermatu (Obrdzek 11), jikry se jemnym michanim stérkou nebo laboratorni IZickou promichaji se
spermatem a gamety jsou aktivovany pfidanim vody ze systému rybi lihné odpovidajici priblizné
poloviné objemu aktivovanych jiker (Obrazek 12). Voda v systému pro inkubaci jiker by méla mit
teplotu v rozmezi 19-22 °C. Po pfidani vody jsou gamety aktivovany, iniciovan je pohyb spermii, ktery
trva 45-60 s, u jiker dochazi aktivaci ke kortikalni reakci a formovani perivitelniho prostoru (Linhart,
2004). Jikry jsou po aktivaci jemné michany a v pripadé vyuziti konvencnich postupl odlepkovani (viz
kapitola 2.7) je pfiblizné po 1 min od oplozeni pfistupovano k eliminaci lepivosti jiker. Jak jiz bylo
zminéno v Uvodu této metodiky, specifickym ptipadem je reprodukce provadénd za ucelem obnovy
generacniho hejna, obnovy genovych zdroji nebo zaloZeni testu uZitkovosti. V takovém pripadé je
nutné pfi osemenéni a aktivaci jiker postupovat podle zasad popsanych v metodice uchovani genovych
zdroju (Flajshans a kol., 2009).



Obrazek 11: Osemenéni jiker béhem provozniho vytéru (foto V. Kaspar).

Obrdazek 12: Aktivace gamet pfidanim vody ze systému rybi lihné (foto V. Kaspar).



2.7 Odlepkovani jiker

Jikry ryb jsou obaleny chorionem, ktery ma ochrannou funkci. Chrani vyvijejici se embryo pfedevsim
pred mechanickymi, chemickymi vlivy a bakterialnimi nebo plishnovymi infekcemi. Kaprovité ryby maji
silné lepivé jikry. Lepivost jiker pti pfirozeném vytéru zabezpecuje pfichyceni k vytérovému substratu,
kterym jsou vodni nebo sezonné zaplavené rostliny. Lepivost jiker maji na svédomi glykoproteiny na
povrchu jikerného obalu, které jsou hydratovany pti prvnim kontaktu s vodou a zpUsobuiji lepivost jiker.
Pro zefektivnéni umélé reprodukce kaprovitych ryb a jejich efektivni inkubaci pomoci béznych postupt
s vyuzitim rlznych lihAarskych aparatd (Zugské nebo Kannengieterovy lahve) bylo proto nutné
vyvinout vhodné postupy pro eliminaci lepivosti jiker. Pfi inkubaci jiker je nutné predchdzet vytvareni
shluk jiker, které by pfi nedostate¢ném prokysli¢eni odumiraly a podléhaly bakteridlnim a plisfiovym
infekcim. Dokonalé odlepkovani jiker zvySuje celkovou efektivitu umélé reprodukce a sniZuje naroénost
osetfovani jiker béhem samotné inkubace.

RlGzné metody odlepkovani jiker kaprovitych ryb byly rozvijeny od Sedesatych let minulého stoletia v
dnesni dobé existuje celd fada metod eliminace lepivosti zaloZzenych na riznych principech a rGznych
latkach. Prvni z pouzivanych metod eliminace lepivosti oplozenych jiker byla vyvinuta Woynarovichem
(Woynarovich, 1964). Metoda je zaloZzena na osemenéni a aktivaci roztokem obsahujicim mocovinu
(CH4N,0) v koncentraci 3 g.I'* a chlorid sodny (NaCl) v koncentraci 4 g.I'%, tento roztok fedény 1:1 vodou
z lihné slouzi k aktivaci gamet a inkubaci oplozenych jiker po dobu 1-1,5 h. Nasledné jsou jikry
promyvény &istou vodou a pfidavan je roztok NaCl o koncentraci 60 g.I"* a zde jsou jikry michdny po
dobu 0,5-1 h, poté jsou jikry znovu pomyvany a pfidan posledni roztok o koncentraci mocoviny 85 g.I°
! kde jsou jikry inkubovany a ob&asné promichavany po dobu 1-2 h. Celkova doba nutnd k eliminaci
lepivosti jiker Woynarichovou metodou je az nékolik hodin h, Ize ji tedy povaZovat za velmi zdlouhavou
metodu pro pouziti v dnesni praxi, kdy rybi lihen béhem jednoho dne reprodukce pracuje s velkym
poctem generacnich ryb nékolika plemen, ktera jsou oplozovana oddélené a riiznymi zpUsoby podle
planovaného cile.

Modifikovand Woynarovichova metoda (Woynarovich a Woynarovich, 1980) je zaloZena na oplozeni
jiker v aktiva¢nim roztoku obsahujicim smés 30 g mocoviny a 40 g chloridu sodného s 10 | vody z lihné
po dobu 1 az 1,5 h. Timto roztokem se oSetfi osemenéné jikry a poté se promyji vodou a nasledné jsou
inkubovany v roztoku obsahujicim 40 g chloridu sodného a 200 g mocoviny v 10 | vody za stalého
michani po dobu 10-15 min a poté obc¢asného michani po dalSich 45 min. Dalsi nasledné modifikace
Woynarovichovy metody pak pocitaly s aplikaci taninu formou opakované kratké expozice jiker
roztoku o koncentraci 15 g.I"! po dobu cca 10 s nebo s opakovanym ponofenim do roztoku taninu o
koncentraci 5 g.I™.

Rybi lihné v sou¢asné dobé nejcastéji pouZzivaji metodu odlepkovani jiker kapra zaloZenou na pouZiti
suspenze suseného mléka ¢i emulze (fedéni 1:9) béiného plnotuéného mléka (Soin, 1976). Tato
metoda je zaloZena na obaleni jiker vrstvou tuku o tloustce 2 aZ 3 pum, kterd ma za nasledek ztratu
jejich lepivosti. Jikry jsou po aktivaci gamet a oplozeni ¢astecné promyty a doplnény emulzi ¢i suspenzi
mléka a poté intenzivné manudlné michany nebo michany v Zugskych lahvich pomoci vzduchu
privadéného do inkubacnich lahvi. Nevyhodou této metody je nutnost dokonale odstranit zbytek
suspenze Ci emulze a skutecnost, Ze i pfi relativné dokonalém odstranéni zbytku emulze je do
odlepkovanych jiker vnasen cizorody biologicky material, ktery mlze zplGsobovat problémy pti inkubaci
v recirkulacnich systémech rybich lihni.

Vyrazné zkraceni procesu odlepkovani jiker bylo ocekdvdno od optimalizace metod zaloZenych na
plGsobeni enzym — pfedevsim alkalazy nebo chymotrypsinu (Linhart a kol., 2003). Nevyhodou pouziti
enzymU je ale nakladnost této metody, nutnost striktné dodrzet optimalni podminky skladovani
enzymu a nutnost sledovat pokles aktivity enzymu v priibéhu skladovani. Efektivni davka enzymu by
méla byt pak ovéfovana pouzitim konkrétni vyrobni Sarze pfi dodani nového enzymu nebo pfti pouziti
enzymu, ktery byl delsi dobu skladovan. Nespravnym odhadem uUcinnosti enzymu, ktery je zaloZzen na



subjektivnim hodnoceni ucinnosti na vzorku jiker, pak dochazi ke znaénym ztratam v dlsledku
nedostatec¢ného odlepkovani, nebo naopak pfiliSného naleptani chorionu jiker. Proto je vyuZiti této
metody v praxi omezeno jen na nékteré druhy ryb a k rozsifeni a pouziti této metody u kapra v Sirsi
mife nikdy nedoslo.

V praxi bylo ovéfovano i vystaveni jiker roztoku taninu kratce po oplozeni (Zibiene a kol., 2018). Tato
alternativni metoda byla testovdna ve snaze zkratit proces odlepkovani jiker a jikry byly ihned po
oplozeni vystavovény roztoku taninu o koncentraci 1,3 g.I"%. Pfi takové aplikaci taninu se jikry okamZzité
srazi, po 10 min expozici jen ¢dstecné ztrati lepivost a shluky jiker je moZné nasadit k inkubaci.
Nevyhodou takové aplikace taninu je vSak skute¢nost, Ze zaznamenana uroven lihnivosti dosahovala
pouze 38 %.

2.8 Tanin a poutziti taninu pro odlepkovani jiker kapra obecného

Taniny (nebo také t¥isloviny) jsou latky polyfenolické povahy s vysokou molekularni hmotnosti (az 3000
g.mol-1) a vznikaji jako sekunddrni metabolity rostlin. Jsou obsazeny v pletivech dvoudéloZnych rostlin
z Celedi rGiZovitych, bobovitych, rdesnovitych, vrbovitych nebo bukovitych — nachazeji se v listech, klife
nebo plodech téchto rostlin, kde maji pfedevsim ochrannou funkci. Rostliny chrani pred hmyzem ¢i
spasanim bylozZravci jejich trpkou a sviravou chuti. T¥isloviny ziskané z rliznych druhl rostlin jsou
v soucasné dobé vyuzivany v potravinarském primyslu nebo zdravotnictvi. V ramci potravinarského
pramyslu nachazeji uplatnéni naptiklad pfi zpracovani vina, octa, vyrobé piva nebo jako potravinarska
aditiva. V |ékarstvi se vyskytuji pfedevsim v pfirodnich pfipravcich k 1é¢bé onemocnéni traviciho traktu,
zastavé krvaceni ¢i dezinfekci. Maji antioxidacni, protizanétlivy a antisepticky ucinek. Tvofi komplexy
s bilkovinami, proto se pouzivaji i k [écbé bakteridlnich infekci. Dalsi jejich charakteristickou vlastnosti
je schopnost vytvaret nerozpustné srazeniny s tézkymi kovy nebo nékterymi alkaloidy a proto mohou
slouZit i jako antidotum pfi rdznych otravach. Pravé jejich schopnost vytvaret nerozpustné srazeniny
s kovy nékdy komplikuje jejich pouZiti pfi oSetfovani jiker v pfipadé vysokého obsahu Zeleza ve vodé.
V rybarské praxi se tanin pouzival v modifikovanych postupech plvodni Woynarovichovy metody
odlepkovani jiker — vétSinou k opakovanému kratkému proplachnuti jiker roztokem taninu nebo
opakovanému ponofeni jiker. Obdobné bylo proplachnuti taninem doporucovano k oSetfeni jiker proti
plisnovym infekcim v pribéhu inkubace na Zugskych lahvich. V souc¢asné dobé se slaby roztok kyseliny
taninové pouziva predevsim k odlepkovani jiker jeseterd (expozice jiker 0,04% roztoku po dobu 40-50
s pfed odlepkovanim pomoci jilu nebo jako opakované promyvani stejné koncentrovanym roztokem
pro kompletni eliminaci lepivosti jiker).

Tanin je na trh distribuovan celou fadou spolecnosti dodavajicich reagencie pro vyzkumné Gcely, vedle
toho Ize stejné kvalitni tanin zakoupit ve specializovanych prodejnach pro vinafe nebo prodejndach a e-
shopech specializovanych na prostiedky pro domaci femesiné zpracovani klzi ¢i dreva.



Obrazek 13: Strukturni vzorec taninu — kyseliny taninové

PFi ovéreni moznosti pouziti taninu jako jediné latky k odlepkovani jiker kapra byla nejprve smés jiker
vznikld smisenim jiker ziskanych od deseti samic kapra rozdélena na porce po 50 g a tyto porce jiker
byly oplozovany v experimentalnich podminkach dokonale simulujicich podminky bézné reprodukce.
Po pfidani spermatu byly jikry aktivovény vodou z rybi lihné a roztok taninu o koncentraci 1 nebo 2 g.I*
byl pridavan okamizité po dokonceni procesu oplozeni (60 s), dale po 5 min nebo 10 min intervalu
inkubace jiker ve vodé ze systému lihné nebo emulzi mléka. Oplozeni 50 g jiker bylo realizovano na
laboratorni tfepacce (IKA KS260, 150-200 mot/min) a jikry byly v dobé 1, 5 nebo 10 min po oplozeni
doplnény stejnym objemem roztoku taninu o koncentraci 1 g.I'* nebo 2 g.I'Y. Po 2 min inkubace jiker
s timto roztokem taninu byl slit supernatant a objem slitého supernatantu byl nahrazen vodou. Po
dalSich 3 min trfepani byl pohyb laboratorni tfepacky zastaven na dobu 5 min a po dalSim spusténi
pohybu tfepacky byla hodnocena subjektivné struktura odlepkovaného mnozZstvi jiker. Hodnocenim
makroskopické struktury odlepkovaného materidlu bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsi je roztok taninu
aplikovat aZ po 10 min pfirozeného bobtnani jiker v aktivacnim médiu.

V rdmci dalsi optimalizace poufZiti taninu pro odlepkovani jiker byla hodnocena lihnivost jiker a vyskyt
deformit plldku. Znovu byla pfipravena smés jiker od 10 samic a tato smés byla rozdélena na porce po
50 g. Oplozeni bylo znovu provddéno na laboratorni tfepacce (IKA KS260, 150-200 mot/min). Po
dokonceni procesu oplozeni byly jikry pfi jejich postupném bobtnani doplfiovany vodou ze systému
lihné a po dosazeni 10 min byly odlepkovany roztokem taninu o koncentraci 1, 2 nebo 4 g.I"%, s dobou
plsobeni 1 nebo 2 min. Po dokonéeni procesu odlepkovani byl vzorek jiker nasazen k inkubaci do
experimentalniho inkubatoru. Jako kontrola bylo stejné mnozstvi jiker oplozeno a odebrané malé
mnozstvi jiker bylo pfilepeno na dno Petriho misek (v jedné vrstvé) a tyto jikry byly nasazeny k inkubaci
bez plsobeni taninu nebo jiné latky pouZivané k eliminaci lepivosti. Pro vyhodnoceni byl pocitan
Zivotaschopny rozplavany plidek bez makroskopicky zjevnych deformit. K ovéreni vhodné koncentrace
a délky plsobeni taninu bylo provedeno 36 oplozeni (12 variant oplozeni, 3 opakovani kazdé varianty)
avzorek jiker z kazdého oplozeni byl inkubovan v experimentalnim inkubatoru (Obrazek 14) a urcovana
byla lihnivost jiker pfi oSetfeni taninem rlzné koncentrace.
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Obrazek 14: Experimentalni inkubator s recirkulovanou vodou osetfenou UV zafenim pro inkubaci jiker
pfi optimalizaci zpUsobu oplozeni. (foto V. Kaspar)

U jiker z kontrolni skupiny (bez osetfeni) byla zaznamenana lihnivost na Urovni 92,2 + 2,5 % znacici
vysokou kvalitu jiker pouZitych k experimentdlnimu ovéreni efektu koncentrace taninu. V ramci
experimentalniho ovéreni vlivu koncentrace taninu byla zaznamenana primérna lihnivost jiker od 84,4
+6,2 % pfi aplikaci taninu v koncentraci 4 g.I'* aZ po lihnivost na Grovni 93,8 + 1,2 % p¥i plisobeni taninu
o koncentraci 1 g.I'! po dobu 2 min. PFi uréovani lihnivosti nebyl makroskopicky zaznamendn vyskyt
deformovaného pladku u 36 variant experimentalniho oplozeni.

Na data popisujici % lihnivosti byla uplatnéna transformace (Arcsin) a analyzou variance (ANOVA) byly
urcovany rozdily na hladiné vyznamnosti P=0,05 a post-hoc analyza byla provedena Tukey HSD testem.
K vyhodnoceni byl pouZit statisticky software R (verze 4.0.1). Statisticky vyznamné rozdily nebyly
nalezeny mezi kontrolou a Zadnou z metod odlepkovani a pfi porovnani vsech kombinaci byly nalezeny
signifikantni rozdily jen mezi nékterymi experimentdlnimi kombinacemi, v grafu na Obrazku 15
znazornéno indexy a, ab, b. Na hladiné vyznamnosti P=0,05 byl dale testovan vliv jednotlivych faktord,
jako je médium (mléko, voda), koncentrace (1, 2 nebo 4 g.I'%) a délky procesu odlepkovani (1 nebo 2
min) Tato analyza neprokézala vliv média na ceIkovou Iihnivost jiker odhalila v§ak efekt koncentrace
lekane vysledky jsou vizualizovany v grafu na Obrazku 15 a zjiSténé statisticky signifikantni rOZdI|ijOU
pak zvyraznény indexy (A, B). Pro ovéreni ucinnosti metody v podminkach provozni praxe proto byla
zvolena koncentrace taninu 2 g.I"! a doba expozice 2 min, kterd neméla vliv na celkovou lihnivost jiker
a byla charakteristicka i optimalni strukturou odlepkovanych jiker.
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Obrdazek 15: Lihnivost jiker vystavenych roztoku taninu o koncentraci 1,2 a 4 g.I'.

Po ovéreni dilcich ¢asti postupu byla v provozni praxi ovérovana ucinnost odlepkovani jiker kapra
pomoci taninu v provoznich podminkach rybi lihné a v porovnani skonvenénim postupem
odlepkovani, ktery je zalozen na obaleni jiker kapénkami tuku z emulze mléka. Uréovany byly provozni
parametry — Uroven oplozenosti 24 h po aktivaci gamet a lihnivosti jiker. Rovnéz byla dokumentovana
struktura povrchu jiker po 24hodinové inkubaci v Zugskych lahvich zasobovanych vodou
z recirkulacniho systému. Z jiker ziskanych od 12 samic byla vytvofena smés, ktera byla rozdélena na
12 porci o hmotnosti 800 g. Sest porci jiker bylo oplozeno a odlepkovano pomoci standardni metodiky
(emulze mléka, fedéni 1:9, doba plisobeni 60 min pfi ruénim michani), dalSich 6 porci jiker bylo
odlepkovano zplisobem zaloZzenym na predchozich zjisténich. Jikry byly ponechany v aktiva¢ni vodé a
za postupného dopliovani vody opatrné michany. Po 10 min od aktivace se jikry pozvolna a za stalého
michani doplnily pfedem pFipravenym roztokem taninu o koncentraci 2 g.I* tak, aby objem jiker
v roztoku taninu byl v poméru 1:1. Po 30 s expozice byl odstranén supernatant a doplnén novym
roztokem taninu. Postup byl opakovan jesté 3x. Po celkové dobé plsobeni taninu v trvani 2 min byly
jikry proplachnuty a doplnény vodou zlihné. Jikry byly nasazeny kinkubaci do Zugskych lahvi
v recirkula¢nim systému. Padesatigramova porce jiker pak byla oplozena a malé mnozstvi jiker (do 500
ks) bylo prilepeno na Petriho misky jako kontrola kvality gamet bez jakéhokoliv odlepkovani a tyto
misky byly nasazeny do experimentdlniho inkubatoru pro uréeni oplozenosti a lihnivosti jiker bez
oSetfeni. 24 h po oplozeni byl sklenénou trubi¢kou z inkubacnich lahvi 3x odebran vzorek jiker k urceni
oplozenosti, vzorek jiker byl po uréeni oplozenosti nasazen k inkubaci do experimentdlniho inkubatoru
k uréeni lihnivosti oSetfovanych jiker. Pti statistickém zpracovani byla na data popisujici % oplozenosti
a lihnivosti uplatnéna transformace (Arcsin) a analyzou variance (ANOVA) byly uréovany rozdily na
hladiné vyznamnosti P=0,05. K vyhodnoceni byl pouZit statisticky software R (verze 4.0.1). Kontrolni
oplozeni jiker bez odlepkovani vykazovala relativné vysokou uUroven oplozenosti (87,3 + 2,6 %) a
lihnivosti (78,6 = 1,6 %) znacici vysokou kvalitu jiker pouZitych pro ovéfeni postupu v provoznich
podminkach. Jak je zndzornéno na Obrazku 16, jednotliva opakovani postupu zaloZzeného na aplikaci
taninu (2 g.I"t, 2 min trvani) dosdhla oplozenosti v intervalu 84,8 + 2,2 % a7 90,2 + 2,8 % a lihnivost se



pohybovala v intervalu 77,9 + 2,9 % az 81,45 + 5,0 %, jak je zndzornéno Obrazku 17. Odlepkovani
pomoci emulze mléka pak dosahlo oplozenosti v intervalu 84,4 + 2,5 % az 87,4 + 3,5 % a lihnivosti
vintervalu 76,9 £ 0,6 % az 82,7 + 3,3 %. Pfi porovnani obou metod odlepkovani nebyly zaznamendany
statisticky vyznamné rozdily v oplozenosti ani lihnivosti.
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Obrazek 16: Oplozenost jiker v provoznim ovéreni ucinnosti taninu na odlepkovani, porovnani jiker
odlepkovanych pomoci emulze mléka a jiker vystavenych roztoku taninu o koncentraci 2 g.I"%.
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Obrazek 17: Lihnivost jiker v provoznim ovéreni Ucinnosti taninu na odlepkovani, porovnani jiker
odlepkovanych pomoci emulze mléka a jiker vystavenych roztoku taninu o koncentraci 2 g.I".



Vyse popsané experimenty realizované na Genetickém rybarském centru Fakulty rybafstvi a ochrany
vod v roce 2021 a postup odlepkovani jiker pomoci taninu pak byl pouzivan v roce 2022 a 2023 jako
jediny postup odlepkovani jiker kapra obecného. Zkusenosti ziskané v ramci dvou reprodukénich
sezon jsou pak shrnuty v nasledujicim postupu.

PRAKTICKY NAVOD PRO ODLEPKOVANI JIKER POMOCi TANINU

1.

10.

Priprava koncentrovaného roztoku kyseliny taninové. Navadzime 20 g prasku kyseliny taninové
(napf. Sigma-Aldrich, objednaci ¢islo 1401-55-4) a pfevedeme do vhodné lahve nebo jiné nadoby
o objemu 0,5-1 | a doplnime teplou vodou. Intenzivnim tfepanim dokonale rozpustime.

Koncentrovany roztok z lahve doplnime vodou ze systému rybi lihné (20°C) do celkového objemu
10 | roztoku a tento roztok bude slouzit jako zasobni roztok pro odlepkovani jiker.

Na jikry naneseme odpovidajici mnoZstvi spermatu a gamety aktivujeme pridanim aktivacni vody
v objemu odpovidajicim poloviné objemu jiker, dokonale promichame pro oplozeni jiker v celém
objemu misky.

Oplozené jikry michame nejprve v aktivacni vodé, poté pomalu doplfiujeme vodu v misce tak, aby
jikry byly sotva zality a mohly bobtnat. Jikry neustdle michdme (manudlné, na tfepacce cCi
vzduchem) a vodu pozvolna dopliiujeme.

Po 10 min od aktivace jiker ptfiddme do jiker pozvolna roztok taninu, nejprve zasobni roztok
nafedény na polovinu koncentrace (zasobni roztok 1:1 s vodou ze systému, finalni koncentrace 1
g.I'') a pozvolna pfiddme mnoZstvi shodné s objemem jiker. Po 30 s michani supernatant slejeme.

Po tomto prvnim promyti jiker doplnime odlepkované jikry pfipravenym roztokem taninu o
koncentraci 2 g.I't a v mnoZstvi shodném s objemem jiker, promichdme a po uplynuti 30 s znovu
slejeme supernatant.

Znovu doplnime zasobni roztok taninu o koncentraci 2 g.I'* a jikry michdme tak, aby celkové
pusobeni taninu bylo 2-3 min. Pokud je to nutné, mizeme jikry vystavit plsobeni roztoku taninu
aZz na 6-8 min bez vlivu na oplozenost nebo lihnivost jiker. Delsi plisobeni zpravidla neni tfeba.

Po uplynuti 2-3 min plsobeni taninu proplachneme jikry cistou vodou z lihné a nasadime jikry
k inkubaci na lahve.

Sefidime pratok vody na lahvich tak, aby v poéateéni fazi byl intenzivnéjsi a zplsoboval vifeni jiker
v celé jejich mase , poté intenzitu pratoku snizime na jemné prevalovani inkubovanych jiker v
lahvi.



Obrdazek 19: Jikry odlepkovavané pomoci taninu — odlepkovaci roztok se mlé¢né zakaluje (foto V.
Kaspar).



Obrazek 20: Promyvani jiker pred nasazenim k inkubaci (foto V. Kaspar).

V nékterych specifickych pripadech se mizeme setkat s vyuZitim roztokd pro uchovavani spermatu.
Tyto roztoky obsahuji ionty, které ovliviiuji zplsob bobtnani jiker a této skutecnosti je tedy nutné
upravit i zpUsob poufZiti taninu pro odlepkovani jiker. Nejcastéji je moziné setkat se sroztoky
oznacovanymi jako ASP (2 mM CaCl2, 1 mM MgS04, 40 mM KCI, 100 mM NaCl, 20 mM Tris; pH 7.5 and
310 mOsm kg™") nebo modifikovany roztok podle Cejko (Cejko, 2019; 2 mM CaCl2, 1 mM MgS04, 20
mM Tris, 110 mM NacCl, 40 mM KCl, pH 7.5 and 310 mOsm/kg). V pribéhu reprodukénich sezon 2022
a 2023 byla ovérovana poutzitelnost postupu odlepkovani jiker s vyuzitim taninu i pro oplozovani
spermatem skladovanym v roztocich pro kratkodobé uchovani. Ziskané zkusenosti jsou pak shrnuty
v nasledujicim praktickém postupu.

PRAKTICKY NAVOD PRO ODLEPKOVANI JIKER POMOCI TANINU PRI VYUZITi SPERMATU
V ROZTOCICH PRO KRATKODOBE UCHOVANI

1. Pfiprava koncentrovaného roztoku kyseliny taninové. Navazime 20 g prasku kyseliny taninové
(napf. Sigma-Aldrich, objednaci ¢islo 1401-55-4) a pfevedeme do vhodné lahve nebo jiné nadoby
0 objemu 0,5-1 | a doplnime teplou vodou. Intenzivnim tfepanim dokonale rozpustime.

2. Koncentrovany roztok z lahve doplnime vodou ze systému rybi lihné (20°C) do celkového objemu
10 | roztoku a tento roztok bude slouzit jako zdsobni roztok pro odlepkovani jiker.

3. Na jikry naneseme odpovidajici mnoZstvi spermatu a gamety aktivujeme pfidanim aktivacniho
roztoku nebo zfedénim roztoku pro uchovavani jiker (ASP, Cejko) v fedéni doporuc¢eném pro
pfislusny typ roztoku, dokonale promichdme pro oplozeni jiker v celém objemu misky.



10.

Oplozené jikry michame nejprve v aktivacni vodé, poté pomalu doplfiujeme vodu v misce tak, aby
jikry byly sotva zality a mohly bobtnat. Jikry neustdle michame (manudlné, na tfepacce ci
vzduchem) a vodu pozvolna dopliujeme.

Po 15 min od aktivace jiker pfiddme do jiker pozvolna roztok taninu, nejprve zdsobni roztok
naredény na polovinu koncentrace (zasobni roztok 1:1 s vodou ze systému, findlni koncentrace 1
g.I'') a pozvolna pfiddme mnoZstvi shodné s objemem jiker. Po 30 s michani supernatant slejeme.

Po tomto prvnim promyti jiker doplnime odlepkované jikry pfipravenym roztokem taninu o
koncentraci 2 g.I' a mnozstvi shodném s objemem jiker, promichdme a po 30 s znovu slejeme
supernatant.

Znovu doplnime zasobni roztok taninu o koncentraci 2 g.I'* a jikry michdme tak, aby celkové
plsobeni taninu bylo 2-3 min. Pokud je to nutné, mzeme jikry vystavit plsobeni roztoku taninu
aZz na 6-8 min bez vlivu na oplozenost nebo lihnivost jiker. Delsi plisobeni zpravidla neni tfeba.

Po uplynuti 2-3 min plsobeni taninu proplachneme jikry ¢istou vodou z lihné a usadime jikry
k inkubaci na lahve.

Seridime pratok vody na lahvich tak, aby v pocatecni fazi byl intenzivnéjsi a zptsoboval viteni jiker
v celé jejich mase, poté intenzitu pritoku snizime na jemné prevalovani inkubovanych jiker v lahvi.



2.9 Acetylcystein a pouZziti

Acetylcystein (také N-acetylcystein) se sklada z aminokyseliny L-cysteinu a acetylové skupiny. Pouziva
se ve farmacii Iékarstvi jako Iatka s vyznamnym mukolytickym a antioxida¢nim ucinkem. Je soucasti
celé fady léCiv pouzivanych k l1é¢bé vlihkého kasle nebo zahlenéni cest dychacich. Mukolyticky uc¢inek
latky je zaloZen na narusovani disulfidovych mustk( v bilkovinach, kdy dochazi k zvySovani tekutosti
hlenu, a tuto vlastnost acetylcysteinu Ize vyuZit i pro odlepkovani jiker ryb. Na trh je dodavan fadou
spolec¢nosti, pro potfeby optimalizace metodiky pouZiti acetylcysteinu byl ovéfovan Ucinek latky
doddvané spolecnosti Sigma Aldrich (objednaci ¢islo A7250-100G).
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Obrazek 21: Strukturni vzorec acetylcysteinu.

Pouzitelnost acetylcysteinu k odlepkovani jiker kapra byla testovana zplisobem obdobnym tomu, ktery
je popsan vySe pro optimalizaci pouziti taninu. Vtomto ptipadé byly testovany koncentrace
acetylcysteinu 0,1-0,5 g.I't po dobu expozice 1 nebo 2 min. Smés jiker vznikla slouéenim jiker ziskanych
od deseti samic kapra a nasledné rozdélena na porce po 50 g. Tyto porce jiker byly oplozovany
v experimentalnich podminkach dokonale simulujicich podminky béziné reprodukce. Po pfidani
spermatu byly jikry aktivovany vodou z rybi lihné a roztokem acetylcysteinu o koncentraci 0,1-0,5 g.I"™.
Po osetfeni byly jikry inkubovany v experimentdlnim inkubdatoru a sledovana byla jejich lihnivost. Na
data popisujici % lihnivosti byla uplatnéna transformace (Arcsin) a analyzou variance (ANOVA) byly
urcovany rozdily na hladiné vyznamnosti P=0,05 a post-hoc analyza byla provedena Tukey HSD testem.
K vyhodnoceni byl pouZzit statisticky software R (verze 4.0.1). Lihnivost popisuje graf (Obrazek 22).
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Obrazek 22: Graf — porovnani lihnivosti jiker oplozenych a nasledné osetfenych acetylcysteinem o
koncentraci 0,1-0,5 g.I"%.



Pro poloprovozni ovéfeni pouZitelnosti acetylcysteinu byla vybrana koncentrace 0,4 g.I"! a ovéfovana
byla lihnivost jiker oSetfenych touto Iatkou, a to porovnanim s lihnivosti jiker neoSetfenych. Vytreno
bylo 6 jikernacek, porce jiker o hmotnosti 800 g byly oplozeny a po oplozeni byl reprezentativni vzorek
jiker prilepen k Petriho misce a nasazen kinkubaci do experimentalniho inkubatoru. Po 10 min
kontrolovaného bobtnani jiker byly tyto porce jiker odlepkovany pomoci acetylcysteinu o koncentraci
0,4 g.I*s dobou plisobeni 2 min a vzorek jiker byl poté znovu nasazen do experimentélniho inkubatoru
pro nasledné uréeni lihnivosti. Zbytek stejnym zplsobem odlepkovanych jiker byl inkubovan
provoznim zplisobem na Zugskych lahvich. Lihnivosti kaptiho plidku ziskaného z neodlepkovanych a
acetylcysteinem odlepkovanych jiker pochazejicich od Sesti rznych jikernacek (F1-F6) popisuje graf
(Obrazek 23). Statistickd hodnoceni dat byla uskutec¢néna zvlast podle pfislusnosti k jednotlivym
jikernackam. Normalita dat byla posuzovana Shapiro-Wilkovym testem, homogenita rozptyld byla
testovana Fisherovym F-testem. V pfipadé splnéni predpokladd normality byla vyznamnost rozdill
mezi rizné oSetfenymi skupinami hodnocena dvouvybérovym t-testem (F2, F3, F5, F6), pfi naruseni
predpokladu normality bylo porovnani provedeno s pouZzitim neparametrického Mann-Whitneyova
testu (F1, F4). VSechny analyzy uskutecnény ve statistickém softwaru R (4.0.1), zvolend hladina
vyznamnosti a=0,05.
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Obrazek 23: Graf — porovnani lihnivosti jiker Sesti samic oplozenych a nasazenych k experimentalni
inkubaci a jiker osetfenych acetylcysteinem.

PRAKTICKY NAVOD PRO ODLEPKOVANI JIKER POMOCI ACETYLCYSTEINU

1. Priprava odlepkovaciho roztoku — navazku acetylcysteinu (napf. Sigma-Aldrich, A7250-100G) 4 g
jemnym trepanim rozpustime v malém mnoZstvi vody. Rozpustény acetylcystein nasledné
doplnime vodou ze systému rybi lihné (20°C) do celkového objemu 10 | roztoku a tento roztok
bude slouZit jako zasobni roztok pro odlepkovani jiker.



3. Najikry naneseme odpovidajici mnozstvi spermatu a gamety aktivujeme pfidanim vody v objemu
odpovidajicim poloviné objemu jiker. Pro dokonalé oplozeni promichame v celém objemu misky.

4. Oplozené jikry michame nejprve v aktivacni vodé, poté dle potfeby pomalu dopliujeme vodu
v misce tak, aby jikry byly sotva zality a mohly pfirozené bobtnat. Jikry neustdle michame
(manualné, na tfepacce).

5. Po 10 min od aktivace gamet Cistou vodou postupné aplikujeme pfipraveny roztok acetylcysteinu
v mnozstvi shodném s objemem osetfovanych jiker. Po 30 s michani supernatant slejeme.

6. Po tomto prvnim promyti jiker doplnime zpracovdvané jikry znovu odlepkovacim roztokem
v koncentraci dle bodu 1 a postup opakujeme 3x tak, aby celkova doba expozice pouzité latky na
jikry byla v rozmezi 2 — 2,5 min. Pokud je to nutné, miZeme jikry vystavit plisobeni roztoku aZz na
dvojndsobnou dobu bez ndmi zaznamenaného negativniho vlivu na naslednou oplozenost nebo
lihnivost takto oSetrenych jiker.

7. Poté jikry proplachneme cistou vodou z lihné a nasadime k inkubaci do Zugskych lahvi. Sefidime
pratok vody na lahvich tak, aby v pocatecni fazi vyvoje byl intenzivnéjsi a zplsoboval viteni jiker
v celé jejich mase, poté intenzitu prdtoku snizime na jemné prevalovani inkubovanych jiker v
lahvi.

2.10 Inkubace jiker

V provozni praxi jsou v soucasné dobé k inkubaci jiker kaprovitych ryb nejcastéji pouzivany Zugské
(Weisovy) lahve o objemu 7-10 I. Vyjimecné se k inkubaci jiker pouZzivaji dalsi typy lahvi — Chasseovy
nebo Kannengieterovy lahve. Jikry by mély pro optimalni vyvoj byt inkubovany ve vodé o teploté 18-
22 °C a pratok v lahvich by mél byt nastaven tak, aby dochazelo k pozvolnému prelévani jiker.

V prlibéhu inkubace je nutné jikry Cistit odsavanim mrtvych jiker — bez ohledu na to, zda jsou jikry
inkubovany v systému pritocné nebo recirkulacnilihné. Provozni oplozenost jiker je mozné stanovovat
po 1,5 dni inkubace, kdy neoplozené nebo mrtvé jikry zbélaji. Oplozenost je mozné urcovat pocitanim
vzorku jiker vredlném case nebo dokumentovat fotografovanim pro pozdéjsi stanoveni Urovné
oplozenosti. Neoplozené a mrtvé jikry v pribéhu inkubace pfi spravné sefizeném pritoku vystoupaji
do horni ¢asti masy jiker a je Zadouci je v prlbéhu inkubace odstranovat odsatim hadickou tak, aby
v inkubacnich aparatech nedochdzelo k rozvoji plisni Saprolegnia i bakterii (predevsim Aeromonas a
Pseudomonas). K prevenci a tlumeni plisni je Zadouci vodu v recirkulaénich systémech oSetfovat UV
zarenim ¢i ozonizaci (Litved, 2003) nebo jikry vystavovat kratkodobym koupelim v Jodisolu v
koncentraci 5-10 ml.I"' a délce koupele 2 min (Koufil a Hamackova, 1998). V recirkulaénich lihnich je
zpravidla odpovidajici mnozstvi Jodisolu k oSetfeni jiker nanaseno pfimo do inkubacnich lahvi se
zastavenym pfivodem vody, po uplynuti optimalni doby expozice jsou pak inkubacni lahve
preplavovany tak, aby voda z lahvi nebyla odvadéna do systému. Pfipadné je moZné pouzit i roztok
Acriflavinu, zejména pro experimentalni inkubace malého mnozstvi jiker (Ucinek latky je zavisly na
intenzité osvétleni).



Obrazek 25: Odlepkované jikry nasazené k inkubaci (foto V. Kaspar).

Pti optimalizaci postupu odlepkovani jiker byly jikry odlepkované taninem a jikry odlepkované
standardnim postupem pomoci emulze mléka inkubovany v systému recirkulaéni rybi lihné
Genetického rybafského centra. Jikry byly po 24 h inkubace pozorovany a dokumentovany
fotografovanim pod binolupou (Leica, Némecko). Obrazek 26 a Obrazek 27 pak umoznuje pfimé
porovnani povrchu jiker osetfenych rdznymi postupy. Jikry oSetfené taninem jsou na povrchu hladsi a
nemaji tendence zachytdvat drobné ¢astecky necistot ze systému rybi lihné. Dale byly jikry vzorkovany
po 24 h inkubace pro ptipravu histologickych preparatd s vyuzitim komeréné dostupného kitu (JB-4



Embedding Kit, Sigma-Aldrich, USA). Mikrotomem pak byly pfipraveny fezy o tloustce 5 um a po
obarveni byly tyto fezy pozorovany pod mikroskopem. Obrazky 28 a 29 dokumentuji rozdilnou
strukturu povrchu jiker po oSetteni konvencnim postupem pomoci mléka a taninem.
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Obrazek 26: Povrch jiker osetfenych taninem po 24 h inkubace v systému recirkulacni lihné (foto R.
Franék).
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Obrazek 27: Povrch jiker osetfenych mlékem po 24 h inkubace v systému recirkulaéni lihné, kdy i po
velmi kratké dobé je patrné znacné pokryti jikerného obalu ¢asticemi (foto R. Franék).



Obrazek 28: Histologicky fez — povrch jiker oSetfenych taninem po 24 h inkubace v systému
recirkulaéni lihné (foto V. Kaspar).

Obrazek 29: Histologicky fez — povrch jiker oSetfenych mlékem po 24 h inkubace v systému
recirkula¢ni lihné (foto V. Kaspar).



Plidek kapra se obvykle kuli po uplynuti 70dennich stupni (d°), v zavislosti na pribéhu teploty vody
po dobu vyvoje oplozenych jiker. Nastup kuleni prozradi péna tvofici se na hladiné vody a
pozorovatelné mensi mnozstvi jiz vykuleného plidku (cca 5 % objemu jiker) v lahvi. Lihnuti je mozné
uspisit zvySenim teploty vody v systému lihné nebo kratkodobym zastavenim ptitoku vody do
inkubacni lahve, kdy dojde k tzv. “pfiduseni embrya“ a zrychlenému vykuleni celého objemu jiker. Poté
je vykuleny plidek odsavan hadi¢kou do vhodné nadoby, vycistén od zbytki rozpadlych jikernych oball
a nasazovan do pripravenych inkubatorl nebo kolibek pro nasledné obdobi endogenni vyZivy.
V pritocnych lihnich pak miZe byt pfirozené se kulici plidek postupné preplavovan prepadem vody
z inkubacnich lahvi s nasazenymi gumovymi limci napf. pomoci plastovych trubek do vhodnych
uhelonovych kolibek ve Zlabech (oka uhelonu 0,25-0,35 mm).

2.11  Obdobi endogenni vyZivy

Vykuleny vackovy plidek se v pfirozeném prostredi zavésuje na vodni rostliny nebo dalsi materialy a
takto zavéseny setrvava obvykle 3-5 dni. V prostredi rybi lihné je mozné pliidek po vykuleni preplavovat
nebo prevést do vhodnych uhelonovych kolibek ve Zlabech, beden s pfivodem vody nebo inkubacnich
aparat pudvodné uréenych pro inkubaci jiker byloZravych ryb. V ptipadé preplavovani vackového
plddku do kolibek nebo prevadéni do beden pro rozplavani je bezpodminecné nutné poskytnout
plidku vhodny material pro zavéseni — Cisté listy ostfice, chrastice, rakosu, vétve bfizy nebo vrby. Jinak
by doslo k nahromadéni plidku na dné, kde by hynul v disledku uduseni. V pfipadé prevadéni do
inkubacnich aparatli pro byloZravé ryby (nejcastéji objem 200 nebo 225 1) je plidek v aparatu nadnasen
krouzivym pohybem vody v celém sloupci aparatu. U téchto inkubator(l je pfivod vody umistén
doprostied kénicky tvarovaného dna a proud vody je do inkubatoru vpoustén drazkami tak, aby
dochazelo k dokonale krouZivému pohybu vody vinkubatoru, ktery jemné michd nasazovanym
plidkem, nedochazi vsak k jeho poskozovani. Voda v horni ¢asti inkubatoru prepada pres uhelonovou
sitovinu, kterou je nutné opakované Cistit. Do jednoho inkubatoru je bézné nasazovano 2-2,5 milionu
kust pladku. V inkubatoru je nasazovany plidek nejprve u dna, podle rovhomérného rozmisténi
plidku ve sloupci vody je pak mozné indikovat kompletni rozplavani plidku. Plidek je v této dobé
vyzivovan Zloutkovym vackem, vyéerpanim zasob Zloutkového vacku zmensuje jeho objem a zaroven
tim zmensuje plochu Cuvierova krevniho splavu — rozvétvenych cév na jeho prednim okraji.
Okyslicovani krve tak ztéchto cév prechazi na rozvétvené cévy v oblasti hfbetni ploutve a cévy
obklopujici vznikajici travici trakt. Poté se jiz objevuje Zaberni aparat, ktery je od rozplavani hlavni
strukturou zabezpecujici dychani. Plidek po rozplavani pfechazi na exogenni vyzivu, a to Ize jednoduse
indikovat — plidku je experimentalné podavana suspenze vareného vaje¢ného Zloutku pasirovana pres
velmi jemny uhelon. Nedoporucuje se vsak podavat plidku takovou vyzZivu déle nez 1-3 dny, a to
predevsim z divodu nevhodného sloZeni vaje¢ného Zloutku.



Obrazek 30: Inkubadni pfistroj pro jikry byloZravych ryb, pouzivany také pro rozplavani plidku kapra
obecného (foto D. Gela).

2.12  Pocitani vackového pladku, expedice, transport a nasazeni

Vackovy plidek kapra se obvykle rozplave po 80-90 d° od vykuleni a poté mlZe byt pfipraven
k transportu nebo kvysazovani do pladkovych vytainik(. Pocitani vackového plidku se obvykle
provadi objemovou metodou, kdy je plidek ze odchovného sila loven jemnou uhelonovou sitkou do
manipulaéni nddoby s presné uréenym objemem vody. Poté je v nadobé pltidek jemné rozmichan a
nasledné je odebrano nékolik mensich odmérek — znovu o zndmém objemu. Po urceni poctu kust
v odmérce nebo nékolika odmérkach je prepocten plidek v celkovém objemu manipulacni nadoby
nebo pripadné odebirany objem pro nasazeni do konkrétnich rybnikli nebo baleni k expedici
jednotlivym zakaznikim.

Na nékterych rybich lihnich je mozné setkat se s praxi, kdy je urcovan pocet jiker v inkubacnich lahvich
pocitanim jiker v malém objemu a poté dopocitavan pro jednotlivé aparaty, tj. zplsobem analogickym



k pocitani pldku. Tato metoda byva uplatiiovana zejména v pripadech, kdy je plidek ptirozenym
zplUsobem po kuleni pfeplavovan z inkubacnich lahvi do uhelonovych kolébek k nasazeni.

Vhodnym zpUsobem baleni pro transport je pouZiti dvojitych PE nebo PVC pytld, pficemz vnitini pytel
pro kontakt s plddkem ma zatavenim materiadlu PVC zhotovené zakulacené rohy. Voda z inkubacniho
systému v objemu 10-15 | je dostatecnym objemem pro transport 50-200 tis kust plidku na béziné
vzdalenosti (po CR) v pFipadé plnéni 50 | pytld kyslikem (. V pribéhu transportu je vhodné zabezpetit
stale podminky, nemélo by dochazet ke zménam teploty napftiklad v disledku nadmérného vystaveni
zabalenych pytll pfimému slunecnimu zareni pfi samotné expedici plidku nebo transportu.

Plidek kapra je moZné vysazovat, pokud teplota vody neklesad pod 12 °C a nejsou ocekavany vykyvy
teploty nebo pfivalové srazky, které by mohly ovlivnit efektivitu vysazeni do konkrétnich rybnikd. Pri
nevhodném pribéhu teplot a extrémnich vykyvech pocasi je mozné plidek po rozplavani jesté nékolik
dni (3-5 dni) drzet v systému rybi lihné pfi teploté 16-18 °C do odloZeného vysazeni do pladkovych
vytaznik(. Ty se napoustéji vodou pfiblizné tyden pred planovanym vysazenim, aby v rybnicich doslo
k optimalnimu rozvoji velikostné a druhové vhodné pfirozené potravy.

2.13  Zaveér

Spravné provadéna uméla reprodukce kapra obecného je zcela zasadni pro ziskani pozadovaného
mnozstvi kvalitniho plidku pro komercni podniky, mistni organizace, zajmové chovy a dalsi subjekty
zabyvajici se chovem tohoto rybiho druhu. Aby byla zachovana stabilni reprodukéni schopnost
generacnich ryb a kvalita produkovaného plidku i pro dalsi roky, je nutné respektovat zakladni
technologické principy.

e generacnim rybdm poskytnout pred samotnym vytérem optimadlni podminky pro vyvoj gonad
— nejlépe v prostredi s kvalitni pfirozenou potravou a pfi optimalni hustoté obsadky

e pro umélou reprodukci selektovat vyhradné zdravé ryby v dobré kondici, vhodné velikosti a
vhodného stafi (usnadnéni manipulace, zvyseni efektivity umélé reprodukce)

e minimalizovat manipulaci s generacnimi rybamia omezit poskozeni generacnich ryb v pribéhu
manipulace prfed umélou reprodukci, vjejim pribéhu i pfi vysazeni k dalSimu chovu, t;j.
pouzivat vhodné prostiedky pro manipulaci s rybami, efektivnim zplsobem planovat veskerou
manipulaci

e pribéiné kontrolovat a udrzovat hlavni hydrochemické parametry vody v optimalnich
hodnotach — dusledné a dostatecné presné monitorovat obsah rozpusténého kysliku pfi
pfipravé generacnich ryb pro umélou reprodukci, ptfi samotném umélém vytéru ale i dalSim
drZeni generacnich ryb v rybi lihni a stejné tak kontrolovat parametry vody v rybi lihni

o efektivné zachdazet se ziskanymi pohlavnimi produkty — pro umélé oplozeni a dalsi inkubaci
pouzit kvalitni a neprezralé jikry, odebrané mli¢i skladovat vhodnym zplsobem po nezbytné
dlouhou dobu

e jikry inkubovat v kontrolovanych podminkach recirkulaéni lihné — eliminovat vlivy prostiedi,
pocasi a nahlého zhor3eni kvality vody pro inkubaci jiker

e v prUbéhu inkubace jiker zabezpecit jejich cisténi a pripadné vhodny zplsob osetfeni formou
protiplisnovych koupeli

e peclivé dodrzovat zoohygienicka a veterinarni pravidla a omezit veSkeré moznosti zavleceni
infekcnich a parazitarnich chorob do prostredi rybi lihné v dobé inkubace a rozplavani plidku

¢ mezijednotlivymi vytéry vhodnym zplGsobem dezinfikovat systém rybi lihné



3. Srovnani novosti postupl

Tato metodika je prvni publikaci v ¢eském jazyce popisujici pouziti taninu nebo acetylcysteinu pro
osetreni jiker kaprovitych ryb. Metodika uvadi doposud ziskané zkuSenosti s pouzitim téchto latek pro
odlepkovani jiker a kompletné popisuje zkusSenosti ziskané pfi pouZiti tohoto postupu v rybi lihni
Genetického rybarského centra Fakulty rybdarstvi a ochrany vod s ro¢ni produkci dosahuijici cca 30-40
miliond kust vackového plidku nékolika rdznych linii kapra obecného. Postup popisovany v této
metodice zaloZeny na pomalém a postupném bobtnani jiker kapra obecného a nasledné aplikaci taninu
se osvédcil v provoznich podminkach a opakované se ukazalo, Ze jikry oSetfené timto zplisobem
v prosttedi rybi lihné zasobené vodou z recirkulacniho systému nepodléhaji infekcim a nevyzaduji
prabézné osetfovani v pribéhu inkubace. Rybi lihert Genetického rybarského centra Fakulty rybarstvi
a ochrany vod tento postup odlepkovani jiker pouziva k zajisténi produkce a experimentalnim vytérim
od roku 2021.

Podstata nového postupu spociva v tom, ze se oplozené jikry nechaji kontrolované bobtnat v aktivacni
vodé z lihné se zbytkem pohlavnich produktll a ovaridlni plazmy po dobu 5 aZ 15 min. Na rozdil od
znamych zplsobU eliminace lepivosti jiker se voda z lihné predstavujici aktivacni roztok neodmyva a
spolu s ni se tak neodmyvaiji zbytky ovaridlni plazmy obklopujici jikry. Jikry jsou zvolna michany, dochazi
k postupnému zvétSovani objemu jiker ve vodé z lihné. Jikry jsou tedy jen lehce zalité vodou z lihné a
jemné michany, tim padem mohou bobtnat, nerozvine se v3ak jejich pfirozena lepivost tak, jako v
pfipadé, Ze je odmyta ovarialni plazma jiker a jikry jsou vystaveny nadbytku vody nebo emulzi mléka v
pfipadé tradi¢niho postupu odlepkovani. Tanin je k eliminaci pfirozené lepivosti jiker aplikovan az po
¢aste¢ném nabobtnanijiker, a to do mnozstvi nejvyse v poméru 1:1 vzhledem k roztoku s nabobtnalymi
jikrami. Nasledné se odstrani supernatant po dobé plsobeni 30 s a odstranéné mnozstvi se nahradi
doplnénim vodného roztoku taninu o koncentraci 2 g.I"1. Odstranéni supernatantu a nasledné doplnéni
vodného roztoku taninu o koncentraci 2 g.I''na dobu plsobeni 20 aZ 40 s se provede jesté tFikrat za
sebou. Obdobnym zplisobem Ize pouZit i roztok acetylcysteinu o koncentraci 0,4 g.I™2.

Vyhody zplisobu eliminace lepivosti jiker ryb, zejména kapra obecného, pti kterém se na oplozené jikry
pouZzije roztok taninu podle tohoto postupu, spocivaji zejména ve vyrazné Uspore casu, nikoliv vSak na
ukor efektivity. Sledované parametry Uspésnosti umélé reprodukce kapra, jako je oplozenost jiker a
lihnivost nejsou ovlivnény na uUkor ¢asové Uspory. Jikry odlepkované timto zplisobem nebobtnaji tak
intenzivné jako jikry odlepkované pomoci Woynarovichovy metody nebo v emulzi mléka, v inkubacnich
lahvich se tolik nevznasi a inkubacni systémy Ize naplnit vétSim mnoiZstvim jiker bez rizika jejich ztraty
preplavenim diky vznasivosti jiker. Podle pozorovani pod stereomikroskopem je povrch jiker vyrazné
hladsi v porovnani s konven¢nimi metodami odlepkovani a Ize tedy predpokladat, ze inkubované jikry
nebudou tolik nachylné k zachycovani organickych ¢i anorganickych necistot systému ¢&i rozvoji
patogenu, zejména plisni r. Saprolegnia. Jelikoz nékteré metodiky umélé reprodukce ryb vyuzivaji
kratkou koupel inkubovanych jiker v taninu jako preventivni oSetteni jiker proti patogenlim, Ize také
predpokladat podobny efekt této latky zejména pro inicidlni fazi inkubace jiker, v recirkulacnich i
pratocnych systémech.

4, Popis uplatnéni certifikované metodiky

Tato metodika komplexné shrnuje poznatky ziskané pti ovérovani novych postupl odlepkovani jiker
kapra obecného. Metodika poskytuje informace ziskané pfi dvou po sobé nasledujicich sezonach
optimalizace postupu odlepkovani jiker a ovéreni novych postupll v provoznich podminkach rybi lihné
s recirkulaci inkubacni vody. Metoda odlepkovani jiker pomoci taninu byla v téchto podminkach



optimalizovdna pro pouZiti v bézném rybafském provozu a je pouzitelnd v rybich lihnich produkénich
podnik( akvakultury, lihnich rybafskych svaz(i nebo malych organizaci produkujicich plidek pro
produkci nasadového materidlu do revir(. Vedle samotného postupu odlepkovani jiker pomoci
alternativnich metod zaloZzenych na taninu nebo acetylcysteinu metodika popisuje kompletné postup
umeélé reprodukce kapra obecného véetné vybéru a pripravy generacnich ryb k umélé reprodukci,
postupu samotného vytéru, oplozeni jiker, inkubace a kuleni nebo pocitani vackového plidku pro
nasazeni.

5. Ekonomické aspekty

Metoda odlepkovani jiker pomoci taninu byla optimalizovana pro pouZiti v béZném rybarském provozu
a je pouzitelna v rybich lihnich produkénich podnikd akvakultury. Tato metoda vyznamnym zptsobem
zkracuje proces odlepkovani jiker pro inkubaci v podminkach béznych rybich lihni — pritocnych i
recirkulacnich. Zavedenim tohoto postupu odlepkovani se na lihni Genetického rybarské centra Fakulty
rybdarstvi a ochrany vod podafilo vyznamné zjednodusit reprodukci kapra a zefektivnit umélou
reprodukci kapra. Jikry oSetfené postupem, ktery je popsan v této metodice, jsou inkubovany
v podminkdch recirkulacni lihné zpravidla bez vyznamnéjsiho napadeni plisnémi a celkova efektivita
umélé reprodukce je tak znatelné vyssi. Vyznamnym zplsobem se také sniZila ¢asova a ekonomicka
narocnost sanitace a dezinfekce recirkulacni rybi lihné mezi jednotlivymi vytéry.
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