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Nauk w Olsztynie

ABC kontrolowanego rozrodu lina

Wstep

Lin (fot. 1) jest jednym z najwazniejszych gatunkéw ryb
stodkowodnych naszej strefy klimatycznej. Od lat nalezy do
grupy najbardziej cenionych ryb karpiowatych i ma duze
znaczenie komercyjne (Gela i in. 2006, Kujawa i in. 2011,
Mamcarz i in. 2011). Jako ryba preferujgca wody stojgce
i zyzne jest istotnym elementem ichtiofauny jezior, bardzo
chetnie potawianym przez wedkarzy. Stanowi rowniez
istotng sktadowg hodowli ryb w stawach ziemnych (Mam-
carz i Skrzypczak 2006, Skrzypczak i Mamcarz 2006). Jed-
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Fot. 1. Lin (Tinca tinca).

nakze wolne tempo wzrostu lina w warunkach naturalnej
termiki jezior oraz stawoéw (Steffens 1995, Wolnicki i in.
2003, 2006) zniechgca hodowcow (gtdéwnie karpia) do pro-
wadzenia hodowli tego gatunku na duzg skale, co sprawia,
ze stanowi on jedynie dodatkowy element produkcji akwa-
kultury. Obecnie na terenie Polski nie sg prowadzone zadne
regularne hodowle lina mogace zaspokoi¢ zapotrzebowa-
nie rynku. Tym samym ryby pochodzgce z akwakultury
wcigz ustepujg miejsca na sklepowych poétkach rybom
pozyskanym ze srodowiska naturalnego.

Duze znaczenie gospodarcze oraz niewielka produkcija
akwakulturowa lina doprowadzita w ostatnich latach do
wzmozonej aktywnosci naukowej, majgcej na celu okresle-
nie mozliwie najbardziej optymalnych parametréw produk-
cji tego gatunku. W efekcie opracowano szereg procedur
rozrodczych oraz podchowowych (Wolnicki i in. 2003ab,
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2006, Cejko i in. 2010, Kujawa i in. 2011, Nowosad i in.
2012). Rozpatrywano rowniez mozliwosci intensywnej pro-
dukgiji lina w recyrkulacyjnych systemach akwakulturowych
— RAS (ang. Recirculating Aquaculture Systems) (Rod-
riguez i in. 2008).

Dotychczas uzyskiwane wyniki hodowlane wcigz jed-
noznacznie wskazujg na zbyt niskg optacalnos¢ ekono-
miczng akwakultury lina. Relatywnie efektywna produkcja
stawowa wskazuje jednakze na mozliwosci jej zwigkszenia,
a tym samym podazy ryb konsumpcyjnych pochodzacych
z akwakultury. Aby to osiggng¢, nalezatoby mozliwie sku-
tecznie skrécic np. okres produkcji narybku. Efekt ten moze
zosta¢ osiagniety, gdy pierwszy etap produkcji zostanie
przeprowadzony w sposob intensywny, po czym wysokiej
jakosci biologicznej materiat obsadowy przeniesiony do
stawow ziemnych na samym poczatku sezonu wzrosto-
wego. Pozwolitoby to zrekompensowac niskg efektywnosé
wychowu larw i stadiéw mtodocianych w warunkach stawo-
wych.

Obecnie produkcja lina w stawach ziemnych oparta jest
na materiale pozyskanym w wyniku tarta spontanicznego
(niekontrolowanego) bezposrednio w stawach. Do tarta
dochodzi, w wigkszosci przypadkdéw, na przetomie maja
i czerwca lub tez w czerwcu, czyli w zasadzie juz w trakcie
sezonu produkcyjnego. Sprawia to, ze jak dotad hodowcy
majg bardzo znikomy wptyw na liczebnos$¢ larw i narybku
tego gatunku. Nie majg réwniez mozliwosci kontrolowania
poszczegélnych etapéw produkciji w kontekscie np. jakosci
podchowywanego materiatu. Istnieje jednak bardzo duze
prawdopodobienstwo, ze obsadzenie stawow wysokiej jako-
Sci larwami lina wyprodukowanymi w wyniku kontrolowa-
nego rozrodu umozliwi istotne zwigkszenie efektywnosci
i wielkosci produkcji. Stanowitoby to wazny krok do opano-
wania i kontroli procesu produkcji tego gatunku. Dopiero
tego typu praktyka hodowlana daje mozliwosci przeprowa-
dzenia wstepnej selekcji materiatu majgcej na celu, w dalszej
perspektywie, np. doprowadzenie do uzyskiwania wylegu
lina poza sezonem rozrodczym. Potencjalnie umozliwiatoby
to obsadzanie stawow wysokiej jakosci narybkiem
W momencie rozpoczecia sezonu hodowlanego, a tym
samym uzyskiwanie ryb o wielkosci handlowej (120-250 g)
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przynajmniej rok wczesniej, niz w obecnie stosowanych, tra-
dycyjnych metodach hodowli lina.

Kontrolowany rozréd ryb jest pierwszym i jednym z naj-
wazniejszych etapéw intensywnej produkcji ryb. Efektyw-
nos¢ tego etapu hodowli bezposrednio warunkuje zaréwno
ilos¢, jak i jakos¢ uzyskanego wylegu, a tym samym deter-
minuje efektywnos¢ dalszych etapéw produkcji. Dlatego
W niniejszym opracowaniu przedstawiono zestaw szcze-
g6towych procedur, ktére nalezy stosowac w trakcie kon-
trolowanego rozrodu lina przy wykorzystaniu technologii
RAS.

Pozyskiwanie, transport i warunki
przetrzymywania tarlakow

Tarlaki lina pozyskiwane sg ze Srodowiska naturalnego
lub komercyjnych, stawowych gospodarstw karpiowych.
W przypadku ryb dzikich (pozyskiwanych z jezior) odtéw
reproduktoréw prowadzony jest zazwyczaj w trakcie
sezonu rozrodczego, a odfowione osobniki natychmiast
transportowane do wylegarni. Natomiast ryby hodowlane
traktowane sg w zupetnie inny sposéb. Po zakonczeniu
sezonu produkcyjnego tarlaki lina odtawia sie wraz z innymi
rybami, sortuje i przenosi do zimochowow. Po zakonczeniu
zimowania ryby sg ponownie odtawiane, sortowane i prze-
noszone do niewielkich stawéw ziemnych, gdzie sg prze-
trzymywane az do sezonu rozrodczego. Zaleca sig, zeby
w tym okresie samce i samice (fot. 2) byty przetrzymywane
oddzielnie w zaggszczeniu 400 kg/ha (Gela i in. 2006). Pod-
czas przygotowywania do tarta wraz ze wzrostem tempera-
tury wody zachodzi¢ bedzie szereg zmian rozwojowych
w gonadach ryb. Dlatego bardzo wazne jest, zeby rybom
zapewni¢ odpowiednie warunki pokarmowe. W zwigzku
z tym zaleca sie rowniez, zeby w tym tzw. okresie przygoto-
wawczym ryby byty kazdego dnia dokarmiane, np. dobrej
jakosci granulatem dla ryb karpiowatych. Zalecana dawka

Fot. 2. Dymorfizm piciowy lina. Samica (zdjecie u gory), samiec (zdjecie
u dotu).
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wynosi 5% biomasy ryb (Gela i in. 2006). Jednak w rzeczy-
wistoéci masa skarmianej paszy zaleze¢ bedzie od tempe-
ratury wody oraz obfitosci pokarmu naturalnego, o ktérego
rozwdj rowniez nalezy zadba¢ odpowiednio nawozgc staw.

Tarlaki lina nalezy transportowa¢ zgodnie z wytycz-
nymi, ktore sg stosowane przy transporcie karpia. Zbiorniki
do przewozu ryb powinny byé wykonane z materiatéw nie
wywierajagcych szkodliwego wptywu na zywe ryby, wyposa-
zone w otwory i rekawy spustowe. Rozpylacze powietrza
powinny zapewni¢ rownomierne napowietrzanie catej obje-
tosci wody. Sprzet pomocniczy, czyli kasary, wiadra,
nositki, wanny itp., musi by¢ odkazony. Rdznice temperatur
pomiedzy wodg ze zbiornika, w ktérym przebywaty ryby,
a wodg w zbiorniku transportowym nie moga by¢ wigksze
niz 4°C (BN-83/9147-04).

Zaleca sie, zeby podczas transportowania ryb w tem-
peraturze wody powyzej 15°C byty one dobrze odpite.
Zatadunek powinien odbywa¢ sie szybko, sprawnie, nie-
przerwanie i delikatnie, nie powodujgc okaleczen i obtar¢.
Ryby najlepiej jest wazy¢ w pojemniku cze$ciowo wypetnio-
nym wodg. Po wazeniu nalezy je przela¢ do zbiornika trans-
portowego. Maksymalna wysokos$¢, z jakiej ryby moga spa-
da¢ do wody nie powinna przekracza¢ 40 cm. Zbiornik prze-
wozowy nalezy przed zatadunkiem napetni¢ przynajmniej
do /3 wodg, a po zatadunku do 2/3 pojemnosci. W trakcie
transportu nalezy tez kontrolowa¢ prawidtowos¢ zachowa-
nia sie ryb. Jesli wystgpig objawy zaniepokojenia i oznaki
ostabienia przeprowadzi¢ wymiang co najmniej potowy
wody. Po przybyciu na miejsce docelowe wytadunek ryb
trzeba wykona¢ zgodnie z zasadami obowigzujgcymi przy
zatadunku. Przede wszystkim nalezy wyréwnaé réznice
temperatur miedzy zbiornikiem przewozowym, a nowym
Srodowiskiem ryb (BN-83/9147-04).

Masa tarlakéw lina, jakg mozna bezpiecznie przewozic,
zalezy w gtéwnej mierze od wielkoSci ryb i temperatury
wody. Jezeli przewidywany czas transportu bedzie sie mie-
Scit w przedziale od 5 do 20 godzin do szacowania masy
ryb, ktérg bedzie mozna bezpiecznie przetransportowac
mozna wykorzysta¢ wytyczne przedstawione w tab. 1.

TABELA 1

Masa ryb, jakg mozna transportowa¢ w 1000 litrach wody przez
okres 5-20 godzin (wg Berki 1986)

Masa tarla- Temperatura wody (°C)

kow (kg) 5-8 8-10 10-15 15-20 20-25

0,1-0,2 375-400 281-300 250-267 219-233 175-187

02-05 400-462 300-346 267-308 233-269 187-215

05-1,0 462-500 346-375 308-333 269-292 215-233

1,0 600 450 400 350 280
1,0-17 660-690 495-518 440-460 385-403 308-322

Po przetransportowaniu do wylegarni tarlaki lina nalezy
przetrzymywac oddzielnie w RAS rozrodowych w tempera-
turze wody 19°C. Poniewaz w trakcie przeprowadzania
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TABELA 2

Okresy kliniczne w trakcie wywotywania znieczulenia ogélnego (wg Trzebiatowskiego i in. 1996)

Okres kliniczny

Charakterystyka

Okres | - spokoju

Wystepuje od momentu wprowadzenia ryb do roztworu $rodka znieczulajgcego. Ryby ptywajg spokojnie, omijajg bez
trudu przeszkody i wykonujg regularne ruchy oddechowe.

Okres Il - podniecenia

Ryby wykazujg wyrazny niepokéj. Ptywajg bardzo szybko, nie omijajg przeszkéd, wykazujg bardzo silne odruchy
obronne, ich ruchy oddechowe sg ptytkie i nieregularne.

faza A — ptytkiego znieczulenia og6inego

Ryby zaczynajg poktadac sig na boki. Ptywajg znacznie wolniej, wykazujg
gruntowne ostabienie odruchéw obronnych, ruchy oddechowe sg zwol-
nione, regularne i gtgbokie.

Okres Il — znieczulenia og6linego

faza B — petnego znieczulenia og6lnego

Ryby poktadajg sig na boki, a nastgpnie nieruchomieja. Nie wykazujg zad-
nych odruchéw obronnych, wystepuije jedynie odruch akustyczny, ruchy
oddechowe sg regularne, zwolnione i gtgbokie.

Wystegpuje w wyniku przedawkowania anestetyku lub nadmiernego wydtuzenia czasu przetrzymywania ryb w roztwo-
Okres IV — duszenia sie rze preparatu. Ryby lezg na boku, nie wykazujg odruchéw obronnych, zanika odruch akustyczny, ruchy oddechowe sg
plytkie, zanikajace. Zbyt dtugie przetrzymywanie ryb w takim stanie konczy sig $nigciem.

procedur rozrodczych temperatura wody bedzie wzrasta¢
do 23°C nalezy przytozy¢ szczeg6lng wage do prawidtowej
pracy instalacji natleniajgcej wode. Do momentu rozpocze-
cia stymulacji hormonalnej, fotoperiod powinien wynosi¢
12L:12D.

Anestezja

Kazda manipulacja powinna by¢ przeprowadzana po
uprzednim wprowadzeniu tarlakéw lina w stan znieczulenia
ogdlnego. Anestetyk nalezy podawac przez imersje. W tym
celu rybe nalezy umiesci¢ w wodzie z rozpuszczonym pre-
paratem i przetrzymac¢ do czasu osiggnigcia znieczulenia
ogoblnego. Od momentu umieszczenia ryby w wodzie
bedzie mozna obserwowac szereg nastepujgcych po sobie
zmian w zachowaniu ryb (tab. 2). Warto zwréci¢ na nie
uwage, gdyz nastepujac jedna po drugiej $wiadczy¢ bedg
o coraz silniejszym oddziatywaniu anestetyku na organizm
ryby, co pozwoli na precyzyjne okres$lenie momentu wejscia
w stan znieczulenia ogélnego.

W celu wywotania znieczulenia ogblnego u lina mozna
stosowac 2-fenoksyetanol w stezeniu 0,6 ml/l. Skutecznos¢
tego zwigzku chemicznego zaleze¢ bedzie od temperatury
wody. Manipulujgc rybami w zakresie temperatur pomiedzy
18 a 25°C petnego znieczulenia ogbélnego nalezy sie spo-
dziewac mniej wiecejw przedziale od 2,5 do 4 minut (tab. 3).
Ze wzgledu na ryzyko $nigcia, ryb nie powinno przetrzymy-
wacé w roztworze anestetyku dtuzej niz 10 minut (Hamac-
kovaiin. 2004). Nalezy tez pamigtac o tym, zeby roztwoér ten
byt nieprzerwanie napowietrzany.

Przystepujac do przeprowadzenia anestezji nalezy
mie¢ na uwadze fakt, ze moment osiggniecia znieczulenia
0goblnego bedzie réwniez zalezat od kondyc;ji ryb. Moze sig
okazac¢, ze podczas kolejnych kapieli w roztworze aneste-
tyku indukcja znieczulenia ogélnego bedzie wymagata wie-
cej czasu (Gilderhus i Marking 1987). Dlatego przygoto-
wujgc ryby do przewidzianych w protokole rozrodczym
zabiegdbw mozna postepowac na dwa sposoby. Umiesz-

cza¢ ryby w roztworze anestetyku i mierzy¢ uptywajacy
czas. Stosujgc 2-fenoksyetanol w stezeniu 0,6 ml/l zduzym
prawdopodobienstwem mozna zatozy¢, ze po uptywie
5 minut wszystkie ryby bedg znieczulone. Osoby bardziej
doswiadczone moga poprzestac¢ na prowadzeniu obserwa-
cji zachowania ryb. Osobniki, ktére poktadajg sie na boki
i nastepnie nieruchomiejg oraz nie wykazujg zadnych odru-
chéw obronnych, a ich ruchy oddechowe sg regularne,
zwolnione i gtebokie, wykazujg objawy petnego znieczule-
nia ogoéinego.

Jednorazowo nalezy usypia¢ po 4-5 ryb. Po przepro-
wadzeniu manipulacji tarlaki nalezy umiesci¢ w odpijalniku
wyposazonym w system napowietrzania wody i dopiero
gdy sie wybudzg i odzyskajg rownowage przeniesc je
z powrotem do basenu tarlakowego. Podobnie jak w przy-
padku indukcji znieczulenia ogoélnego, czas wybudzania
rébwniez bedzie zalezat od temperatury wody (tab. 3).

TABELA 3

Czas indukcji i czas wybudzania ze znieczulenia ogdlnego
wywotanego 2-fenoksyetanolem w stgzeniu 0,6 ml/|
(wg Hamackovej i in. 2004)

Temperatura wody (°C) Indukcja (min) Wybudzenie (min)
17,9 3,565+0,88 11,77+0,97
20,4 3,98+0,87 10,38+0,50
22,5 3,05+0,77 6,88+1,62
25,1 2,48+0,87 5,48+1,50

Ocena stadium dojrzatosci oocytéow

Przystepujgc do oceny stadium dojrzatosci oocytow
nalezy postepowaé wedtug standardéw wypracowanych
i powszechnie stosowanych dla ryb karpiowatych. Przed
rozpoczeciem poboru oocytow nalezy przygotowaé ptyn
Serra (96% alkohol etylowy, 36-38% formaldehyd i lodo-
waty kwas octowy, w proporcji 6:3:1 v/v), roztwor aneste-
tyku i odpijalnik. Dobrze jest réwniez wyposazyC sie
w wodoodporny stoper, ktéry umozliwi doktadng kontrole
czasu, jaki ryby spedzajg w roztworze anestetyku. U lina,
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Fot. 3. Pobor oocytow za pomocg katetera.

tak samo jak w przypadku jazia (Krejszeff i in. 2018) nie ma
potrzeby badania kazdej samicy indywidualnie. Dlatego
oceny mozna dokonac na reprezentatywnej prébie liczacej
maksymalnie 10% posiadanych samic, jednak nie mniej niz
10 osobnikdw.

Wprowadzone w stan znieczulenia og6lnego samice,
po jednym osobniku, nalezy umieszczac na stole manipula-
cyjnym i za pomocg wprowadzonego w otwor piciowy kate-
tera (cewnik do karmienia niemowlat o $rednicy zewnetrz-
nej 2,8 mm) pobra¢ probke okoto 50 oocytéw. Pobrane
oocyty nalezy niezwtocznie umiesci¢ na szalce Petriego,
zala¢ ptynem Serra i odstawi¢ na bok (fot. 3). Po pobraniu
prébek od 4-5 samic nalezy przystgpi¢ do oceny stadium
dojrzatosci wedtug powszechnie stosowanego u ryb kar-
piowatych czterostopniowego systemu oceny dojrzatosci
oocytéw (rys. 1) (fot. 4).

Dokonujgc oceny stadium dojrzatosci oocytow nalezy
pamieta¢, ze lin jest gatunkiem, ktéry odbywa tarto por-
cyjne. W zwigzku z tym w pobranej prébce oocytow znajdo-
waé sie beda oocyty w réznych stadiach dojrzatosci. Dla-
tego, z perspektywy kontrolowanego rozrodu, podczas
oceny stopnia dojrzatosci trzeba bra¢ pod uwage dwa para-
metry: odsetek tzw. najwiekszych oocytéw oraz stopien ich

| Stadia dojrzatosci oocytow

a - stadium 1: jadro w centrum
oocytu

b - stadium 2: jadro przesunigte,
ale nie za potowe promienia
oocytu

¢ - stadium 3: jadro przesunigte
za potowe promienia oocytu

d - stadium 4: jadro przesuniete
bezposrednio do zona radiata

Rys. 1. Czterostopniowa skala stadiow dojrzatosci oocytow (wg Brzuski i Bie-
niarza 1977).
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mozna zauwazy¢ réznej wielkosci oocyty. Przy ocenie dojrzatosci po-
szczegoinych samic nalezy uwzglednia¢ tylko najwigksze komorki
(wskazane strzatkg) oraz poming¢ oocyty uszkodzone w procesie cewni-
kowania (oznaczone gwiazdka).

dojrzatosci. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku ryb
dzikich, poniewaz wartos¢ pierwszego parametru zaleze¢
bedzie od tego, w ktbrym momencie sezonu rozrodczego
znajduje sie samica (do ktorej ,porcji” tarta samica bedzie
przystepowac). W takim przypadku zaleca sig, zeby do dal-
szych procedur rozrodczych przeznacza¢ samice, u kto-
rych stwierdzono, ze najwigksze oocyty stanowig ponad
30% wszystkich oocytow (Targonska i in. 2012).

W przypadku ryb hodowlanych nalezy postepowac
zgodnie ze schematem przedstawionym na rys. 2. Zaleca
sie, aby w przypadku ryb przetrzymywanych w warunkach
opisanych w rozdziale ,Pozyskiwanie, transport i warunki
przetrzymywania tarlakoéw” procedure kontroli stopnia doj-
rzatosci oocytow pierwszy raz przeprowadzi¢ w potowie
maja. W przypadku, gdy w pobranych probkach oocyty nie
bedg jeszcze wystarczajgco dojrzate, kolejne kontrole
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Odtowi¢ 10 samic, pobrac prébke oocytow i poddac procesowi
klaryfikacji w ptynie Serra, a nastepnie ocenic stopieri dojrzatosci
najwiekszych oocytow dla kazdej samicy wedtug skali przedstawionej

rys. 1
r 3
v
Czy ponad potowa samic posiada
| TAK ]1— oocyty w Il lub Il stadium
dojrzatosci oocytow?
v
Y
NIE
Odtowié wszystkie ryby ze stawu E]
i przeniesc do wylegarni w celu
przeprowadzenia kontrolowanego L 2
rozrodu. I Odczekac 7 dni |

Rys. 2. Schemat postepowania z samicami lina przetrzymywanymi w stawie
ziemnym przed sezonem rozrodczym, majacy na celu okre$lenie najlep-
szego momentu rozpoczecia procedury kontrolowanego rozrodu (rys.
Daniel Zarski).

nalezy prowadzi¢ w 7-dniowych odstepach, jednak nie pdz-
niej niz do potowy czerwca.

Stymulacja spermaciji

Tak jak w przypadku wielu gatunkéw ryb karpiowatych
(Cejko i in. 2010ab, 2011ab, 2014, Cejko i Krejszeff 2016),
réwniez w przypadku lina zalecane jest stosowanie stymu-
lacji hormonalnej, w celu zwigkszenia ilosci oraz podniesie-
nia jakosci nasienia. Nalezy jednak zaznaczyé, ze nie
zostato jednoznacznie potwierdzone dos$wiadczalnie, ze
w ten sposéb mozna uzyska¢ wiekszg objetos¢ i lepszej
jakosci nasienie lina. Zwigzane jest to z tym, ze podczas
manualnego pozyskiwania nasienia réwnocze$nie pozy-
skuje sie tez mocz, ktoéry aktywujac plemniki obniza jako$¢
nasienia (Linhart i in. 1995, Caille i in. 2006, Cejko i in.
2010b).

W przypadku lina rowniez nalezy przyja¢ za regute, ze
jako pierwsze poddawane sg stymulacji hormonalnej
samce. Wedtug Caille i in. (2006) najlepszej jakosci nasienie
mozna uzyska¢ od samcéw 1 dobe od podania preparatu
hormonalnego. Mozliwe jest rowniez uzywanie do
zaptodnienia nasienia pozyskanego 2 lub 3 doby od prze-
prowadzenia iniekcji, jednak nalezy sie liczy¢ z tym, ze
w przeliczeniu na kg masy ciata samcéw bedzie go mniej
(Caille i in. 2006). Dlatego w takim przypadku zaleca sie
uzycie wiekszej liczby ryb.

Do stymulacji hormonalnej samcéw lina zalecane sg
preparaty w sktad ktérych wchodzg analogi ssaczych lub
tososiowych gonadoliberyn. Do najczesciej stosowanych
specyfikbw tego typu nalezg Ovopel i Ovaprim, ktore
oprécz wspomnianych powyzej analogow GnRH, zawierajg
réwniez zwigzki chemiczne bedace antagonistami dopa-
miny. Preparat Ovopel sprzedawany jest w postaci granul.
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W sktad jednej granuli wchodzi 18-20 ug ssaczego analogu
gonadoliberyny (GnRH) [(D-Ala®, Pro®-Net)-mGnRH] oraz
8-10 mg metoklopramidu (Hotvathiin. 1997). Preparat Ova-
prim sprzedawany jest w postaci oleistej cieczy. W sktad 1
ml tego specyfiku wchodzi tososiowy analog GnRH
[(D-ArgS, Prog-Net) sGnRH] oraz 10 mg domperidonu
(Peteriin. 1993). Zalecane dawki poszczegoInych prepara-
téw przedstawione sg w tab. 4.

TABELA 4

Zalecane warianty hormonalnej stymulacji samcéw lina
(wg Cejko i in. 2010, S. Krejszeffa, dane niepublikowane)

Dawka Optyma!ny czgs pozyska—
Preparat hormonalny (na kg masy cialy) nia nasienia
g masy (po iniekcji)
O | 1 |
Vope! granula 24-79 h
Ovaprim 0,5 ml

Do procedury hormonalnej stymulacji samcéw mozna
przystagpic tuz przed przeprowadzeniem procedury hormo-
nalnej stymulacji samic. Mozna tez zrobi¢ to kilkadziesigt
godzin wczesniej, jednak trzeba pamietaé, ze nie jest zale-
cane uzywanie do zaptodnienia jaj nasienia pozyskanego
poézniej niz 72 godziny po podaniu preparatu hormonal-
nego.

Procedure hormonalnej stymulacji samcow lina nalezy
przeprowadzi¢ wedtug nastepujacego schematu. W pierw-
szej kolejnosci nalezy przygotowac¢ preparat hormonalny.
Ovopel rozciera sie w mozdzierzu lub homogenizatorze
z niewielkg iloscig ptynu fizjologicznego. Przygotowang
w ten sposob zawiesing rozciencza sie tak, zeby w 1 ml
znajdowata sie jedna granula. Tak rozcienczong zawiesing
nalezy podawac w ilosci 1 ml w przeliczeniu na 1 kg masy
ciata samcow. Preparat Ovaprim jest produkowany
w postaci gotowego do iniekcji ptynu. Zalecana dawka,
w przeliczeniu na 1 kg masy ciata mleczaka, wynosi 0,5 ml.
Nastepnie nalezy przygotowaé roztwér anestetyku i odpijal-
nik (fot. 5). Upewniwszy sig, ze wszystkie niezbedne akce-
soria i sprzet pomocniczy sg odpowiednio przygotowane
mozna przystgpi¢ do iniekcji.

Fot. 5. Prawidtowo przygotowany zbiornik z roztworem anestetyku (z lewej)
i zbiornik do wybudzania ryb (z prawej).
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Kazdego samca, po uprzednim wprowadzeniu w stan
znieczulenia ogdlnego, nalezy zwazy¢ i umiesci¢ na stole
manipulacyjnym. Zaleca sie, zeby iniekcje wykonywac
dootrzewnowo pod ptetwe brzuszng, wprowadzajac igte na
gteboko$¢ okoto 0,5 cm. Preparat nalezy dozowac
z doktadnoscig do 50 g masy ciata samca. Po przeprowa-
dzeniu iniekcji rybe nalezy niezwtocznie umiesci¢ w odpijal-
niku, a gdy sie wybudzi i odzyska rbwnowage przenies¢
z powrotem do basenu tarlakowego. W trakcie catego pro-
cesu stymulowania spermacji temperature wody nalezy
utrzymywac na poziomie 19-22°C, a fotoperiod na pozio-
mie 14L:10D.

Stymulacja owulacji

Wywotanie owulacji u lina jest mozliwe wytacznie po
zastosowaniu stymulacji hormonalnej. Tak samo jak
w przypadku samcoéw, réwniez samicom lina zaleca sie
podawanie preparatéw, w sktad ktérych wchodzg analogi
ssaczych lub tososiowych gonadoliberyn (Ovopel i Ova-
prim), ktére zawierajg zwigzki chemiczne bedgce antagoni-
stami dopaminy (Kujawa i in. 2011, Zarski 2011). Zalecane
dawki poszczegoélnych preparatdéw lub ich kombinaciji
przedstawione sg w tab. 5. W celu wywotania owulacji u lina
preparaty hormonalne mozna podawac¢ w jednej (Kouril i in.
2007, Kucharczyk i in. 2007, Zarski 2011, Targonska i in.
2012) lub w dwdch dawkach (Kujawa iin. 2011). Z doswiad-
czenia autoréw niniejszego opracowania wynika jednak, ze
lepsze efekty daje podwojna stymulacja hormonalna.
W zwigzku z tym w kontrolowanym rozrodzie samic lina
zaleca sig preparatow hormonalnych
roztozonych na dwie iniekcje.

aplikowanie

TABELA 5

Zalecane warianty hormonalnej stymulacji samic lina (wg Kujawy
iin. 2011, Zarskiego 2011, S. Krejszeffa, dane niepublikowane)

Preparat Dawka ( na kg masy ciata) Spodziewan}./
hormonalny liniekcja leies czas 9"",”'39!'
(po Il iniekcji)
Bicpel 0,2 granuli 1 granula
Ovaprim 0,1 ml 0,5 ml 12-16 h
Ovopel + Ovaprim 0,2 granuli 0,5 ml

Procedure hormonalnej stymulacji samic lina nalezy
przeprowadzi¢ podobnie jak hormonalng stymulacje sam-
coéw. W pierwszej kolejnosci nalezy przygotowaé preparat
hormonalny. Przygotowujgc do pierwszej iniekcji Ovopel,
roztarte w mozdzierzu lub homogenizatorze granule nalezy
rozcienczy¢ ptynem fizjologicznym tak, zeby w 5 ml przygo-
towanej zawiesiny znajdowata si¢ jedna granula preparatu.
Natomiast w przypadku drugiej iniekcji tak, zeby w 1 ml
przygotowanej zawiesiny znajdowata sig jedna granula pre-
paratu. W obu przypadkach przygotowang zawiesing
nalezy podawa¢ w dawce 1 ml w przeliczeniu na 1 kg masy
ciata samic.
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Ovaprim nalezy rozcienczy¢ w alkoholu etylowym.
W celu przeprowadzenia pierwszej iniekcji preparat trzeba
rozcienczy¢ tak, zeby przygotowany roztwér zawierat
1 czes¢ preparatu i 9 czesci alkoholu. W drugiej iniekciji
nalezy podac czysty preparat w dawce 0,5 ml w przeliczeniu
na 1 kg masy ciata samic. Mozna réwniez zrezygnowac ze
stosowania Ovaprimu w pierwszej iniekcji, zastepujac go
Ovopelem, tak jak to jest zalecane w przypadku hormonal-
nej stymulacji samic jazia (Jamro6z i in. 2008, Krejszeff i in.
2018).

Przed podaniem preparatu hormonalnego kazdg
samice nalezy wprowadzi¢ w stan znieczulenia, zwazy¢
i umiesci¢ na stole manipulacyjnym. Specyfik nalezy podac¢,
zardbwno podczas pierwszej, jak i drugiej iniekcji, dozujac go
z doktadnoscig do 50 g masy ciata ryb (fot. 6 i 7). Po prze-
prowadzeniu zabiegu samice jak najszybciej wybudzi¢
i przenie$¢ z powrotem do basenu tarlakowego. Obie iniek-
cie przeprowadzi¢c w 12-godzinnym odstepie czasu.
Oprécz stymulacji hormonalnej nalezy rowniez przeprowa-
dzi¢ stymulacje termiczng i $wietlng. Po pierwszej iniekcji
temperature wody w RAS tarlakowym nalezy podnie$¢ od
19,0 do 21,0°C, a fotoperiod wydtuzy¢ do 14L:10D. Po
przeprowadzeniu drugiej iniekcji temperature w RAS tarla-
kowym podnie$¢ od 21,0 do 23,0°C i nie zmienia¢ fotope-
riodu.

Fot. 7. Hormonalna stymulacja samicy lina.

KOMUNIKATY RYBACKIE 25



Pozyskiwanie gamet

W przypadku ryb karpiowatych, miedzy innymi jazia,
pozyskiwanie gamet rozpoczyna sie od pozyskiwania
nasienia (Krejszeff i in. 2018). Mlecz pobiera sie za pomocg
strzykawek. Tak pozyskane nasienie mozna przez kilka
godzin przetrzymac w lodéwce w temperaturze 4°C i wyko-
rzysta¢ do zaptodnienia w odpowiednim momencie. Taki
rodzaj postepowania pozwala na przeprowadzenie mani-
pulacji samicami bez zbednego pos$piechu. Oprécz tego
daje mozliwos¢ kontroli jakosci nasienia. Umozliwia row-
niez jego dozowanie w odpowiedniej proporcji, w przelicze-
niu na okreslong mase pozyskanych jaj.

Ze wzgledu na fakt, ze podczas manualnego pozyski-
wania nasienia rbwnoczesnie pojawia sie tez mocz, ktéry
aktywujgc plemniki obniza jako$¢ nasienia (Linhart i in.
1995, Caille i in. 2006, Cejko i in. 2010b) pozyskiwanie
gamet podczas kontrolowanego rozrodu lina nalezy roz-
poczaé od jaj. Samice po wprowadzenia w stan znieczule-
nia ogoélinego nalezy wyjmowaé brzuchem do goéry, starajgc
sie nie uciska¢ powtok brzusznych. Nastepnie, za pomocag
recznika, delikatnie osuszamy powtoki ciata, zwracajac
szczegblng uwage na okolice otworu ptciowego. Poniewaz
nie jest mozliwe catkowite osuszenie skrzeli, nalezy je
zabezpieczy¢ przed wydostajacg sie z nich wodg. Mozna to
zrobi¢ owijajgc gtowe ryby recznikiem. Pozyskiwanie ikry
nalezy przeprowadza¢ poprzez delikatny masaz powtok
brzusznych samicy. Poczynajac od gtowy w kierunku
otworu ptciowego (fot. 8). Do momentu zaptodnienia pozy-
skang ikre nalezy przetrzymywac¢ w misce pod przykryciem.
Po pozyskaniu ikry samice trzeba jak najszybciej wybudzié¢
i przenies¢ z powrotem do basenu tarlakowego.

Niezwtocznie po pozyskaniu jaj nalezy przystgpi¢ do
pozyskania nasienia. Po wprowadzeniu w stan znieczulenia
ogoblnego, samce uktada¢ na stole manipulacyjnym i za
pomoca recznika osuszaé powtoki ciata, zwracajac szcze-
g6Ing uwage na okolice otworu ptciowego. Po zabezpie-
czeniu skrzeli przystgpi¢ do pobierania nasienia. Poprzez
delikatny masaz powtok brzusznych (ruchem posuwistym

Fot. 8. Pobor ikry.
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Fot. 9. Pobér nasienia bezposrednio na ikre.

w kierunku od gtowy ku otworowi ptciowemu samca) nasie-
nie nalezy pozyskiwa¢ bezposrednio do miski z ikrg (fot. 9).
Na porcje ikry wytartej od jednej samicy uzy¢ porcje nasie-
nia pozyskanego od jednego samca. Po pobraniu nasienia
samce jak najszybciej wybudzi¢ i przenies¢ z powrotem do
basenu tarlakowego.

Zaptodnienie i pozbawianie jaj kleistosci

W przypadku ryb karpiowatych roztwory do pozbawia-
nia jaj kleistosci zazwyczaj przygotowywane sie po pozy-
skaniu gamet. Zaleca sig, zeby u lina zrobi¢ to wczeéniej. Ze
wzgleddw praktycznych nawazki poszczegélnych odczyn-
nikéw stuzacych do sporzadzenia roztworu Woynarovicha
oraz roztwér taniny (Woynarovich i Horvath 1980) najlepiej
jest przygotowywac¢ w przeliczeniu na 10 | wody. W takim
przypadku nalezy odwazy¢ 30 g chlorku sodu i 40 g mocz-
nika oraz 5,0-8,0 g taniny. Sporzadzone nawazki rozpuscic¢
w tzw. wodzie wylegarniczej (krgzgcej w RAS, w ktdrym
inkubowane bedg jaja).

Zaptodnienie i pozbawianie jaj kleistosci nalezy prze-
prowadzi¢ w nastepujgcy sposob. Pozyskang ikre i nasienie
doktadnie wymieszac, zala¢ niewielkg iloscig ,wody wyle-
garniczej” i intensywnie miesza¢ plastikowg tyzkg przez
mniej wigcej 1 minute (fot. 10). Nastepnie zaptodniong ikre
zala¢ roztworem Woynarovicha w ilo$ci okoto 10-20% obje-
tosci jaj i nieprzerwanie mieszac plastikowg tyzkg (fot. 11).
W  kilkunastominutowych interwatach nalezy dodawac
kolejne porcje ptynu, rbwnoczes$nie pozbywajac sie czesci
(maksymalnie do 50%) roztworu. Po mniej wiecej 1,0-1,5
godzinie nalezy zla¢ roztwér i przeprowadzi¢ dwukrotng
kapiel jaj (2 x15 s) w roztworze taniny. Miedzy kgpielami jaja
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Fot. 10. Zaptadnianie ikry lina z zastosowaniem czystej ,wody wylegarniczej” .

przeptukiwa¢ czysta ,wodg wylegarniczg” (Woy-
narovich i Horvath 1980). Jaja pozbawione w ten
sposbb kleistosci nalezy obsadzi¢ na aparacie
wylegarniczym.

Inkubacja jaj i klucie zarodkéw

Inkubacje ikry lina nalezy prowadzi¢
w stojach inkubacyjnych Weissa (fot. 12). Okres
inkubacji bedzie zaleze¢ przede wszystkim od
temperatury wody. Za optymalny, podczas inku-
bacji jaj lina, uznaje sie zakres temperatur

Fot. 11. Kapiel ikry lina w roztworze Woynarovicha.

Fot. 12. Ikra lina na poczatku inkubacii (po lewej) oraz po ok. 20 h inkubacii (po prawej) w stojach

20-25°C. Zalezno$¢ pomiedzy temperaturg
a czasem inkubacji przedstawia rys. 3. Do prze-
prowadzenia inkubaciji ikry zaleca sie stosowanie
RAS inkubacyjnych wyposazonych w filtracje mecha-
niczng. Ze wzgledu na krétki czas inkubaciji (kilka dni) nie
jest konieczne wyposazanie tych systeméw w filtracje biolo-
giczna.

Na kilka godzin przed przewidywanym momentem
wyklucia (wstepnego oszacowania mozna dokona¢ za
pomocg danych zestawionych na rys. 3) nalezy rozpozna¢
moment gotowosci larw do ,wymuszonego klucia”. W tym

170 4
<

150 4

130 4

¥ =-0,1086¢% 8,2783x" - 215,31x + 1887,7

R=09958
110 4

90 1

Czas inkubacji (h)

70

50 1

30 1

Temperatura (°C)
Rys. 3. Zalezno$¢ pomigdzy temperaturg a czasem inkubacji na podstawie da-
nych uzyskanych przez Geldhauser (1995) oraz Korzelecka-Orkisz i in.
(2009).
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Weissa.

celu trzeba pobra¢ okoto 50 jaj i umiesci¢ je na szalce
Petriego i odstawi¢ na 30 minut. Nastepnie nalezy okresli¢
odsetek wyklutych larw. Jesli liczba wyklutych larw bedzie
mniejsza niz 50%, kolejne rozpoznanie wykonac¢ nie wcze-
$niej niz po 4-6 h.

Jesli rozpoznanie gotowosci larw do klucia zakonczy
si¢ pozytywnie (ponad 50% wyklutych zarodkéw),
przystgpi¢ do ,wymuszonego klucia”. W tym celu nalezy
zamkng¢ doptyw wody do aparatu inkubacyjnego oraz ode-
bra¢ (zlewarowaé) okoto 15% wody ze stoja (uwazajac, aby
nie usung¢ razem z wodg klujgcych sie larw lub ikry).
W zaleznosci od zachowania zarodkéw (nasilenie klucia),
po 10-30 minutach zlewarowac ikre do miski, ktérg nastep-
nie nalezy w catosci wypetni¢ wodg. Nastepnie zawartoscig
miski delikatnie zamiesza¢, tak aby ikra wraz z wyklutymi
larwami zebraty si¢ w centrum pojemnika. Odpowiednie
rozpoznanie momentu klucia sprawia, ze podczas miesza-
nia ostonki jajowe unoszg sie w toni wody, podczas gdy
wyklute larwy zbierajg sie w centrum miski przy dnie.
Nastepnie nalezy odlewac ostonki poza miske (rowniez
poza RAS), uwazajgc, aby nie usuwaé wyklutych larw.
Czynnos$¢ te powtarzamy do momentu, gdy na dnie miski
pozostanie jedynie wyleg lina.
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Podsumowanie

Proponowana w ramach niniejszego opracowania pro-
cedurarozrodu lina w warunkach kontrolowanych jest wyni-
kiem kilkuletniego do$wiadczenia i intensywnych prac
badawczych dgazacych do jej standaryzacji. Nalezy jednak
w tym miejscu podkresli¢, ze nie jest to jedyna metoda
umozliwiajgca pozyskiwanie larw w warunkach kontrolowa-
nych. W zwigzku z tym zaleca sig, aby do opisywanych
powyzej metod podchodzi¢ z pewng dozg krytycyzmu,
weryfikowac kazdy etap z perspektywy wtasnych doswiad-
czen, jak rowniez konfrontowac z dotychczas opublikowa-
nymi danymi, ktére mozna odnalez¢ w cytowanych ponizej
publikacjach naukowych.
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