AIdOL3N §y 301a3

dIdirf INVAOXd3100 1dd
NINAZNI NILIZNAA S
OHINTIA JDNNS HILAA ATINN

HO3INVNAJOA 3A W3TaIS 3S
ALIZHIAINA INSTIQOHIP
AMOIDOTOIGOHAAH Y ANSHYEAH AVLSN ANWNNZAA







I-07~£88S8-08 NESI

1ooz

Aueupop

0L 2

ADIIL INYAOMIATAO RYd
NINAZNE
WILIZOXA S OHINTIA ADWAS YLLAA ATHNN

BUIPOY YAIBIA ‘B[05) PIAR( ‘LI BQUIT JewoyQ)

1DIUEYS NOYS[a1YIAS a5 qAT 1uiyaas & Aynawas yuapppg

HOANVNAOA FA IDIDOTOIHONAAH V ANSHYHIAT AVIS) ANWINZAA

HOIDIAOrIANY HOAMSE) A VIIZHAAINA YASADOHIr

21l



1. Uvod

Sumcoviti véetné dvou druhii v Europé patfi mezi vyznamné Euroasijské sladkovodni
druhy. V&15i z obou druhii sumec velky (Sifurus glanis L.) anglicky wels, sheat-fish. European
catfish, charakteristicky 6 vousy se nachazi v celé Evropé. Mensi druh, tzv_ Aristetolav sumec
anglicky Aristotle's catfish, [Silurus (Parasilurus) aristotelis A.] pouze se 4 vousy je

endemicky v zapadni Gasti Recka (Teugels, 1996) (obr. 1). VSichni ostatni sumcoviti jsou
soustfedém v centrilni a jiZni Asii.

Obr. 1: A - Silurus glanis, B - Silurus (Farasilurus) aristotelis

Sumec velky je predmétem chovu v Evropé vice nez 100 let (Linhart a Proteau, 1993),
Chov v intenzivnich akvakulturnich termoregulovanych a rybniénich systémech expandoval
od roku 1990 do Bulharska, Francie, Mad'arska, Chorvatska a Ceské Republiky. Produkce
sumce velkeho v akvakulturnich chovech predstavovala v deseti evropskych zemich
(Rakousko, Bulharsku, Chorvatsko, Ceska republika, Francie. Mad'arsko, Recko, Makedonie,
Polsko a Rumunsko) v roce 1993 aroveii 602 t (Proteau a kol., 1996) a v soucasnosti se blizi
hranici 2000 t (Linhart a kol., 2002). Naopak celkova produkce sumee velkého véetnd lovu
v fekich, jezerech a udolnich nadri se v Evropé véetné Azerbajdzanu, Gruzie, Kazachstanu,
Tadzikistanu, Turkmenistanu a Uzbekistanu snizila z 17459 t v roce 1990 na 11286 t v roce
1999, a 1o diky niz§imu lovu sumce v delté Volhy v byvalych zemich SSSR (FAQ, 1999a b).

V' poslednim obdobi byl umély vytér sumce velkého vietnd spermatogeneze,
ovogeneze a reprodukénich ukazatelt popsan Legendrem a kol. (1996), popis umélého vytéru
Jikernagek podal Koufil a kol (1996), vytéru mlicaki Linhart a Billard (1994). umélého
osemenéni Linhart (1997), Linhart a kol (1997), kvality spermii Saad a Billard (1995),
Billard a kol. {1997), Cosson a kol. (1997), kvality jiker Linhart a Billard (1995) a proces
priiniku spermie do jikry popsal Kudo a Linhart (1994). Posledni ucelena metodika umélého
vytéru sumece velkého byla napsana Koufilem a kol. (1992). Od vydani této metodiky doslo k
vyznamnym zménam v pfistupu k vy1€ru a to pouzitim analogu GnRH ~Kobarelin”, LHRH
analogu s pimozidem nebo Ovopelem pil umélém vytéru jikernacek (Koufil a kol., 1987,
1996a; Brzuska a Adamek, 1999; Brzuska, 2001), pouZitim nékolikanasobné hypofyzace u
mli¢aki dojde k lepsi stimulaci spermiace (Linhart a kol 1995) a optimalizaci inseminace a
aktivace jiker véetnt nového imobilizaéniho a aktivaniho roztoku (Linhart, 1997; Linhart a
kol., 1997). Dalsi skuteénosti vedouci k optimalizaci metodiky jsou mnozstvi krmnych ryb pii
pripravé generacnich ryb (Koufil a kol., 1996b), pouzivani enzymu k odlepkovani jiker po
Jejich aktivaci podle Proteau a kol. (1994), Linharta (1997) a Linharta a kol. (1997), uplatnéni
individualniho znaceni mikrocipovymi znackami (Flajshans a Dangk, 1994), prokazani
rychlejiiho ristu mli¢aki oproti Jikmaékém ji7 v preadultnim obdobi (Haffray a kol., 1998),
uplatnéni triploidizace s testem riistu diploidniho a triploidniho plidku (Linhart a Flajshans,
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Jikernagky se k umélému vytéru pouZivaji ve v&ku 4 — 10 let o kusové hmotnosti 5 —
25 kg a mlicaci ve véku 5 - 12 let pii kusové hmotnosti 7 — 25 kg. Jedince vybrané k
umélému vytéru vysadime do pfipravenych manipulanich rybnikd, ve kterych zabezpedime
rybim v pfedvytérovém obdobi ty nejlepsi podminky (dostatek kysliku a krmnych ryb
v poméru 1:2 — krmné ryby/sumei). Pravidelné kontrolujeme teplotu vody, mnozstvi O, ve
vodé a chemické vlastnosti vody. V pfipadé dlouhodobé teplého pocasi hrozi nebezpeci
spontanniho vytéru, ptipadné piezrani jikernadek, proto zajistujeme ochlazovani vody v
rybnicku zvysenym pritokem.

Rozhodujici pro dobry dspéch pfi vytérech Je vhodné odhadnout podle teplot dan¢ho
roku a teplot lofiského roku od ervence do fijna obdobi pfipravenosti k vytéru. Pokud si
nejsme jisti obdobim vytéru délame odbér oocytd u 3 - 4 ks jikernadek alespon 14-20 dni
pied obvyklym datem vytéru. Pred viastnim vytérem vidy provadime roztfidéni jikernacek na
zaklade velikosti oocyti a piipadného postaveni jadra,

3. Odbér oocytis

V obdobi pred vytérem je vhodné u ndkolika kust jikernadek posoudit jejich
pfipravenost podle polohy jadra v oocytu. Po celkové anestezi jikernaky se provede odbér
oocytl vejecovodem (obr. 3). Pouzivaji se plastové nebo sklenéné pipety o vnitfnim priméru
2,7 mm a vn&j§im praméru 3.2 mm nasazené na 20 ml injekéni stfikatku (obr. 2). Pfed
odbérem nasajeme do injekéni stiikasky 2 mi fyziologického roztoku (9 g NaCl do litru
destilovan¢  vody) a proplachneme jim  kanylu s pipetou  Pipetu oplachnutou
v koncentrovaném alkoholu a koncem namazanym v glycerinu opatné zasouvime do
vejcovodu. PH zavadéni pipety opatmé rotujeme s pipetou v prstech a zasouvame ji do
vzdalenosti 7 - 15 cm (podle velikosti ryb) od vyvodu vejcovou. Po zavedeni do pravého &
levého oviria nasajeme 2,0 - 3,0 ml oocyt, které po vyjmuti trubicky udrZujeme pro
posouzeni v trubicce. Po prvnim posouzeni proti svétlu (posouzeni velikostnich skupin oocyti
a stavu ovariani plasmy) vytlaéime obsah do zkumavky nebo jiné malé uzaviratelné nadoby o
objemu 20 ml, pfidame asi pétindsobny objem prosvétlovaciho roztoku a roztfepeme [sloZeni
ve 100 ml: 95 ml fyziologického roztoku (9 g NaCl/l destilované vody) a 5 ml koncentrované
kyseliny octové, v zadném pfipadé nepouzivame Sértv roztok]. Po 5 minutich jsou jikry
prihledné, jadro je zfetelné a muZeme posoudit polohu jader v cocytech. Prosvétiené Jikry
posuzujeme makroskopicky proti svetlu,

Tésné po odbéru oocyta (tzv. prvni posouzeni) jsou viditelné dvé skupiny oocyti
rozdélené¢ do dvou velikostnich skupin. Mensi skupina oocyti do 0.5 mm Je zastoupena
v men$i mife a tvofi zhruba do 5 % objemu oocytii, druhd skupina od 1,9 az 2,4 mm podle
jikernagek predstavuje 95 % oocyti. Tato druha skupina ma byt uniformni co do velikosti,
tzn. v rozmezi 2,0-2,1 nebo 2,2-2.3 podle jikernadek.

Dile pfi prvnim posouzeni odhadujeme pfitomnost rozpadlych cocyti v ovaralni
plasmé.

.

Obr. 2: Pipeta na odbér oocyta
(foto M. Rodina)

i - W T i

av recne makroskopické posouzeni je na fadé po prosvétleni jiker, kdy odhadujeme
polohu jadra v oocytu nebo jeho pitomnost. Rozeznavame centralni pozici (tzv. poloha 1),
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b) Kritéria pro zafazeni mli¢aka do vytéru

Okamzité zarazeni:

- dobry zdravotni stav,

- po masaZi bisni dutiny se objevi naznaky spermatu v mogi.
Zafazeni po 1 - 2 tydnech:

- pomasdZi bfisni dutiny se neobjevi naznaky spermatu v moéi.
Vyfazeni z vitéru:

- Spatny zdravotni stav.

Vybrani mli¢aci a jikernagky se pfevezou na lihei do pripravnych Zlabti se separatnimi
oddélenimi (vzdy 3-4 oddéleni na 1000 | vody) s vodou vytemperovanou na teplotu v rybnice
a dal3i vybrani jedinci se opét vysadi do pfipraveného rybnika pro pozdejsi vytér. Dle poétu k
vytéru pripravenych jikemnacek nalovime a do 7labii v lihni pfemistime stejné mnozstvi
mliaka v pripadé, Ze u nich bylo nalezeno sperma v moéi po masazi bfisni partie. Pokud
sperma nebylo nalezeno, umistime do zlabovny k vytéru 60 % mli¢aka a 40 % Jjikernacek.

Pripravné Zlaby postupné temperujeme na optimalni teplotu 22 °C se zajidténim
dostateéného prittoku a mnozstvim O, ve vodé. Zlaby je nutné zabezpedil proti poranéni a
vyskoceni ryb.

5. Hormonalni stimulace generaénich sumcis

Predem vybrané generatky sumce se stimuluji k vytéru jednorazovou vnitrosvalovou
injekei roztoku kapfi hypofyzy ve fyziologickém roztoku v davce 5 mgkg' Zivé hmotnosti
ryby. Mli¢aky injikujemne v rozmezi 24-48 h pied vlastnim vytérem mli¢aka. Optimalni
spermiace byla zjiSténa 48 h po injikaci, nicméné v nékierych pfipadech je postacujici i
injikace 24 h pfed vlastnim vytérem mlicaki. Jikernatky injikujeme jednorazové pti teplote
22°%C23n pfed vlastnim vytérem. K ovulaci dochazi zhruba po 500 hodinovych stupnich. Po
22 hodinach (podle skuteéného pribéhu teplot vody) od injikace je vhodné 1-2x kontrolovat
pripravenost jikernacek k vytéru, a to $etmym nadzvednutim jikemacky a posouzenim, zda-li
nedochazi k samovolnému vyronu jiker (obr. 4 a 5). V zadném piipadé neprovadime hrubou
bfi3ni masaz jikernacky. Jikemnaéky jsou v tomto obdobi velmi citlivé na stres.

Obr. 4: Manipulace s generacni rybou

(foto M. Rodina)
Ned —

Obr. 5: Detail pohlavni papily ovulujici
jikernacky (foto M. Rodina)

naliti do lahve slepuji k sobé nebo na stény Iéhve, snizenim hladiny vody v lahvi a kratkym

rychlym roztoéenim jiker tento problém odstranime. Jikry se lepi predeviim ze dvou divodi:

1) 3patné provedené odlepkovani enzymem (nepfesna koncentrace roztoku, nedodrZeni
dvouminutové doby odlepkovani),

2) nizka teplota vody v lahvi (optimum je 22-23 °C).

V pribéhu inkubace jiker denné odstrafiujeme uhynulé Jikry a provadime preventivni
koupele jiker roztokem Wescodynu dvakrdt denné v koncentraci 2 mli" phi teplotd vody
270

Pludek se kuli za 2,5 - 3 dny p#i teploté 22 - 23 °C. Vykuleny plidek se pfeplavi nebo
pienese po odstranéni zbytkd obalii z jiker do Zlabi EWOS s kolibkami o objemu 200 | vody.
Vyska hladiny vody ¢ini 10-12 cm s pfitokem vody (0,2-0.4 L.min") a teplotou 23-25 °C.
Nasazuje se do 10 tis. ks vackového plidku na kolibku. Zlab se plné pickryje ¢ernou folii.
Z rohti kolibek se v pribéhu 2 - 3 dni odsav cisty pludek do &istého Zlabu EWOS bez
kolibek v mnoZstvi okolo 50 tis. ks na zlab. Druhou variantou Je pieplaveni plidku pfimo na
Zlab bez kolibek v mnozstvi do 100 000 ks, pficemsz je tfeba plidek nékolikrat za den istit
o0d kalu a uhynulého pladku. Stejné jako u prvni varianty se Zlab plné pfekryje ¢ernou folii a z
rohil se v pribéhu 2 - 3 dni odsava ¢isty plidek do Eistého Zlabu EWOS bez kolibek.

Odkrm pladku se provadi od 3 - 4 dne po vykuleni pludku startérovymi krmivy pii
teploté 25 °C. Pludek se vysazuje do rybnikii po dosazeni velikosti alespon 1,5 cm, tzn. po 10
dennim odkrmu startérovymi krmivy.

Dovétek autora

V pfipadé dodrzeni viech metodickych pokynt bude vasim vysledkem minimalné
95% kulivost vackového pliadku.

Podékovani

Vyzkumne prace, na jejich# zakladé vznikla tato metodika, byly umoznény autorim diky
projektu EU CIPA-CT93-0274 vletech 1994-1997 a Ministerstva Skolstvi, miadeze a
télovychovy CR, MSM 126100001 od roku 1999,
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kontejneru pfi +4 °C na plocho s desetinasobkem objemu vzduchu, Vzduch je nutny pro dobré
zabezpeteni respirace spermii aZ po dobu 3 dnii.

Sperma sumce je vzdy nafedéno moéi. Mo¢ se se Spermatern samovolné smésuje pii
masaZi bfidni partie, a tim i masaZi varlat a mocového méchyfe. Objem mocového méchyfe je
pomémé wvelky, podle velikosti generaéni ryby zhruba 50 - 100 ml. Mo& odebrana
z mocového méchyfe je &ira, bez piitomnosti spermii, s osmotickou koncentraci na tirovni 50

mOsmol.kg". Testikularni sperma vykazuje osmolalitu na trovni od 500 mOsmol kg tzn., 7e
moc plné aktivuje spermie.

Obr. 7: "Mrkvanova poloha" Obr. 8: Odbér spermatu
(foto M. Rodina) (foto M. Kocour)

Obr. 9: Odsavacka na odbér

Obr. 10: Kontejner pro bunééné kultury
spermatu (foto M. Rodina) (foto M. Rodina)

Sperma sumce velkého je Fidké az oligospermni, barvy slabé mlétné nebo jen s
opaleskujicim zakalem. Po odbéru spermatu vykazuji spermie sumce pohyblivost bez aktivace
vodou (vlivem kontaminace moéi). Po nafedéni spermatu vodou byla doba postupného
pohybu hromadného spermii 41 s, pohyb spermii skon¢il po 121 s. Primémy objem spermatu
¢mil 9,6 - 14,6 -E Primémé koncentrace spermii v ml spermatu se¢ pohybovala na trovni
0,63-1,63.10° ks™, celkovy pocet spermii na mlicaka byl zji5t€n v rozmezi 9,69-28,75.10° ks a

relativni pocet spermii na kg hmotnosti v rozmezi 1,38 - 6,18-10° ks. Projevil se vzdy kladny
vliv imobilizujiciho roztoku na uchovani pohyblivosti spermii.

Pfed oplozenim se davky spermatu v imobilizaénim roztoku od Jednotlivych mli¢aka
smisi v suché &isté odmémé nadobé a dale se pracuje s tzv heterospermatem. Heterosperma
na jikry davkujeme velkoobjemovou mikropipetou, ¢istou injekéni stiikackou nebo klasickou
pipetou,

Metoda tzv. primého vitéru mii¢akii na jikry se v ¥ddném PFipadé nedoporucuje vzhledem

k aktivaci jiker mo¢i a tim i sniZeni iirovné fertility jiker a kuleni vickového plidku.

8. Plodnost jikernatek sumce velkého

Plirozeny vytér sumce velkého probihd obvykle v dervau a vyznaluje se jednorazovym
vytérem jikernadek. Plodnost jikernadek je na drovni od 10000 do 25000 jikerkg" hmotnosti
jikernatek. Pramér suchych jiker Je variabilni 1,8 - 2,5 mm, hmotnost &ini 6 - 6.5 mgks™!
s poctem 160 ks jikerv 1 g.

9. Vytér jikernadek

Pfed vytérem anestezovanou jikernacku osusime. Jikry vytirame do piedem zvazenych
suchych misek a jikry se vazi. Vyiér se musi provadét opatme, aby se mo¢ nebo vykaly
nedostaly mezi jikry. Pfepoétem (v 1 g jiker je cca 160 kusi Jiker) se zjistuje plodnost
jikernagek po vytéru. Udaje se zaznamenavaji do vytérovych listii. Misky s jikrami se pikryji
Eistou vlhkou utérkou a umisti ve stinu na chladné podlaze lihné nejvhodnéji pfi stejné teplots
okolo 18 - 20 °C. Timto zplisobem je mo#né zhruba do 3 hodin po vytéru jikry kratkodobé
uchovat (Linhart a Billard, 1995).

Obr. 11: Vytér jikernacky (foto M. Rodina)

10. Uméié osemenéni jiker, aktivace, odlepkovani

Jikry od kazdé jikernagky se osemeni heterospermicky v dévee 2 ml heterospermatu
v imobilizaénim roztoku na kazdych 100 g jiker.

Aktivace se provadi okamzZité nebo soucasné po dokondeni osemenéni objemem 50 ml
aktivaéniho roztoku na 100 g jiker, K aktivaci pouZivame aktivalni roztok (1 g NaCl, 0,6 g
trisu, pH 8 s HCl do 11 destilované vody), popfipadé Cistou vodu z lihné o teploté 22 - 23 °C,



