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1¢ Uvod

ey Veslonos americky (Polyodon spathula), patfici mezi chrupavéité ryby (Chondrostei)
do ¢&eledé veslonosovitych (Polyodontidae). je spolu s jeseterovitymi jednim z nejvétsich
autochtonnich sladkovodnich druhti USA. zijicich v fece Mississippi a jejich vyznamnych
ptitocich. Vedle veslonosa amerického je ¢eled’ veslonosovitych zastoupena dravé se Zivicim
veslonosem “¢inskym™ (Psephurus gladius). ktery se v n¢kolika stovkich jedincii vyskytuje
viece Jang-c’-tiang. Kromeé USA se veslonos americky chova vnevelkych poétech
v akvakulturnich podminkach v Rusku, Iranu, Madarsku, Meldavii. Rumunsku, Polsku a
Nemecku (Gengerke, 1986 ; Carlson a Banislawsky, 1981 ; Liu a Zeng, 1988 ; Mims a kol.,
1993b).

Teritorium v¥skytu veslonosa na uzemi USA

V literatufe je uvaddén jako nejtézi{ uloveny vesionos americky jedinec o hmotnosti
83.5 kg (Foltz a Mezers, 1985) a nejvétsi o celkové délce 2160 mm (Adams, 1942). Ve tietim
roce Zivota v akvakulturnich rybnié¢nich chovech dosakuje hmotnosti okolo 2-3 kg. Je to
pelagicky, planktonofagné se Zivici druh, filtrujic: potravu pfes zaberni aparat. Preferovanou
potravou larvalnich stadii veslonosa jsou perloocky, kterd vyzird intenzivnéji neZ buchanky a
mensi druhy perloogek (Mims a kol.. 1995). V omzzeném rozsahu je veslonos pravdépodobné
schopen se Zivit i makrozoobentosem, o ¢emz svadei vyskyt larev pakomérd v jeho potravé
(Mims a kol., 1995). Pii dosaZzeni velikosti nad 120 mm je schopen filtrovat pouze vétsi
zooplankton a vétdi druhy potravy. vzhledem k velixosti filtraéniho Zaberniho aparétu
(Michaeltz a kol., 1982). Pro planktonofagni zpisot vyZivy je veslonos velmi dobie
adaptovan zvétdenym rostrem, které slouzi k usmériiova: ’ vody do filtraéniho aparatu (Mims
a kol., 1993a; Kroll a kol., 1994). Potravni crientaci napomahaji také velmi poéetné ampulami .,
elektroreceptory. které jsou vyvinuty na rostru (Nikolskaya, 1983). Pro svoji kvalitu masa,
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které je bez kosti, tuz$i konzistence a bilého zbarveni, s nizkym obsahem tuku s vytéZnosti
filetu na Grovni 33 % (Decker a kol., 1991). je v né&ktervch &astech USA vyhleddvanou
pochoutkou mistnich restauraci. Filet je pfipravovan vétSinou jako Fizek nebo je podavan
v uzeném stavu. Obsah tuku z celkové hmotnosti téla je na irovni 1,5 % v ¢ervené svaloviné a
0.3 % v bilé svaloving, pficemZ 10 - 11 % tuku je tvofeno -3 polynenasycenymi mastnymi
kyselinami. (Decker a kol., 1991). Hlavnim potencidlem veslonosa je ov§em produkce kaviaru
pfipravovaného obdobné jako u jeseterovitych po usmrceni jikernatky z neovulovanych
ovocyti (obr. 1). Kaviar veslonosa je o néco svétlej3i nez pravy jesetefi kavidr (Mims, 1999),
Jeho hodnota ve finanénim vyjadieni je o 10 - 30 % niz8i nez u kavidru jesetera sibifského,
nicméné dosahuje trvale vysoké hodnoty 500 US dolarii za 1 kg. Produkce veslonosiho
kavidru neni v USA nijak mala a podle nasich odhadii se pohybuje na Grovni 1 000 kg ro¢né.
Produkce sméfuje pfedeviim na trhy do USA a &aste¢né do Japonska. Tyto zemé jsou vedle
EU nejvétdimi importéry jesetefiho kaviaru na svét&, pochazejiciho pfevazng z Ruska, Iranu a
byvalych sovétskych zemi v okoli Kaspického, ptipadné Cerného mote. Zemé jako USA nebo
EU v soucasnosti podporuji produkei jesetefiho kaviaru v akvakulturnich podminkach svych
zemi chovem v uzavienych systémech. D4 se rovn&Z ptedpokladat s postupujici celosvétovou
ekologickou osvétou o ohroZenych druzich, chrangnych imluvou CITES, mezi které pati
viichni jeseteroviti a veslonosoviti, Ze vbudoucnu bude davdna piednost kavidru
deklarovanému pivodem z akvakulturnich chovii, pfed produktem ziskanym z ryb ulovenych
ve volné pfirodg.

Obr. 1: Vyroba kaviaru (foto D. Gela)
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Odlov generaéniho materilu a jeho pFiprava k vytéru

V soucasnosti neexistuje - vUSA dostate¢né mnoZstvi generainiho materidlu
v akvakulturnich podminkéch a v pfevazné vét3iné jsou generalni ryby ziskavany odlovem do
tenatovych siti z pfirodnich zdroji pfi tahu proti proudu feky Mississippi do usti fek Illionois
a Ohio.(obr. 2). K pfirozenému vytéru dochézi od poloviny az konce dubna do za¢atku kvétna
na fece Ohio, kdy teplota vody dosahuje 11 - 14 °C (Ballard a Needham, 1964 ; Purkét, 1963 ;
Russell, 1973) nebo fece Missuri od dubna do &ervna pii teplotich okolo 16 °C (Ballard a
Needham, 1964; Purket, 1963). Zdklady metodiky umélého vytdru a chovu veslonosa
amerického jsou v USA publikovany Needhamem (1965) a Grahamem a kol. (1986). Odlov
na fece Ohio se provadi v obdobi dubna v&t§inou dvakrat za 24 hodin. Jikernatky o hmotnosti
10 - 25 kg se vybiraji pfi odlovu podle charakteru a velikosti ovocytl po biopsii a mlicaci o
hmotnosti 7 - 12 kg podle vyrazné pohlavni vyrazky. Transport ryb probiha v noci nebo brzy
rano, kdy se teplota vody pohybuje okolo 10 °C. Generacni ryby se transportuji v prepravni
bedné s cirkulaci vody a okysli¢ovanim v hmotnosti 200 - 300 kg veslonosii na 1 000 1 vody
(obr. 3 a 4). Voda je pied ptepravou obohacena o NaCl az v pétiprocentni koncentraci.
Kuchyiiska sil pisobi ¢dsteénou anestézii ryb, umoZiiujici transport veslonosa po dobu az 12
hodin. Po transportu jsou generatni ryby v pfipadé shodnych teplot vody umistény do
manipulagniho rybni¢ku (obr. 5), nebo jsou kritkodobé pfechovavany v manipulaini nadrzi,
nejlépe kruhového tvaru (piip. &tvercového se zaoblenymi rohy) (obr. 6) o dostatetném
pritoku a objemu vody umoZiwujici generatnim rybam volnost pohybu (sniZeni vlivu

,stresovych faktort manipulaci a zménou prostiedi) a nasledné vysazeny do rybnicku.
Veslonosy je nutno vysazovat jednotlivé z divodu asistence chovatele u kazdého jedince az
do doby, kdy je schopny samostatného pohybu v nadrZi. V ptipadg, Ze se veslonos v nadrzi
nepohybuje (neplave), dochazi k jeho postupnému zadudeni nedostatkem kysliku. Diivodem je
malé schopnost ,,puinpovéni vody* Zabernim aparatem. Samostatného pohybu ryb je dosaZeno
po promyvéni Zaber proudem vody v bazénu nebo opatrnym pohybem ,tam a zp&t“ celou
generaéni rybou-ponofenou v nadrzi a uchopenou za ocasni ndsadec. Takto oetfena ryba je
plné vitalni do 2 - 3 min po oZivovacim procesu. Pfed vytérem se generalni ryby pfemistuji
do lihné, kdy jedna genera&ni ryba je umisténa do jedné kruhové nadrZe o objemu vody 3 000
1 s prittokem 12 Lmin™, 9 mg C,.I" s postupnou temperaci v pribéhu 12 h na 17 - 19 °C
(Mims a kol., 1997) (obr. 7). Pfed vlastni injikaci je vhodné posoudit pfipravenost jikernacek
k vytéru podle polohy jadra oocytu. Biopsii pfes biiini stinu odebrané oocyty se kritce
nékolik minut povaii a po roziiznuti od animalnfho pélu na dv& &asti se zjidtuje
mikroskopicky procentudlni poloha jadra z celkového priméru oocytu (Shelton a kol., 1995).

Ovulace je vyvolana hormondlné injikaci analogu LHRH, des-Gly'® (D-Ala®) LHRH
ethylamide (Sigma) v davce 0,05 mg.kg”! rozpustéiného ve fyziologickém roztoku 0,9 %
(Graham a kol., 1986). Jikemagkam je analog v&tiinou injikovan ve dvou davkach, pficemz
prvni divka obsahuje 1/10 z celkové davky analogu a druha davka, tzn. 9/10 z celkové davky,
je poddvéna za 12 hodin. K ovulaci obvykle dochazi za 12 aZz 30 hodin po drubé davce
v zavislosti na pfipravenosti ryb k vyt&iu.

Spermiace je vyvoldna rovnéZ po injikaci analogu LHRH, des-Gly'® (D-Ala®) LHRH
ethylamide (Sigma) oviem v davce 0,1 mgkg" rozpudténého ve fyziologickém roztoku s
0,9% koncentraci NaCl. K vyrazn&j§i spermiaci mli¢dkd dochézi do 24 h po injikaci
s moznosti odb&ru spermatu po dobu 3 - 5 dni. Kapfi hypofyza vdavce 4 mgkeg' se
neosvédtila a dosaZené parametry spermiace byly 5 — 6krat niZii neZ pfi pouZiti analogu
(Linhart a kol., 2000a).



Obr. 2: Odlov generaénich veslonost na fece Ohio (foto D. Gela)

Obr. ¢&. 3: Transport generaénich ryb do lihné (foto D. Gela)



Obr. 5: Odlov generaénich ryb z manipulaéniho rybniku (foto O. Linhart)



Obr. 7: Piiprava injikovanych generacnich ryb k vytéru v kruhovych nadrzich o objemu 3000 |
(foto D. Gela)
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Vytér mlicakia

Sperma je odebirdno po osuleni mli¢dka v misté¢ pohlavniho otvoru do suché
jednorazové stiikatky o objemu 10 ml s kanylou 30 - 60 mm dlouhou 0 @ 5 mm (obr. 8). Pfi
vytéru se mli¢ak uchopi za ocasni nasadec a rostrum a sperma je odsavano do stiikalky po
zasunuti kanyly do chdmovodu (obr. 6). Anestézie mli¢4kd neni nutnd. Odebrané spgrma je
mozné kratkodob& uchovévat ve 100 ml kontejnerech pro bunééné kultury v aerobnich
podminkach po dobu'aZ 72 h v chladnu a temnu pfi 0 - 4 °C (obr. 8). Spermiace se pohybuje
na trovni 30 - 100 ml spermatu na mli€aka a koncentrace spermif na trovni 0,1 - 2,0.10°.ml”
(Linhart a kol., 2000a). Pfed vlastni inseminaci je posouzena motilita spermii a zjifténa
vuroveil koncentrace spermii spektrofotometricky (Linhart a kol., 2000 a). U spermii veslonosa
byla zjisténa pouze ojedinéla spontanni motilita spermii po dobu 5 - 10 s (Linhart a kol,,
1995). Procento pohyblivych spermii je obvykle na trovni 100 % zhruba od 10 s po aktivaci
v aktivanim roztoku (10 mM NaCl s 20 mM Tris-HCI, pH 8,5) s progresivnim pohybem po
dobu 2 - 3 min. Pohyb spermii na urovni 1 - 5 % byl pozorovén je$té po 6 - 7 min od jejich
aktivace. Rychlost pohybu spermii nepiesahuje 150 pm.s’ do 15 spo aktivaci spermii
s frekvenci pohybu bi¢iku na virovni 50 - 60 Hzs'! (Cosson a Linhart, 1996 ; Cosson a kol.,
2000).

Obr. 8: Souprava k odbéru a uchovani spermatu (foto O. Linhart)

Hodnoceni pohyblivosti spermii

. Pohyb spermii je pozorovan v mikroskopu se s kondenzorem vytvétejicim tmavé pole
a objektivem Planachromat 20x, aperturou 0,50 s halogenovym svétlem nebo pro zjistovani
frekvence pohybu spermii se stroboskopickym svétlem. U veslonosa vzhledem k fidkému
spermatu se vétdinou neprovadi nafedéni spermatu imobilizaénim roztokem, a to z divodu
moznosti individudlniho posuzovani pohybu spermii, tak aby na monitoru bylo maximalné do



60 pozorovanych spermii. Hodnoceni motility spermii se provadi v kapce aktivaéniho roztoku
(vy3e uvedeného) nebo vodé z lihng v objemech od 20 do 50 pl s ptikdpnutim od 1 do 0.1 ul
spermatu mikrodavkovatem. Po dobrém promiseni spermatu v aktivainim roztoku na
podloZnim skle umisténém na stolku mikroskopu se vzorek piekryje krycim sklem
s naslednym pozorovénim pohybu spermii zhruba do 10 s po jejich aktivaci. Mikroskopicky
obraz je pfenaden kamerou CCD (Sony) na monitor a nahravén na S-VHS video Sony SVO-
9500MDP, ptipadné VHS video. Vlastni zdznam pohybu spermii se pofizuje na nezbytné
nutnou dobu k zjisténi procenta pohybu spermii a rychlosti pohybu spermii. Po aktivaci
spermii v kapce aktivaéniho roztoku je rovngz nahravén vnitini &as s viditelnym z4znamem na
obrazovce v synchronizaci s rychlosti zdznamu videa (Linhart a kol., 2000a).

Procento a rychlost pohybu spermii

Rychlost pohybu spermii a tiroveni motility (podil pohyblivych spermif) jsou uréovany
z videozéznamu mikroskopického obrazu pohybu spermii. Videozédznam je reprodukovéan po
jednotlivych snimcich a vybrané 3 snimky jsou digitalizovany pomoci videokarty pogitade.
Tyto 3 snimky jsou pomoci softwaru na analyzu obrazu (Microlmage 3.0.1) sloZeny v jeden
tak, Ze prvni je vlozZen jako Cerveny, druhy jako zeleny a teti jako modry. Vysledkem je
barevny obraz trajektorii pohybujicich se spermii (dany tfemi body v barvéch cerveny, zeleny
a modry) a bily obraz nepohybujicich se spermii. Motilita je poté urfena jako procenticky
podil pohybujicich se spermii (zndzomény barevng) ze viech spermii zobrazenych na
obrazovce. Rychlost pohybu spermii je vypoéitavéna podle vzorce rychlost = draha / &as.
Délka dréhy je méfena pomoci softwaru na analyzu obrazu jako vzdélenost mezi &ervenym,
zelenym a modrym bodem (obrazem spermie). Cas je uréen podle odstupu vybranych snimkd.
Doba mezi dvéma videosnimky (systému PAL) je 40 ms. Vysledné rychlost je udavana v
um.s” (Linhart a kol., 2000 a).

Frekvence pohybu bi¢iku

K méfeni frekvence pohybu biZiku vyuZivime stejnou mikroskopickou techniku po
vyméné svétla halogenového za svétlo stroboskopické (Chadwick-Helmut) se sefizenym
svételnym reZimem stabilizujicim synchron sinusoidy bi¢iku. Vysledna frekvence pohybu
bi¢iku je manudlné zapisovana z displeje stroboskopické lampy a predstavuje frekvenci
pohybu bidiku v Hz.s vurditém ase po aktivaci motility spermii (Billard a kol., 2000;
Cosson a kol., 1997, 2000). )

Morfologie spermie veslonosa amerického

Oproti kostnatym rybdm maji chrupav¢ité ryby, tedy jeseterovité a veslonosovité, na
hlaviéce spermie akrosom. Hlavi¢ka ma protahly tvar od 4.8 do 5,55 pm a primér od 0,901 do
1.05 pm. Stfedni &ast je cylindrického tvaru o délce 1,05 - 1,35 pm a priiméru 0.68-0.75 pm a
jeji posteriorni ¢ast v podob¢ cytoplazmatického koralku obepind zékladnu bi¢iku (obr. 9).
Bi¢ik dosahuje délky 29-30 pm a priméru 0,6-0,75 pm s dvéma laterdlnimi lemy nebo 0,25-
0.3 pm bez lateralnich lemu. Bi¢ik je zakonCen u obou druhi terminélni &asti v délce 1,6-1,8
pm, ktery vétSinou nema lateraini lemy (Linhart a kol., 2000b).



Obr.9: Spermie veslonosa amerického (Polyodon spathula) (foto S. Kudo a O. Linhart)

Vytér jikernacek

Jikry se vytiraji nebo odebiraji do suché misky 4 - 51 po osudeni jikernacky v misté
pohlavniho otvoru. Plodnost jikernadek se v priiméru pohybuje od 17 000 do 26 472 ks jiker
na kg hmotnosti jikernatky (Gengerke a kol, 1986; , Russell, 1973, 1986)
s gonadosomatickym indexem u v&tSich jikernagek na tdrovni 15 - 25 % (Purkett, 1963) a
obsahem 45 - 50 ks jiker v 1 g jiker. PH vyt&ru jikernaGek je v praxi moZné pouzit ti metody:
vytér ovulovanych jiker po cisafském fezu biisni dutiny, vytér po profiznuti vejcovodu v misté
vyusténi do pohlavni papily podle Stécha a kol. (1999) nebo tradini metodou vytéru. Prvni
metoda se provadi otevienim biidni dutiny ventralnim fezem v délce 100 - 200 mm (podle
velikosti jikernacky), odbérem ovulovanych jiker, dezinfekei feza a naslednym zaditim fezu
bfisni dutiny. Celd operace trva zhruba 30 min a pfeziti jikernadek je v zavislosti na kvalit®
celého chirurgického zdkroku na trovni 50 %. V literatufe je u jeseterovitych rvb uvadéna
vy$3i troved preZiti, nicméné u veslonosa je v praxi nizkd. Druh4 metoda podle Stécha a kol.
(1999) spotiva v profiznuti vejcovodu v délce 20 mm v misté tésné pfed vylsténim do
pohlavniho otvoru a vytérem jiker klasickym zptisobem, tzn. masazi b¥i$nich partii (obr. 10).
Tato metoda je velmi rychld sdobou vytéru jiker okolo 10 min a nulovou mortalitou
jikernadek. Treti metoda je klasickd metoda vytéru jikernadek masazi brisni dutiny, ktera je
velmi zdlouhava a trva v priméru 8 h.

Procento kulen{ u vytérové metody s profiznutim vejcovodu se pohybuje v intervalu 74
a 95 % vykulenéhovackového plidku a shoduje se s vysledky v pfipad¢ tradi¢ni nietody
vytéru nebo pfi pouZiti cisafského fezu. Zhruba za jeden mésic od vytéru jikernatek nebyla
zjidténa sekunddmi infekce u jikernatek vytienych metodou spocivajici v profiznuti
vejcovodu v misté jeho vyusténi. Naproti tomu u jikernadek podrobenych cisaiskému fezu
byla zaznamenana velmi €asto infekce s masovym thynem. PouZiti metody s profiznutim
vejcovodu. nebo-li “minimalni chirurgické metody”, pro vytér jiker ma fadu prednosti oproti
tradiéni metodé nebo metodé s cisafskym fezem:



1) jikry jsou vytfeny rychle, tzn. genera¢ni ryby jsou mimo vodni prostiedi po dobu 5 - 10
min:

2) zkracuje se ¢as nutny k vytéru jikernagky;

3) v pripadé nekompletni ovulace jiker je mozné jikernatky vratit zpét do vody a ¢ekat na
uplnou ovulaci jiker do bfidni dutiny a opakovat vytér;

4) jikernatky nejsou vystavovany tak velkému stresu, mortalita jikernacek je nulov:’t;‘

5) nakaza nebo infekce nebyla u jikernatek zjidténa na rozdil od komplikovaného hojeni u
jikernacek po cisaiském fezu.

Obr. 10: Minichirurgickd metoda pfi vytéru jikernagek veslonosa amerického. Skalpelem &. 11
je profezavan vejcovod tésné pfed vyusténim pohlavniho otvoru. (foto O. Linhart)

Studium morfologie spermii a ultrastruktury jiker pFed a po oplozeni

Inseminované a aktivované jikry po umé&lém vytéru u veslonosa amerického jsou v
casovych intervalech fixovany 0,1 M kakodylatovym pufrem s 2,5 % glutaraldehydem a 3 %
sacharézou (pH 7,2). Neinseminované a neaktivované spermie jsou rovnéZ fixovdny stejnym
zplisobem. Vlastni metoda pfipravy vzorkl pro skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) je
obsaZena v publikaci Linhart a Kudo (1997).

Ultrastruktura povrchu jiker a priinik spermie
Ultrastruktura povrchu jiker veslonosa amerického byla studovina skenovacim

elektronovym mikroskopem. U zralych jiker veslonosa bylo zjisténo od 4 do 12 mikropyli na
animédlnim p6lu jikry. Na dn& mikropyle bylo nalezeno specializované misto pro pranik
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spermie do jikry, které vytvati jakysi prstenec s vybezky. Bylo nalezeno celkem 5 - 9 téchto
specializovanych mist na zralé jikie. Vcelku tento poget koresponduje s pottem mikropyli.
Minutu po pfidani vody k aktivaci spermii a jiker byl pozorovan cytoplazmaticky proces
vyhieznuti cytoplazmy, tzv. oplozovaci kon u n&kolika mikropyli (Linhart a Kudo. 1997).
jehoz funkci je zamezeni priniku dal3ich spermii. Cely proces oplozeni je tedy velmi rychly a
predpoklida se. Ze spermie v pritbéhu 1 min po aktivaci jiker pronikne do jikry.

Umél4 inseminace, aktivace, oplozeni, odlepkovani a inkubace jiker

Sperma alespoit od ti mli¢adkd se smisi. Na rozdil od kostnatich nb se u
jeseterovitych a veslonosovitych provadi nejprve aktivace spermii a aktivované spermie jsou
nasledn& smiseny s jikrami. Heterosperma o objemu 10 ml je natedéno 200 ml vody z lihné o
teploté 17 °C, promichadno a okamzité nalito na 0,1 - 0,5 kg jiker v misce. Nasleduje pozvolné
michédni po dobu 1 min za pomoci ptaiho brka. Po jedné min od aktivace gamet nasleduje
faze odlepkovani. Prebytek vody je slit a pidana suspenze talku v poméru 1:1 k objemu jiker.
Talek znatky Humco lab. Texakama, Texas, USA, je predem nafedén vodou zlihné
v mnoZstvi 50 g.I"’. Cely proces odlepkovani spogiva v mimém michéni jiker po dobu 20 min.
Po odlepkovani jiker je talek odmyt z misek proplachnutim vétsim mnozstvim vody. Nasledng
jsou jikry umistény do McDonaldovych lahvi o objemu 10 1 {americka obdoba Chaseovych
lahvi) s pritokem vody 3,5 Lmin" na zacatku inkubace a po 3-4 dnech s dvojnisobnym
oratokem pii 16 - 18 °C (obr. 11). K inkubaci jiker je nejvhodngjsi vyuzivat vy33i teplotu na
trovni 18 °C z divodu rychlejsi inkubace a tim snizeni embryondlni mortality piedeviim
zdtvodu mensiho rozvoje plisni. Pladek se kuli za 7 - 9 dnl. Zinkubaénich lahvi je
automaticky vyplavovdn a jiman do uhelonovych kolibek umisténych v 100 1 plastovych
konickych aparitech (obdoba apardtd pro vackovy pliidek kapra). Zhruba po 6 - 7 dnech
piechazi pliidek z endogenni na exogenni v¥zivu. Pludek je pieloven a odchovavan v zemnich
rvbni¢eich s ptipravenou potravou nebo v bazénech s rozkrmem artemiemi po dobu 3 dni a
nasledné odkrmovén zooplanktonen.
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