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1. Uvod

Sumcoviti véetné dvou druhil v Europé patfi mezi vyznamné Euroasijské sladkovodni
druhy. V&t3i z obou druhd sumec velky (Silurus glanis L.) anglicky wels, sheat-fish, European
catfish, charakteristicky 6 vousy se nachazi v celé Evrop&. Mensi druh, tzv. Aristetoliv sumec
anglicky Aristotle's catfish, [Silurus (Parasilurus) aristotelis A.] pouze se 4 vousy je
endemicky v zapadni &sti Recka (Teugels, 1996) (obr. 1). Vichni ostatni sumcoviti jsou
soustfedéni v centralni a jiZni Asii.

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

Sumec velky je pfedmétem chovu v Evropé vice neZ 100 let (Linhart a Proteau, 1993).
Chov v intenzivnich akvakulturnich termoregulovanych a rybni¢nich systémech expandoval
od roku 1990 do Bulharska, Francie, Mad'arska, Chorvatska a Ceské Republiky. Produkce
sumce velkého v akvakuitumich chovech piedstavovala v deseti evropskych zemich
(Rakousko, Bulharsku, Chorvatsko, Ceska republika, Francie, Madarsko, Recko, Makedonie,
Polsko a Rumunsko) v roce 1993 uroverl 602 t (Proteau a kol., 1996) a v soutasnosti se blizi
hranici 2000 t (Linhart a kol., 2002). Naopak celkova produkce sumce velkého véetné lovu
v fekach, jezerech a idolnich nadrZi se v Evropé veetné AzerbajdZzanu, Gruzie, Kazachstanu,
TadzZikistanu, Turkmenistanu a Uzbekistanu sniZila z 17459 t v roce 1990 na 11286 t v roce
1999, a to diky niZ$imu lovu sumce v delt& Volhy v byvalych zemich SSSR (FAO, 1999a,b).

V poslednim obdobi byl umély vytér sumce velkého véetnd spermatogeneze,
ovogeneze a reprodukénich ukazatelt popsén Legendrem a kol. (1996), popis umélého vytéru
jikernaéek podal Koufil a kol. (1996), vytéru mli¢akt 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
priniku spermie do jikry popsal Kudo a Linhart (1994). Posledni ucelena metodika umélého
vytéru sumce velkého byla napsana Koufilem a kol. (1992). Od vydani této metodiky do3lo k
vyznamnym zménam v pfistupu k vytéru a to pouZitim analogu GnRH ,.Kobarelin“, LHRH
analogu s pimozidem nebo Ovopelem pfi umélém vytéru jikermacek (Koufil a kol., 1987,
1996a; Brzuska a Adamek, 1999; Brzuska, 2001), pouZitim né&kolikanasobné hypofyzace u
mli¢aki dojde k lep§i stimulaci spermiace (Linhart a kol. 1995) a optimalizaci inseminace a
aktivace jiker vEetng nového imobiliza¢niho a aktivaéniho roztoku (Linhart, 1997; Linhart a
kol., 1997). Dalsi skute&nosti vedouci k optimalizaci metodiky jsou mnoZstvi krmnych ryb pii
piipravé generalnich ryb (Koufil a kol., 1996b), pouZivani enzymu k odlepkovéni jiker po
jejich aktivaci podle Proteau a kol. (1994), Linharta (1997) a Linharta a kol. (1997), uplatnéni
individualniho znageni mikrodipovymi znackami (Flajshans a Dangk, 1994), prokazani
rychlejiiho nistu mlicaki oproti jikmackam jiZz v preadultnim obdobi (Haffray a kol., 1998),
uplatnéni triploidizace s testem riistu diploidniho a triploidniho plidku (Linhart a Flaj$hans,



1995; Linhart a kol., 2001) nebo zmrazovani spermii (Linhart a kol.,, 1993) s vytvofenim
banky spermatu (Flaj$hans a kol., 1998).

2. Ptiprava a vybér gencraénich ryb

V pripravé genera¢nich ryb se ukdzalo jako nejvhodngj$i umisténi genera¢nich ryb ve
vétsich rybnicich od 1éta do jara v biomase do 50 kg.ha” v polykultuie s mate¢nym kaprem s
dostatkem kvalitni potravy. Je nutné si uvédomit, Ze jikernatky v dobé jamiho loveni se
nachézeji ve IV. stupni zralosti, ktery podle Shchishchabekova (1978) byl identifikovén jiZ od
zati predchoziho roku. Shchishchabekov (1978) zaznamenal nejvétsi risty oocyti v obdobi
vytérus IL- VI stadiem zralosti, ddle v obdobi od vyté€ru do zafi s II. a IIL stadiem zralosti a
od zafi do jamiho loveni s IL-IV. stadiem zralosti, tzn. pfed néstupem vitelogeneze. GSI
hodnotil v srpnu na drovni 0,8 az 1,3 %, v lednu 2,2 aZ 8,18 % a v dubnu 2,9 az 9,3 %.
Obdobné vysledky ziskal v Polsku Wishnewolski (1988), v Cechédch Hochman (1967) a na
Volze v Rusku Orlova (1987). Proto jednim z rozhodujicich obdobi pro dobry vysledek v
reprodukei sumce velkého neni jen obdobi od dubna do ervna, tzn. pied vytérem v dobg
vitelogeneze a hlavniho ristu oocytd, jak je popisovéano ve starsi metodice Koufilem a kol.
(1992) nebo od zafi do dubna s formovanim IV. stidia zralosti, ale rovn&Z obdobi od
posledniho vytéru (tzn. ervence) do zafi v obdobi formovéni oocytit se I11. stupném zralosti.
Obdobi formovani co nejvétsiho pottu oocytl Il stupné zralosti, které v nasledujcim obdobi
maji pfejit do hlavni oocytarni ristové faze, je pro budouci vytér ziejmé& nejdilezitéjsi. Podle
vysledki Koufila a kol. (1996b) obdobi od dubna do vytéru v obdobi druhé poloviny &ervna
neni z hlediska vyZivy ziejm& rozhodujici. Oproti dfive vyddvanym doporudenim o
dvojnésobku (Kouril a kol., 1992) nebo Ctyi‘nésobku (Sleffens a kol 1994) mnozstvi krmn)'lch

dosaieno vyssi nebo stejné relauvnl plodnosti v dobé vytéru.

Rybniky, ve kterych jsou komorovany generatni ryby, lovime v prub&hu mésice
dubna. Obsddce v dob& manipulace zajistime vhodné podminky (co nejkratsi doba
manipulace, pfechovavani v prito&nych nadrzich, $etmé zachazeni s rybou, atd.). Genera¢ni
hejno individualng mikro&ipy ozna¢enych ryb jednotlivé selektujeme na minimélng 4 zakladni
skupiny:

- jikernatky vhodné k vyt&€ru vyznadujici se dobrou kondici a nasazenim ovérii,

- mli¢dky vhodné k vytéru vyznatujici se dobrou kondici,

- negativng selektované ryby, které opdt vysadime zpét do chovného rybnika,

- negativag selektované ryby nadmémé velikosti nad 25 kg nepouzivame k vytéru vzhledem
3patné manipulaci pii vytéru a velké spotfeb& krmnych ryb,

- negativnd selektované ryby, které jsou zcela vyfazeny z daldtho chovu (tzn. staré,
nemocné a poskozené).

Pii vybéru ryb kumglému vytéru doporudujeme zafadit 60 % mlicaki a 40 %
jikernagek. Predejdeme tak ptipadnému problému s nedostatkem spermatu.

Rozdéleni ryb v pfedvytérovém obdobi dle pohlavi je velmi dleZité, zabrénime tim

piirozenému vytéru v manipulacnich rybnicich. Ryby sexujeme podle tvaru pohlavni papily a
drsnosti prvnich tvrdych paprski prsnich ploutvi.
Jikernatka — pohlavni papila je obla s vétSsim a zarudlej$im poh]avmm otvorem. Tvrdy
paprsek prsnich ploutvi ma malo vyrazny pilovity okraj. g
Mli¢ak - pohlavni papila je $tihlej§i, s mensim ne tak vyrazné zarudlym pohlavnim otvorem.
Tvrdy paprsek prsnich ploutvi ma vyrazngjii pilovité zakonceni.

Pokud se jedna o skupinu sumcti z jednoho chovu je pravdEpodobné, Ze vét3i jedinci
jsou mli¢aci a mendi jikernagky. Mli¢4ci rostou v priméru o 5-12 % rychleji neZ jikernatky.



Jikernacky se k um&lému vytéru pouZivaji ve v€ku 4 — 10 let o kusové hmotnosti 5 —
25 kg a mlicaci ve v&ku 5 - 12 let pfi kusové hmotnosti 7 — 25 kg. Jedince vybrané k
umélému vytéru vysadime do pfipravenych manipulagnich rybnikii, ve kterych zabezpetime
rybam v pfedvytérovém obdobi ty nejlep$i podminky (dostatek kysliku a krmnych ryb
v poméru 1:2 — krmné ryby/sumci). Pravidelné kontrolujeme teplotu vody, mnoZstvi O, ve
vod¢ a chemické vlastnosti vody. V piipad® dlouhodobg teplého podasi hrozi nebezpeti
spontdnniho vytéru, pfipadné piezrani jikernadek, proto zajistujeme ochlazovéni:vody v
rybnitku zvy$enym pritokem.

Rozhodujici pro dobry dspéch pfi vytérech je vhodng odhadnout podle teplot daného
roku a teplot lofiského roku od &ervence do fijna obdobi pfipravenosti k vytéru. Pokud si
nejsme jisti obdobim vytéru délame odbér oocyth u 3 - 4 ks jikernadek alespoii 14-20 dnit
pfed obvyklym datem vyt&ru. Pied vlastnim vytérem vZdy provadime roztfidéni jikernacek na
zékladg velikosti oocyti a ptipadného postaveni jadra.

3. Odbér oocytu

V obdobi pfed vytérem je vhodné u nZkolika kusi jikernaek posoudit jejich
piipravenost podle polohy jadra v oocytu. Po celkové anestezi jikematky se provede odbér
oocytli vejcovodem (obr. 3). PouZivaji se plastové nebo sklen&né pipety o vnitinim priméru
2,7 mm a vn&j$im priméru 3,2 mm nasazené na 20 ml injekéni stiikatku (obr. 2). Pied
odbérem nasajeme do injekéni stiikacky 2 ml fyziologického roztoku (9 g NaCl do litru
destilované vody) a proplachneme jim kanylu spipetou. Pipetu opldchnutou
v koncentrovaném alkoholu a koncem namazanym v glycerinu opatmé zasouvame do
vejcovodu. Pii zavadéni pipety opatmé rotujeme s pipetou v prstech a zasouvdme ji do
vzdélenosti 7 - 15 cm (podle velikosti ryb) od vyvodu vejcovou. Po zavedeni do pravého &i
levého ovaria nasajeme 2,0 - 3,0 ml oocytd, které po vyjmuti trubitky udrzujeme pro
posouzeni v trubicce. Po prvnim posouzeni proti svétlu (posouzeni velikostnich skupin oocyti
a stavu ovariani plasmy) vytlatime obsah do zkumavky nebo jiné malé uzaviratelné nadoby o
objemu 20 ml, pfidame asi p&tindsobny objem prosvétlovaciho roztoku a roztfepeme [sloZeni
ve 100 mi: 95 ml fyziologického roztoku (9 g NaCl/1 destilované vody) a 5 ml koncentrované
kyseliny octové, v Zddném piipadé nepouZivame Sériv roztok]. Po 5 minutach jsou jikry
pruhledné, jédro je zfetelné a miZeme posoudit polohu jader v oocytech. Prosvétlené jikry
posuzujeme makroskopicky proti svétlu.

Té&n& po odbéru oocytl (tzv. prvni posouzeni) jsou viditelné dv& skupiny ococytil
rozdélené do dvou velikostnich skupin. Men3i skupina oocytl do 0.5 mm je zastoupena
v men3f mife a tvofi zhruba do 5 % objemu oocyti, druhd skupina od 1,9 aZ 2,4 mm podle
jikernagek piedstavuje 95 % oocytl. Tato druha skupina ma byt uniformni co do velikosti,
tzn. v rozmezi 2,0-2,1 nebo 2,2-2,3 podle jikernadek.

Dale pfi prvnim posouzeni odhadujeme piitomnost rozpadlych oocytd v ovarialni
plasmé.

Obr. 2: Pipeta na odbér oocyti

po prosvétleni jiker, kdy odhadujeme
polohu jidra v oocytu nebo jeho pfitomnost. Rozeznavame centrélni pozici (tzv. poloha 1),



dale migrujici k periferii (tzv. poloha 2 - 4) a oocyty bez jader. Vzhledem k tvarové
nesoumémosti oocytl sumei se nepouziva detailni uréovani polohy jadra.

Obr. 3: Odbér oocytt (foto M. Rodina)

4. Vybér vhodnych generaénich ryb k vytéru a jejich nasazeni do lihné

Obdobi vrcholné predvytérové zralosti se podle mistnich klimatickych podminek
dostavuje u generaénich sumcti v prib&hu mésice &ervna. Rybniky s mli¢aky optimaln&
lovime 3 dny a jikernacky 2 dny pfed planovanym umélym vytérem. Zisadné se musime
vyvarovat nebezpeéi pfidudeni a poskozeni ryb (diky vy3si teploté vody se zvySuje aktivita
ryb). Stres ryb minimalizujeme pfi pfevozu v co nejvys3i mife okysliovanim vody (na 2000 1
vody v pfepravni bedné davame maximalné 80-100 kg ryb)!

a) Kritéria pro zaiazeni jikernaek do vytéru

okamzité zaFazeni:

- dobry zdravotni stav,

- typicky samidi vyraz v podobé zvétSené biisni partie,

- po masaZi bfisni partie doSlo k vytfeni n€kolika (2 — 3) kusi jiker,

- vodebranych oocytech se nachdzi druha velikostni skupina uniformnich jiker s malym
mnozstvim rozpadlych oocytil a polohou jddra mimo centralni pozici tzn. 2 - 4.

zafazeni po 1 - 2 tydnech:

- druha velikostni skupina oocytil po odb&ru neni jednotna, oocyty jsou mensi nez 2,0 mm,
jadro v oocytech u vétsi velikostni skupiny je v centrdlni pozici 1, neni viditelny Zadny
rozpad oocytil,

- po masazi bfidni partie nedoslo k vytfeni nékolika kusi jiker.

vyfazeni z vytéru: )

- §patny zdravotni stav,

- bez typického samiciho vyrazu, tj. zvétdené biisni partie,

- po masaZi biidni partie doslo k vytfeni velkého mnoZstvi jiker spolu s ovaridlni plasmou
obsahuyjici rozpadlé oocyty,

- vodebranych oocytech se nachdzi druha velikostni skupina uniformnich jiker s velkym
mnoZstvim rozpadlych oocytl a oocyti bez jadra.



b) Kritéria pro zarazeni mli¢ika do vytéru

Okamiité zaFazeni:

- dobry zdravotni stav,

- po masézi bfiini dutiny se objevi naznaky spermatu v moéi.
Zartazeni po 1 - 2 tydnech:

- po masazi bfidni dutiny se neobjevi ndznaky spermatu v mog&i.
VyfFazeni z vytéru:

- 3patny zdravotni stav.

Vybrani mli¢aci a Jxkemaéky se pfevezou na lthedi do piipravnych Zlabt se separatnimi
oddglenimi (vZdy 3-4 oddéleni na 1000 1 vody) s vodou vytemperovanou na teplotu v rybnice
a dal3i vybrani jedinci se op&t vysadi do pfipraveného rybnika pro pozdgjsi vytér. Dle poctu k
vytéru pfipravenych jikernaek nalovime a do Zlabit v lihni pfemistime stejné mnozstvi
mli¢aka v pfipadé, Ze u nich bylo nalezeno sperma v moéi po masédzi bfi¥ni partie. Pokud
sperma nebylo nalezeno, umistime do Zlabovny k vytéru 60 % mlicaki a 40 % jikernadek.

Ptipravné Zlaby postupné temperujeme na optlmalm teplotu 22 °C se zajisténim
dostate¢ného pritoku a mnozstvim O, veé vodé. Zlaby je nutné zabezpetit proti poranéni a
vysko&eni ryb.

5. Hormonailni stimulace generaénich sumcii

Piedem vybrané generadky sumce se stimuluji k vyt&€ru jednordzovou vnitrosvalovou
" injekei roztoku kapfi hypofyzy ve fyziologickém roztoku v dévce 5 mgkg™ Zivé hmotnosti
ryby. Mlicaky injikujeme v rozmezi 24-48 h pied vlastnim vytérem miicakd. Optimalni
spermiace byla zji$t€na 48 h po injikaci, nicméné v n¢kterych piipadech je postaCujici i
m_ukace 24 h pied vlastnim vytérem mli¢aki. Jikernalky injikujeme jednorazové pfi teploté
22 °C 23 h pied viastnim vytérem. K ovulaci dochazi zhruba po 500 hodinovych stupnich. Po
22 hodinach (podle skuteného priibéhu teplot vody) od injikace je vhodné 1-2x kontrolovat
piipravenost jikernagek k vytéru, a to $etmmym nadzvednutim jikernatky a posouzenim, zda-li
nedochazi k samovolnému vyronu jiker (obr. 4 a 5). V Zadném pfipad® neprovadime hrubou
bfi$ni masaZ jikernacky. Jikernagky jsou v tomto obdobi velmi citlivé na stres.

Obr. 4: Manipulace s genera¢ni rybou
(foto M. Rodina)
<—

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




U jikernalek je moZné pouzit GnRH nebo LHRH analogit pfipadné v kombinaci
s pimozidem, jak je uvadéno v odborné literatufe. Vysledky nikdy nebyly lep$i neZ tradiéni
hypofyza nebo spi§ hor3i, proto je po zku$enostech nedoporudujeme. Nevyhodou pouziti
GnRH nebo LHRH analogt je pozdg&jsi vytér jikerancek o 5-10 h od injikace s pom&mé
velkym ¢asovym roztazenim ovulace. Naopak pfi pouZiti kapii hypofyzy je vytér optimalné
Gasové synchronizovan.

N

6. Anestézie pied umélym vytérem

Pfed umélym vytérem nebo biopsii generatni ryby anestetizujeme vhodnym
ptipravkem pro ryby (napf. 2-phenoxyethanol, Merck, s davkovanim 1 — 3 ml anestetika na 10
1 vody). Dal3i moZnosti je vyuZiti hfebickového oleje v objemu 0,3 ml na 10 I vody. Ryby
jsou plné anestezovany po celkovém znehybnéni a otevieni vi¢ek Zaberniho aparatu (obr. 6).
Po vyzvednuti generatky uchopenim za prsni ploutve nesmi dojit k pohybu ocasni &asti
(obr. 4).

Obr. 6: Genera¢ni sumec v l4zni anestetika (foto M. Rodina)

7. Odbér spermatu sumce velkého

Po naprosté anestézii mli¢ikn sumce a vyzvednuti z l&zn¢ anestetika se na nékolik
minut mli¢dk podrZi ve vertikélni poloze a necha se samovolng odtéci mo& (obr. 4). Nasledn&
se mli¢ak poloZzi na vytérovy stil nejlépe opatfeny molitanem a uvede do fixni, tzv.
,»,Mrkvanovy polohy“ (obr. 7). Nasledng se fyzicky naroénou masézi od predni partie bficha
ve sméru k pohlavni papile obéma rukama souasné stiskem bfidni &asti mezi palcem a
ohnutym ukazovdkem (viz obr. 8) po dobu 10 - 15 minut vytird mog, pozd&ji mo¢ se
spermatem (opaleskujici piitomnost spermatu) a v zavéru koncetrovandj$i sperma (mlécné
zabarveni). Mo¢ se spermatem nebo koncentrovan&jsi sperma odsavame do zkumavek nebo
kédinek s imobilizaénim roztokem. Pfed odb&rem spermatu plnime zkumavky nebo odb&émé
kadinky do poloviny objemu imobilizaénim roztokem. Zkumavky s roztokem mitZeme do
odbéru spermatu uchovat pti pokojové teploté (cca 20 °C). Imobiliza¢ni roztok (11,7 g NaCl,
3,6 g trisu, pH 7 s HCI do 1 1 destilované vody) se miZze maximaln& nafedit spermatem s moci
do trovne 1:1.

Sperma fedéné imobilizaénim roztokem se uchovava ve zkumavkach (obr. 9) nebo ve
specidlnich kontejnerech pro bun&né kultury (obr. 10) v lednice nebo polystyrénovém



kontejneru pfi +4 °C na plocho s desetindsobkem objemu vzduchu. Vzduch je nutny pro dobré
zabezpeteni respirace spermii aZ po dobu 3 dnil.

Sperma sumce je vZdy nafedéno mo&i. Mo¢ se se spermatem samovolné smésuje pfi
masaZi bfidni partie, a tim i maséZi varlat a moového méchyie. Objem mo&ového méchyie je
pomémé velky, podle velikosti generatni ryby zhruba 50 - 100 ml. Mo& odebrani
z mocového méchyfe je &ir4, bez pfitomnosti spermii, s osmotickou koncentraci na tirovni 50
mOsmol kg”. Testikularni sperma vykazuje osmolalitu na trovni od 500 mOsmol kg™ tzn., Ze
mo¢ plné aktivuje spermie.

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

Obr. 9; Odsévacka na odbér Obr. 10: Kontejner pro bun&&né kultury
spermatu (foto M. Rodina) (foto M. Rodina)

Sperma sumce velkého je fidké aZ oligospermni, barvy slab& mié&né nebo jen s
opaleskujicim zakalem. Po odb&ru spermatu vykazuji spermie sumce pohyblivost bez aktivace
vodou (vlivem kontaminace mo¢f). Po nafedéni spermatu vodou byla doba postupného
pohybu hromadného spermif 41 s, pohyb spermii skongil po 121 s. Primé&my objem spermatu
¢inil 9,6 - 14,6 ml. Priméma koncentrace spermii v ml spermatu se pohybovala na vrovni
0,63-1,63.10° ks™, celkovy polet spermii na mlidaka byl zjistén 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.

Pied oplozenim se davky spermatu v imobilizatnim roztoku od jednotlivych mlicaku
smisi v suché &isté odmémé nadobe a déle se pracuje s tzv. heterospermatem. Heterosperma
na jikry davkujeme velkoobjemovou mikropipetou, ¢istou injekeni stfikatkou nebo klasickou
pipetou.

Metoda tzv. pnmeho vytéru mlic¢ikii na jikry se v ¥ddném pfipadé& nedoporucuje vehledem
k aktivaci jiker mo&i a tim i sniZen{ iirovné fertility jiker a kulen{ vickového pliidku.

8. Plodnost jikernaéek sumce velkého

Pfirozeny vytér sumce velkého probihd obvykle v &ervnu a vyznaluje se Jeduoré.zovjm
vytérem jikernatek. Plodnost jikernagek je na trovni od 10000 do 25000 jiker.kg” hmotnosti
jikernagek. Primér suchych jiker je variabilni 1,8 - 2,5 mm, hmotnost &ini 6 - 6,5 mgks™
s pottem 160 ks jikerv 1 g.

9. Vytér jikernacek

Pfed vytérem anestezovanou jikernatku osuime. Jikry vytirame do pfedem zvéZenych
suchych misek a jikry se vé&zi. Vytér se musi provédét opatmé, aby se mo¢ nebo vykaly
nedostaly mezi jikry. Pfepottem (v 1 g jiker je cca 160 kusi jiker) se zjiStuje plodnost
jikernatek po vytéru. Udaje se zaznamenavaji do vytérovych listii. Misky s jikrami se prikryji
gistou vlhkou ut¥rkou a umisti ve stinu na chladné podlaze Iihn& nejvhodnéji pii stejné teplotd
okolo 18 - 20 °C. Timto zpisobem je moZné zhruba do 3 hodin po vytéru jikry kratkodobé
uchovat (Linhart a Billard, 1995).

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

10. Umélé osemenéni jiker, aktivace, odlepkovini

Jikry od kazdé jikernatky se osemeni heterospermicky v davce 2 ml heterospermatu
v imobilizanim roztoku na kazdych 100 g jiker.

Aktivace se provédi okamZité nebo soutasn& po dokongeni osemenéni objemem 50 ml
aktiva¥niho roztoku na 100 g jiker, K aktivaci pouZivime aktivatni roztok (1 g NaCl, 0,6 g
trisu, pH 8 s HCI do 11 destilované vody), poptipads &istou vodu z lihng o teploté 22 - 23 °c.



Po 2 minutach od aktivace gamet se pfida dalSich 25 ml aktivagniho roztoku na 100 g jiker.
Od okamziku aktivace osemen&nych jiker se méfi €as! Po dobu aktivace opatrné michame

jikry.

Po 5 minutach od aktivace gamet se provede odlepkovédni enzymem alkaldzou
(Alcalase, Merck EC 3.4.21.14.). Podle kvality vody v lihni se enzym v objemu 20 ml
enzymu (niZ§i davka pro &istst vodu) davkuje do 980 ml vody z lihng o teplot& 20°C. Pfidava
se 100 ml roztoku enzymu na 100 g jiker, roztok se pfilije do misky s jikrami, z nichz byla
piedem slita voda. Odlepkovani se provadi opatmym michanim jiker s enzymem po dobu 2
min. T&sné pied ukonfenim odlepkovéni se enzym slije a pfesné v druhé minuté od zacatku
odlepkovani se jikry 3x za sebou proplachnou &istou vodou z lihng o teplot® 20°C (obr. 12)
nebo v piipadg, Ze inkubaéni ldhve nejsou napojeny na recirkulaéni okruh, se pfimo naliji do
alespoil 3x vétSiho objemu vody v inkubagni 1ahvi a velkym pritokem vody v 14hvi se enzym
odstrani. Cely postup znézoriuje obr. 13.

Obr. 11: Pfiprava na oplozeni jiker Obr. 12: Vysazeni jiker po odlepkovani
A sperma v imobiliza¢nim roztoku, (foto M. Rodina)

B aktivacni roztok,

C roztok enzymu,

D jikry (foto M. Rodina)

11. Inkubace jiker a rozplavani plidku

Oplozené a odlepkované jikry nasazujeme do inkuba&nich lahvi pro kaprovité ryby
(Zugské lahve) nejvyse do dvou tfetin objemu lahve, tzn. do 10 1 ldhve az 100000 jiker o
suché hmotnosti 600 - 650 g. Po dostateném proplachnuti jiker sefidime pritok vody tak, aby
Jjikry v ldhvi jemné vitily, ale nebyly vyplavovény pies okraj 1ahve. V ptipadg, Ze se jikry po



naliti do lahve slepuji k sob& nebo na stény ldhve, sniZenim hladiny vody v ldhvi a kratkym

rychlym rozto¢enim jiker tento problém odstranime. Jikry se lepi pfedevsim ze dvou divodi:

1) Spatn€ provedené odlepkovéni enzymem (nepfesnd koncentrace roztoku, nedodrzeni
dvouminutové doby odlepkovani),

2) nizka teplota vody v 14hvi (optimum je 22-23 °C).

V pribéhu inkubace jiker denn& odstratiujeme uhynulé jikry 2 provadime preventivni
koupele jiker roztokem Wescodynu dvakrat denné v koncentraci 2 mll? p#i teploté vody
22°C,

Phidek se kuli za 2,5 - 3 dny pi teplot& 22 - 23 °C. Vykuleny plidek se pfeplavi nebo
pfenese po odstranéni zbytkl oball z jiker do Zlabi EWOS s kolibkami o objemu 200 I vody.
Vyika hladiny vody &ini 10-12 cm s piitokem vody (0,2-0,4 Lmin™) a teplotou 23-25 °C.
Nasazuje se do 10 tis. ks vatkového pladku na kolibku. Zlab se pIng piekryje ¢ernou folii.
Z rohti kolibek se vpribchu 2 - 3 dnl odsava ¢isty pladek do Eistého zlabu EWOS bez
kolibek v mnozstvi okolo 50 tis. ks na Zlab. Druhou variantou je pfeplaveni plidku pfimo na
Zlab bez kolibek v mnozstvi do 100 000 ks, pficemz je tieba pladek nekolikrat za den &istit
od kalu a uhynulého pludku. Stejné jako u prvni varianty se Zlab pIn& pfekryje Eernou folii a z
rohil se v pritbéhu 2 - 3 dnt odsava &isty phiadek do &istého zlabu EWOS bez kolibek.

Odkrm pludku se provadi od 3 - 4 dne po vykuleni plidku startérovymi krmivy pfi
teploté 25 °C. Pludek se vysazuje do rybnikit po dosaZeni velikosti alespoil 1,5 cm, tzn. po 10
dennim odkrmu startérovymi krmivy.

Dovétek autori

V piipadé dodrZeni viech metodickych pokyn bude vaSim vysledkem minimalng
95% kulivost vackového pladku.

Podékovani

Vyzkumné préce, na jejichZ zakladé vznikla tato metodika, byly umoznény autorim diky
projektu EU CIPA-CT93-0274 v letech 1994-1997 a Ministerstva Skolstvi, mladeZze a
télovychovy CR, MSM 126100001 od roku 1999.



Obr. 13: Schéma umé&lého vytéru sumce

OsuSeni

l /Vytér Jjiker

Uchovani jiker max. 4 hodiny

Odbér spermatu do imobilizagniho roztoku (IR) pfi 15-18°C

(200 mM NaCl, 30 mM TRIS, pH 7)
4
Uchovani spermatu do 72 hodin ﬁ =S

pHi +4°C

100 g jiker,2 ml spermatu s IR, Aktivacni roztok
o~ 50 mi aktivatniho roztoku (AR) (17 mM NaCl

5SmM TRIS, pH 8)

Michani roztoku s jikrami
a spermatem (~ 10 s)
Bez michani 1 min

¢ Po 2 minutach od aktivace
ﬁ o dal¥ich 25 ml AR a pomalé

michani

Eliminace lepivosti jiker
po 5 minutéch od aktivace
pfidanim enzymu alkalazy
* (100 ml na 100 g jiker)

Michéni enzymu s jikrami
do 2 min

v

Rychlé proplachnuti jiker vodou
B Vysazeni jiker do Zugskych
lahvi 0 objemu 7-101 -

*20 ml enzymu alkalazy MERCK EC 3.4.21.14,,
nafedéni 980 ml vody z lihng
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