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1. CiL METODIKY

Cilem této metodiky je poskytnout chovatellim navod na maximalizaci zisku sper-
matu u uméle vytiranych (odebiranych) samcu jeseterovitych ryb, u kterych se nezfid-
ka, predevsim v obdobich mimo typickou vytérovou sezénu, mlzeme setkat s nedo-
statkem spermatu nebo dokonce s naprostym nezdarem pfi odbéru spermatu.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1.Uvod

Chov jeseterq je specifickou oblasti akvakultury s rostoucim svétovym trhem ka-
viaru a jeseteifiho masa. Moderni intenzivni chov jeseter( v Evropé byl predpokladan
Willotem a kol. (2001). Svétova produkce chovanych jeseterd se zvysila z 2 500 tun
v roce 1999 na 25 600 tun v roce 2008 (FAO, 2008) a produkce kavidru z akvakultury
vzrostla z 1,69t v roce 2003 na 27,32 tun v roce 2007 (Wuertz a kol., 2009). Dvacet pét
z dvaceti sedmi druh( jeseter( je vedeno jako vyhynuly, kriticky ohrozeny, ohrozeny
nebo zranitelny druh (Billard a Lecointre, 2001). TakZe chov jeseter(i zahrnuje i vzacné
druhy a ma potencidl pro vyrazny rozvoj.

Ackoliv ma chov jeseter( vice nez stoletou historii, zaklady intenzivni fizené repro-
dukce a metod in vitro manipulace s gametami byly rozvinuty az v druhé poloviné dva-
catého stoleti. Vyznam uchovani spermatu pro efektivni chov zddraznoval napt. Billard
(2001). Pro jesetery bylo vyvinuto nékolik hypotermickych a kryokonzerva¢nich metod
(Billard a kol., 2004), umoznujicich pouZziti spermatu po urcitou dobu od odbéru. Efekti-
vita vyuzivani mli¢akl zavisi na ziskani maximalniho mnozstvi spermii s vysokou oplo-
zovaci schopnosti, které mohou byt pouzity okamzité k oplozovani jiker, nebo mohou
byt kratkodobé uchovany in vitro, popf. zamrazeny pro pozdéjsi pouziti.

U jeseterd byla moznost opakovaného odbéru spermatu po jednordzové hor-
monalni stimulaci zminovéna Podushkou (2003). Objem spermatu ziskaného opako-
vanym odbérem v intervalu 2-3 hodin uvadi Podushka (2003) pfiblizné pétindsobny
oproti jednorazovému odbéru, ale Zddné informace tykajici se kvality ¢i jiné charakte-
ristiky nebyly uvedeny.

Na zakladé experimentd, jejichZ vysledky byly uvefejnény v ¢lanku:,Dzyuba, B, Bo-
ryshpolets, S, Shaliutina, A, Rodina, M., Yamaner, G., Gela, D., Dzyuba, V., Linhart, O.,
2012. Spermatozoa motility, cryoresistance, and fertilizing ability in sterlet Acipenser
ruthenus during sequential stripping. Aquaculture 356-357: 272-278" byl navrzen po-
stup, kterym muizeme ziskat nékolikanasobny objem spermatu.
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2.2, Vybér a ptipravaryb

Pfedpokladem uspésného, kontrolovaného a nac¢asovaného vytéru (odbéru sper-
matu) mli¢dkd jesetera malého je drzet mli¢dky v obdobi pfed hormondlni stimulaci
a vytérem na teploté 10, (maximalné 12) °C bez vykyvl. ZvySovani teploty na 15 °C
a doba expozice v této teploté delsi nez 10 dn( a jeji dalsi nartist ma za nasledek pfiro-
zenou stimulaci hypotalamo-hypofyzarnich drah, uvolnéni hypofyzéarnich gonadotro-
pinG a tim spusténi spermiace, tedy produkce spermatu v nepotiebnou dobu. V pfi-
padé nasledného pouziti hormonalini stimulace nedochazi jiz ke spermiaci, nebo je
objem ziskaného spermatu velmi maly a kvalita nizka.

Mli¢aky pripravujeme podle postupu doporuc¢ovaného Gelou (2008): Mli¢aky pre-
neseme do bazénd, kde zajistime postupnou temperaci na 14-15 °C (maximalni denni
narast teploty o 3 °C), kterou drzime 5 dni a poté nasleduje hormondlni stimulace.

2.3. Hormonalni stimulace

Jako nejdostupnéjsi a v podminkéach CR nejosvédéenéjsi se jevi bézna kapfi hypo-
fyza v ddvce 4mg na 1kg hmotnosti téla mli¢édka aplikovana ve formé intramuskuldrni
injekce suspenze ve fyziologickém roztoku.

2.4, Spermiace

Spermiaci rozumime hormonalné kontrolovany proces dozravani spermii a jejich
uvolnovani z epitelu lalt¢kd varlat do vyvodného systému gonad, a jejich néasledné
uvolnéni na povrch urogenitalni papily pfi vytéru nebo odbéru spermatu. U jeseterovi-
tych ryb, jesetera malého nevyjimaje, nejsou vyvinuty samostatné vyvody genitalniho
traktu mli¢akd, ale vyvody varlat se spojuji s ledvinami, pfesnéji feceno s vyvodnym
systémem ledvin. Zde se misi s jeho obsahem — mo¢i. Mo¢ jeseterovitych je stejné jako
u ostatnich sladkovodnich ryb hypotonickd (kolem 30 mOsmoll), schopna aktivovat
pohyb spermii, coz se mize logicky jevit jako jednoznacné negativni faktor. Sou¢asné
studie vSak naznacuji, ze kontakt spermie s moci je u jeseterli nezbytny pro iniciaci
schopnosti aktivace spermie.

Spermiace neni jednordzovy proces. Po hormonalni stimulaci zaznamenavame na-
stup, vrchol a tlum exkrecni aktivity, a to v horizontu desitek hodin (3 dnd). Spermiaci
vedouci k produkci odebratelného mnozZstvi spermatu u jesetera malého, hormonal-
né stimulovaného podle vyse uvedeného postupu, je mozné zaznamenat jiz 12 hodin
po hypofyzaci. Vrchol produkce spermatu nastava 2. den po hypofyzaci, tieti den je
jiz zaznamenatelny pokles produkce spermatu. Tento pomérné dlouhy ¢asovy inter-
val ndm umoziuje pouzit metodou opakovaného vicendsobného odbéru a tak vyuzit
potencidl vyprodukovaného spermatu pro zvétseni mnozstvi spermatu (spermii) a tim
resit rdzné technologické problémy vznikajici pfi fizené reprodukci.
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2,5, Technika odbéru spermatu

Sperma je odebirano pomoci kanyly vhodného praméru (pro jesetera malého 4-5
mm), a to pouhym vycévkovanim do sbérné nadobky, jak doporucuje Gela a kol. (2008),
nebo odsatim spermatu pomoci kanyly nasazené na injek¢ni stikacce, jak doporucuje
Linhart a kol. (2000) u veslonosa. Pro opakovany odbér je pravé technika odsati vhod-
néjsi, protoze spolehlivéji ziskame i mensi objemy spermatu v fadech mililitr{. Pfi odsa-
vani kanylou je tfeba vénovat pozornost Setrnému zavadéni a vytvéareni podtlaku, aby
nedochazelo k nadmérné traumatizaci pohlavni papily a vyvodnych cest.

Pfi odbéru gamet u ryb je velmi ¢asto doporucovéna a pouzivana anestezie pro
uleh¢eni manipulace a vlastniho odbéru. V ptipadé jeseterd, a zvlasté mensich druhl
jako je jeseter maly, neni jeji poutziti pfilis vhodné. V pocatecnich fazich anestezie, kdy
jsou ryby zvysené aktivni, dochazi ¢asto pii prudsich pohybech mli¢akl k ,ejakulaci”
do vody a tim ztraté spermatu. Pokud je vzhledem k velikosti mli¢dkd anestezie nutng,
pouzivame 2-phenoxyetanol v davce 0,6-0,7ml na 1 litr [dzné, nebo hiebickovy olej
v davce 0,07 ml na 1 litr lazné (Kolafova a kol., 2007).

2.5.1. Vicekrat opakovany odbér spermatu od pocatku do konce spermiace

Tento postup predstavuje minimalné 9 odbérl od kazdého mli¢dka v pribéhu
3 dn0. Jednotlivé odbéry provadime 12, 15, 18, 36, 39 42, 60, 63 a 66 hodin po hy-
pofyzaci (pfi teploté vody udrzované v rozmezi 15-16 °C). Kvantitativni i kvalitativni
parametry ziskaného spermatu se mohou mezi jednotlivymi odbéry lisit, takze vyuziti
jednotlivych davek muze byt rlizné. Pfi testovani tohoto postupu bylo u jesetera malé-
ho dosazeno parametr(i uvedenych v nasledujicich grafech:
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Grafy 1 — 5. Parametry spermatu jesetera malého (kusovd hmotnost ryb 1kg) v priibéhu opakovaného
vicendsobného odbéru spermatu béhem 3 dni po hypofyzaci: 1 — objem spermatu, 2 — koncentrace sperma-
tu, 3 - osmolalita semenné plazmy, 4 — procenticky podil spermii z celkového mnozstvi pfipadajici na dany
odber, 5 — motilita spermii; cerné sloupce plati pro nativni sperma, bilé sloupce pro zmrazené a rozmrazené
sperma.

Hodnoty v grafech jsou mediany s 25% a 75% percentily, hodnoty s rliznym alfabe-
tickym oznacenim se lisi statisticky prikazné (P < 0,05, Mann-Whitney U-test).

Objem odebraného spermatu v jednotlivych ¢asech po hypofyzaci uvadi graf 1.
Hodnoty odpovidaji trendu: nastup spermiace prvni den, maximalni produkce 2. den
a 3. den po hypofyzaci postupné snizovani produkce spermatu. Absolutni objemy
spermatu odebraného pfi provéreni postupu se u mli¢akl o jednotné hmotnosti 1kg
prvni den pohybovaly v jednotkach ml pfi jednom odbéru, do 20 ml na jeden odbér
druhy den a do 10-12ml na jeden odbér tfeti den.

Koncentrace spermatu zaznamenané v prdbéhu provéreni postupu uvadi graf 2,
ze kterého je ziejmy trend zvysovani koncentrace v pribéhu dne, patrny predevsim
prvni a druhy den po hypofyzaci. Absolutni hodnoty z pocatecni trovné stovek milio-
nd spermii na ml (0,1 x 10° x mI™") vzrostly na jednotky miliard (1-2 x 10° x mI") a opét
poklesly na droven stovek ¢i desitek miliond v jednom mililitru. DGvodem denni cyklic-
nosti je s nejvyssi pravdépodobnosti kontinualni ¢innost ledvin a tim i produkce moci,
ktera ,fedi” spermie, cemuz nasvédcuje i pribéh osmolality semenné plazmy (graf 3).
Spolupusobicim faktorem je i dynamika sekrecnich bunék gondd a jejich vyvodnych
cest v pribéhu dne.

Procenticky podil spermii z celkového mnozstvi spermatu pfipadajici na dany od-
bér v pribéhu provérovani postupu uvadi graf 4. Z ného vyplyva, Ze naprosta vétsina
spermii (vice nez 90 %) je produkovana v ¢asovém horizontu 15-42 hodin po hypofy-
zaci.

Motilitu spermatu zaznamenanou v pribéhu ovéfovani postupu uvadi graf 5, z né-
hoz je zfejma statisticky priikazné nizsi motilita spermii pfi prvnim odbéru spermatu,
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24 hodin po hypofyzaci (40 %), a nasledné také 60 hodin po hypofyzaci (70 %) oproti
béZnym 90% v pribéhu ostatnich odbéri spermatu.

V porovnani s tradi¢nim jednim odbérem realizovanym 36 hodin po hypofyzaci byl
v prabéhu ovérovani postupu ziskan v 9 davkach vice nez 12nasobny pocet spermii.

2.5.2. Vicekrat opakovany odbér spermatu v den jeho pouziti

Tento postup predstavuje 3 (nebo vice) odbérl od kazdého mli¢aka v pribéhu
36-42 hodin od hypofyzace, pficemz jednotlivé odbéry byly realizovany 36, 39 a 42
hodin od hypofyzace (opét pfi teploté vody udrzované v rozmezi 15-16 °C). Kvantita-
tivni i kvalitativni parametry ziskaného spermatu se stejné jako u pfedchoziho pripadu
mohou lisit. Pfi testovani tohoto postupu bylo u jesetera malého dosazeno parametrd
uvedenych v nasledujicich grafech:
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Grafy 6 — 10. parametry spermatu jesetera malého (o jednotné kusové hmotnosti 1kg) v pribéhu
opakovaného vicendsobného odbéru spermatu v pribéhu obdobi 36-42 hodin od hypofyzace: 6 — objem
spermatu, 7 — koncentrace spermii ve spermatu, 8 — osmolalita semenné plazmy, 9 — procenticky podil sper-
mii z celkového mnozstvi spermatu pripadajici na dany odbér, 10 — motilita spermii; cerné sloupce plati pro
nativni sperma a bilé sloupce pro zmrazené a rozmrazené sperma.

Hodnoty v grafech jsou mediany s 25% a 75% percentily, hodnoty s rliznym alfabe-
tickym oznacenim se lisi statisticky priikazné (P < 0,05, Mann-Whitney U-test).

Objem odebraného spermatu v jednotlivych ¢asech po hypofyzaci uvadi graf 6.
Hodnoty maji v case klesajici tendenci, kterou bylo mozné pfi ovérovani postupu sta-
tisticky prokdazat v obdobi 36-42 hodin od hypofyzace. Objem odebraného spermatu
klesal z irovné 16 ml na méné nez 8 ml na 1 odbér.

Koncentrace spermii ve spermatu zaznamenané v prabéhu ovérovani metodiky

uvadi graf 7, z kterého je ziejmy prudky narlst koncentrace spermii pfi druhém odbé-
ru (39 hodin od hypofyzace) z poc¢atecnich hodnot na Grovni stovek milién{i spermii
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na ml (0,2 x 10° x ml"") na konec¢né hodnoty, které se pohybovaly na Urovni jednotek
miliard spermii na jeden mililitr (1-2 x 10° x ml"). Nasledné byl zaznamenan pokles
koncentrace spermii pfi tfetim odbéru spermatu (42 hodin od hypofyzace) na Uroven
stovek milionG v ml. Divodem tohoto vykyvu je s nejvyssi pravdépodobnosti opét
moc. Ta jednak ,fedi” spermie, ¢emuz nasvédcuje pribéh osmolality semenné plazmy
(graf 8) a klesajici objem (graf 6), ale nabizi se i moznost, Ze plni vyvodny systém a tim
brzdi uvolfiovani spermii z gonad do vyvodného systému.

Procenticky podil spermii z celkového mnozstvi pfipadajici na dany odbér v pri-
béhu provérovani postupu uvadi graf 9. Z ného vyplyva, Ze naprosta vétsina spermii je
ziskana pii druhém odbéru, tj. 39 hodin po hypofyzaci.

Motilitu spermii zaznamenanou v priibéhu provéreni postupu uvadi graf 10, z né-
hoz je zfejma vysoka uroven motility (nad 90 %), kterd se mezi jednotlivymi odbéry
nelidila.

2.6. Pouziti odebraného spermatu

V kontextu fizené reprodukce je po odbéru navazujicim krokem pouziti odebrané-
ho spermatu, ¢emuz predchazeji dva dulezité kroky.

Kontrola kvality spermatu - provadime ji jednak bezprostfedné po odbéru, u krat-
kodobé uchovdvaného spermatu pred pouzitim k oplozeni, u spermatu ur¢eného
ke zmrazovani pfed vlastnim mrazenim. Postup je detailné popsén v publikaci Linhart
akol. (2011).

Kratkodobé uchovéni nativniho spermatu je v pfipadé opakovaného vicendsob-
ného odbéru nezbytnosti. Sperma jesetera malého je mozné pomérné bez problému
uchovdvat pfi zachovani pfijatelné Urovné pohyblivosti po dobu fadové nékolika desi-
tek hodin (48-72 hodin) za podminek uvadénych Linhartem a kol. (2011), ktery dopo-
rucuje zamezit kontaminaci spermii, jejich vysychani a zmrznuti, dale potom plsobeni
pfimého slune¢niho svétla na sperma, snizeni jeho metabolické aktivity a omezeni roz-
voje bakteridlni mikroflory. Téchto negativnich vlivd na sperma je mozné se vyvarovat,
jestlize je sperma uchovavané pfi teploté 0-4 °C, tzv. ,na ledu” v aerobnim prostied;,
kdy spermie jsou uchovavané ve slabé vrstvé v kyslikové atmosfére. Téchto podminek
dosahneme napt. pfi pouziti kontejnerl pro tkanové kultury skladovanych v chladnic¢-
ce nebo termoboxu s ledem (pro dobu uchovéni do 6 hodin), ¢i v PE saccich plnénych
kyslikovou atmosférou (pro dobu uchovani az 72 hodin).

Vlastni pouziti spermatu k oplozovani jiker jeseterovitych ryb je popsano v publika-
ci Gela a kol. (2008). U jednotlivych porci cerstvého ci kratkodobé uchovavaného sper-
matu ziskaného opakovanym odbérem Ize u nékterych odbérd (pfedevsim u prvniho
odbéru) ocekavat zhorsenou motilitu spermii. Proto v pfipadé, ze je motilita nizsi nez
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80 %, zvySujeme proporcionalné davku pouzivaného spermatu doporuc¢ovanou Gelou
a kol. (2008).

Zmrazovani spermatu ziskaného opakovanym odbérem je druhou z variant efek-
tivniho vyuziti ziskaného spermatu. Tato problematika je detailné vysvétlena v publi-
kaci Linhart a kol. (2010). V rdmci ovéfovani postupu opakovaného odbéru spermatu
byla u jednotlivych odbérd testovana i mrazitelnost spermatu, ktera byla vyhodnoco-
vana pomoci motility spermii po rozmrazeni (grafy 5 a 10) a déle pomoci ukazatele
oplozenosti jiker, zjistovaného po umélém osemenéni jiker rozmrazenym spermatem
(graf 11 a 12). Z dosazenych vysledk( je patrné, Ze pro Ucely kryokonzervace je nej-
vhodnéjsi sperma odebirané v obdobi od 36 do 42 hodin po hypofyzaci. Pokud bylo
sperma odebirano pouze druhy den po hypofyzaci, nejvhodnéjsim se ukazal byt druhy
odbér. Naproti tomu jednozna¢né k mrazeni nevhodné je sperma z prvniho odbéru (12
hodin po hypofyzaci).
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Grafy 11-12. Oplozenost jiker dosazend pouZitim zmrazeného a rozmrazeného spermatu ziskaného
pfiopakovanych odbérech. 11— Oplozenost jiker po pouZiti spermatu odebraného v obdobi od 12-66 hodin
po hypofyzaci; 12 - Oplozenost jiker po pouZiti spermatu odebiraného v obdobi od 36-42 hodin po hypo-
fyzaci.

Hodnoty v grafech jsou medidny s 25% a 75% percentily, hodnoty s riznym alfabetickym oznacenim se lisi
statisticky prakazné (P < 0,05, Mann-Whitney U-test).

2.7. Vyuziti vicekrat opakovaného odbéru spermii v technologii fizené reprodukce

Opakovany odbér spermatu nam muize pomoci fesit tyto technologické situace:

« nedostatek mli¢akd, tj. nedostate¢né mnozstvi spermatu pro oplozeni jiker

« Usporu casti prostfedkll za hormonalni preparaty snizenim poctu pouzitych
provérenych mli¢akl - jestlize pouzijeme nékolikanasobny odbér spermatu je
mozné pouzit nizsi pocet mli¢akd,

« zvySeni spolehlivosti vytéru predevsim pfi mimosezénnich vytérech nebo
na pocatku ¢i na konci vytérové sezény nebo pfi pouzivani dosud neprové-
renych mlicak( — predevsim nacasovanim odbér( spermatu vyrazné pred vy-
térem jikernacek, takze vcas zaregistrujeme potencidlni nedostatek spermatu
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a jsme schopni hormonalné stimulovat dalsi mli¢dky, nebo zajistit zmrazené
sperma

kontinualné vytvaret kryobanku spermatu - tim, Ze pfi kazdém vytéru cast
spermatu zamrazime a vytvafime tak technologickou rezervu.

2.8. Technologicka poznamka

| pres Setrnou manipulaci s mlicdky a ohleduplné zavadéni katetru pfi vicekrat opa-
kovanych odbérech spermatu dochazi k traumatizaci pohlavni papily ryb, ktera maze
vést az k zanétu a uhynu mli¢dka, predeviim po vysazeni do organicky a bakteridlné
zatizené rybni¢ni vody. Proto se v pfipadech, kdy se ryby po vytéru presazuji do vody
horsi kvality, osvédcilo preventivni injekéni podani Sirokospektralniho antibiotika, stej-
né jako je tomu bézné u jikernacek po vytéru.

2.9, Shrnuti

Viyuziti vicekrat opakovaného odbéru spermatu u jesetera malého mdzeme zis-
kat az 12x vétsi pocet spermii nez pfi obvyklém jednordzovém odbéru.

« PIné vyurziti takto odebraného spermatu je podminéno jeho kratkodobym
uchovanim nebo zmrazenim.

« Kvalita spermatu muize byt vyssi nez u jednorazového odbéru spermatu, pfi-
¢emz druhy a dal3i odbéry béhem dne byvaji kvalitnéjsi.

+  Pro Ucely zmrazovani spermii je nejlépe pouzit sperma odebirané 36-42 hodin
po hypofyzaci od mli¢akd, od kterych bylo sperma jiz odebirano predchozi den.

+ Vhodné nacasovani hypofyzace a naslednych odbérl maze zvysit Uspésnost
a spolehlivost fizené reprodukce jesetera malého.

« Uvadéné principy plati i pro ostatni druhy jeseter(l, pouze nacasovani je treba
provéfit pro konkrétni druh a mistni podminky.

3.SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU“

Uvedeny postup je novym pfistupem k efektivnimu vyuziti mlicakd jeseter(
v akvakulturnich chovech, pfedeviim v podminkach Ceské republiky a jim podobnym.
Pomaha fesit lokalné specifické problémy, které se obvykle v prirozenych lokalitach
a podminkach vyskytu téchto ryb neobjevuji a nefesi. Typickym pfikladem je maly po-
¢et dostupnych mli¢akd, prezravani mlicakd, vytér mimo reprodukeni sezénu.
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4,POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uréena pro chovatele jeseterovitych ryb, s ohledem na jazyk publikace
piedeviim v Cechach, popf. na Slovensku.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Ekonomicky pfinos ¢i ztrdtu konkrétniho postupu nelze oddélit od mistnich pod-
minek a specifik, pozadavkl a zkusenosti.

Pfi zjednodusené modelové kalkulaci Ize u jesetera malého vychéazet z ceny jedné
oplozené jikry v rozmezi 0,5-1K¢ a poctu 75 000ks jiker v 1kg vytfenych jiker. Potom
v pfipadé, ze se v dusledku nedostatku spermatu snizi oplozenost jiker jen na 50%
oproti idedInim 90 %, ¢ini potencialni ztrdta na kazdy 1 kg vytfenych jiker 15-30 tis K¢.
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