Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Fakulta rybafstvi a ochrany vod

Vyzkumny ustav rybaisky a hydrobiologicky

Diplomova prace

Odbér spermatu pomoci katetru a jeho vyuZiti pii vytéru Stiky

obecné (Esox lucius L.)

Autor: Be. Tomas Planansky

Vedouci bakalaiské prace: doc. Ing. Tomas Policar, Ph.D.
Konzultant bakalarské prace: Ing. Jiti K#istan, Ph.D.
Studijni program a obor: Rybéafstvi a ochrana vod

Forma studia: Prezencni

Roc¢nik: 11

Ceské Budgjovice 2018



Prohlasuji, Ze svoji diplomovou praci jsem vypracoval samostatné pouze s pouzitim
prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, ze, v souladu s
§ 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni, souhlasim se zvefejnénim své diplomové
prace, a to v nezkracené¢ podobé, ptipadné v Upravévzniklé vypusténim vyznacenych casti
archivovanych FROV JU. Zveiejnéni probiha elektronickou cestou ve vefejné ptistupné
Casti databaze STAG provozované Jiho¢eskou univerzitou v Ceskych Budgjovicich na
jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému
textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v
souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvefejnény posudky Skolitele a
oponentll prace i zdznam o prub&hu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace. Rovnéz
souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifika¢nich praci
Theses.cz provozovanou Néarodnim registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a

systémem na odhalovani plagiatu.
Datum:

Podpis:



Timto bych chtél podékovat svému vedoucimu prace doc. Ing. Tomasi Policarovi,
Ph.D., za odbornou pomoc, poskytnuté rady, cenné piipominky a metodické vedeni pii
vypracovani této diplomové prace. Déle bych chtél podékovat MSc. Volodymyru
Bondarenkovi, PhD.,MSc. Borisovi Dzyubovi, Ph.D., Mgr. Sergeyi Boryshopoletsovi,
Ph.D. a MSc. Olexandru Malinovskemu a déle vSem, ktefi se podileli na mém pokusu
pfi umélém vytéru Stiky obecné a pii praci v laboratofi, diky nimZz mohlo dojit k

uskute¢néni experimentu, ziskani vysledkii a vypracovani této diplomové prace.



JIHOCESK A UNIVERZITA v CESKYCH BUDEJOVICICH
Fakulta rybafstvi a ochrany vod
Akademicky rok- 2016/2017

ZADANI DIPLOMOVE PRACE
(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a prijmeni: Bec. Tomas PLANANSKY
Osobni ¢islo: V16INO10P
Studijni program: IN4106 Zemé&délsk4 specializace

Studijni obor: Rybafstvi a ochrana vod

Nézev tématu: Odbér spermatu pomoci katetru a jeho vyuziti pfi vytéru :
Stiky obecné (Esox lucius L.) s

Zadavajici katedra: Vyzkumny tstav rybaisky a hydrobiologicky i rf 3




’

Zadsady pro vypracovanil:

Stika obecnd (Esox lucius L.) je hospodafsky zajimavym dravym druhem, ktery se vyskytuje

v mnoha riznych sladkovodnich biotopech severni polokoule. Tento druh je velmi oblibeny

v rdmci sportovniho rybolovu. Stika obecna se také hojné vyuziva v ramci extenzivniho poly-

kulturniho chovu ryb v rybnicich. V takovémto chovu mé tento vrcholovy predator predeviim

za tkol potlacovat vyskyt drobnych a ménd hospodafsky vyznamnych kaprovitych druhi ryb,

Trzni ryby $tiky jsou pro svoji kvalitni svalovinu velmi Zadané u konecnych konzument,

V soucasné dobé se trzni ryby &tiky obecné na evropském kontinentu produkuji hlavné dvéma
zpusoby. Prvnim zpiisobem této produkece je odlov divoce Zijicich stik ve velkych jezerech

a rekiach. Timto zptisobem bylo v Evropé za posledni desetileti rocné vyprodukovano 17 700
- 24 500 tun trznich ryb. Vedle odlovu $tiky obecné z volnych vod je tento druh ryby tra-
di¢né produkovan a chovan jiZz ve zminéném extenzivnim rybni¢nim chovu, diky kterému se
v Evropé celkem ro¢né vyprodukuje pouze 200 - 850 tun trznich ryb, coz tedy predstavuje
jen 3 - 10 % produkce ziskané lovem. Nejvyznamnéj§imi producenty stiky obecné chovem
v rybnicich byly v minulém desetileti nisledujici zemé: Rusko (4 - 280 t), Polsko (0 - 166 t),
Ceska republika (63 - 112 t), Bélorusko (40 - 122 t) a Madarsko (28 - 83 t).

Produkce tiky obecné v rybniéni akvakultufe je limitovdna predevsim nedostatkem vhod-
nych generaénich ryb, nizkou efektivitou jejich reprodukce, neefektivni inkubaci oplozenych
jiker a naslednym chovem vgech vékovych kategorii, ktery je zatizeny vysokym kanibalismem.
U reprodukce generacnich ryb jsou nejvétsimi technologickymi problémy: nefunkéni indukee
ovulace jiker pomoci syntetickych hormonélnich preparatii, nizka produkce spermatu a jeho
kontaminace mo¢i, nasledna nizkd motilita spermii a nizké oplozenost ziskanych jiker. S cilem
ziskat kvalitni nekontaminované spermie u umélych vytéri stiky obecné se velmi ¢asto usmr-
cuji mli¢ici, od kterych se odebira a vyuZiva testikularni sperma k oplozeni ziskanych jiker.
Nevyhodou tohoto zpiisobu je ztrata genera¢nich mlicdki bez moznosti jejich opakovaného
pouziti k reprodukci.

Diplomové prace bude optimalizovat management generaénich ryb s cilem produkovat do-
stateéné mnozstvi kvalitnich pohlavnich bunék. Predev§im u mli¢dkd bude testovan zpisob
odbéru spermatu pomoci specidlniho katetru. P¥i odbéru spermatu katetrem a bez néj (sperma
bude ziskdvano klasickym vytla¢enim) bude sledovano odebirané mnozstvi a nasledné hod-
nocena a porovnana kvalita spermii u ryb hormonalné oSetfenych kapii hypofyzou. Vzorky
cerstvého spermatu odebraného katetrem ¢i bez néj budou déle vyuzity k oplozeni vzorku
ziskanych jiker. U vzorki oplozenych jiker bude nésledné sledovdn vliv rtizné odebraného
spermatu na oplozenost jiker, lihnivost a kvalitu larev.
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1. UVOD

Stika obecna (Esox [lucius, Linneaus, 1758) je z hospodaiského hlediska
velice zajimavym druhem ryby, ktery lze nalézt v mnoha raznych sladkovodnich
biotopech severni polokoule (Crossman, 1996). Zajem u této ryby budi hlavné jeji
velice rozsiteny vyskyt, ktery je dan zejména vysokou adaptabilitou tohoto rybiho
druhu na rzné vodni prostiedi. Dal§im divodem, pro¢ se zajimat o Stiku je fakt,
ze Stika produkuje velice kvalitni, dietni a snadno stravitelnou svalovinu, ktera
je oblibend mezi konzumenty ryb. V neposledni fad€ je také Stika oblibena mezi
sportovnimi rybafi, kteti ji vyhledavaji kvili jeji bojovnosti, vytrvalosti, agresivité

(Lusk a Krcal, 1982), ale 1 diky jeji velikosti, kdy mize dortst az 30 kg.

Ve vodnim ekosystému pak Stika plisobi jako typicky predator, ktery se zZivy
pfevazné rybami (Crossman, 1996; Zalachwski, 2000) a ovliviiuje tak kvantitu
1 kvalitu populaci ostatnich druhti ryb. Velkou cast potravy Stiky totiz tvofi nemocné
a slabé ryby (Paukert a kol., 2003). Této schopnosti je vyuzivano jak v rybnikéiskych
extenzivnich chovech, tak i1 ve vodarenskych nadrzich, kde pozitivné potlacuje
rozvoj hospodaisky nevyznamnych druht ryb. Potlatenim nevyznamnych druht
dava Stika v rybni¢nim chovu moznost lepsiho vyuziti potravy a zvySeni prirtstku
hospodaisky nejvyznamnéjSimu druhu, kapru obecnému (Cyprinus carpio; Addmek
a kol., 2010). Zhodnocenim biomasy nevyznamnych druht ryb pak zvySuje sviij
prirastek, a tak zajiStuje produkci vyznamného doplitkového druhy ryby (Dubsky
1998).

V Evropé se Stika chova jen jako doplitkovy druh, ktery se ve volnych vodach
vyskytuje pouze v nizkych hustotach od 1 do 4 kg.ha! (Hartman a Regenda, 2014)
a rybni¢nich chovech od 0,7 do 176 kg.ha' (Kratochvil, 2012). Produkce stiky
v Evropé je velmi proménliva a nedostatecna (Policar, 2012a). Hlavnim divodem
nedostacujici a nevyrovnané produkce je nedokonale zvladnutd uméld reprodukce,
neefektivni inkubace jiker a odchov larev a juvenild do stddia rychlené¢ho plidku
(Craig, 2008). Nizka produkce je zplsobena zejména vysokym predaénim tlakem
a velkou mirou kanibalismu mezi Stikami (Lusk a Krcal, 1982). DalSim divodem
nizké produkce je i samotnd biologie S$tik, zejména pak dlouhé obdobi vytéru

hormonaln€ neoSetienych generacnich ryb (Policar, 2012a). Déle pak jen mala
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produkce spermatu, které je navic pfi odbéru kontaminovano moci. Tato
kontaminace zplisobuje omezenou pouzitelnost spermatu pii umélém vytéru (Huldk
a kol., 2008a). V neposledni fad¢ je problém i proménliva kvalita jiker a nachylnost
oplozenych jiker a embryi k neSetrnému zachazeni pii manipulaci a inkubaci.
Vsechny tyto faktory negativné ovliviuji oplozenost jiker a snizuji produkci Stiky
(Berka a Hamackova, 1980; Hampl, 2015). Ve volnych vodach je ubytek Stik
spojovan zejména s naruSovanim ptirodnich podminek, hlavné pak absence
zatopeného litoralntho pasma a s tim spojenda nemoznost piirozené¢ reprodukce.
Dal$im divodem je i s vysoky rybarsky tlak (Falkowski a Wolos, 2007). Tyto
aspekty jsou divodem nedostatecné nabidky S$tic¢tho masa na trhu a vysoké ceny

(Policar, 2012a).

NavysSeni produkce §tiky intenzivnim chovem v recirkulacnich systémech
s krmenim suchymi granulovanymi smésmi neni doposud pfili§ zvladnuté. Diivodem
je hlavné vysoky podil kanibalismu, ktery se projevuje u ryb od velikosti TL = 30
mm (Policar, 2012b; Szczepkowski, 2009). Kanibalismus u juvenilnich §tik 1ze snizit
nebo 1 zastavit kontinudlnim podavanim suché granulované smési (Kucska a kol.,

2005).

Cilem této diplomové prace je prispét k optimalizaci managementu vytéru
generaCnich ryb Stiky obecné s cilem produkovat dostatecné mnozstvi kvalitnich
pohlavnich bunék. PfedevSim u mli¢aki byl testovan zplisob odbéru spermatu
pomoci specialniho katetru s cilem eliminovat kontaminaci spermatu moci. Pti
odbéru spermatu katetrem a bez n¢€j (sperma bylo ziskavano klasickym vytlacenim)
bylo sledovano odebirané mnozstvi a nasledné hodnocena a porovnana kvalita
spermii u ryb pfredem hormondln¢ oSetfenych kapii hypofyzou. Vzorky cerstvého
spermatu odebraného katetrem ¢i bez néj byly vyuzity k analyzam kvality spermatu
a nasledné k oplozeni vzorki ziskanych jiker. U vzorkl oplozenych jiker byl poté
sledovan vliv rizn€ odebran¢ho spermatu na oplozenost jiker, lihnivost a kvalitu

larev.
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2. LITERARNI RESERSE

2.1 Biologie

2.1.1 Systematické zatazeni

trida: Ryby (Osteichthyes)

Pivodné se jednalo o Cisté sladkovodni Celistnatce, kteti se dnes vyskytuji ve
vSech typech vod vcetné vod slanych 1 brakickych. Vyznacuji se torpédovitym nebo
doutnikovitym tvarem téla, avSak vyskytuji se zde 1 vyjimky jako naptiklad
uhotovity, diskovity, z bokl zplostély a dorzoventralné zplostély tvar. Na téle se

nachazi postranni ¢ara (Barus$ a Oliva, 1995).
podtrida: Paprskoploutvi (Actinopterygii)

Jedna se o skupinu ryb s typicky vyztuzenymi ploutvemi kosténymi paprsky
(Barus a Oliva, 1995).

nadrad: Kostnati (7eleostei)

Skupina vyznacujici se osifikovanou kostrou, v ploutvich se nachéazeji jak

tvrdé nerozveétvené paprsky tak i rozvétvené meékkeé paprsky (Barus a Oliva, 1995).
¥ad: Stikotvarni (Esociformes)

Skupina paprskoploutvych ryb obsahujici jen dvé celedi Umbridae
a Esocidae (Barus a Oliva, 1995).
eled’: Stikoviti (Esocidae)

Charakteristicky rys je protazeny a zplostély rypec. Na celistech, hlavné pak
na spodni, se nachazeji spolu s drobnymi zuby i zuby zvétSené, takzvané zuby psi,
které jsou typické napiiklad pro candata. Ocasni ploutev je vykrojena a na téle chybi
tukova ploutvicka. Ploutev hibetni spole¢né s ploutvi fitni jsou posunuty do zadni
casti téla. V zaludku se nenachdzeji pylorické piivésky a plynovy méchyi je
se sttevem spojen kanalkem. Celed” obsahuje jediny rod Esox s 5 druhy (Barus a

Oliva. 1995).

rod: Stika (Esox)
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Rod je harakterizovany stejné jako ¢eled’ a zahrnuje 5 druhd. Prvnim druhem
je Stika americka (Esox americanus), dalsi pak Stika amurské (Esox reichertii), Stika
muskalunga (Esox masquinongy), stika obecna (Esox lucius) a Stika fetizkova (Esox
niger). Na uzemi Ceské republiky se vyskytuje pouze jediny druh a to $tika obecna

(Esox lucius, L.;Barus a Oliva, 1995; Crossman, 1996).

2.1.2 Rozsiteni a vyskyt

Stika obecn4 je cirkumpolarné rozsifena mezi 40 az 75° severni §itky (Obr. &.
1). Vyskytuje se jak v Severni Americe, kde Zije od severu Aljasky aZ na jih k fece
Missisipi na vychod ke Skalistym hordm a na zapad k Alleganskému pohofi.
V Kanadé¢ Stika obyva oblast od Labradoru az po zatoku Mugaba, Quebec, Ontario,
feku Sv. Vaviince, Manitobu, Saskatchewan, Albertu a Britskou Kolumbii (Barus

a Oliva., 1995).

V Evropé se Stika vyskytuje od ostrovli Velké Britanie ptes Francii k Italii.
Na severu v Pobaltskych statech. Na jihu az k Cernému mofi. Na Vychodé k fekam
Ural, Volha, Kura a Amu-darja a k jezeru Bajkal, Balcha§ az k Cukotskému
poloostrovu (Baru§ a kol., 1995; Mann, 1996). V Recku a na Pyrenejském
poloostrové se Stika ptivodné nevyskytovala, byla tam vysazena a zije zde bez
moznosti piirozené reprodukce. Duvodem, pro¢ zde nedochdzi k ptirozené

reprodukci je kratka a tepla zima, diky které nedojde u Stik k dozrani pohlavnich
bunék (Calderon, 1955).
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A csuka (Esox lucius)

elterjedési tertilete

Obr. €. 1 - Vyskyt stiky obecné (Esox lucius) ve svété

Stiky dokazi obyvat vody s rtiznou salinitou, z tohoto diivode je lze nalézt jak
ve sladkych, tak 1 v brakickych vodach. Brakické vody obyvaji Stiky hlavné
v Baltském mofti (Craig, 2008). Salinita v téchto vodach dosahuje hodnot 8-12 ppt,
hodnoty salinity na Grovni 20 ppt jsou spojovany s uhyny Stik v Dansku (Jakobsen
a kol., 2007).

V CR lze vyskyt §tiky pozorovat ve viech rybich pasmech. V pstruhovych
revirech je ptitomnost Stiky nezadouci, nebot’ je predatorem i lososovitych ryb a diky
tomu dochazi na téchto revirech k velkym ztratam zejména pstruhtl. Stika je ryba
siln€ teritoridlni a vyhledava vody s ¢lenitym dnem, s mnozstvim piekazek jako jsou
stromy, kefe, balvany a ponofené vegetace, u kterych si zaklada své stanovisté
a vytyCuje si zde své teritorium, které si brani (Baru$§ a Oliva, 1995). Kyslikové

naroky nejsou u Stiky pfili§ vysoké a z toho diivodu snasi i1 vice eutrofizované vody

vodach se Stika diky své teritoridlnosti vyskytuje jen ve velmi nizké pocetnosti,

biomasa zfidka piekracuje hodnoty 2,5 kg.ha! (Barus a Oliva, 1995; Hol¢ik, 1970).

2.1.3 Popis téla

Stika ma télo valcovité protahlé, z boku mirné zplost&lé. Hlava je z piedni

Casti zplodtéla. Ritni a hibetni ploutve jsou postaveny nad sebou, prsni ploutve ma
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Stika umisténé nizko a tésn¢ za hlavou. Postaveni ploutvi Stice dodavaji
nezaménitelny tvar (Barus§ a Oliva., 1995). Tlama Stiky je velka, Siroka s velkym
poctem zubli. Zuby jsou ptitomny na dolni Celisti, mezicelistech, radlicné kosti,
patrovych kostech a na jazylkové kosti (Dubsky a kol.,, 2003). Protoze je Stika
typicky denni lovec a svou potravu vyhledava predevs§im zrakem, ma velké oci, které
jsou umisténé uprostied hlavy. T¢€lo pokryvaji drobné ovalné cykloidni Supiny, které
misty vyrustaji ze Skary na nékterych mistech hlavy. Postranni ¢ara je misty
prerusovand, tvofena kratkymi segmenty, které probihaji po celé délce téla. Diky

YW w

postranni ¢afe dokaze 1 slepa Stika tspésné lovit potravu (Dvotak, 2014).

Télo Stik byva velice proménlivé zbarvené. Na zbarveni Stiky se podili
zejména prostiedi, ve kterém se Stika vyskytuje, ale zalezi 1 na stafi ryby, kondici
a zdravotnim stavu ryby. Zbarveni hibetu je tmavé zelené, boky ma svétlejsi
se zlutymi skvrnami piechazejicimi az do pruhii. Bficho je bilé. Ploutve parové jsou
zlutobilé s naCervenalym nadechem. Ploutve nepéarové jsou tmavsi s tmavymi

skvrnami (Barus$ a Oliva., 1995).

2.1.4 Vyznam

Diky své prizptisobivosti a hojnému rozsifeni se Stika fadi mezi hospodarsky
cenény rybi druh. Dalsim divodem, proc¢ je Stika takto cenénnad, je fakt, Ze produkuje
kvalitni, dietni a lehce stravitelnou svalovinu (Lusk a Krc¢al, 1982). Maso Stiky
obsahuje jen malé mnozstvi tuku (Policar, 2012a) a obsah kalorii ve 100 g masa
je jen 89 kcal, oproti napiiklad kapru, kde 100 g masa obsahuje 125 kcal (Craig,
2008).

Dilezitou roli hraje Stika v rybni¢ni akvakultute, kde se jakoZto vrcholovy
predator vyuziva k regulovani poctu hospodarsky nevyznamnych druht ryb, jako
jsou naptiklad karas stiibfity (Carrasius gibelio), plotice obecna (Rutilus rutilus),
cejnek maly (Blica bjoerkna), sttevli€¢ka vychodni (Pseudorasbora parva) a dalsi.
Diky sniZeni poctu téchto ryb dochazi k zvySeni produkce kapra obecného (Cyprinus
carpio), jakozto hospodaisky nejvyznamnéjiiho druhu ryby v CR (Dubsky, 1998).
Stika se diky svym vlastnostem vyuzivad i k biomanipulacim na vodarenskych

nadrzich, kde diky predacnimu tlaku potlacuje vyskyt planktonofagnich druhti ryb.
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Snizeni mnozstvi planktonofdgnich ryb mé za nasledek ndrGst mnozstvi filtrujiciho
zooplanktonu, zejména rodu Daphnia a Cyclopoida, ktery filtraci snizuje mnozstvi

fytoplanktonu a tak dochézi k zvySeni kvality vody (Adamek a kol., 2010).

Produkce $tiky do trzni velikosti v Evropé je rozdélena na 2 zptsoby. Prvnim
zpusobem je odlov §tik z volnych vod, hlavné pak z velkych jezer a fek.
Nejvyznamngj$imi a nejvétsimi producenty jsou zejména Rusko s produkei od 8 000
do 16 000 tun a Finsko s produkci 6 500 - 8 300 tun. V Ceské republice tvofi roéni
produkce Stik odlovem 140 - 180 tun. Velky podil na odlovu maji zejména sportovni
rybati, ktefi v letech 2008 - 2010 odlovili 120 - 170 tun (Zeniskova a Gall, 2011).
Druhym zptisobem je tradi¢ni produkce Stiky extenzivnim chovem v rybnicich.
Produkce touto metodou pak dosahuje v celé Evropé pouze 220 - 850 tun Stiky, coz
odpovida 3 - 10 % produkce z odlovu. Nejvyznamng¢j$imi producenty z chovu jsou
pak zejména Rusko s produkci az 280 tun, Polsko s produkci az 170 tun (FAO,
2013).

Nejvétsim producentem §tik v CR je Rybafstvi Tteboii a.s., které v roce 2011
vyprodukovalo 22 tun trZznich ryb. DalSimi producenty jsou naptiklad Rybafistvi
Kardaova Re¢ice s.r.o. s produkci 8,1 tuny a Rybatstvi Hluboka s.r.o. s produkci 4,8
tuny (Bondarenko a kol., 2014). Stiky se v polykulturnich obsadkach chovaji ve 2 - 4
letych produkénich cyklech (Hamackova, 1987). Biomasa Stik z polykultrurnich
obsadek se pohybuje mezi 0,7 kg.ha! a 16 kg.ha! (Kratochvil, 2012). Nizk4 biomasa
je ovlivnéna hlavné vysokym preda¢nim tlakem Stiky na rybi populaci a také

vysokym podilem kanibalismu mezi Stikami (Lusk a Kr¢al, 1982).

2.1.5 Riist a potrava

Stika obecna je typicky predator vodniho ekosystému, jejiz potrava
se v dospélosti skladd zejména z drobnéjSich druhd ryb. Vylihnuté larvy Stiky
zacinaji pfijimat prvni exogenni vyZivu jeSté pied Uplnym stravenim Zloutkového
vacku a to pfi celkové délce téla od 11 mm. Prvni potravou vylihnutych larev Stik je
zejména zooplankton ve formé viinikQ (Rotifera), dafnii (Daphnia) a buchanek
(Cyclopoida). Pladek stiky o velikosti 20 - 40 mm zkonzumuje denné az 400 nauplii

buchanek, tato hodnota odpovida az 40 % hmotnosti ryby. Se zvétSujici se velikosti
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Stiky (50 - 100 mm) se zvétSuje 1 lovena potrava a v potravnim sperktu prevladaji
larvy a dospélci vodniho hmyzu spolu s plidkem ostatnich druhti ryb (Barus a Oliva,
1995), v hojné miife pak hlavné¢ plidek okouna fti¢niho (Perca fluviatilis;

Vodtradovsky, 1971).

Stika patii mezi velmi rychle rostouci druhy ryb. Jednim z diivodd rychlého
rustu je i jeji povéstna zravost a agresivita (Lusk a kol., 1992). Nejvétsich prirtstkl
dosahuje Stika hlavné v prvnim roce Zivota, kdy v zavislosti na mnozstvi potravy
doriista 160 - 250 mm. V idedlnich podminkach s dostatkem potravy, vhodnou
teplotou a dostatkem kysliku mtize Stika v prvnim roce dordst i 400 mm (Hartman
a Regenda, 2014). Na 1 kilogram pfirtistku Stika musi pfijmout 4 - 6 kilogramu
potravnich ryb (Fortunatovd, 1961). V nadrzi Lipno dosahovala ro¢ni spotieba
potravy Stik z 1 ha v priméru 28 - 42 kg (Barus a Oliva, 1995).

VvV v

Jedna se o rybu sttedniho véku, ktera se bézné doziva 3 - 5 let, ziidka se Stika
muze dozit 8 - 10 let, jsou ale znamé 1 ptipady kdy byli ulovené nebo nalezené kusy
se stafim 1 25 let a vahy az 30 kilogramii. Jikernacky se zpravidla dozivaji vyssiho

veéku nez mli¢aci (Barus a Oliva, 1995).

2.2 Reprodukéni charakteristiky

Pohlavni organy jsou u obou pohlavi parové a jsou zavéSené
na podbiisnicovych fasadch v dutiné btisni podél zevniho okraje ledvin (Koufil a kol.,
1976). K pohlavni dospélosti dochazi u mlicaki jiz béhem prvniho nebo druhého
roku Zivota (Billard 1996, Hartman a Regenda, 2014). Sperma je bilé barvy,
zpocatku vytérové sezony hustSi konzistence, pozdéji pak fidne. Sperma mlicaci
mohou béhem vytérové sezony uvolilovat postupné, tudiz je mozné vytirat je béhem
vytérové sezony i opakované (Baru§ a Oliva, 1995). Charakteristickou vlastnosti
Stiky je velmi mala produkce spermatu, pohybujici se v rozmezi 0,1 - 1,2 ml. Béhem
rocniho cyklu vyvoje gondd zacinaji varlata samci intenzivné rst na konci léta

(Linhart, 1984).

U jikernacek nastupuje pohlavni dospélost pozdéji nez u mli¢akd, nejcasteji
b&hem druhého a ttetiho roku zivota (Billard, 1996; Hartman a Regenda, 2014). Pred

obdobim vytéru se vajecniky zbarvuji do zluto-oranzové barvy, kterd charakterizuje
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findlni stddium zralosti oocytil. Intenzivni vyvoj oocytli probihd ve studené vodé
béhem zimy a pocatkem nastupu jara. Bez dostatecné dlouhé studené zimni faze
nedojde u Stik k dozrani pohlavnich bun¢k (Calderon, 1955). Gonado somaticky
index (GSI) u jikernacek dosahuje béhem letnich mésict v priméru 1 - 2 %
hmotnosti gonad ku télesné hmotnosti, na podzim se GSI zvySuje na 5 %, v zim¢

narustd na 10 - 12 % a na jafe pted vytérem dosahuje GSI az 20 % (Billard, 1996).

Absolutni plodnost jikernacek je ovlivnéna jak biotickymi, tak i1 abiotickymi
faktory. Z nejvyznaménSich faktorti ovliviiujicich plodnost jikernacek dominuji
hlavné velikost a staii dané ryby. Dale pak plodnost zavisi 1 na lokalité, kde se dana
ryba vyskytuje (Koufil a Hamackova, 1975; Hubenova a Zaikov, 2007). Absolutni
plodnost jikernacek se pohybuje v rozmezi od 10 000 do 248 000 kusi jiker na jednu
rybu (Hochmann, 1964;. Billard, 1996; Ktistan a kol., 2013).

Jikry Stiky jsou svétle Zluté barvy o primérné velikosti 1,5 - 2 mm. Po styku
s vodou dojde k nabobtnani jiker a zvétsuji svou velikost na 2,5 - 3 mm. Po aktivaci,
kontaktu s vodou piipadné¢ moci nebo krvi, dochazi u jiker k uzavieni mikropyle jiz
béhem 30 - 60 sekund a po 3 - 4 minutach se jikry stavaji lepivymi. Lepivost jiker
zajistujé v prirozenych podminkéch ptilnuti k rostlinnému podkladu a tak se zamezi
zapadnuti jiker do substratu nebo odneseni jiker proudem (Baru$ a Oliva, 1995;
Randak, 2013). Inkubace jiker trva v primeéru 120 - 130 °D, kdy napiiklad pii teploté
12 - 13 °C se stiky zacnou kulit po 10 dnech a pii teploté 10 °C se Stiky za¢nou kulit
po 12 - 13 dnech.

Pohlavni dimorfizmus neni béhem vytérového obdobi mezi genera¢nimi
rybami pfili§ patrny. Jikernacky maji zpravidla pted vytérem zvétSenou btiSni partii
a mocopohlavni papila je v¢jifovitd a intenzivné prokrvena. Mli¢dky lze odlisit
na zéklad€ uz8i a nevyrazné mocopohlavni papily s méné vyraznym zakulacenim

btisni partie (Policar , 2012a).

2.3 Prirozeny vvytér

Vytér Stik probihd v pfirozenych podminkdch béhem jara, nejcastéji pak

v mésici bfeznu a zacatkem mésice dubna. Vytér stik probihd jedno razoveé. Teplota

vody v tomto obdobi dosahuje 7 - 10° C. Stiky v tomto obdobi mohou migrovat proti
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proudu az do pstruhovych usekli vodniho toku. Zndmé jsou i ptipady, kdy vytér
probihal pti nizkych teplotach od 1,5° C (Barus$ a Oliva, 1995; Hartman a Regenda,
2014).

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o typicky fytofilni rybu, tedy rybu jejiz vytér je
vazan predev§ém na rostliny, vyhledava Stika tiseky s ponofenou makrovegetaci,
hlavné pak jemnolistd vodni makrofyta nebo zatopené ¢asti luk. Lepivost jiker zajisti
pfilnuti na rostlinném substratu (Bondarenko a kol., 2014). B&hem jarnich zéaplav

Stiky vyhledavaji i zatopené ¢asti luk a biehti porostlych rostlinami (Dyk, 1946).

Béhem ptirozeného vytéru lze pozorovat v ramci populace 3 riizné preference
hloubky vody ¢i substratu k vytéru, kdy prvni ¢ast populace se vytira v litordlnim
pasmu brakickych vod. Druha ¢ast vyhledava zatopenou makrovegetaci ve sladké
vod¢ a tfeti ¢ast populace se vytira az v 6 metrech hlubokych ¢astech vod (Farrell

a kol., 2006).

Hlavni ptekazkou pii pifirozeném vytéru Stik je nedostatek zarostlého
litoralniho pasma. Divodem absence téchto zarostlycch litoralnich ploch je hlavné
lidska cinost spojena s budovanim kamenych a betonovych regulaci na tocich.
Na udolnich nadrzich je neuspéch vytéru zptsoben také Castym kolisanim hladiny
vody (Barus§ a Oliva, 1995). Vytérova sezona konci pii teplotach trvale dosahujicich
14° C (Lusk a Krc¢al, 1982). Na trdlisti se ryby shlukuji béhem slunecnych dni,
kdy dochazi k intenzivnéjSimu prohtivani vody a tak dochéazi i findlnimu dozrani
pohlavnich produktt. Pied vytérem se jako prvni v okoli trdlisté zaCinaji shlukovat
mlic¢aci. Na trdlisti pak casto doprovazi jikernacku i skupina mlicakt, pozdé€ji se vSak
na trdlisté dostavaji 1 dalsi samice a pomér mezi pohlavimi se vyrovnava. Samotny
vytér mlize na dané lokalit¢ probihat i 2 - 3 tydny. Prubéh vytéru byvéa velice
bouflivy a miiZze trvat i n¢kolik hodin (Baru§ a Oliva, 1995; Dubsky a kol., 2003).
V neptiznivych podminkach dochazi u jikernacek k resorbci jiker, coz mize mit
za nadsledek sniZzeni plodnosti v nasledujicich letech a v urcitych ptipadech muize

dojit i k uhynu ryby (Citek a kol., 1998).
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2.4 Rizena reprodukce

2.4.1 Generacni ryby a hormonélni stimulace

Generacni ryby pfipravené k umélému vytéru, byvaji nejcastéji od podzimu
chované ve vhodnych komorovych rybnicich az do nastupu jara. Komorové rybniky
jsou dosazeny dostate¢nym mnozstvim potravnich ryb, kdy se doporucuje se zajistit
alespon 1 - 5 kg potravnich ryb na 1 kg Stik. Na jatfe se zvySujici se teplotou vody
na 4 - 6 °C a bribliZzujicim se vytérovém obdobi je nutné ryby slovit (Dubsky, 1998).
Slovené generacni ryby se nasledné doporucuje presunout do mélcich piikopovych
rybnicka v blizkosti lihn€, nebo je piesunout na odchovné zlaby ptimo na lihni.
Timto opatfenim je mozné snaze tidit teplotu vody a tak i ovlivnit findlni dozravani
gamet a tim 1 termin vytéru (Policar, 2012a). V piipadé¢ nevyuZziti hormondlni
stimulace ryb, je mozné generacni Stiky vysadit do piikopovych rybnickd nebo
sadek, u kterych predem doslo k dostatecnému zartistu vegetaci. V téchto rybniccich
dochazi obdobn¢ jako u vakii k rychlejSimu prohiivani vody. Generacni ryby
se do téchto rybnika nasazuji odd€lené dle pohlavi spolu s potravni rybou. U tohoto
zpusobu pfechovéani Stik je nezbytné nutné béhem rannich a vecernich hodin
kontrolovat zejména aktivitu a chovani generac¢nich jikernacek a kontrolovat teplotu
vody. Ohtivani vody béhem dne zpiisobuje u ryb zvyseni jejich aktivity, kdy se ryby
zaCinaji pohybovat v okoli bfehového pasma. Toto chovani urcuje pfipravenost
generacCnich ryb k vytéru. Pii pozorovani této zvysené aktivity je za potfebi ovulujici

ryby slovit a pristoupit k umélému vytéru (Policar, 2012a).

Vzhledem k nerovnomérnému dozravani pohlavnich produkti u jednotlivych
jikernacek je pfi umélém vytéru dobré vyuzit hormondlni stimulaci s cilem
synchronizovat findlni dozrdvani gamet a prubch vlastniho vytéru (Policar, 2012a;
Svinger a kol, 2012). Nejpouzivan&j§im zpiisobem hormonalni stimulace
je hypofyzace. Pii hypofyzaci je pouzita dehydrogenovana kapiti hypofyza v davce 3
- 4 mg.kg! (Policar 2012a; Bondarenko a kol., 2014; Bondarenko a kol., 2015a).
Narozdil od jinych druhd ryb, kdy je moZné pouzit i syntetické GnRHa nebo
kombinaci GnRHa s dopaminergnimi inhibitory, se u Stiky tato hormondlni stimulace
nedoporucuje z divodi jejiho Uplného selhdni nebo nesrovnatelné efektivity
uspésnosti oproti kapti hypofyze. Z tohoto ditvodu je nejpouzivanéjsi a zaroveil

i nejefektivnéjsi metodou k synchronizaci dozrdvani a ovulace oocytli pouZiti
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dehydrogenované kapii hypofyzy (Bondarenko a kol., 2015a; Szabo, 2003). Doba
latence, tedy doba od podani hormonalniho ptipravku do vlastni ovulace oocytt,
je u kapi#i hypofyzy pfi pouziti 3 - 4 mg.kg' v priméru 96 h (Policar 2012a; Svinger
a kol, 2012; Bondarenko a kol, 2014).

U mli¢akd je rovnéz mozné pouziti hypofyzace a to v davce 2 mgkg
(Bondarenko a kol., 2015a). Hormonaln¢ oSetfovat mlicaky se doporucuje zejména
tehdy, pokud je v planu ziskavat vytlaované sperma, coz je ptfedevSim spojené
s um&lym vytérem a oplozenim jiker (Policar, 2012a; Svinger a kol., 2012). Takto
oSetfen¢ ryby poskytnou vétSi objem spermatu, nebot’ pouzitim hormonalniho
piipravku dochazi ke zvySené produkci spermii ve varlatech. V ptipad€, Ze neni
hormonélni stimulace provedena, je velké riziko, ze mli¢aci poskytnou jen maly
objem spermatu (0,5 - 2 ml) a takto malé mnozstvi spermatu muize zpusobit
problémy pii umélém oplozovani ziskanych jiker (Huldk a kol., 2008a). V ptipadé
vyuziti testikuldrniho spermatu, tedy spermatu ziskaného usmrcenim ryby
a vypreparovanim a rozrusenim varlat, neni hormonalni stimulace mli¢akt nutna,
ale v rybatské praxi se doporuCuje (Policar, 2012a). Doba latence, tedy doba
od podéni hormondalniho pfipravku do ovulace, je pfi pouziti dané¢ davky kapii

hypofyzy v rozmezi 96 - 98 h (Policar, 2012a; Svinger a kol., 2012).

2.4.2 Ziskavani ovulovanych oocytu

Nejpouzivanéj§i metodou ziskdvani oocyti je masaz bifiSni dutiny
s ndslednym vytlaCovanim zralych a ovulovanych oocyt. Béhem této metody vSak
muze dojit stejné¢ jako u lososovitych ryb vlivem mechanického poskozeni
k prasknuti pfezralych jiker a nédslednému snizeni pH ovaridlni plazmy. Diky této
skutecnosti dochazi ke snizené oplozenosti jike (Cejko a kol., 2016; Dietrich a kol.,

2007).

Dals8i moZnosti pouzitelnou pro ziskani zralych oocytil je pouZziti pneumatické
metody, ktera byla prvné pouzita v Australii v roce 1957 (Zurbuch, 1965). Tato
metoda je vyuZivana nejcastéji pii vytéru lososovitych a jeseterovitych ryb
a je zalozena na injek¢ni aplikaci plynd, nejcasnéji vzduchu, dusiku nebo kysliku

do télni dutiny ryby a diky vzniklému tlaku dojde k vypuzeni oocytl z téla ryby ven.

22



Diky této metod¢ nedochazi k mechanickému poruseni jiker vlivem nevhodného
zachazeni a je i casové méné narocnd nez klasickd masaz briSni dutiny. Pneumaticka
metoda je co se ty¢e mnozstvi odebranych jiker téméf stejné efektivni, jako bézna
metoda masaze biisni dutiny Vyhodou pneumatické metody je lepsi kvalita

ziskanych ovulovanych jiker (Cejko a kol., 2016).

Absolutni pracovni plodnost u jikernac¢ek vykazuje zna¢né rozdily v zavislosti
na velikosti a stafi ryby ale 1 na lokalité, kde se dand ryba vyskytuje (Koufil
a Hamackova, 1975; Koufil a kol.,, 1976; Hubenova a Zaikov, 2007). Absolutni
plodnost narlistd 1 se zvySujici se hmotnosti a délkou jikernacky (Billard, 1996).
Kiistan a kol. (2013) uvadi absolutni plodnost jikernacek v rozmezi od 65 000
do 141 000 kust jiker. Billard (1996) uvadi absolutni plodnost u ryb ve velikosti 325
az 1000 mm od 6000 do 232 000 kust jiker a Hochmann 1964 udava absolutni
plodnost u ryb od 300 do 850 mm od 10000 do 248000 kust jiker.

Relativni plodnost, tedy mnozstvi jiker na kilogram zivé hmotnosti ryby,
udava Kf¥istan a kol. (2013) v rozmezi 20 857 az 31 887 ks.kg™'. Barus a Oliva(1995)
udavaji relativni plodnost od 19712 do 49901 kusi jiker. kg'. V jednom gramu jiker
se pak nachazi 96 az 155 kusii neoplozenych jiker (Ki#istan a kol. 2013). Jeden litr
pak obsahuje ptiblizné 150000 kust jiker (Lahnstaier a kol., 1998). Hmotnost jedné
jikry se pohybuje v rozmezi 6,1 do 6,4 mg (Bondarenko a kol., 2014).

2.4.3 Charakteristika ziskanych oocytu a jejich kvalita

Kvalitu ziskanych jiker lze posoudit na zdkladé pH ovaridlni plazmy,
kdy nizké pH zplsobuje nizs$i oplozenost jiker a lihnivost larev (Wojtczak a kol
2007). Ke snizeni pH ovaridlni plazmy mize dojit pfi priniku kyselého obsahu
prezralych jiker do méné kyselého prostiedi ovaridlni plazmy. Pfezrdvéani jiker
spojené s degradaci jikernych oballi a mechanickym poSkozenim jiker jsou hlavni
pfiiny sniZzeni pH ovarialni plazmy (Dietrich a kol., 2007). Nejvyssi oplozenost

oplozenost 66% byla pozorovana pii pH 8,1 (Bondarenko a kol., 2014).

Aby jikry v téle jikernacek nepiezravaly, je dilezité vEas identifikovat dobu
jejich ovulace a vc€as pfistupovat k umélému vytéru, tedy vytlaceni jiker z téla

23



jikernacek. Béhem umélého vytéru doporucuje Bondarenko a kol. (2012) nepouzivat
k umélému osemenéni jiker, nasledné k inkubaci embryi a produkci larev prvni
a posledni cast ziskanych jiker a to z diivodu, Ze se v téchto ¢astech vyskytuji jikry
nizké kvality. Jikry nizké kvality snizuji miru oplozenosti jiker a nasledné lihnivost

larev, coz negativné zhorsuje podminky inkubace jiker (Hampl, 2015).

Starnuti jiker se vztahuje k ¢asové period¢ mezi ovulaci a oplozenim. B€hem
této doby jsou jikry uchovany v téle ryby (in vivo uchovani jiker) nebo jsou
uchovany vné€ (in vitro uchovani jiker). V rybé jsou zral¢ jikry b&hem ovulace
uvolnovany z folikulti do vejcovodi nebo do télni dutiny (lososiviti), kde zistavaji
dokud nedojde k pfirozené stimulaci vytéru vlivem prostfedi nebo k vytlaceni jiker
masazi biiSni dutiny pifi umélém vytéru. Behem ovulace jsou jikry v metafazi druhé
faze meiozy (Bobe a Labbe, 2010). Béhem této poovulaéni periody jsou jikry
v ovarialni tekutin€. Zpozdény piirozeny vytér nebo vytér umély véetné zpozdéného
oplozeni mize vést k nadmérnému starnuti a piezrani jiker. B€hem starnuti
a prezravani jiker dochdzi k morfologickym, fyziologickym, biochemickym,
histologickym, bunéénym a molekularnim zménam uvnitt jikry a ovarialni tekutiny
(Aegerter a kol., 2005; Lahnsteiner a kol. 2000). Tyto zmény negativné ovliviiuji
schopnost oplozeni a spravny larvalni vyvoj (Lahnsteiner a kol., 2000). Samarin
a kol. (2015) testovali vliv stafi jiker uchovavanych in vivo a in vitro na schopnost
oplozeni a naslednou lihnivost, kvalitu a ploidni urovenn larev. U in vivo
uchovavanych jiker odebirali od ovulujicich jikernacek kazdé 2 dny vzorky jiker (2,
4, 6 a 8 dni po ovulaci) a oplozovali je. NejvySsi miru olpozenosti (70 - 74 %)
a lihnivosti (67 - 70,7 %) pozorovali u jiker oplozenych 4 a 2 dny po ovulaci. Jikry
oplozené ihned (0 dni) po ovulaci a jikry oplozené 6 dni po ovulaci vykazovaly
oplozenost od 50 do 63 % a lihnivost od 40 do 60 %. Nejnizsi oplozenost (3 %)
i lihnivost (2 %) byla zaznamenana u jiker oplozenych 8 dni po ovulaci. Mnozstvi
malformaci na larvach nartistalo témét linedrné se stafim jiker od 2,5 % pro skupinu
oplozenou 0 dni od ovulace do 43 % u skupiny oplozené 8 dni od ovulace. Larvy
skupiny 0, 2 a 4 byly 100% diploidni, u skupiny 6 a 8 byla zaznamendna tripoidie
na trovni 7% . U skupiny in vitro uchovavanych jiker probihalo oplozovani po 0, 12,
24, 36, 48, 60, 72, 84 a 96 hodindch od ovulace. Nejvyssi oplozenost (68 %)

a thnivost (63 %) zaznamenal u skupiny oplozené ihned (0 h) po ovulaci. Po 24
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hodinach klesala oplozenost i lihnivost pod 50 %. Se stafim jiker nartstala i tmrtnost

a mnozstvi malformaci u larev az na 33 %.

2.4.4 Odbér spermatu

Sperma $tik miize byt ziskdno nékolika zptisoby. Prvnim zplisobem je odbér
testikuldarniho spermatu, tedy spermatu odebraného z vypreparovanych varlat
z usmrcené ryby (Billard, 1996; Huldk a kol., 2008a). Po vyjmuti varlat je dilezité
jejich osuseni, ociSténi od krve a nasledné rozruSeni, aby bylo mozné sperma
pfecedit pfes jemny uhelon nebo nylonovou puncochu. Sperma se ptes uhelon
aplikuje pfimo na ovulované jikry (Dubsky, 1998). Vyhoda této metody spociva
v ziskdni vétsitho mnoZstvi spermatu s vySsi koncentraci spermii, které pfi spravném
zpusobu odbéru neni kontaminované moci a ani krvi. Spravné odebrané sperma
je mozné uchovavat po dobu 24 - 48 hodin pfi teploté 2 - 4°C. Mozné poSkozeni
spermii, zejména pak jejich bicika vlivem mechanického protlacovani skrze uhelon,
muze pusobit pfi umélém vytéru problémy s oplozenosti (Rodina a kol., 2008).
Usmrceni ryby a nemoznost jejiho znovu vyuziti k dalSimu vytéru je hlavni

nevyhodou této metody (Hulék a kol., 2008a,b).

Druhym pouZzivanym zptisobem ziskani spermatu je odbér spermatu pomoci
palpace btisni dutiny, kdy se sperma uvoliluje z chamovodu (Billard a Cosson, 1992;
Dubsky 1998). Pii této metod¢ je sperma budto piimo aplikovano na odebrané
ovulované jikry a dochdzi k osemenéni, nebo je sperma odebirano do piipravené
stiikacky a pouzito nasledné¢ (Huldk a kol., 2008a). Nevyhodou takto ziskdvané¢ho
spermatu je jeho variabilni kvalita, kterd byva sniZena zejména piimési moci nebo
krve. Takto kontaminované sperma je piedCasné aktivovano, a tim je omezena i jeho
naslednd pouzitelnost pii umélém osemenéni. Nespornou vyhodou této metody
je zachovani zivé ryby pro dalsi vytér ( Huldk a kol., 2008a,b). Ke kontaminaci
spermatu moc¢i a naslednému sniZeni jeho kvality dochazi i u dal§ich hospodarsky
vyznamnych druhil ryb, jako je sumec velky (Silurus glanis; Linhart a kol., 2004), lin
obecny (7Tinca tinca; Linhart a kol.,, 2003; Rodina a kol., 2004), kapr obecny
(Cyprinus carpio; Poupard a kol., 1998), pstruh duhovy (Oncorhyncus mykiss;
Glogowski a kol., 2000).
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Kontaminaci spermatu moc¢i lze u nckterych ryb ptedejit pouzitim katetru
z Pasteurovy kapildrové pipety. Mlicdk se pii této metodé polozi na bok
a do urogenitalni papily se mu zavede katetr, kterym se nejprve vypusti moc
a nasledné¢ odebere sperma (Berka a Hamackova, 1980). Touto metodou lze vSak
odebrat jen omezené mnozstvi spermatu, které mize limitovat uspéSnost umelého

oplozeni jiker (Linhart, 1984; Billard, 1996).

Odebrané sperma je mozné 1 dlouhodobé& uchovéavat pomoci kryoprezervace.
OvSem takto lze uchovévat jen kvalitné odebrané sperma bez kontaminujicich
primési. Hluboce zamrazené sperma muze byt bez problému pouzito k oplozeni
1po delsi dobé. Pti kryoprezervaci S§tictho spermatu je mozné pouzit nckolik
zpusobt, liSicich se v pouziti kryoprotektantu a odliSného mnozstvi mrazenych
spermii (Ciereszko a kol.,, 2008; Nynsa a kol., 2012 Ciereszko a kol., 2013).
K naslednému uspé$nému oplozeni jiker je nutno pouzit vysokou koncentraci
spermii od 4.10° (Zhang a kol., 2011) do 3.10° (Babiak a kol., 1998). Uspé&iné lze
pouzit hluboce zamrazené¢ sperma s vyuzitim glukozo-metanolového
kryoprezervativa. Uspé&§nost oplozeni jiker u zamrazeného spermatu mize byt témdt
totozna s uspésnosti oplozeni Cerstvym spermatem (Deitrich a kol. 2016, Zhang

a kol.,, 2011).

2.4.5 Kvalita spermatu a jeho charakteristiky

Spermie vétSiny kostnatych druhi ryb vcetné¢ spermie Stiky, se skladaji
z hlavicky bez akrozomu, sttedni ¢asti a pohyblivé ¢asti biciku, ktery ma typické
cylindrické uspotfadani sklddajici se z 9 + 2 mikrotubulii. Bi¢ik spermie lze déle
rozdé@lit na proximalni, centrdlni a koncovou ¢ast. Spermie Stiky ma na biciku
takzvanou periferni tfasent (Alavi a kol., 2009). Hlavicka obsahuje nukleus, a tedy
1 otcovskou genetickou informaci s haploidni sadou chromozomii. Energii pro svij
pohyb ziskava spermie z mitochondrii, uloZenych ve stfedni ¢asti. Pohybem biciku
pak generuje pohyb (Lahnisteiner a Patzner, 2008). Rybi spermie se ve varlatech
vyskytuji v nepohyblivém stavu. Po uvolnéni spermii z varlat do vnéjSiho prostfedi
béhem vytéru, dochazi k jejich aktivaci a spermie musi béhem velice kratké doby

dosdhnout vajicka (jikry). K pohybu ji pak slouzi pravé bicik, ktery je pohanén
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energii z ATP, ADP a CrP (Dzyuba a kol., 2017). Hlavnimi faktory ovliviiujici
motilitu spermii jsou teplota, pH, koncentrace iontli a osmolalita (Alavi a kol., 2007).
Porozuménim témto faktorim Ize zlep$it metody umélého vytéru a zvysit efektivitu
kratkodobého a dlouhodobého uchovani spermatu (Linhart a kol., 2003). Béhem
prirozené reprodukce se spermie stavaji pohyblivymi po ptfechodu do vnéjSiho
prostfedi vlivem nizké koncentrace K+ a hypo-osmotického Soku. Diky témto
vnejSim faktorim se spousti fetézec biochemickych reakci, které vedou k pohybu

bi¢iku a tak i k pohybu samotné spermie (Alavi a kol., 2007).

V pted vytérovém obdobi se koncentrace spermii ve varlatech pohybuje
v rozmezi 2,4 - 4,1.10'" spermii na 1 gram varlat. Celkem se pak produkce spermif
u jednoho mli¢dka mize pohybovat v rozmezi 4,4 - 7,9.10'' na 1 kilogram zivé
hmotnosti mlicaka (Billard, 1983). K uvoliiovani spermatu u pohlavné zralych
mli¢dkt dochazi jiz od mésice listopadu do kvétna. Béhem listopadu uvoliuje
sperma okolo 15 % samcl. V lednu a v Unoru se mnozstvi samci uvoliiujicich
sperma zvySuje na 25 - 30 %. Od vytérové sezony, tedy od mésice bfezna do dubna
uvoliuje sperma vice nez 60 % samcii (Billard, 1996). Plodnost mli¢dkl ovliviiuje
jejich velikost a stafi, ale i obdobi, kdy je sperma odebirdno. Zpocatku vytérové
sezony produkuji mli¢aci pouze 0, 3 - 0,4 ml na kilogram zivé hmotnosti. Postupné
se objem spermatu zvysuje az na 1,35 mlkg™. Ke konci vytérové sezony produkce
spermatu zase klesa (Billard, 1996). Od jednoho mlicdka Ize v priméru odebrat

od 0,5 do 2,5 ml spermatu (Linhart, 1984; Hulak a kol., 2008a,b).

Velikost spermii udava (Alavi a kol. 2009) v praméru od 31,38 - 34,49 um.
Priimérna hustota spermii se b&hem vytérového obdobi pohybuje okolo 22,26.10° v 1

ml spermatu. Minimalni mnoZstvi spermii je pak okolo 2,5.10° a maximalni

mnozstvi 68.10° spermii v 1 ml (Linhart, 1984; Hulak a kol., 2008a).

vvvvvv

spermii, kterd zajiStuje spermiim dosahnout vajicka a zajistit tak jeho oplozeni
(Holwill, 1971). Analyza pohyblivosti spermii probihd za pomoci pocitacového
videozdznamu spojeného s CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), ktery
zaznamenava stopy vytvofené pohybem hlavicky spermii, ale 1 jejich rychlost. Mezi
nejpozorovangj$i parametry kvality spermatu pomoci CASA analyzy patii
pohyblibost neboli motilita spermii v %. VCL - curvilinear velocity (kiivocara

rychlost), VSL - straight line velocity (linearni rychlost), VAP - average path
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velocity (thlova rychlost), LIN - linearity (pfimocarost), BCF - beat cross frequency
(frekvence uderil) a dalsi (Boryshpolets a kol, 2013). Podrobné informace o pohybu
spermii lze ziskat z analyz parametrii pohybu bi¢iku, které jsou zaznamenany pomoci
mikroskopu s vysokym rozliSenim a vysokorychlostnim videozaznamem (Cosson
a kol., 2008). Mezi pozorované charakteristiky biciku spermii patii délka vin, vinové
rozpéti, rychlost vinéni, zakfiveni bi¢iku, pocet ohybl podél bic¢iku, amplituda
vykyvu a dal§i (Bondarenko a kol. 2014). Pohyblivost spermii je ovlivilovana
nékolika vnéjsimi faktory jako jsou, pH, teplota, koncentrace iontli a osmolalita,
osmoticky tlak (Alavi a kol., 2007; Cosson a kol., 1999; Alavi a kol., 2005). Spermie
Stiky maji po aktivaci jen velice kratkou dobu pohyblivosti s maximélni dobou
pohybu 90 s ve sladké vodé pfi teploté 4°C (Hulak a kol.,2008a; Hulak a kol., 2008b;
Linhart a kol., 1984). Primérnou rychlost spermii udavd Bondarenko a kol (2014)
okolo 160 um.sec’!. Huldk a kol. (2008b) udavad primérnou rychlost spermii
na arovni 120 - 180 um.sec v dobé& 15 sekund po aktivaci spermii. S postupujicim
casem spermie velmi rychle ztraci energii a zpomaluji rychlost na hodnotu 20 -100

pm.sec’!. Spermie aktivované moci se dokazi pohybovat az 3 minuty.

Osmolalita spermatu testikularné odebran¢ho dosahuje priimérné hodnoty 300
- 350 mOsmolkg!, zatimco osmolalita spermatu vytlatovaného dosahuje
primérnych hodnot 273 mOsmolkg'. U mo&i dosahuje osmolalita primérnych

hodnot 68 mOsmol.kg™! (Hul4k a kol, 2008b).

Koncentrace iontii vytlaCovaného spermatu pak dosahuje priimérnych hodnot
pro Na® 116 mM, pro CI' 116 mM, pro K 25 mM a pro Ca*" ImM (Alavi a kol.,
2009). Koncentrace ionta testikularné odebraného spermatu dosahuje primérnych
hodnot pro Na" 123mM, pro CI" 127 mM a pro K" 35 mM (Hulak a kol., 2008b).
Z rozdili mezi osmolalitami mezi testikuldarné¢ odebranym spermatem a spermaten
vytlaovanym, lze odhadnout, Ze u snizené¢ osmolality vytlaCovaného spermatu

dochazi ke snizeni osmolality semenné plazmy kontaminaci mo¢i.

Nejvétsi procento pohyblivych spermii a nejvy$s$i rychlost spermii
je pozorovéana u osmolality mezi 125 a 235 mOsmol.kg™. V prostiedi s osmolalitou
vy$$i nez 375 mOsmolkg”' dochazi k inhibici motility spermii. K nejvy$sim
procentuelnim hodnotdm pohyblivych spermii dochdzi béhem prvnich 10 sekund
po jejich aktivaci v prostiedi s osmolalitou 125 - 235 mOsmolkg™! (Alavi a kol.,

2009). Kratce po aktivaci spermii v destilované vodé (velmi nizkd osmolalita),
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dochazi k tvorbé puchyikii na membrané podél biciku, které zamezuji spravnému
a efektivnimu pohybu biciku. Po 30 sekundach od aktivace dochdzi k zakiiveni
biciku a k tvorbé smycky na jeho zadni ¢asti, tim se snizuje jeho délka a pohyb
bic¢iku je vytvaren jen v proximalni ¢asti blizko hlavicky. Timto se snizuje efektivita

pohybu spermie (Alavi a kol., 2009).

2.4.6 Oplozeni a zbaveni lepivosti jiker

Oplozenost jiker mize byt negativné ovlivnéna mnoha faktory, které mohou
zpusobit vysokou mortalitu jiker a embryi v prubéhu inkubace. Mezi hlavni faktory
ovliviiujici oplozenost patii obdobi vytéru, zplisob hormonalni stimulace genera¢nich
ryb, stafi ryb, manipulace s jikrami a pH ovaridlni plazmy. VSechny tyto faktory
ovliviiuji predev§im kvalitu jiker, a tak 1 ndslednou oplozenost. Mira oplozenosti
je dale ovlivnéna zpiisobem oplozeni jiker. Samotné oplozeni jiker probihd optimalné
okamzité po odberu spermatu. Na 1 kg jiker se aplikuje ptiblizné€ 3 - 4 ml spermatu
odebraného alesponi od 3 mli¢aki (Bondarenko a kol., 2014; Hampl, 2015). Pouziti
zminéného objemu spermatu zajisti dobrou miru oplozenosti jiker (67%) a v ptipadé
kvalitni inkubace 1 vysokou lihnivosti larev (65%). Vysoka oplozenost jiker
a lihnivost larev je u Stiky predevsim zajisténa optimalnim mnozstvim 400 - 500 000
spermii na 1 jikru. Oboje gamety museji byt vysoké kvality (Kiistan a kol., 2013).
Oplozenost jiker u ryb stimulovanych dehydrogenovanou kapii hypofyzou
se pohybuje od 40 do 63 % a lihnivost larev je pfi této metod¢ piiblizné o 7 - 10 %
niz8i nez oplozenost jiker, jestlize je inkubace provedena v optimalnich podminkéch.
U hormondlné neoSetfenych generacnich ryb se lihnivost larev béhem zacatku
vytérového obdobi pohybuje mezi 52 % a 69 %. Lihnivost na Grovni 12 % - 40 %
se vyskytuje u ryb ke konci vytérového obdobi (Policar, 2012a).

K aktivaci spermii dojde po ptidani optimalné 0,5 1 aktiva¢niho roztoku na 1
kg jiker (Bondarenko a kol., 2014). NejpouzivanéjSim aktivacnim roztokem je voda
z lihn€ nebo 7 % roztok soli s vodou (Berka a Hamackova, 1980; Alavi a kol., 2009).
Diky pouziti solného roztoku se vlivem osmotickému Soku, zpiisobeného roztokem,
prodluzuje doba, po kterou miize byt jikra oplozena (Cejko a kol., 2016). Dalsim

moznym aktivaénim roztokem mize byt pouzit i Woynarovichiv roztok nebo
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Billardv roztok. Woynarovichiiv roztok obsahuje 68 mM NaCl a 50 mM mo¢i, jeho
pH je 7,7 a osmolalita 180 mOsmolkg™. Billardiv roztok pak obsahuje 125 mM
NaCl, 20 mM Trisu, 30 mM glycinu a 1 mM CaCl2, pH roztoku je 9 a osmolalita
je 350 mOsmol.kg-1. Oplozovaci roztok s pbsahem 5,52 g NaCl, 3,75 g glycinu
a2,42 g Trisu se pfi umelém osemenéni nedoporucuje z divodu vyssiho vyskytu
vyvojovych vad (az 19 %) na vykulenych larvach, jako je skoli6za nebo syndrom

malych o¢nich bodi (Hampl, 2015).

Po 5 - 10 minutach se aktivované jikry nechdvaji odlepkovat. Zbaveni
lepivosti jiker je pfi umélém vytéru nezbytnym krokem, ktery zajisti, Ze se jikry
nevytvoii shluky, které jsou haklivé na napedni plisnémi a negativné ovliviuji preZiti
jiker a naslednou lihnivost. K odlepkovani jiker 1ze pouzit plnotu¢né mléko (3,5 %
tuku), jil, vodny roztok talku a soli (100 g talku s 20 - 25 g NaCl v 1 1 vody).
Nejcastéji se pouzivaji 2 dily odlepkovaciho roztoku na 1 dil jiker. Samotné
odlepkovani jiker trvd v zavislosti na pouzitém piipravku od 30 - 90 minut

(Bondarenko a kol., 2014).

2.4.7 Inkubace jiker

Po odlepkovani je tfeba jikry dikladné proplachnout a presunut k inkubaci
na Chaseovy lahve nebo upravené Zugské lahve. Zugské lahve jsou upraveny
pomoci dérovaného trychtyie na dné ldhve a tak dojde ke zpomaleni proudu vody.
Ptezivani zarodkl pfi inkubaci je dano predevSim zplisobem inkubace jiker (Policar,
2012a; Svinger a kol., 2012). Nizsi pritok vody je velice diilezity pro tispé&inou
inkubaci, nebot’ pfi vy$§im pratoku miize dojit zvySenym pohybem jiker k jejich
poruSeni vlivem ndrazii o stény aparatu a o sebe navzijem a ndslednému Uhynu
(Policar, 2012b; Bondarenko a kol., 2014). Béhem prvnich 40 °D inkubace je dobré
se vyvarovat manipulaci s jikrami, nebot’ pfi manipulaci v rané fazi vyvoje zarodku
dochazi k navySovani ztradt az o 25 % (Bondarenko a kol., 2013; Hampl, 2015).
preziti embryi (33,33 £ 16,05 - 49,7 + 8,7 %) pti manipulaci s jikrami béhem prvnich

12 hodin od oplozeni. Pfi manipulaci s jikrami od 12 h po oplozeni do 6 dnl
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od oplozeni uvadi preziti embryi od 55,67 + 4,99 do 62,33 + 2,49 %). Pteziti 61,67 +

4,19 pozoroval u embryi bez manipulace.

V Chaseovych ldhvich o objemu 5 litri se doporucuje nastavit pratok vody
vrozmezi 3 - 6 Lmin"'. U Zugskych lahvi o objemu 10 litrii se doporucuje priitok 4 -
8 Lmin™' s nasazenim 2 litrii jiker. (Bondarenko a kol., 2014). K inkubaci jiker $tiky
je vhodné pouzit mechanicky pfed¢isténou vodu bez hrubsich necistot a kvalitou
odpovidajici vod¢ pouzivanou pii inkubaci jiker u lososovitych ryb (Billard, 1996;

Hochleither, 2004).

Pro spravny vyvoj embrya a jeho zivotaschopnost je velice dilezitym
faktorem teplota vody. Teplota vody nam déle ovliviiuje i rychlost vyvoje a dobu
inkubace embryi (Bohlen, 2003; Drozd a kol., 2009; Kupren a kol., 2011). Celkova
doba inkubace Stiky je v priméru 110 - 140 °D. Optimalni vyvoj jiker a nejvyssi
lihnivost nastava pii inkubaci za teploty 6 - 10 °C (Bondarenko a kol., 2014; 2015b).
Inkubace pii vyssich teplotach urychluje vyvoj jiker, ale dochazi ke zhorSeni kvality
vykulenych larev (Fillner a kol., 2007). Teplota vody se ke konci inkubace postupné
zvysSuje az na 12 - 14°C (Bondarenko a kol., 2014; 2015b).

Pti nastupu stadia o¢nich bodl je vhodné aplikovat koupel jiker v 11 - 13 %
solném roztoku, diky ¢emuz dojde k lepSimu odd€leni mrtvych a Zzivych jiker
(Ftllner a kol.,2007; Bondarenko a kol.,2013). Mrtvé jikry se od zivych zacnou
oddélovat a stoupat k hlading po piiblizné 60 sekundach. Zivé jikry je nutné
co nejdiive piesunout zpét do Cerstvé vody. Koupeli 5 - 8 dni starych jiker ve 2%
roztoku NaCl po dobu 20 minut omezime vyskyt a nasledné napadeni jiker plisnémi
zejména rody Saprolegnia a Achyla. Ve stadiu o¢nich bodl nebo pii zacatku kuleni
je vhodné presadit embrya na ploché lihnafské aparaty nebo na kolébky. Béhem
kuleni je potfeba udrzovat dobrou kvalitu vody, a to zejména odstraiiovanim
jikernych oballl a uhynulych embryi ¢i larev z aparat. Kuleni probiha v zavislosti na
teploté vody a mnozstvi kulicich enzymi v okolni vodé od né€kolika hodin az po 2
dny. Kuleni 1ze synchronizovat a urychlit pfemisténim embryi do igelitového pytle
s kyslikovou atmosférou na 30 - 60 minut na stinné¢ misto, kde diky uzavienému
prostiedi dochazi k narlstu koncentrace kulicich enzyml (Hartman a Regenda,
2014). Dalsi moZnosti urychleni kuleni je ndhlé zvySeni teploty o 5 - 7 °C, timto

zakrokem dojde ke snizeni obsahu kysliku ve vodé (Bondarenko a kol., 2013).
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Po vylihnuti se larvy S$tiky pfesunou na kolébky s vhodnym substratem
(sitovina, slama, vétve jehlicnani nebo bfizy), kde se mohou nasledné vykulené
larvy stiky zavésit a dokongit vyvoj. Cerstvé vylihnuté larvy stiky méii 8,5 - 9 mm
a jejich hmotnost je 10 - 11 mg (Billard, 1996). Vylihnuté larvy se zavésuji pomoci
adhezivni papily na pfipraveny substrat a dokoncuji vyvoj (Policar, 2012b).
V ptirozenych podminkdch zavéSeni na substratu umoziuje larvam vyhnout se dnu
s nepiiznivymi podminkami, jako je naptfiklad bahnity substrat, do kterého mohou
zapadnout, nebo nizkd koncentrace kysliki u dna (Craig, 2013). Po uplynuti
piiblizné 130 °D po vylihnuti se larvy zainavaji rozplavavat a napliuji plynovy
méchyt. Rozplavané larvy s naplnénym méchyiem travi Zloutkovy vacek a piiblizné
po 150 - 160 °D zaginaji pfijimat prvni exogenni potravu (Policar, 2012b). Usta
se proiezavaji 2 - 4 dny po vylihnuti a fitni otvor se vytvaii 4 - 5 dni od vylihnuti
(Craig, 2013). Po rozplavani vétSiny larev, kdy se jich zavéSuje jiz jen 25 - 50%,
je vhodné larvy nasadit do dal§iho chovu (Policar, 2012b).
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3. MATERIAL A METODIKA

Cely experiment diplomové prace byl realizovan v  prostorech
Experimentalniho rybochovného pracovisté a pokusnictvi (ERPP) a v laboratfich
Vyzkumného tGstavu rybaiského a hydrobiologického (VURH) Fakulty rybéistvi
a ochrany vod (FROV) ve Vodnanech. Konkrétné se jednalo o Laboratof intenzivni

akvakultury a Laboratot fyziologie a reprodukce..

3.1 Generacéni ryby

Generacni Stiky byly ziskany vylovem experimentalniho rybniku o rozloze
0,15 ha ERPP FROV JU ve Vodnanech, kam byly Stiky pfepraveny a vysazeny
béhem podzimnich vylovii (dne 15.11.2016) z Rybatstvi Nové Hrady s.r.o. spolu
s potravni rybou (stfevlicka vychodni a plotice obecnda o TL = 50 — 10 mm)
v mnozstvi 20 kg na 1 kg nasazenych S§tik. Vylov generacnich ryb (Obr. ¢. 2)
probéhnul v rannich hodinach 15. bfezna 2017, kdy byly nékteré Stiky pozorovany
v zarostlém litoralu, coz svédcilo o jejich zvySené aktivité a ptipravé k reprodukci.
Teplota vody (1,88 + 1,61 °C) ze zminéného zimniho obdobi pfed vytérem
generacCnich ryb znazoriiuje Graf €. 1. Slovené generacni Stiky byly roztiidény podle
pohlavi. Pozndvacim znakem byl tvar urogenitalni papily. U mlicaka byl tvar papily
uzky oproti vé&jitovité papile jikernacek. Dale bylo pohlavi zjistovano mirnym
stlacenim bfiSni dutiny a na zékladé¢ ukdzani pohlavnich produktii byly ryby
rozttidény podle pohlavi. Vytfidéné ryby byly nasledné ptesunuty do piedem
ptipravenych vaki se stabilnim ptitokem Cerstvé okysli¢ené a mirné prohtaté vody.
Teplota v tomto obdobi do vytéru ryb se pohybovala na trovni 7,95 + 1,37 °C.
V mélce napusténych vacich dochdzelo k rychlejSimu prohfivani vody, a tak
1k pozvolnému dozravani pohlavnich produktt. Ryby byly kazdy den kontrolovany,

zda-li nedochazi k pfed¢asnému uvoliiovani jiker.
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Obr. ¢. 2 - Vylov generacnich ryb
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Graf ¢.1. Teplota vody v komorovém rybnice
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3.2 Biometrické ukazatele

U vSech generacnich Stik byly stanoveny biometrické ukazatele. Mezi
sledované parametry patfila celkova délka (TL), délka téla (SL) a hmotnost (W).
Pred kazdym métfenim a vazenim ryb doslo k anestezi ryb, podle Bondarenka a kol.
(2015b), aby byla zajisténa Setrna a snadna manipulace, a tak bylo zajisténo i presné
meéfeni. Jako anestetikum byl pouzit ptipravek hiebickovy olej v davee 0,3 ml v 10 1
vody. V anestetiku byly ryby jen po nezbytné¢ dlouhou dobu, kterd byla potieba
k jejich uspani. Uspand ryba se otacela na bok a nereagovala na vnéj$i podnéty (Obr.
¢. 3). M¢éteni délky probihalo na pracovni desce s metrem a k vazeni byla pouzita
vaha T- scale s pfesnosti 5g. Zméfené a zvazené ryby byly okamzité¢ presunuty
do nadrze s ¢erstvou vodou, kde doslo k bezproblémovému zotaveni. Generacni ryby
byly rozdéleny do 3 stejné¢ velkych skupin a jedné skupiny po 5 generacnich
mli¢acich. Prvni skupina byla pfipravena na odbér vytlatovaného spermatu
bez pouziti katetru (B), druha skupina pro odbér katetrem (K), tfeti skupina byla
piipravena na odbér testikularniho spermatu (T) jako dali kontrola. Ctvrta skupina
byla pfipravena na oplozovaci test. Do tiech skupin pro odbér spermatu bylo celkem
nasazeno 25 ks generacnich mli¢dkt o TL= 472,2 + 65,993 mm, SL= 413,88 =+
56,771 mm a W=797,4 + 282,733 g. Ve skupiné s odbérem spermatu bez katetru (B)
bylo pouzito 10 ks mlicaki, ve skupiné s odbérem spermatu s katetrem (K) bylo
vyuzito také 10 ks mlicakti a ve skupiné s odbérem testikularniho spermatu (T) bylo
pouzito 5 mlicakt. Ve skupindch K a B byli pouziti stejné velci mli¢aci a ve skupiné

T byli pouziti mensi mli¢aci, vSechny ryby byly stéfi 3 let.
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Obr. ¢. 3 - Anestezie generacnich ryb

3.3 Hormonalni oSetreni

Vzhledem k potifebé hromadného dozrani pohlavnich bunék u jednotlivych
generaCnich ryb bylo potifeba pfistoupit k synchronizaci findlnitho dozrévani
auvolnéni gamet pouzitim hormonalni stimulace. Pouzitym hormondlnim
ptipravkem byla dehydrogenovnana kapii hypofyza. Hormondlni stimulace byla
aplikovana itramaskularné pod prsni ploutev pomoci injekéni stiikacky (Obr. €. 4)
s roztokem hormondlniho ptipravku. Jikernacky byly hypofyzovany davkou 4
mgkg!. U mli¢akis bylo pouzito 2 mgkg! kapti hypofyzy. Celkové mnozstvi
hypofyzy potifebné k hormondlni stimulaci bylo vypocteno na zakladé¢ hmotnosti
vSech generaCnich ryb. Potfebné mnozstvi hypofyzy pro jikernacky bylo nasledné
rozpusténo ve fyziologickém roztoku tak, aby vzdy 1 ml fyziologického roztoku
obsahoval 4 mg hypofyzy. Diky tomu bylo na 1 kg ryby aplikovan 1 ml roztoku, tedy
14 mg hypofyzy. Davka hypofyzy pro mlicaky byla aplikovana stejnym zpisobem,
tedy ve formé roztoku 2 mg hypofyzy na 1 ml fyziologického roztoku. Doba latence

ptipouziti zminéné davky hormonalniho ptipravku byla stanovena na 96 h. Dle doby
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latence byl nasledné naplanovan samotny vytér generacnich ryb. Nejprve byla
realizovana cast experimentu tykajici se odbéru a hodnoceni kvality spermatu

a nasledn¢ az byl realizovan oplozovaci test.

Obr. ¢. 4 - Hormonalni oSetieni ryb kapii hypofyzou

3.4 Odbér spermatu

3.4.1 Odbér vytlacovaného spermatu

Vsichni k vytéru pfipraveni mli¢aci, byli postupné zklidnéni v anestetiku
pomoci roztoku hiebickového oleje (stejny postup popsany pii stanoveni
biometrickych ukazateli ryb). Zklidnéni jedinci byli postupné pouzivani k odbéru
spermii. Nejprve byli polozeni na pracovni stiil na vlhky ruénik, kde doslo k osuseni
oblasti moCopohlavni papily a fitni ploutve. K findlnimu osuseni zminénych télnich
partii byl pouzit papirovy ubrousek, aby nedoslo ke kontaminaci spermatu vodou.
Palpaci bfiSni dutiny byla nejprve odebrana mo¢ a nasledné do nové pfipravené

injek¢ni stiikacky odebirano vytlatované sperma (Obr. €. 5). Poté byl zaznamenavan
37



pomoci injekéni stiikacky celkovy objem odebraného spermatu s piesnosti na 0,1 ml.
Pti odbéru bylo dbano zvySené opatrnosti, aby nedoslo k odebrani moci, krve nebo
vykald, které by mohly zhorSit kvalitu spermatu jeho ptedcasnou aktivaci. Kazda
stiikacka s odebranym spermatem byla oznacena Cislem ryby a oznacenim, které
prezentovalo vytlatené sperma (K, B, T). Nasledné byla sttikacka uloZena na led.
Takto bylo v kratkém ¢asovém intervalu (30 minut) odebrano nékolik vzorki (2 — 4),
které byly ihned transportovany do Laboratote fyziologie reprodukce VURH FROV

JU k detailnimu stanoveni kvality spermatu.

Obr. €. 5 - Odbér vytlatovaného spermatu

3.4.2 Odbér spermatu pomoci katetru

U zklidnénych mli¢dk dosSlo stejné jako v pfedchozim piipadé k osuSeni
mocopohlavni papily a oblasti fitni ploutve. Odbér spermatu probihal zasunutim
ptfipraveného katetru napojené¢ho na stiikacku (Obr.€. 6) do vyvodu pohlavnich cest
zhruba do hloubky 10 mm (Obr.c. 7). Pii zasunuti bylo nutné¢ dbat zvySené

opatrnosti, aby nedoslo k zasunuti do stfeva, nebo aby nebyla poruSena sténa
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mocopohlavni trubice, a tak nedoSlo k poSkozeni mli¢dka. Naslednym mirnym
stlacenim (maséazi) bfisni dutiny doslo k uvolnéni spermatu, které bylo odebirano
do ptipravené stiikacky. Po ukonceném odbéru byl opét zjistén objem odebraného
spermatu s presnosti na 0,1 ml. Stiikacka byla opét oznacena tak, ze kazdy vzorek
jasn¢ prezentoval Cislo mlicdka a zptisob odebrani spermatu katetrem. Stiikacka
s odebranym spermatem byla ulozena na led a ihned ptfepravena do Laboratote

fyziologie reprodukce VURH FROV JU k detailnimu stanoveni kvality spermatu.

Obr. ¢. 6 - Katetr s odebranym spermatem

Ob. ¢. 7 - Odbér spermatu katetrem
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3.4.3 Odbér testikularniho spermatu

Mli¢4aci pripraveni na odbér testikularniho spermatu byli omraceni uderem
do hlavy a nasledn¢€ usmrceni vykrvenim po pietnuti Zabernich obloukii. Po usmrceni
doslo k otevieni bfisni dutiny a naslednému vyjmuti varlat z téla ven. Vypreparovana
varlata byla osusena a ociSténa od ptipadné krve. Suchd a ¢istd varlata byla poté
pomoci niizek rozruSena a pomoci jemného uhelonu s velikosti ok 300 pm bylo
sperma precedéno a odebrano do ptipravené stiikacky. Takto odebrané sperma bylo
pouzito k detailnimu stanoveni kvality v Laboratofi fyziologie reprodukce VURH

FROV JU.

U jedné z ryb ze skupiny pro odbér testikuldrniho spermatu doslo
k vypreparovani celych mocopohlavnich vyvodnych cest. Vypreparované
mocopohlavni cesty byly vyfoceny za pomoci fotoaparatu Canon EOS 1100D.
U vypreparovanych cest byla pozorovdna jejich anatomie. Zasunutim Kkatetru
do vypreparované soustavy byla nasledné¢ vyzkouSena jejich prichodnost a s tim

spojend pouzitelnost katetru.

3.5 Stanoveni kvality spermatu

3.5.1 CASA analyza spermatu

Meéieni kvality spermii probihalo ihned po odebrani spermatu v Laboratofi
fyziologie reprodukce VURH FROV JU. Samotné méfeni parametrii spermii
probihalo za pomoci CASA analyzy a pocitacového videozaznamu. Mezi sledované
kvalitativni znaky spermatu patfily nasledujici parametry: Motilita - pohyblivost v %,
VCL (curvilinear velocity) - kiivofara rychlost v pm.s?. Jedna se o soulet
postupnych pohybovych vzdélenosti na kazdém snimku drahy spermie, ktery
je rozdeleny do celého casu stopy. VAP (velocity average path) - rychlost thlové
drahy v um.s”, odvozena drdha zalozena na primérném poctu bodd v celém Ease
stopy. VSL (straight-line velocity) - linearni rychlost v um.s”, jedna se o piimou
line4rni vzdalenost mezi pocatecnim a koncovym bodem drahy spermie v celém Case

stopy. LIN (linearity) - linearita nebo piimocarst v %, jednd se o pomér konecné

40



pohybové vzdalenosti k celkové drahové vzdalenosti a je ovlivnéna symetrii pohybu
biciku. BCF (beat cross frequency) - frekvence uderii v Hz, jedna se o odchylky
hlavi¢ky od primérné drahy za 1 sekundu. WOB (wobble) - zvinéni pohybu, jedna se
o pomér mezi VCL a VAP.

V této diplomové praci bylo k aktivaci spermii pouzito dvou rtznych
aktivacnich roztokt. Prvnim aktivacnim roztokem byla destilovana voda s 0,25 %
pluronicu, ktery zabraiuje lepivosti spermii. Druhym pouzitym aktiva¢nim roztokem
byl roztok Trisu ve slozeni 10mM Tris, 8 pH HCI. VSechny parametry spermatu byly

pozorovany a méfeny po dobu 59 sekund od aktivace danym aktivacnim médiem.

3.5.2 Koncentrace spermii a plodnost mli¢aku

Koncentrace spermii byla stanovena ze stejnych odebranych vzorkd,
ze kterych byly stanoveny kvalitativni parametry CASA analyzou spermii. Pted
samotnym poc¢itanim a vypoftem koncentrace spermii bylo nutné sperma
dostateCnym zpiisobem natedit, aby bylo mozné pocitat jednotlivé buiiky - spermie
v daném vzorku. Ztedéni probchlo tak, ze bylo do mikropipety odebrano 10 pl
spermatu a nasledné smichano s 990 ul fyziologického roztoku (Obr. €. 9). Vznikly
roztok byl dikladn¢ promichan na IKA MS1 mini tfepacce pii pouziti 1400 otacek
za minutu po dobu 10 sekund. Z tohoto roztoku bylo nasledn¢ déle odebrano opét 10
ul spermatu, které bylo smichano s 990 nul fyziologického roztoku. Vznikly roztok
byl opét dikladn¢ promichdn na zminéné mini tfepacce. Vysledné fedéni bylo tedy
1:10000. K vlastnimu spoc¢itdni poctu spermii byla pouzita Biirkerova komirka.
Kapka z ptipraveného vzorku byla nanesena na okraj kryciho sklicka pipetou
tak, aby kapka sama natekla do komurky. Komurka byla nasledné ulozena pod
mikroskop Olympus BX41. Pro pozorovani poctu spermii bylo pouzito zvétSeni 20 x,
pii kterém doslo k spocitani poc¢tu spermii v celkem dvanacti komtlrkach. Jednotlivé
pocty spermii v kazdé komilrce u kazdého vzorku a kazdého mli¢dka byly
zaznamenany (Obr.¢ 10). Ze ziskanych hodnot byla nasledné vypoctena konecna
koncentrace spermii na 1 ml spermatu kazdého analyzovaného mli¢éka podle vzorce:
primérny pocet spermii v 1 ¢tverci x 0,00025 x 10000. Vysledna koncentrace

spermii byla vyjadiena v miliardach na jeden mililitr odebraného spermatu.
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Absolutni pracovni plodnost mli¢dkt byla vypoctena na zakladé koncentrace
spermii v 1 ml a objemu odebraného spermatu od jednotlivych mli¢aki dané skupiny
(K - katetr, B - bez katetru). Z vypoctenych absolutnich pracovnich plodnosti
jednotlivych ryb byla zpoctena primérna plodnost pro danou skupinu odbéru

spermatu. Vysledek absolutni pracvni plodnosti je uvadén v 1.10° spermii.

Relativni pracovni plodnost byla vypoctena z absolutni plodnosti dané ryby
skupiny odbéru a jeji hmotnosti. Kone¢na hodnota relativni pracovni plodnosti byla
spoctena jako primér a smérodatna odchylka pro danou skupinu odbéru. Vysledkem

relativni pracovni plodnosti je pocet spermii 1.10° kg™ Zivé hmotnosti ryby.

Obr.¢. 9 - Mikropipeta a pripravené vzorky
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Obr. ¢. 10 - Spermie v Burkerové komtrce

3.5.3 Plodnost jikernacek

Absolutni pracovni plodnost jikernacek byla stanovena na zakladé¢ hmotnosti
odebranych jiker a hmotnosti jedné jikry. Hmotnost jedné jikry byla vypoctena
na zdkladé mnozstvi jiker v 1 g od dané jikernaCky. Z hmotnosti jedné jikry
a celkové hmotnosti odebranych jiker od dané jikernacky byla spoctena absolutni
pracovni plodnost pro danou rybu. Z vysledkii absolutni pracovni plodnosti byla

nasledné vypoctena primérnd absolutni pracovni plodnost vyjadiend v kusech jiker.

Relativni pracovni plodnost jikernacek byla zjiSténa z absolutni pracovni
plodnosti dané ryby a jeji celkové hmotnosti. Z téchto hodnot byla nasledné

vypoctena primérnd relativni pracovni plodnost vyjadiena v kusech jiker na 1 kg
zivé hmotnosti ryby.
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3.5.4 Osmolalita semenné plazmy

Vsechny odebrané vzorky, které byly uréené na stanoveni koncentrace
spermii a parametri motility, byly také vyuzity k méfeni osmolality semenné
plazmy. Kazdy vzorek byl postupné dvakrat odstiedén v centrifize Thermo Fresco
17. Prvni odstiedéni probihalo po dobu 20 minut pii teploté 4°C s rychlosti
odstiedéni 0,3 G. Druhé odstiedéni probihalo 20 minut pfi teploté 4°C s rychlosti
odstfedéni 3,0 G.

Po kone¢ném odstiedéni byl vzorek presunut do Cisté Eppendorf zkumavky,
a tak byl vzorek ptipraven k samotnému méteni osmolality. Osmolalita byla méfena
pomoci ptistroje VAPRO Vapor Pressure Osmometer (Obr.¢. 11). Potfebné mnozstvi
vzorku k méfeni bylo u tohoto pfistroje 10 ul, ktery byl odebran mikropipetou.
Kazdy vzorek byl analyzovan ttikrat. Osmometr byl po kazdém vzorku kalibrovan
dle manudlu. Osmolalita byla méfena v jednotkach mOsmol.kg™'. Koneény vysledek

osmolality byl vyjadien jako primérna hodnota ze tii zanalyzovanych hodnot &+ S.D.

Obr. ¢. 11 - méfeni osmolality
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3.6 Oplozovaci test

3.6.1 Genera¢ni ryby

Skupina genera¢nich ryb urc¢enych k realizaci oplozovaciho testu byla slozena
z 8 ks jikernac¢ek (TL = 566,8 + 38,5 mm, SL= 496,8 £ 29,8 mm a W= 1434,6 +
192,0 g) a 15 ks mli¢aka (TL = 493,1 + 87,8 mm, SL=432,6 + 75,9 mm a W= 9277
+470,6 g), které byly do vlastni realizace testu drzeny oddélené pti teploté vody tv =
7,95 £ 1,38 °C. U mlicdkli doSlo ke stejnému hormondlnimu oSetifeni kapii
hypofyzou (2 mgkg'), které bylo pouzité jako u predeslych ryb vyuzitych
ke stanoveni kvality spermatu. Generacni jikrnacky k oplozovacimu testu byly
hormonalng stimulované kapii hypofyzou o ddvce 4 mg. kg™'. Po 96 hodinové latenci
doslo k ovulaci jiker u 5 jikernaek, od kterych byly za pouZiti anestézie ziskavany
oocyty. Samotné ziskavani oocytii bylo provadéno po osuSeni mocopohlavni papily
a jejiho okoli, aby nedoSlo k ptfedCasné aktivaci jiker. VytlaCované oocyty byly
odebirany do suché, oznacené a zvazené misky a nasledné¢ byla zjiSténa jejich
hmotnost. Pozdéji byla vypoctena kone¢na pracovni a relativni plodnost, kdyz
u kazdé jikernacky bylo zjisténo kolik kusti oocytll je obsazeno v jednom gramu
oocytl. Oocyty byly vytlacovany po sténé¢ misky, aby nedochazelo k zbyte¢nym
otfesim, a tak 1 k jejich snizené kvalit¢ a s tim spojenymi vysSSimi ztratdmi pfi
iknubaci (Bondarenko a kol., 2014; Hampl, 2015). Od kazdé¢ jikernacky bylo
odebrano 10 g neoplozenych oocytt, které byly nasledné¢ smichany s oocyty dalSich
jikernacek. Takto vznikly smésny vzorek oocytl byl pouzit na oplozeni a ndslednou
inkubaci jiker s cilem zjistit oplozenost jiker a lihnivost larev po oplozeni jiker
spermatem odebranym bez katetru (B), s katetrem (K) nebo od usmrcenych mli¢aka

(testikularni - T).

3.6.2 Oplozeni jiker a jejich nasazeni na inkubaci

Celkem u 15 mli¢akt doslo k odbéru spermatu, kdy u 5 z nich doslo k odbéru
pomoci katetru, u 5 ks bylo sperma odebrano bez pouZiti katetru a u 5 kusti doslo
k odebrani testikularniho spermatu. Odbér spermatu probihal podle zab&hnuté
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metodiky z casti prace, kdy se hodnotila kvalita spermatu. Odebrané sperma pted
pouzitim na oplozovaci test bylo uchovano v chladicim boxu na ledu az do vlastniho
oplozeni vzorku jiker. Ze smésného vzorku ziskanych jiker bylo postupné odebrano
45 podvzorkt jiker o jednotné hmotnosti 1 gram. Kazdy takovyto vzorek byl ulozen
na 1 Petriho misku o priméru 50 mm. Nésledn¢ bylo sperma od 5 mlicakt z dané
skupiny (B, K, T) pouzito na oplozeni 15 podvzorkt jiker ulozenych na 15 Petriho
miskach. Tzn., ze kazdy vzorek jiker na Petriho misce byl oplozen spermatem

od jednoho mlicaka se tfemi opakovanimi.

Oplozované vzorky jiker o hmotnosti 1 gram obsahovaly pfiblizn¢ 130 kust
jiker. Na oplozeni tohoto vzorku bylo pouzito 10 ul spermatu od ur¢it¢ho mlicaka
a nasledné byla smés spermii a jiker zalita 1 ml aktiva¢niho média ve formé vody
z lihn¢ (Obr. €. 12). Cely vzorek byl nasledné¢ 60 sekund michdn a poté promyt
vodou, aby nedoslo ke slepeni jiker. Po proplachnuti byly oplozené jikry presunuty
na experimentdlni lihfafské apardty pouzivané Bondarenkem a kol. (2015b).
V okamziku, kdy se jikry vysazovaly na kazdy aparat, doslo u nich k spocitani
exaktniho poctu nasazovanych jiker, coz bylo dulezité pro nasledné stanoveni miry
oplozenosti jiker a lihnivosti larev. Na aparaty z akrylového skla o velikosti
230%x100%140 mm se spodnim ptitokem, byly oplozené jikry rovnomérné rozmistény
po dn€ na nerezovou sitovinu s velikosti ok 0,3 mm s cilem zamezit jejich slepeni
anaslednému zaplisnéni. Kazdy inkubator byl vybaven piitokovou hadickou
s regulovatelnym pfitokem a odtokem vody. Jednotlivé aparaty byly napojeny
na dil¢i recirkulacni systém klimatizované mistnosti ERPP FROV JU Vodnany, kde
byla konstantn¢ drzena teplota vody na urovni 10°C a obsah rozpusténého kysliku

na urovni 100 %.
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Obr. ¢. 12 Oplozené a aktivované jikry

Kazdy aparat byl oznacen skupinou dle pouzitého spermatu (K - katetr, B -
bez katetru a T - testikuldrni) a cislem a pismenem vzorku, ktery odpovidal

pouzitému mlicakovi (1-5) a opakovani (a,b,c).

3.6.3 Stanoveni oplozenosti jiker a lihnivosti larev

Oplozenost jiker byla zjistovana po 3. dni inkubace jiker po uplynuti 30 °D.
V kazdém vzorku byl spocitdn pocet Zivych (prihlednych nebo Zzlutych jiker
se zarodkem; Obr. ¢.13) a mrtvych jiker (bilych ¢i zakalenych jiker). Nasledné doslo
ke stanoveni miry oplozenosti jiker (%) tim, ze pocet zivych jiker byl vydélen
poctem vSech nasazenych jiker a vysledek byl vynasoben 100 krat. Na konci 13. dne
po oplozeni, kdy byly vylihnuté vSechny larvy v daném vzorku, doSlo k vypoctu
lihnivost larev (%), kdy nejprve byly spocitany vSechny vylihnuté larvy. Tento pocet
vylihnutych larev byl vydélen poctem vSech nasazenych jiker do vzorku. Poté byl
tento vysledek vynasoben 100 krat. Oplozenost jiker a lihnivost larev byla u kazdého

mlicaka a kazdé varianty odbéru spermatu stanovena ttikrat. Poté doslo k vypoctu
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pramérné hodnoty oplozenosti jiker a lihnivosti larev u kazdého mli¢dka potazmo

varianty odbéru spermatu spole¢né s vypoctem hodnoty smérodatné odchylky.

Obrazek 13. Oplozené a neoplozené jikry

3.7 Statistické vvhodnoceni a porovnani dat

Pro potvrzeni normalniho rozdéleni ziskanych hodnot byl proveden Shapiro-
Wilkav test. Po potvrzeni predpokladl pro pouziti parametrického testu byly rozdily
v parametrech (Osmolalita, koncentrace spermii, objem spermatu, plodnost mlicaki)
odhadnuty pomoci jednocestné analyzy rozptylu (ANOVA) a nasledn¢ Tukeyho
post-hoc testem. VSechny analyzy byly provedeny v softwaru "Statistica 13, StatSoft,

Inc.". K ziskdni normalniho rozdéleni hodnot byla data parametrii oplozenosti
a lihnivosti transformovana log(x+1). K porovnani zmén mezi parametry z CASA
analyzy (Motilita, VCL, VSL, VAP, LIN, WOB, BCF) byla pouzita dvofaktorialni
analyza ANOVA. Rozdilna pismena u vysledkli znaci statisticky vyznamny rozdil

mezi testovanymi skupinami daného sledovaného parametru. U vSech testii byla
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urovenl vyznamnosti nastavena na p <0,05. VSechny vysledky jsou uvedeny jako

primér + smérodatna odchylka.
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4.VYSLEDKY

4.1 Absolutni a relativni plodnost generac¢nich ryb

4.1.1 Plodnost mli¢akua

Objem odebiraného spermatu metodami pomoci katetru a bez katetru

je znazornén v tabulce €.1.

Tab. ¢.1 Priimérny objem odebraného spermatu na jednoho mla¢ika

V (ml) V.kg" (ml)
Katetr 0,83 + 0,494 a 0,889 + 0,393 a
Bez katetru 1,06 £ 0,974 a 1,18 + 0,953 a

Z tabulky €. 1 lze vycist, ze pti pouziti metody s katetrem byl primérné
odebran mensi objem spermatu oproti metod¢ vytlaCovaného spermatu. Statisticky
rozdil v§ak mezi obéma skupinami nebyl signifikantni. Z tohoto vysledku vyplyva,
ze pouzitim katetru neni mozné odebrat vetSi objem spermatu pro nasledné pouziti

k umélému osemenéni.

Koncentrace spermii v 1 ml spermatu mezi jednotlivymi skupinami je

znazornéna v grafu. €. 2.
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Graf. ¢.2 Koncentrace spermii u mlac¢aka p¥i pouziti tii riznych metdo ziskani
spermatu
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Nejvyssi koncentrace spermii v 1 ml se statisticky vyznamnym rozdilem
oproti ostatnim skupindm vykazuje testikularné odebrané sperma (33,041 +
7,453.10° spermif). Skupina katetru vykazuje vyssi koncentrace spermii (20,47 +
4,26.10°) nez vytlatované sperma (18,207 + 3,848.10° spermii), avsak bez statisticky
vyznamného rozdilu. I pfes niZ§i objem odebraného spermatu metodou s katetrem
je pfi pouziti kateru mirn€ vyssi priimérna koncentrace spermii oproti vytlacovanému
spermatu. Na zéklad€ tohoto vysledku lze k umélému osemenéni doporucit pouziti
testikularniho spermatu. V ptipadé, Ze chceme zachovat mlicaka k dalSimu vytéru,
je na zaklad¢ vysledkl lepsi pouzit sperma ziskané odbérem pomoci kateru, kterym
Ize ziskat vyS$§i koncentraci spermii nez pii béZném odbéru spermatu pomoci masaze
btiSni dutiny.

Absolutni a relativni pracovni plodnost mli¢aki je zndzornéna v grafu €. 3.
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Graf ¢. 3 Plodnosti mli¢aka

Mezi obéma skupinami (K, B) nebyl v rdmci plodnosti relativni (18,0 +£ 11,04
a 20,64 + 15,74.10° spermii) ani absolutni (18,01 + 13,94 a 17,71 + 13,72.10°
spermii) pozorovan statisticky vyznamny rozdil Velmi podobné hodnoty pro
plodnosti napovidaji, ze pouzitim katetru nelze ziskat vétSi mnozstvi spermatu. Nizsi
objem spermatu odebraného pomoci katetru je kompenzovan vys$si koncentraci

spermii, a tudiZ se rozdily v plodnosti mezi obéma skupinami blizce podobaji.

4.1.2 Plodnost jikernacek

Nami zjiSténé hodnoty plodnosti jikernacek urcenych k oplozovacimu testu
jsou znazornény v tabulce €. 2. Absolutni a relativni pracovni plodnost v¢etné poctu

jiker v 1g a hmotnost 1 jikry jsou uvadény v nenabobtnalém stavu.

Tab. ¢.2 Plodnosti jikernacek

Absolutni pracovni Relativni pracovni Jiker v 1 g (ks) 1 jikra (mg)
plodnost (ks) plodnost (ks.kg™)
45212,11+6733,24 32471,62+8626,86 130,234+9,29 7,72+0,54
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Absolutni pracovni plodnost se pohybovala u ryb vazicich 1120 - 1617 g
mezi 37862 a 54404 kusy jiker. Relativni pracovni plodnost se pohybovala od 24070
do 47178 kust jiker kg™,

4.2 Kvalita odebranvch spermii - CASA analvza

4.2.1 Motilita - pohyblivost

Procenticky vyskyt pohyblivych spermii pro jednotlivé skupiny odbéru
spermatu v aktivaénim roztoku destilované vody jsou zndzornény v grafu ¢. 4.
Procenticky vyskyt pohyblivych spermii pro aktivacni roztok Trisu je vyobrazen
v grafu €. 5.

Mootilita spermii aktivovanych destilovanou vodou
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B B - bez katetru

B K - katetr

T - testikularni
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Graf ¢. 4 Motilita spermii v aktivaénim médiu destilované vodé u riizné
ziskaného spermatu

V grafu ¢.4 vidime, jaké procento pohyblivych spermii se vyskytovalo
vpribéhu 60 sekund od aktivace destilovanou vodou. Nejvys§i procento
pohyblivych spermii bylo pozorovano po 10 sekundach od aktivace u skupiny B
(68,6 = 11,52 %). Skupina K vykazovala nejvyssi pohyblivost po 10 sekundach

od aktivace na urovni 37,1 £ 16,9 %. Nejvyssi procento pohyblivych spermii bylo
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u skupiny T pozorovano po 20 sekundach od aktivace na urovni 41,73 + 17,26 %.
U skupiny B a K mlizeme pozorovat pozvolny pokles pohyblivosti jiz po uplynuti 10
sekund od aktivace. U skupiny T se pohyblivost po 10 sekunddch mirné¢ zvySuje
a zlistava stabilni do uplynuti ptiblize 30 sekund od aktivace a pak pohyblivost také
klesa. Statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan u skupiny B - bez katetru oproti
skupinam K -katetru a T - testikularni, mezi kterymi statisticky vyznamny rozdil v %
pohyblivych spermii nebyl signifikantni. Po uplynuti 60 sekund dosahuje skupina B
nejvyssi pohyblivisti (24 + 14,4 %). Zatimco skupina K a T po 60 sekundach

dosahuje pohyblivosti na trovni ptiblizne 12 %.

VCL spermii aktivovanych roztokem trisu
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Graf ¢, S motilita spermii v aktiva¢nim médiu trisu

V ptipad€ aktivacniho roztoku trisu miZeme nejvyssi pohyblivost skupiny B
pozorovat po 40 sekundach od aktivace, kdy se ve vzorku pohybovalo 81,86 + 6,67
% sepermii. V prabéhu celych 60 sekund od aktivace se pohyblivost spermii
ze skupiny B pohybovala bez vyrazngjsitho poklesu na urovni pfiblizné 80 %.
Pohyblivost spermii skupiny K byla témét stabilni celych 60 sekund s nejvyssi
pohyblivosti po 40 sekundach, kdy se ve vzorku pohybovalo 61,84 + 20,04 %

cvwvr

v
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testikularni sperma doséhlo po 10 sekundach. Statisticky vyznamny rozdil byl opét
pozorovan u skupiny B - bez katetru oproti skupindm K - katetr a T - testikularni

béhem celych 60 sekund od aktivace.

V aktivaénim médiu trisu dosahovaly hodnoty % pohyblivych spermii
u vSech tii skupin statisticky vysSich hodnot oproti aktivacnimu médiu destilované
vodé. Z téchto grafli lze na zaklad¢ vysledkd vyvodit, ze osmolalita prostredi
(aktivacnich roztokll) méa velky vliv na aktivaci a naslednou samotnou pohyblivost
spermii. Z tohoto divodu se k aktivaci spermatu nehodi destilovana voda, u které
spermii. Poklesem energie v destilované vodé se pohyblivost velmi rychle snizuje,
zatimco v prosttedi s mirné vyssi osmolalitou se pohyblivost spermii béhem 60
sekund téméf neméni. Tato skutecnost je velmi dilezita a pozitivni pfi umélém
osemenovani jiker. Dale co se tyce pohyblivosti, je na zédklad¢ tohoto experimentu
nevhodnéjsi k umélému osemenéni pouzit klasicky vytlacované sperma bez katetru

(B) z dvodii jeho nejvyssi pohyblivosti.

4.2.2 VCL - Curvilinear velocity

Hodnoty kiivocaré rychlosti (VCL) spermii jednotlivych skupin odbéru
spermatu v destilované vod¢ béhem 60 sekund po aktivaci jsou znazornény v grafu
¢.6. Hodnoty ktivocaré rychlosti spermii po aktivaci roztokem trisu jsou znazornény

v grafu €. 7
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Graf ¢. 6 VCL v aktivaénim médiu destilované vodé

V grafu ¢. 6 mizeme vidét pomérné vyrovnany prabéh kiivocaré rychlosti
u jednotlivych skupin (B, K, T). U vSech tii skupin byla kiivocard rychlost nejvyssi
po 10 sekundach od aktivace. Nejvyssi kiivocara rychlost byla pozorovana u skupiny

B a to na Girovni 102 + 16,3 um.s™!. Testikularni sperma (T) vykazovalo po aktivaci

v wvr

dosahovalo po celou dobu sperma skupiny K. Statistiky vyznamny rozil v kiivocaré

rychlosti v§ak mezi skupinami nebyl signifikantni.
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Graf ¢. 7 VCL v aktiva§nim médiu trisu

Pfti pouziti aktiva¢niho roztoku trisu, vykazovala nejvyssi kiivocarou rychost
dosahovala skupina T. Oproti vzorkim aktivovanym destilovanou vodou,
vykazovaly vSechny skupiny aktivované roztokem trisu mirn€j$i pokles rychlosti

Statisticky vyznamny rozil v rdmci této skupiny nebyl pozorovan.

V aktivaénim médiu trisu byly pozorovany statisticky vys$Si hodnoty
kiivocaré rychlost u skupiny B a K nez v aktivatnim médiu destilované vodé. Z
tohoto vysledku lze vyvodit, Ze z hlediska kiivocaré rychlosti neni mezi jednotlivymi
skupinami odbéru spermatu vyznamny rozdil. Co se tyce aktivac¢niho roztoku, je opé&t
z divodu niz8i rychlosti s vyraznym poklesem rychlosti od aktivace spermii

nevhodné pouZzivat k aktivaci destilovanou vodu.

4.2.3 VAP - average path velocity

Primérna rychlost tthlové drahy spermii z jednotlivych skupin v aktiva¢nim
médiu destilované vod¢ je zndzornéna v grafu €. 8. V grafu ¢. 9 je vyobrazena

primérnd rychlost thlové drahy pro spermie aktivované roztokem trisu.
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Graf ¢. 8 VAP aktivaéni médium destilovana voda

Nejvyssi rychlost tthlové drahy dosahovaly spermie ze skupiny B a to po 10

sekundach od aktivace, kdy byla primérnd thlova rychlost na urovni 93 + 17,9

sekundach od aktivace byla rychlost na urovni piiblizné 77 + 24,1 um.s™', oproti
tomu skupina T vykazovala primérnou rychlost po 10 sekundach od aktivace
na trovni 80 £ 11 pm.s™'. Obé skupiny B a K vykazovaly po aktivaci pokles rychlosti
az na uroveh 20 um.s™ po uplynuti 60 sekund. U skupiny T miiZeme pozorovat
mirnéj$i pokles uhlové rychlosti nez u skupin B a K. Po 60 sekundach se uhlova

rychlost u viech t¥i skupin pohybuje na tirovni 20 um.s'. Statisticky rozdil nebyl

Vv

mezi jednotlivymi skupinami pozorovan.

58




VAP spermii aktivovanych roztokem trisu
120
aa
100 +—FF
a
80 -
g 607 H B - bez katetru
=3 I
40 - — B K - katetr
20 - T - testikularni
0 -
10 59
Sekund po aktivaci

Graf ¢. 9 VAP v aktivaénim médiu trisu

U aktiva¢niho média trisu miizeme pozorovat podobné trendy vyvoje tthlové
rychlosti u vSech tii skupin, kdy nejvyssich rychlosti dosahuje skupina B (92,76 +
11,6 pm.s™) a nejnizsi rychlosti dosahuje skupina K (77,4 24,77 um.s™) a T (80,26
+ 4,92 um.s™!). U skupiny B a T miizeme pozorovat mirnéj$i pokles rychlosti nez
po aktivaci destilovanou vodou. U skupiny K 1ze pozorovat nariist tthlové rychlosti
po 20 sekunchéch az témér na uroven skupiny B. Poté ale dochazi jako u ostatnich
skupin k poklesu uhlové rychlosti. Kone¢na rychlost po 60 sekundach je u vSech
skupin na trovni 50 - 60 pm.s'. Statisticky rozdil v rychlosti nebyl pozorovan ani

u jendné skupiny odbéru.

V aktivaénim médiu trisu byl u vSech tfi skupin odbéru pozorovan statisticky
vyznamy rozdil v thlové rychlosti oproti aktiva¢nimu médiu destilované vodé od 20
sekund po aktivaci. Opét zde lze pozorovat velké rozdily mezi jednotlivymi
aktivaénimi médii. Kdy v pifipadé pouziti destilované vody je pokles rychlosti
nejvyssi. Zatimco u aktivaéniho roztoku trisu dochazi k pozvolnému poklesu

rychlosti.
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4.2.4 VSL - straight-line velocity

Linearni rychlost pro vSechny skupiny spermatu v aktivaénim médiu
destilované vodé¢ je vyobrazena v grafu ¢. 10. Linearni rychlost pro aktivacni

médium trisu je vyobrazena v grafu ¢. 11.

VSL spermii aktivovanych destilovanou vodou
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0 .
10 20 30 40 50 59
Sekund po aktivaci

Graf ¢. 10 VSL v aktivaénim médiu destilavné vodé

NejvysSich hodnot linedrni rychlosti dosahuje skupina B, kdy po 10
linearni rychlosti dosahuje skupina K a to 65,5 + 19,69 um.s™ po 10 sekundach od
aktivace. Po uplynuti 20 sekund vykazuji vSechny skupiny vyrazny pokles linedrni
rychlosti az pod 15 um.s™ po 60 sekundach od aktivace. Statisticky vyznamné

rozdily v§ak mezi jednotlivymi skupinami nejsou.
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Graf ¢. 11 VSL v aktivaénim médiu trisu

U aktivacniho média trisu dosahovala nejvySsi linearni rychlosti po 10
sekundach od aktivace skupina B (76,85 = 11,75 um.s™), nasledovana skupinou K
(67,48 £ 20,5 pm.s'). Nejnizsi linearni rychlost vykazovala skupina T (63,8 = 4,98
pm.s?). U skupiny B miizeme pozorovat mirny pokles rychlosti od 20 sekund
od aktivace. U skupiny K se rychlost prvnich 20 sekund zvySovala a poté nastava
stejny pokles rychlosti jako u skupiny B. Testikularni sperma (T) vykazuje pozvolny
pokles ji od 10 sekund po aktivaci. Po 60 sekundach od aktivace byla linedrni
rychlost na trovni piiblizné 40 - 50 um.s' u vSech pozorovanych skupin. Statisticky

vyznamné rozdily v§ak mezi skupinami nejsou signifikantni.

V aktivaénim médiu trisu byly pozorovany statisticky vy$$i hodnoty Inearni
rychlosti u skupiny K a B nez v aktivacnim médiu destilované¢ vodé. Skupina T
vykazuje v aktivaénim médiu trisu statisticky vy$$i hodnoty linedrni rychlosti od 30

sekund po aktivaci oproti destilované vodeé.

4.2.5 LIN - linearity

Linearita pro vSechny skupiny spermatu v aktivacnim médiu destilované vod¢
je zndzornéna v grafu €. 12. Linearita pro skupiny s aktiva¢nim médiem trisu

je vyobrazena v grafu €. 13.
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Graf €. 12 Linearita v aktivaénim médiu destilované vodé

V grafu €. 12 je vyobrazen vyvoj ptimocarosti spermii pro vSechny 3 skupiny
spermatu. Po 10 sekundach od aktivace byla linearita u vSech tii skupin na ptiblizné

stejné urovni. Nejvyssi pokles linearity lze pozorovat u skupiny K. Nejvyssich

byly naméfeny u skupiny K. Statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan od 40
sekund po aktivaci u skupiny T a B oproti skupiné K. Po 59 sekundach byl statisticky
vyznamny rozdil pozorovan u skupiny T oproti skupinam K a B. SniZujici

se linearita je zplisobena zkroucenim biciku spemie vlivem nizké osmolality, a tak

v v

dochazi k vétsimu zakiiveni drahy pohybu.
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Graf ¢. 13 Linearita v aktivaénim médiu trisu

U aktiva¢niho média trisu dosahovala nejvyssi pfimocarosti skupina K (83,53

+ 3,76 % a B (83,03 £ 2,17 %) bez statisticky vyznamného rozdilu. Statististicky

Vv

U vSech skupin lze pozorovat téméi stabilni linearitu od 10 sekund od aktivace
az po konec méteni, tedy do 60 sekund. V ramci aktivaéniho média trisu dosahovaly

statisticky vyznamného rozdilu oproti aktivatnimu médiu destilované vod¢ skupiny

K aB.

4.2.6 WOB - wobble

ZvInéni pohybu spermii aktivovanych destilovanou vodou je vyobrazeno

v grafu ¢. 14 a zvInéni pohybu po aktivaci roztokem trisu je vyobrazeno v grafu ¢ 15.
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Graf ¢. 14 Wobble v aktivaénim médiu destilované vodé

ZvInéni pohybu je vyjadieno jako pomér VAP/VCL. Pribéh zvIinéni pohybu
0,05 - 0,88 £+ 0,04) bylo pozorovano bé¢hem prvnich 10 sekund od aktivace u vSech
tfi skupin. Poté dochdzi ke vétSimu zvIinéni pohybu u vSech tii skupiny az na uroven

piiblizné 0,6.

WOB spermii aktivovanych roztokem trisu
1
0,8 -
O 0,6 -
<
a M B- bez katetru
< 04 -
W K - katetr
0,2 7 W T - testikularni
O -
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sekund po aktivaci

Graf ¢. 15 Wobble v aktivaénim médiu trisu
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Po aktivaci spermii roztokem trisu nedoSlo k prakticky zadné zméné
od pocatku aktivace do konce méfeni a vSechny skupiny vykazuji obdobné hodnoty.
V ramci aktivacnitho média trisu je u vSech pozorovanych skupin statisticky

vyznamny rozdil ve zvlnéni pohybu oproti aktivaci destilovanou vodou.

4.2.7 BCF - Beat cross frequency

Frekvence uderti biCiku pfi pouziti aktivatniho média destilavé vody
je vyobrazena v grafu €. 16 a pii pouziti aktivacniho média trisu je zdzornéna v grafu

¢. 17.

BCF spermii aktivovanych destilovanou vodou
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Graf ¢. 16 Beat cross frequency v aktivaénim médiu destilované vodé

Frekvence uderii spermie vykazuje od 10 sekund po aktivaci u vSech tfi
skupin vzriistavajici tendenci z piiblizné 8 Hz.s" na aroven 12,5 - 14 Hz.s™ po 60
sekundach od aktivace. Statisticky vyznamny rozdil nebyl mezi jednotlivymi
skupinami pozorovan. Zvysena frekvence udert spermii koresponduje s poklesem
pfimocarosti a navySovanim zvlenéni spermi, jak lze pozorovat u ptfedchozich
vysledkd. Tento vysledek je zpisoben jiz zminénym deformovanim biciku vlivem
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nizké osmolality a tak dochazi ke snizeni efektivni délky bi¢iku a zvysuje se rychlost

uderu.

BCF spermii aktivovanych roztokem trisu
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H B - bez katetru

Hzs-!

m K - katetr

T - testikularni
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sekund po aktivaci

Graf ¢. 17 Beat cross frequency v aktivaénim médiu trisu

Po aktivaci roztokem trisu frekvence uderti spermie dosahuje podobnych
podatetnach hodnot (7 - 8,3 hz.s™). jako u spermii aktivovanych destilovanou vodou.
U roztoku trisu vSak nedochazi k nartistu frekvence tdert jako u destilované vody
thned po aktivaci. Mirny narist lze pozorovat az po uplynuti ptiblizne 50 sekund

na troven 8 - 9 hz.s™!. Statisticky vyznamny rozdil nebyl v ramci skupin pozorovan.

Po aktivaci roztokem trisu dosahovaly vSechny skupiny odbéru statisticky

nizsich hodnot frekvence tdert nez po aktivaci destilovanou vodou.

4.3 Osmolalita semenné plazmy

Zmétené hodnoty osmolality semenné plazmy pro jednotlivé skupiny odbéru

spermatu jsou vyobrazeny v grafuc. 18.
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Graf ¢. 18 Osmolalita semenné plazmy

Z grafu osmolalit lze vycCist, Ze nejnizSi osmolalita a tak 1 nejvyssi
kontaminace moc¢i je u metody odbéru spermatu B, osmolalita semenné plazmy
spermatu u metody K vykazuje vys$si osmolalitu nez metoda B, ale signifikantni
rozdil zde nebyl prokazan. Testikularni sperma (T) dosahuje nejvysSich hodnot
osmolality, signifikantné vyssich nez u skupin B a K. Nejnizsi osmolalita skupiny B
dokazuje, Ze pti klasickém odbéru vytlacovaného spermatu dochdzi ke kontaminaci
moci. U skupiny K je sice osmolalita vyS$si nez u skupiny B, ale je patrné, Ze 1 zde

%

dochazi ke kontaminaci spermatu moci.

4.4 Anatomie mocopohlavnich cest

Vypreparované moc¢opohlavni cesty jsou vyobrazeny na obr &. 9. Cervené
azluté Sipky zndzornuji, kam dochazi k uvoliovani spermatu a moci béhem
abdominalni masaze. Cerna Sipka ukazuje odkud je odebirano sperma pomoci
katetru. Z anatomie vyvodnych cest je vidét, Ze mo¢ a sperma odchazeji stejnou
cestou, tudiz neni mozné se 100% vyvarovat kontaminaci spermatu mo¢i. Pfi masazi
btisni dutiny dochazi ke stlateni i mocového méchyte ze kterého dojde k uvolnéni
moc¢i a smiseni s vytlacovanym spermatem. Pii pokusu s vyvodnymi cestami jsme

déle zjistili, Ze neni mozné katetr zasunout bez poskozeni tkdni pfimo do vyvodné
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cesty jednoho z varlat. Z tohoto divodu neni mozné odebrat sperma bez kontaminace

7w

moci. Katetr 1ze pfi neSetrném zachazeni zasunout do mocového méchytfe a muze

dojit i k jeho poruseni nebo k poruseni tkani a tak i ke zranéni generacni ryby.

Obr.¢. 9 - Vypreparované vyvodné cesty pii zkoumani priichodnosti katetru
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4.5 Oplozenost jiker

Oplozenost larev po uplynuti 30 °D je zndzornéna v grafu ¢. 19.

60

50

%

oplozenost jiker

_?

M K - katetr
M B- bez katetru

W T - testikularni

Graf ¢. 19 Oplozenost jiker

Statisticky vyznamny rozdil v oplozenosti jiker mezi jednotlivymi skupinami
nebyl signifikanti. NejvysSi oplozenost vykazuje skupina T (42,94 + 12,53%).
Skupina K vykazuje témet stejnou primérnou oplozenost (28,671 + 12,12%) jako
skupina B (26,871 + 19,145%)).

Z tohoto vysledku vyplyva, Ze na oplozenost jiker nema metoda odbéru
prokazatelny vliv. Z divodu mirné€ vys§i oplozenosti oproti ostatnim skupindm
se jevi byt testikularni sperma k umélému osemenéni vhodnéjs$i. Mezi spermatem

odebranym katetrem a spermatem odebranym bez katetru nejsou patrné vyraznéjsi

rozdily v jeho schopnosti oplozeni.
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4.5 Lihnivost larev

Zacatek a konec lihnuti larev je vyobrazen v tabulce ¢.2. Lihnivost larev

v oplozovacim testu je vyobrazena v grafu ¢.20.

Tab. ¢.2 Inkubaéni doba

Teplota inkubace (°C) Zacatek kuleni (°D) Konec kuleni (°D)

10,589 + 0,472 115,602 £5,511 136,997 = 5,179

Doba inkubace byla béhem totoho experimentu celkem 136,997 °D, tato
inkubacni doba odpovidala celkem 12,951 + 0,678 dni. Lihnivost larev je pak
znazornéna v grafu ¢. 20.
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Graf ¢..20 Lihnivost larev

Vysledky lihnivosti maji stejny trend jako vysledky oplozenosti. Mezi
jednotlivymi skupinami odbéru nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil.
Nejvyssi lihnivosti bylo dosaZeno u skupiny T. Skupina K vykazuje témét shodnou
pumérnou lihnivost jako skupina B. Nejvyssi rozdily v lihnivosti v ramci skupiny bez
katetru byly pravdépodobné zplisobeny snizenim kvality spermatu riznou

kontaminaci mo¢i.
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5. DISKUSE

V pribéhu diplomové prace byl realizovan experiment, ktery porovnaval
kvalitu spermatu odebiraného tfemi riiznymi metodami. Prvni metodou bylo klasicky
vytlatované sperma (B) masazi bii$ni dutiny. Druhym zptsobem byl odbér spermatu
pomoci katetru (K) zavedené¢ho do urogenitdlni papily generacniho mli¢éka. Ttetim

zpusobem byl odbér testikularniho spermatu (T) u pfedem zabitého mlicaka

5.1 Plodnost generacnich ryb

Mnozstvi odebraného spermatu bylo porovndvano mezi skupinou B - bez
katetru a K - katetrem. NejvétS§iho objemu odebiraného spermatu bylo dosazenu
u skupiny B a to primérnych 1,186 + 0,953 ml.kg™! oproti primérnym 0,889 + 0,393
mlkg™! skupiny K. Statisticky vyznamny rozdil v§ak mezi obéma skupinami nebyl
signifikantni. Tento objem odebrané¢ho spermatu koresponduje napiiklad s vysledky
Huldka a kol. (2008), ktery uvadi mnozstvi odebraného vytlacovaného spermatu
vpriméru 1,2 £ 0,8 mlkg"! a s vysledky Linharta (1984), ktery uvadi mnoZstvi
odebraného spermatu od 0,5 do 2,5 ml. Bondrarenko a kol. (2014) uvadi mnoZzstvi
odebraného spermatu od 0,3 ml napocatku vytérové sezony s nartistem na 1,35 ml
ke konci vytérového obdobi. Billard (1996) udavd maximdlni objem odebraného
spermatu na urovni 3 ml. VétSi mnozstvi odebraného spermatu metodou B - bez
katetru mohlo byt také ovlivnéno vétsi kontaminaci daného spermatu moci, jak

vypovidaji i naSe vysledky z hodnoceni osmolality semenné plazmy.

Co se tyce koncentrace spermii v jednotlivych vzorcich od vSech tii skupin
metod odbéru, dosahlo signifikantné nejvyssi koncentrace spermii v 1 ml sperma
spermii v 1 ml dosdhlo sperma ze skupiny B a to s primérnym poctem 18,2 +
3,84.10° spermii. U skupiny K byla zjisténa priimérna koncetrace spermii 20,47 +
4,42.10° spermii v 1 ml. Mezi skupinou K a B vsak nebyl pozorovéan statisticky
vyznamny rozdil. Koncentrace spermii v této diplomové praci odpovidaji
i vysledkim Huldka a kol (2008), ktery uvadi ve svém experimentu koncentrace

spermii u testikularniho spermatu v priioméru 34 + 5.10° spermii v 1 ml. Koncentraci
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spermii vytlaGovaného spermatu pak uvadi v priméru 24 + 4.10° spermii v 1 ml.
Bondarenko a kol. (2014) udiva koncentraci spermii v 1 ml na arovni 23.10°.
Rozdily mezi koncentracemi spermii v ramci pozorovanych skupin byly zpisobeny
rozdilnou kontaminaci spermatu mo¢i a tak doslo i k nafedéni spermatu. To potvrzuji

i vysledky z osmolality, kdy nejvyssi kontaminace spermatu moc¢i byla u skupiny B -

cvvr

Plodnosti jikernacek zjisténé v ramci oplozovaciho testu byly v tomto
experimentu vyhodnoceny jako absolutni pracovni plodnost a relativni pracovni
plodnost. Absolutni pracovni plodnost byla zjiStetna z celkového mnoZstvi

odebranych jiker na jednu vyuzivanou jikernacku a dosahovala v priméru 45212,11

cvvr

A4

jiker.kg! a nejvyssi relativni plodnosti na Grovni 47187 jiker.kg™'!. Nami zjisténé
vysledky absolutni pracovni plodnosti odpovidaji hodnotam absolutnich pracovnich
plodnosti zjisténych Billardem (1996), ktery uvadi absolutni plodnost u ryb
ve velikosti 325 - 1000 mm od 6000 - 250000. Absolutni plodnost je ovlivnéna
hlavné stafim a velikosti ryby, kdy naSe genera¢ni ryby dosahovali primérné délky
566,750 + 38,45mm, zatimco maximalni hodnota 250000 kust jiker u Billarda
piipadala na ryby blizici se velikosti 1000 mm. Z tohoto divodu byla v naSem
pokusu maximalni absolutni plodnost nizsi, ale spada do daného intervalu hodnot.
Co se tycCe relativni plodnosti, spadaji nami zjiS§téné hodnoty do intervalu hodnot
zjisténych Kiistanem a kol (2013) a Barusem a Olivou (1995), kteti uvadé;ji relativni

plodnost od 20 857 - 49901 kusi jiker.kg™.

5.2 Pohyblivost

Z hodnoceni kvality spermatu, konkrétn€ z hodnoceni pohyblivosti (Motility)
spermii, dosahlo v naSem experimentu nejvyS§iho procenta pohyblivych spermii
sperma odebrané bez pouziti katetru (B) a to u obou aktivanich roztok.
U destilované vody byla nejvyssi pohyblivost spermii zaznamendna béhem prvnich

25 sekund, kdy bylo pohyblivych primérné 65% spermii, poté pohyblivost klesla
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az na urovén 20 %. V aktivaénim médiu trisu, byla pohyblivost skupiny B na urovni
80 % po celych 60 sekund. Nejvyssi pohyblivost skupiny K byla na trovni 50 %
s poklesem na 10 % po 60 sekundach pti aktivaci destilovanou vodou. Pfi pouziti
aktivatnitho média trisu, byla pohyblivost spermii skupiny K na trovni 60%
po celych 60 sekund. Nejhorsich vysledkti dosahla skupina T, kdy v destilované vodé
byla nejvyssi pohyblivost na trovni 40% s poklesem na 10% po 60 sekundach.
U aktiva¢niho média trisu byla pohyblivost skupiny T na urovni 50 - 58 % po celych
60 sekund.

V porovnani s vysledky Huldka a kol. (2008a), ktery uvadi pohyblivost
spermii S$tiky, odebranych metodou vytlaCovani bez pouziti katetru aktivovanych
destilovanou vodou, na urovni 60% po 10 sekundich od aktivace s poklesem
pohyblivosti pod 10 % po 60 sekundach. U spermii aktivovanych moc¢i uvadi
nejvyssi pohyblivost 10 sekund od aktivace na urovni 90% s poklesem pod 20%
po 60 sekundach. U testikuldrniho spermatu aktivovaného destilovanou vodou uvadi
60% pohyblivost a u spermii aktivovanych moc¢i udava pohyblivost na trovni 100%
po 10 sekundéch s poklesem pod 20 % po 60 sekundach. Alavi a kol. (2009) uvadi
nejvyssi procento pohyblivych spermii ziskanych metodou vytlatovani bez pouziti
katetru od 80 do 95% pii osmolalité od 125 do 235 mosmolkg™, jeho vysledky
odpovidaji 1 naSim vysledkim u skupiny bez katetru, kdy nejvy$si procento

pohyblivych spermii bylo na urovni 80 %.

U vysledku pohyblivosti spermii ziskanych metodou bez pouziti katetru (B),
bylo dosazeno obdobnych hodnot jako u Hulaka a kol. (2008a). Co se tyce
pohyblivosti testikularné odebraného spermatu, bylo v nasem pokusu dosazeno
vyrazn€ nizsich pohyblivosti mezi aktivatnim roztokem trisu a moc¢i. Tento vysoky
rozdil mohl byt zplisobeny pouzitim odlisnych aktivacnich roztokli s odliSnou
hodnotou osmolality a pH, kdy v téro diplomové praci byl pouzit roztok trisu,
v ptipad¢ Huldka a kol.(2008a) byla k aktivaci pouzita mo¢ s osmolalitou 67,9 + 35,5
mosmol.kg™!. Dal$im moznym ditvodem mohlo byt vétsi poskozeni spermii, zejména
jejich biciki, pifi cezeni naruSenych varlat ptes uhelon. Vliv na nizsi motilitu mohlo
mit 1 obdobi vytéru, kdy nds§ pokus probihal z pocatku vytérové sezony a sperma
nemuselo byt jeste dostatecné dozralé a kvalitni.

U vysledkii pohyblivosti Huldka a kol. (2008a) je vidét, ze pii aktivaci
spermatu destilovanou vodu, je ubytek % pohyblivych spermii na stejném principu
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jako v naSem pfipad¢. U aktivace spermii moci je pokles pohyblivosti béhem 60
sekund opét vyrazny. V rdmci nami popisované¢ho experimentu nevykazuje sperma
po aktivaci trisem téméf zadny pokles pohyblivosti po celych 60 sekund. Tyto
rozdily byly pravdépodobné zplisobeny odliSnou osmolalitou a pH mezi aktivaénim

médiem trisu a moc¢i.

5.3 Rychlost pohybu spermii- velocity

Rychlost pohybu (VCL) spermii byla v naSem experimentu u spermatu
skupiny B i T aktivovaného destilovanou vodou na trovni 100 um.s™' s poklesem
na priblizné 35 um.s™ po 60 sekundach, u skupiny K byla rychlost na trovni 87
um.s™ s poklesem rychlosti na 26 pm.s™. Po aktivaci roztokem trisu byla rychlost
u vech tif skupin na trovni 90 - 100 um.s™' s poklesem na ptiblizne 60 um.s™ po 60

sekundach.

Huldk a kol (2008a) uvadi rychlost spermii odebranych bez katetru,
aktivovanych destilovanou vodou na tirovni 160 um.s™ s poklesem pod 10 pm.s™.
Pfi aktivaci moc¢i uvadi rychlost na Grovni 160 um.s™ s poklesem pod 15 pm.s’!
po 60 sekundach. U testikuldrniho spermatu uvadi rychlost pohybu pii aktivaci
destilovanou vodu na trovni 40 pm.s” s téméf nulovou rychlosti po 60 sekundach.

I's poklesem na 40 um.s™.

U aktivace mo¢i uvadi rychlost na Grovni 80 pm.s
V porovnani s nasimi vysledky jsou zde vyrazné rozdily v pocatecni ale i kone¢né
rychlosti mezi obéma skupinami. V ptipad¢ aktivace destilovanou vodou je v nasem
pfipadé niz$i pocatecni rychlost kompenzovana mirn€ vyssi kone¢nou rychlosti
oproti vysledkim Huldka v ptipad¢ testikuldrni skupiny i skupiny bez katetru. V této
praci pii aktivaci roztkem trisu, byla pocatecni rychlost spermii niz§i ale kone¢na
rychlost byla vyrazné vyssi u obou skupin spermatu nez u Huldka. Rozdily mezi
rychlostmi v naSem pokusu a pokusu Huldka a kol. (2008a), byly pravdépodobné
zpusobeny v ptipadé vytlaCovaného spermatu, riiznou kontaminaci mo¢i a tak i jeho
riznou kvalitou. V piipadé testikularniho spermatu mohly byt rozdily v rychlosti
zpiisobeny odliSnou osmolalitou aktiva¢nich médii a jejich pH, ptfipadné odliSnym
poskozemim bicikli spermii v€etné odlisné kvality spermatu v zavislosti na terminu

vytéru a s tim spojené zralosti. Co se tyce ostatnich parametrii rychlosti (VAP, VSL)
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nebyl v ramci jednotlivych skupiny pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi
zpusobem odbéru. U vSech pozorovanych parametrii kvality byl pozorovan
statisticky vyznamny pokles jednotlivych ukazateld po aktivaci destilovanou vodou
nez po aktivaci roztokem trisu. Tento jev byl pozorovan i u vysledki Hulaka a kol.
(2008a), ktery uvadi statisticky prukazné rozdily mezi pouzitymi aktivacnimi médii

(destilovana voda, moc).

5.4 Linearita, Zvinéni pohybu spermii a frekvence uderu spermii

V této praci se linearita spermii pii aktivaci destilovanou vodou pohybovala
po 10 sekundéach od aktivace u vSech skupin na trovni 80 %. Nasledn¢ dochézelo
k poklesu u vSech skupiny odbéru spermatu na 55 - 60% po 60 sekundach
sekundach od aktivace. Pfi aktivaci roztokem trisu byla nejvyssi linearita u skupin K
a B po celych 60 sekund na urovni ptiblizné 83 %, skupina T vykazovala linearitu
niz8i, na urovni 78 %. Vysledky linearity spermii Stiky Bondarenka (2014)
u spermatu ziskan¢ho vytlatovanim bez katetru aktivované roztokem 20 mM
mocoviny a 5 mM NaCl vykazovaly linearitu po 10 sekundach od aktivace na urovni
65% s narGstem na 75% po 45 sekunddch. V nasem piipad€ pii aktivaci roztokem
trisu byla hodnota linearity vyssi o 10 % vys$i. Tento rozdil mohl byt zplisoben
pouzitim odliSného aktiva¢niho média ale i1 kvalitou spermatu spojen¢ho s obdobim
vytéru.

ZvInéni pohybu spermii bylo na obdobé trovni jako linearita. Po aktivaci
destilovanou vodou bylo zvInéni na urovni 80% s poklesem na 60 % po 60

sekundach. Po aktivaci dochazelo u vSech skupin ke klesdni poméru VAP a VCL.

Frekvence uderG spermii po aktivaci destilovanou vodou vykazovala
vzristajici tendenci z piiblizné 8 hz.s' na 12 - 14 hz.s™ po 60 sekundéch. Nejvyssi
nartst frekvence vykazovalo testikularni sperma, statisticky vyznamny rozdil mezi
skoupinami vSak nebyl signifikantni. Po aktivaci roztokem trisu byla pocatecni
frekvence tdert spermii na trovni 7 - 8 hz.s? s mirnym narGistem na 8 - 9 hz.s™
po 60 sekundéach. Nartst frekvence uderti po aktivaci v destilované vod¢ podporuje

vysledky Alaviho a kol. (2009), ktery uvadi ze po aktivaci destilovanou vodou

75



dochazi u spermii ke zkrouceni bi¢iku a tak se snizuje i jeho efektivni délka, snizuje
se délka vIn na biciku a s tim je spojeny narust frekvence udert ale i snizeni procenta

pohyblivych spermii a jejich rychlosti pohybu.

5.5 Osmolalita:

Osmolalita je jeden z hlavnich faktorti spoustéjici pohyblivost spermii.
Naptiklad u kapra obecného a okouna fi¢niho je pohyblivost inhibovdna vysokou
osmolalitou semenné plazmy na tirovni 250 - 300 mosmol.kg™. U lososa atlantského
(Salmo salar) je osmoticky tlak na tGrovni 230 - 245 mosmolkg™!. Oproti tomu
osmolalita semenné plazmy u jeseterovitych dosahuje maximalng 100 mosmol.kg™'.
Diky snizeni osmotického tlaku, zejména stykem s vodou pii vypusSténi spermii
z varlat do okolniho prosttedi (vody), dochazi k aktivaci pohybu spermii (Plouidy
a Billard, 1982; Billard a Cosson, 1992).

K hodnoceni kvality spermatu z hlediska kontaminace pfimésmi
ovliviiujicimi jeho kvalitu jako je moc¢ a krev, byla zméfena osmolalita semenné
plazmy. Osmolalita semenné plazmy byla v nasem piipadé nejvySsi u skupiny
testikularniho spermatu (T) a to na Grovni 300 + 5,71 mosmol.kg™. U skupiny T neni
v piipadé opatrného odbéru pfili§ velké riziko, Zze dojde ke kontaminaci spermatu
krvi, moc¢i, vodou a jinymi pifimésmi snizujicimi jeho kvalitu a osmolalitu.
To potvrzuje 1 nas vysledek, kdy osmolalita semenné plazmy testikularniho spermatu
nevykazovala u jednotlivych vzorka skupiny vyraznéjsi rozdily v osmolalité
a odpovidala 1 vysledkiim naptiklad Huldka a kol. (2008a) a Alaviho a kol. (2009).
V ptipadé skupiny K, u které byla namétena primérna hodnota osmolality na urovni
288,5 + 23,05 mosmolkg!. SniZend hodnota osmolality skupiny K oproti
testikularnimu spermatu dokazuje, Ze pfi odbéru katetrem i na vzdory Setrnému
odbéru se snahou nekontaminovat sperma moc¢i, dochdzi ke smichdni spermatu
amoci, a tak dochazi k jeho kontaminaci a pfedcasné aktivaci. Dal§i moznou
pfi€inou snizené osmolality pii pouziti katetru je kontaminace spermatu krvi,
ke které miize dojit pfi zasunuti katetru do mocopohlavnich cest generacni ryby.
Vyssi smérodatna odchylka v rdmcei skupiny K - katetru napovida i1 o rizné velké

kontaminaci mo¢i nebo krve pfi odbéru mezi jednotlivymi vzorky, ale roli zde mize
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hrat i odli$na kvalita spermii v rdmci dané ryby. Nejniz§i urovent osmolality a tak
inejvyssi kontaminace moci byla zjiSténa u skupiny B - bez pouziti katetru.
Priimérna hodnota osmolality skupiny B byla 255,6 + 39,26 mosmolkg"'. Vysoka
smérodatnd odchylka vypovida pravdépodobné o rizné velké kontaminaci moci

v ramci skupiny.

V experimentu Huldka a kol. (2008a), dosahovala osmolalita obdobnych
hodnot jako u naseho experimentu, kdy osmolalitu testikularné odebraného spermatu
uvadi v priméru 358 + 77 mosmolkg™! a osmolalitu spermatu odebraného bez
katetru na Grovni 273 + 21 mosmol.kg™. Z vysledki pohyblivosti a rychlosti pohybu
spermii je jasné, ze osmolalita ma velky vliv na kvalitu spermii. V prostfedi s nizkou
osmolalitou spermie velmi rychle ztraceji rychlost a rychle ubyvad 1 pocet
pohyblivych spermii. Idelani osmolalitu pro nejvyssi rychlost pohybu a %
pohyblivych spermii pak Alavi a kol. (2009) uvadi mezi 125 a 235 mosmol.kg™.
Z tohoto diivodu mohla byt v naSem experimentu pohyblivost spermii skupiny K a B

vy$si nez u skupiny T.

Vliv osmolality aktivaéniho média na parametry pohybu spermii byl
pozoravan 1 v mé diplomové praci. U vSech pozorovanych paramaterti kvality
spermatu byl pozorovan negativni efekt nizké osmotické trovné aktiva¢niho média.
Destilovand voda zptusobovala ve vSech pozorovanach ptipadech vyrazny
a statisticky vyznamny rozdil v procentu pohyblivych spermii, rychlosti pohybu atd.

oproti aktivaci roztokem trisu.

5.6 Oplozovaci test

Oplozenost v nasem experimentu byla nejvyssi pifi pouziti testikularniho
spermatu (T) a to na urovni 42,9 £+ 12,5 % nasledované skupinou K s 28,67 + 12,1 %
a skupinou B s 26,83 + 19,14% oplozenosti. Hampl (2015) a Bondarenko a kol.
(2013) ve svych pracich uvadi oplozenost od 60 do 80%. V porovnani s naSimi
vysledky jsou zde patrné vyrazné rozdily v oplozenosti. Tyto odlisné oplozenosti
mohly byt zplisobeny riznymi faktroy. Jednim z diivodli mohl byt v nasem ptipadé

zpiisoben brzkym terminem vytéru generacnich §tik, a tak mohlo dojit k pouziti
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ne pfili§ zralych kvalitnich jiker a spermatu, diky kterym doSlo ke snizené

oplozenosti.

Vysoké smérodatné odchylky a tudiz i velké rozdily oplozenosti mezi
jednotlivymi vzorky u vSech tii skupin této prace mohly byt zptisobeny praveé riiznou
kvalitou jiker, které byly odebrany od vice jikernatek a nasledné¢ smichany.
Ve vzorku jiker tak mohlo dojit ke smichani nezralych, zralych ale i castecné
prezralych jiker v rizném poméru, ktery se pak mohl vice ¢i méné projevit v
jednotlivych vzorcih. Nejvyssi rozdily v oplozenosti (4,26 - 61,52 %) v rdmci jedné
skupiny byly nalezeny ve skupiné B. Tyto rozdily mohly byt zplisobeny také
rozdilnou kvalitou odebraného spermatu, ktera mohla byt zpilsobena riznou
kontaminaci mo¢i u jednotlivych vzorkd. Dalsim diivodem mohla byt i nedostate¢na
kvalita jiker a spermii, nebot’ vytér probihal z pocatku vytérové sezony a tak gamety

z nékterych generacnich ryb nemusely byt v dostate¢ném stadiu zralosti.

I pies to, ze v hodnoceni pohyblivosti vyslo testikularni sperma (T) ze vSech
tfi skupiny nejhtife, byla oplozenost jiker a lihnivost larev mirné vyssi nez u skupin B
a K. Divodem miize byt koncentece spermii, ktera byla u testikularniho spermatu
prokazateln€ nejvyssi oproti ostatnim skupindm. Vétsi pocet spermii pravdépodobné
zajistil kvalitnéj$i oplozeni oproti ostatnim skupindm i na vzdory niz$i pohyblivosti,
piedevsim procentu pohyblivych spermii. Co se tyCe skupin T, K a B, nebyl mezi
skupinami pozorovan statisticky prikazny rozdil ve schopnosti oplozeni. Z tohotu
davodu bych i1 kvili moZnosti poskozeni ryby pii pouziti katetru a nemoznosti
eliminovat kontaminci spermatu moci, k umélému oplozeni doporucil k rybé
Setrné€jsi klasicky zpiisob vytlacovaného spermatu masazi btisni dutiny s okamzitym

osemenénim jiker.

Oplozenost by bylo mozné zlepsit pouzitim rliznych aktivacnich roztokd,
jak doporucuje Bondarenko a kol. (2013) nebo Hampl (2015). Mezi doporucované
aktivacni roztoky patfi naptiklad Ringertiv roztok, roztok mocoviny nebo roztok
chloridu sodného s trisem a glycinem. VSechny tyto roztoky jsou charakteristické
vy$$i osmolalitou. Diky t€émto roztoklim je mozné zvysit oplozenost az na 75 - 80 %.
Cilem této prace vSal bylo porovnat oplozeni schopnost spermii odebranych riznymi
metodami, z toho divodu nebyl k aktivaci spermatu a jiker pouzit Zadny

ze zminovanych roztok.

78



Inkubace jiker probihala pti primérné teploté 10,589 + 0,472 °C, tato teplota
odpovida optimalni teploté inkubace, kterou doporucuje naptiklad Bondarenko a kol.
(2013). Z tohoto divodu nelze predpokladat, Zze nizka oplozenost a lihnivost byla

zptisobena nevhodnou inkubacni teplotou.

Lihnivost larev byla v naSem ptipad¢ diky Spatné oplozenosti pomérné nizka.
Nejvyssi lihnivosti doséhla skupina T s 31,51 + 6,5 %. Lihnivost pro skupiny K a B
byly lehce pod trovni 20 %. Poc¢atek lihnuti larev byl zaznamenén po uplynuti 115,6
+ 5,5 °D. Konec lihnuti larev byl zaznamenan po uplynuti 137 + 5,18 °D pfi
prumérné teploté inkubace 10,59 + 0,47 °C. Inkubace pfii této teploté probihala
piiblizné 13 dni. Tento vysledek odpovida 1 vysledkim Bondarenka a kol. (2013)
ktery uvadi inkuba¢ni dobu pi1 8 - 10 °C od 110 - 140 °D , coz odpovida 11 - 17,5

dnim.

Z hlediska kvalitni reprodukce je Stika velmi problematicky druh. U stiky
je bézné velmi rozkolisana oplozenost (10 - 80 %) a lihnivost v zavislosti na roku,

terminu vytéru, teplotnich podminkach atd. (Zvonaf, ustni sdéleni 2017).
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6. ZAVER

Vysledkem této prace je porovnani kvality spermatu odebiraného tfemi
odlisSnymi metodami. Prvni metodou byl odbér vytlacovaného spermatu bez pouziti
katetru (B). Druhou metodou byl odbér vytlacovaného spermatu pomoci katetru (K)
s cilem eliminovat kontaminaci a pfedcasnou aktivaci spermatu moci. Poslednim
zpusobem byl odbér testikularniho spermatu (T) z pfedem usmrceného mlicéka.
Z vysledkli hodnoceni kvality spermatu bylo zjiSténo, Ze pouzitim katetru nelze
100% eliminovat kontaminaci spermatu moc¢i. Hlavnim problémem je samotna
anatomie vyvodnych cest Stiky. Pouzitim katetru lze genera¢niho mli¢dka poskodit

a navic kontaminovat sperma krvi a tim omezit jeho pouZitelnost.

Nejvyznaméj$im parametrem kvality spermatu by méla byt jeho shopnost
oplozeni. V této praci nebyl mezi jednotlivymi skupinami pozorovan statisticky
vyznamny rozdil v oplozenosti, z tohoto divodu nelze jednoznaéné oznacit
nejkvalitnéj$i metodu odbéru. Vyssi oplozenosti oproti ostatnim skupinam dosahlo
pohyblivost dosdhlo testikularni sperma nejvyssi oplozenosti v oplozovacim testu.
Z tohoto diivodu lze usuzovat, ze na oplozenost ma spiSe nez vyssi pohyblivost vliv

koncentrace spermii, ktera byla v tomto pfipadé jednoznacné nejvyssi.

Co se tyce kvality spermatu odebrané katetrem a bez katetru, nelze na zékladé
vyrovnanych vysledkl urcit jednoznacné lepsi metodu odbéru. V hodnoceni kvality
spermatu nebylo ani v jednom ptipad¢ u skupiny katetru pozorovan pozitivni vliv
katetru na kvalitu odebiraného spermatu. S pfihlédnutim na moznost poskozeni ryby
pti pouziti katetru bych se ja osobné ptiklonil spiSe k vyuziti vytlaované¢ho spermatu
klasickou metodou z diivodu vétsi Setrnosti ke generaénim mli¢adkam, ale i z divodu

jeho nejvyssi pohyblivosti oproti ostatnim skupinam.
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8. ABSTRAKT

Cilém této prace bylo porovnat kvalitu spermatu Stiky obecné odebiraného 3
zpusoby. Prvni metodou bylo klasicky vytlacované sperma masazi brisni dutiny bez
katetru (B). Druhym zptisobem byl odbér vytlaovaného spermatu s vyuzitim katetru
(K) zasunutého do urogenitalni papily mlicdka s cilem eliminovat kontaminaci

spermatu moc¢i. Poslednim metodou byl odbér testikularniho spermatu (T).

Signifikatné nejvyssi koncentrace spermii bylo dosazeno u skupiny T (33,041

+7,453.109.mlI"" ) oproti K (20,47 + 4,42.10°.mI"") a B (18,21 + 3,84.10°.ml"").

Signifikantné vyssi osmolality semenné plazmy bylo dosazeno u skupiny T
(307 £ 5,7 mosmol.kg™) oproti skupiné K (288 + 23mosmolkg™) a B (255 + 39

mosmol.kg™).

Nejvyssi pohyblivost po aktivaci destilovanou vodu byla pozorovana po 10
sekundach od aktivace u vSech tii skupin odbéru spermatu. Nejvyssi pohyblivost
byla u skupiny B (68,6 + 11,5% s poklesem na 24,01 + 14,44 % po 60 sekundach)
se signifikatné nejvyssi pohyblivosti oproti skupinam K (50,9 + 21,1 - 13 £+ 4,89 po
60 sekundach % )a T (37,17 £ 16,91 - 12,86 + 1,81 po 60 sekundach %).

V aktivacnim médiu trisu byla nejvyssi pohyblivost pozorovana mezi 30 a 40
sekundami od aktivace u vSech tfi skupin odbéru. Nejvyssi pohyblivost byla
u skupiny B (81,86 + 7,28 %) se signifikatnim rozdilem oproti skupiné K (61,84 + 20
%) a skupiné T (58,41 + 10,98 %). U vSech pozorovanych parametrii byl
signifikantni rozdil mezi pouzitym aktivatnim médiem (destilovana voda a roztok
trisu). V této praci bylo dale zjisténo, Ze pouzitim katetru se nelze 100% vyvarovat

kontaminaci spermatu moc¢i, zejména diky anatomii vyvodnych cest stiky.

Kli¢ova slova: Stika obecna, uméla reprodukce, odbér spermatu, kvalita spermatu,
CASA analyza, pohyblivost spermii, rychlost pohybu spermii, koncentrace spermii,

katetr, osmolalita semenné plazmy, oplozenost jiker.
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9. ABSTRACT

The aim of this study was to compare quality of northern pike sperm collected
by three different methods. First method was collecting stripped sperm by abdominal
massage of belly without using catheter (B). Second method was collecting stripped
sperm with catheter (K) which was inserted into the urogenital papilla of the male to
prevent sperm cotamination by urine. The last method was collecting of testicular

sperm (T).

Significantly higher spermatozoa concentrations was observed in T sperm
(33,041 + 7,453.10°.mI'") compared with K sperm (20,47 = 4,42.10°ml"! and B
sperm (21 + 3,84.10°.ml ™).

Significantly higher osmolality of seminal fluid was observed in T sperm
(307 £ 5,7 mosmolkg™!) compared with K sperm (288 + 23 mosmolkg™!) and B
sperm (255 + 39 mosmol.kg™).

All three groups of sperm collecting shows the highest motility after 10
second after activation in distilled water. Significantly higher motility was observed
in B sperm (68,6 £ 11,5% decreased to 24,01 + 14,44 % after 60 seconds) than in K
sperm (50,9 + 21,1 - 13 + 4,89 % after 60 seconds ) and T sperm (37,17 = 16,91 -
12,86 = 1,81 % after 60 seconds).

All three groups of sperm collection shows the highest motility between 30
and 40 second after activation by tris solution. Significantly highest motility was
observed in B sperm (81,86 + 7,28 %) compared to K sperm (61,84 + 20 %) and T
sperm (58,41 + 10,98 %). For all observed parameters, there was a significant
differec between activation medium (destilled water, tris solution). In this work was
further found that using of catheter can not 100 % prevent contamination of sperm by

urine, mainly because of the pike anatomy.

Key words: Northern pike, artificial reproduction, sperm collecting, sperm quality,
CASA analyse, spermatozoa motility, spermatozoa velocity, spermatozoa

concentration, catheter, osmolality of seminal fluid, egg fertilization.
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