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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je ptedloZit rybatiské praxi jednoduchy a stru¢ny navod jak hodnotit
sperma ryb v praktickych podminkach rybich lihni, které nejsou vybaveny idedlni
mikroskopickou a pocitacovou technikou.

2. VLASTNIi POPIS METODIKY

Metodika poskytuje rybarské vetejnosti pristup k zakladnim metodickym nédvodim jak
hodnotit sperma ryb. Navody jsou koncipovany tak, aby i pfes svoji jednoduchost poskytly
odpovéd na otazku JAK JE SPERMA KVALITNI, piipadné JAK LZE SPERMA VHODNE
POUZIT K OSEMENENI A OPLOZENI. Metodika nahrazuje metodiku vydanou Linhartem
a Pokornym v roce 1984.

2.1. Uvod

Rozsiteni metod tizené reprodukce ryb v provozni praxi do malych objektti se Sirokou
Skélou druhti ryb sebou pfinasi fadu problémd, vEetné hodnoceni kvality a kvantity spermatu.
Oba ukazatele jak kvalitativni tak kvantitativni potfebujeme dobie znat pii rozhodovani jak
strategicky provést vlastni osemenéni a aktivaci, abychom dosahli co nejlepsi oplozenosti
jiker. Dobra oplozenost jiker je nezbytnym ptredpokladem uspésné inkubace i odchovu
vackového pludku a tim ekonomické efektivnosti rybochovnych objekt. Vysokou oplozenost
je mozné zajistit pouze dostate¢nym mnozstvim kvalitniho spermatu a spravnou technikou
oplozovaciho procesu.

U vétSiny ryb s vnéjSim osemenénim probihd spermatogeneze v cystach se Sertoliho
buiikami, které vypliuji testes. Po prechodu do fdze spermiogeneze cysty praskaji a spermie
se uvoliiuji do jednotlivych kanalk testes, odkud spolu se spermialni plasmou se dostavaji do
chdmovodu a vysledné sperma je vytlaovano na povrch urogenitalni papily.

Sperma vedle spermii obsahuje spermidlni plazmu, ktera vSak neni totozna se
semennou plazmou (ejakulatem) teplokrevnych zvitat, protoze u ryb nejsou ptidatné pohlavni
zlazy. Spermialni plazma nebo také semenna plazma je predevsim produktem Sertoliho bun¢k
a vedle spermii tvoii zhruba 50 — 90 % spermatu. Normaln¢ utvaiend spermie sladkovodnich
kostnatych ryb mé bicikaty tvar a sklada se z hlavicky bez akrozomu, stfedni ¢asti a biciku. U
chrupav¢itych ryb je hlavicka spermie opatfena akrozomem a vyznaCuje se delsi dobou
pohybu, oproti spermiim u sladkovodnich kostnatych ryb.

Pti vesker¢ praci se spermatem ryb je tfeba akceptovat nasledujici specifika:
e k aktivaci pohybu dochazi az po styku s vodou (aktivacnim médiem),
¢ doba pohybu spermie je velmi kratka (od 20 s po nékolik minut),
e pohyb spermii je limitovan pfedevsim vnéjSimi faktory a to pfedevsim ionty,
e sperma vykazuje obrovské mezidruhové rozdily.

2.2. Odbér spermatu do nadobek

Odbérem spermatu do nadobek rozumime postup, jehoz cilem je ziskat dostate¢né mnozZstvi
nekontaminovaného spermatu, pifipadné eliminovat uU¢inek kontaminanti, hlavné moci,
pouzitim imobiliza¢nich roztokl. Na rozdil od techniky vytéru spermatu pfimo na jikry, jez se
velmi Casto pouziva, ndm tento postup umoziuje kontrolu kvality spermatu pted jeho



pouzitim. Techniky odbéru spermatu lze rozdélit na dvé zakladni skupiny: Odbér ,,vytteného*
spermatu od Zivych ryb a odbér testikularniho spermatu z Cerstvé usmrcenych ryb.

2.2.1. Odbér ,,vytieného“ spermatu od Zivych ryb

Technika odbéru spermatu se liS§i podle jednotlivych druhii ryby, pfedev§im velikosti
generacnich mlicakd a predpokladaného objemt spermatu. Vzdy plati, ze je tieba mli¢dka
dokonale fixovat, nasleduje peclivé osuSeni mli¢adka, aby voda nekontaminovala sperma hned
po odbéru. U druhti choulostivych na manipulaci je vhodné (u velkych generacnich ryb
nezbytné) pouzit anestezii.

Odbér malych objemi spermatu ¢i ,,univerzalni* odbér injekéni stiikackou

Malé objemy spermatu (v objemech v desetinach az jednotkach ml), které mizeme ocekavat u
druhil jako je napf. okoun, Stika, parma, obvykle odsavame plastovou injekéni stiikackou
pfimo z povrchu urogenitalni papily pfi soucasné¢ lehké masazi biisni krajiny mlic¢aka.
Stiikacky se obvykle plni do jedné poloviny spermatem. Dalsi ¢ast se dosdva vzduchem.
Stiikacky se nasledné oznaci a ukladaji v chladu (0-4°C) mimo ptimé slune¢ni zateni.

Odbéry velkych objemt spermatu

Velké objemy spermatu naptiklad u kapra nebo bylozravych ryb obvykle odsavame tzv.
odsavackami (obrazek 1), coz jsou nadobky o objemu 50-200 ml s odsavaci trubickou pro
sperma a kanylou pro pfipojeni podtlaku. Podtlak vytvafime odsavanim vzduchu z nadobky
usty nebo vyvévou. Sperma je opét odsavano z povrchu urogenitalni papily pii soucasné lehké
masazi bfiSni krajiny mlic¢aka v poloze mli¢dka bfichem vzhiiru (anesteze podminkou,
obrazek 2). Plastové nadobky o objemu 200 ml se plni objemem do 20 ml spermatu, oznaci se
a ukladaji v chladu (0-4°C) mimo ptimé slune¢ni zafeni (obrazek 3).

U druhi s vétSim objemem spermatu je alternativou odbér spermatu vytérem
(,,odstiiknutim*) spermatu ptimo do kadinky ¢i jiné vhodné sklenéné ¢i plastové nadobky, jak
se pouziva napft. u pstruhti. Uzaviené a ne zcela naplnéné nadobky se opét ukladaji v chladu
(0-4°C) mimo piimé slunecni zafeni, nebo se sperma pieléva do PE sackt, které se plni
kyslikem, uzaviou a op€t uchovavaji v chladu.

Obr.1: priklady provedeni odsavacek. A-pouzivana pro kapra, B-pouzivana pro sumce



Obr. 2 Odbér spermatu Obr. 3 Uchovani
kapra pomoci odsavacky spermatu v termoboxu

Odbér spermatu u jesetrovitych a veslonosovitych ryb
Sperma jeseter se nejlépe odebird pomoci katetru - Sikmo sefiznuté mékké hadicky
odpovidajicitho priméru (pro jesetera malého 4 mm, pro jesetera ruského a sibifského 4-10
mm a délky 50 cm) zavedené do urogenitdlni papily v poloze mlic¢dka bfichem vzhiiru
(obrazek 4A,B). Sperma pii mirném tlaku na bfiSni krajinu voln¢ vytéka katetrem a je jimano
do odbérné plastové nadobky o objemu 50 nebo 200 ml. Plastové nadobky o objemu 200 ml
se plni objemem do 20 ml spermatu a ihned po odbéru se oznaci a ukladaji v chladu (0-4°C)
mimo piimé slune¢ni zafeni.

Pii malych objemech spermatu lze pouzit injekéni stfikacku nasazenou na katetr a
sprema opatrné odsat (obrazek 4C)

I zde je alternativou odbér spermatu vytérem (,,odstiiknutim®) spermatu piimo do
kadinky (obrazek 5) ¢i jiné vhodné sklenéné ¢i plastové nadobky, je zde vSak vétsi riziko ztrat
a moznosti kontaminace.

Obr. 4 Odbér spermatu jeseterti pomoci katetru
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Obr. 5 Odbér spermatu jesetera do kadinky

Odbér spermatu kontaminovanych moci

U sumce velkého a lina obecného je sperma vzdy kontaminovano moc¢i a musi se odebrat
piimo do imobilizacniho roztoku (viz. metodiky Linhart a kol.,, 2000a,b). Imobiliza¢ni
roztoky: sumec velky - 200 mM NaCl, 30 mM Trisu, pH 7-8; lin obecny - modifikovany
roztok Kurokura - 180 mmol NaCl, 2,7 mmol KCIl, 1,4 mmol CaCl,.2H,O, 2,4 mmol
NaHCO;. U obou druhti miizeme sperma maximalné fedit do poméru 1:0,9, tedy naptiklad 10
ml imobiliza¢niho roztoku a 9 ml spermatu. Pfi odbéru spermatu nejprve nasajeme
imobilizaéni roztok do injekéni stiikaCky nebo odsavacky o urcitém objemu a k nému
prisavame sperma (obrazek 6). Sperma uchovavame v chladu (0-4°C) mimo piimé slunecni
zareni.

Obr. 6 Detail odbéru spermatu u sumce velkého
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2.2.2. Ziskani testikularniho spermatu z ¢erstvé usmrcenych ryb

Testikularni sperma — sperma z vypreparovanych gonad usmrcenych ryb se pouziva u druht s
velmi malym objemem spermatu (v kombinaci s kontaminaci moci), u kterych neni
propracované pouziti imobiliza¢nich roztokd a u kterych mli¢aci brzy pohlavné dospivaji a je
jich dostatek, jako jsou Stika nebo klarias.

Mlic¢aka usmrtime uderem do hlavy a naslednym ptetnutim zabernich oblouki, ¢imz
dosdhneme 1 c¢astecné¢ho vykrveni. Rybu osuSime, nlizkami otevieme télni dutinu, opatrné
odstranime travici trakt a uvolnime a vyjmeme testes tak, abychom je pokud mozno
neposkodili (obrazek 7 a 8). Vypreparované gonddy osusime od krve a uchovavame v chladu
(na ledu) podobné jako odebrané sperma. Sperma lze je pouzit obvykle do n¢kolika hodin, pii
delsim uchovani (24 hod) je vhodné zkontrolovat pohyblivost spermii .

Testikularni sperma ziskdme nastfihanim tkéné testes kdy sperma volné vytéka
z tkdné. Je moZné propasirovat nastiihanou tkan pies fidkou tkaninu. Ziskdme tim sice vétsi
objem testikularniho spermatu, ovSem casto s poskozenymi bi¢iky spermii. Kontrola
pohyblivosti testikularniho spermatu mize byt znesnadnéna drti tkéné.

Obr.7 Odbér testes u mlicaka Stiky Obr. 8 Odbér testes u mli¢aky klariase

2.3. Kratkodobé uchovani spermatu

Pti kratkodobém uchovani spermatu musime dodrzet nasledujici zasady:
e zamezit aktivaci spermii vodou nebo jinymi kontaminanty,
e zamezit vysychani, zmrznuti a pfimému slunecnimu svétlu,
e snizit metabolickou aktivitu (teplotou uchovani 0-4°C, ,,na ledu) a omezit rozvoj
bakterialni mikroflory,
e zajistit acrobni prostiedi pro spermie (slaba vrstva spermatu, kyslikova atmosféra).

Sperma se tedy po celou dobu od odbéru do osemenéni uchovava v aerobnim prostredi, coz
muzeme zajistit ¢asteCné naplnénymi nadobkami, popi. uchovanim v PE saccich naplnénych
kyslikem pfi teplot¢ 0—4 °C. Zcela vyhovujici je pouziti polystyrénovych ptepravnich
termoboxu (naptf. na akvarijni ryby) svrstvou ledu na dné¢ oddélenou od nadobek se
spermatem tkaninou. Dbdme nato, aby sperma nezmrzlo nebo nadobka nelezela pfimo
na premrzlém ledu nebo té€sné u vyparniku chladnicky.



2.4. Makroskopické hodnoceni spermatu

U odebraného spermatu se makroskopicky posuzuje:

a) objem spermatu

b) hustota a konzistence
¢) barva a pfimiseniny
d) aktivita spermii

a) Objem spermatu uvadime v ml. Zaznamenavame jej spolu s identifikaci ryby podle znaceni
a jeji hmotnosti. Je dan druhem ryby, velikosti, stafim, zdravotnim stavem, hormonalni
stimulaci a fazi vytérové sezony. Orientacni objemy, které miZeme ocekavat u nékterych
nasich hospodaisky vyznamnych druhti ryb uvédi tabulka 1.

b) Hustota a konzistence spermatu u jednotlivych druhli je uvedena v kapitole
,»Charakteristika spermatu u n¢kterych druhii ryb“. Zaznamendme, zda je sperma obvykle
fidsi ¢i hustsi. Zajimaji nds pfedevsim odchylky od normalu. Hustota s konzistenci spermatu
se ¢leni do Gtyfech stupiiti: VH — velmi husté (smetanovité), H — husté (slab& smetanovité), R
— fidké (mlé¢né), VR — velmi #idké (vodnaté se silnym mléénym zakalenim), O -
oligospermni/aspermické (vodové proti svétlu slabé opaleskujici).

c) Barva a pfimiseniny spermatu. Barva kvalitniho cerstvé odebraného spermatu byva
v z&vislosti na druhu bélava, bild az lehce naZloutla (barva slonoviny). Jiné barvy byvaji
znamkou kontaminace spermatu: riZova barva kontaminace krvi, zlutozelend ¢i nahnédla
kontaminace vykaly. Kontaminace malym mnozstvim vody, moci ¢i slizu se miize projevit
zgelovaténim spermatu nebo srdZenim spermatu. Kontaminované sperma neni vhodné ke
kratkodobému uchovani nebo napt. ke kryokonzervaci, pfesto je mozné jej po provéreni
pohyblivost spermii pouzit k oplozeni.

d) Makroskopicky lze odhadnout aktivitu spermii pomoci tzv. ,.kapkového testu“: Do Petriho
misky na tmavé podlozce (nebo podobné nadobky) nalijeme vodu pouzivanou k aktivaci
spermii (vySka sloupce max 1 cm). Do ni kdpneme pomoci kapatka, pipetky ¢i injekcni
stiikacky kapku spermatu. Pokud sperma zlstane nahluceno v kapce a nevytvafi znatelny
opaleskujici az mlé¢ny zavoj, jde o sperma obsahujici spermie se Spatnou aktivitou (obrazek
9A). Pokud se vytvaii okolo kapky spermatu mlécny zavoj 1 kdyZ €ast spermatu zlstava
nahlucena na misté (jde vétSinou o husté sperma), potom jde o sperma obsahujici aktivni
spermie (obrazek 9B). Tento zplsob hodnoceni je vhodny pro husté sperma, napf. sperma
kapra.

Obr. 9 Kapkovy test se spermatem kapra:
A - spermie se Spatnou aktivitou, B- spermie s dobrou aktivitou



2.5. Mikroskopické hodnoceni spermatu

Uvedené metody jsou urCeny pro praktické pouZiti v provoznich podminkach, nejde o
metody, které by mély byt vyuzivany v experimentalnich studiich. Mikroskopické hodnoceni
nam umozni pfedev§im posouzeni pohyblivosti spermii a urcit pfesnou koncentraci spermii ve
spermatu.

Pro mikroskopické hodnoceni spermatu v provoznich podminkach postacuje skolni ¢i
laboratorni mikroskop pro mikroskopovani v prichozim svétle a zvétSenim 200-400x, tzn.
s objektivy 20-40x pii pouziti okulard 10x. (Obvykla sada objektivli byva 5x, 10x, 20x, 40x
v kombinaci s okulary 10x ¢i 15x). Nejvhodnéjsi je mikroskop s vestavénym elektrickym
osvétlenim, osvétleni pomoci zrcatka ¢i externi lampy je naro¢néj$i na nastaveni. Pokud
mikroskop umoznuje mikroskopovani ve fazovém kontrastu nebo tmavém poli, pouzijeme jej,
umozni ndm komfortnéjsi pozorovani.

2.5.1. Posuzovani pohyblivosti spermii

spermii, ktery provadime pfimym pozorovanim nativniho preparatu aktivovanych spermii ve
svételném mikroskopu.

Pfiprava mikroskopu:

Mikroskop (obrazek 10) umistime na stabilni stlil v mistnosti s moznosti alesponl ¢astecného
zastinéni pred pfimym sluneCnim svétlem. Zkontrolujeme kompletnost mikroskopu a
zapneme elektrické osvétleni (obr. 10A). Nastavime objektiv 10x (obr. 10B), kondenzor (obr.
10C) vysuneme do nejhotejsi polohy, pomoci makrosroubu (obr. 10D) sjedeme se stolkem
(obr. 10E) do dolni pozice. Na posuvny stolek mikroskopu polozime ¢isté podlozni sklicko a
se stolkem vyjedeme nahoru tak, Ze pohledem ze strany kontrolujeme vzdalenost mezi
objektivem a podloznim sklickem, sklicko se nesmi dotknout objektivu. Potom divaje se do
mikroskopu, pomalu mikrosroubem (obr. 10F) sjizdime se stolkem a snazime se zaostfit
povrch sklicka, pfiCemZ pohybujeme kiiZovym posuvem stolu (obr. 10G). Kdyz zaostifime
povrch sklicka, nastavime objektiv 20x a zkontrolujeme, popi. upravime zaostfeni. Intenzitu
svétla mizeme korigovat jednak polohou kondenzoru (obr. 10H), regulaénim prvkem
svételného zdroje (obr. 10I) nebo tzv. polni clonou mikroskopu (obr. 10J). Pokud jsou po
zaostieni mikroskopu v zorném poli body, které se pti pohybu stolku nepohybuji, jednd se o
necistoty na okuldrech (obr. 10K) v optické soustavé a je tieba je vycistit, nejlépe Cisticimi
ubrousky na optiku nebo lihem a vatovymi tampony.

Obr. 10 Mikroskop




Pfiprava preparatu a pozorovani pohybu:

Pohyb spermii pozorujeme v oteviené kapce bez pouziti kryciho skla. Na ¢isté podlozni sklo
na stolku mikroskopu kdpneme pomoci 1 ml injekéni sttikacky s jehlou ptiblizng 50 ul (1/20
ml) vody z lihn€ nebo odstaté vodovodni vody ¢i pouzivaného aktiva¢niho roztoku. Kapku na
podloznim skle roztahneme na plochu 1-2 cm?, tak, aby byla co nejteni. Pokud kapka nejde
,rozprosttit™, pouzijeme nové podlozni sklo vylesténé suchym papirovym kapesnickem. Dalsi
moznosti je, Ze do vody pfidame 0,1% BSA. Pokud vSechny metody selZou, potom vyleStime
podlozni sklicko suchym papirovym kapesnickem, naslinime jej a opét pielestime papirovym
kapesnickem.

V takto rozprostiené kapce na podloznim skle aktivujeme malé mnozstvi spermatu.
Spi¢ku preparaéni nebo injekéni jehly namodime do spermatu a lehkym tuknutim jehlou
preneseme do kapky vzorek spermatu. Jehlu ihned otifeme o suchy papir a opatrné s ni
zamichdme sperma v kapce na podloznim sklicku. Preparat zasuneme pod objektiv
ptipraveného mikroskopu a rychle doostfime mikrometrickym Sroubem.

Jakmile zachytime pohybujici se spermie, obvykle vidime pouze pohybujici se body
snazime se proostfit celou hloubku kapky. Pohyblivé spermie se totiz zhruba do 10 s po
aktivaci rozvrstvi s tim, Ze se pohybuji na dné€ kapky ¢i pfi povrchu kapky. Snazime se vzdy o
pozorovani pohybu spermii jak pifi povrchu kapky, tak na dné kapky, tedy blize k povrchu
podlozniho skla. V ptipadé, Ze je sperma horsi kvality, nepohyblivé spermie se vznasi v celém
sloupci kapky a pokud bychom pohyb pozorovali pouze na povrchu kapky nebo podlozniho
skla, doslo by ke zkresleni odhadu. Zvlast¢ pokud aktivujeme vétsi objem spermii.

Odhad pohyblivost délame vzdy na zacatku pozorovani hned po zaostfeni, tedy okolo 10-15
s po aktivaci Procento odhadujeme ve skale:

0 — nepohyblivé spermie, ojedinéle pohyblivé (1-2%),

20 % - malé mnozstvi pohyblivych bod,

40 % - vétsi mnozstvi pohyblivych bodu, ale nizsi nez polovina,
60 % - vétsi mnozstvi pohyblivych bodd, ale vyssi nez polovina
80 % - takika vSechny spermie se pohybuji, ale ne vSechny,

100 % vsechny body se pohybuji.

Cilem odhadu procenta pohyblivosti je roztfidit jednotlivé vzorky do skupin vhodnych ke
konkrétnimu zptsobu pouziti a vyfadit sperma nevyhovujici. Napft. pro potieby zmrazovani
spermatu je vyzadovano sperma s pohyblivosti min. 80% a vice. Pokud sperma pouZzivame
bezprostiedné k oplozovani, 1ze v ptipadé€ potieby pouZit sperma s pohyblivosti 1 50%, pokud
jsme schopni nahradit snizenou pohyblivost vétSim objemem spermatu. V nouzi, pfedevsim u
cenn¢jSich druht ryb, napft. jesetefi, 1ze pouzit 1 sperma s niz8i pohyblivosti nez 50% a to opét
za piedpokladu, Ze jsme schopni eliminovat snizenou motilitu mnozstvim pouZitého
spermatu.

Pomocnym parametrem pohybu spermii je celkova doba jejich pohybu (pii aktivaci vodou),
ktera by méla vice ¢i méné kopirovat hodnoty uvedené v tabulce 1 pro jednotlivé druhy ryb.
Celkovou dobu pohybu spermii mefime jednoduse stopkami od aktivace spermii v kapce na
podloznim skle aZ po zastaveni dopfedného pohybu hlavicek spermii.
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Problémy pii pozorovani pohybu spermii:

e Vptipad¢, ze doba pohybu je u vétSiny sledovanych vzorkli vyrazné kratsi, nejprve
vylou¢ime nevhodné vlastnosti aktivaéni vody (pfedev§im extrémni hodnoty pH ¢i velmi
nizky obsah rozpusténych soli blizky destilované vod¢), coz miizeme provést kontrolu pH
indikatorem a nahrazenim vody 10x zfedénym fyziologickym roztokem destilovanou
vodou. Je-li aktivaéni voda v potfadku, byva zkraceni doby pohybu znamkou poklesu
kvality spermatu, ktery je zptisoben napt. ¢aste¢nou aktivaci spermii v prubéhu odbéru
nebo uchovani.

e Pokud je naopak doba pohybu u vétSiny vzorkli spermatu vyrazné del$i, nemusi to
znamenat vysokou kvalitu spermatu. Muze se jednat o artefakt — chybu zplisobenou
velkym mnozstvim spermatu v kapce, které neni dostatecné aktivovano. K aktivaci totiz
dochazi postupné, coz se jevi jako prodlouzeni doby pohyblivosti.

e S aglutinaci spermatu neboli zhlukovanim spermii se u rybich spermii setkavame obvykle
v pfipadé nevhodného aktiva¢niho roztoku ¢i extrémniho pH aktivacni vody, nezfitka u
spermatu, které je kontaminovano moci nebo vykaly. V pfipadé¢ dodjde k shlukovani
spermii tedy k aglutinaci, sperma vyfazujeme a nepouzivame k oplozeni.

e Piichycovani spermii na podlozni sklo. Pfi pozorovani pohybu v zorném poli zaostfeném
na povrch sklicka se n¢kdy stava, ze se pohybujici hlavicky spermii prudce zastavi, nebo
se zacnou pohybovat jen kyvaveé na misté. To proto, Ze se “pfilepi” k podloznimu sklu,
coz je lépe viditelné, pokud pozorujeme spermie ve fazovém kontrastu nebo tmavém poli,
kdy je ¢astecné viditelny 1 bic¢ik spermie. U jeseterovitych ryb vzdy dochdzi k ,,pfilepeni*
spermii, pokud voda, kterou pouzivime ma vysoké pH a vysokou turoven vapniku.
Dochazi totiz k aktivaci akrozoému a spermie se ,pfilepi akrozinovym filamentem
k podloznimu sklu. I u spermii kostnatych ryb, jako je kapr, okoun, lin atd. se nékdy tento
fenomen projevi, ackoliv akrozém nemaji. Lepivost podporuji i necistoty na povrchu skla.
Lepivost Ize bezpe¢né zamezit ptfidanim 0,1% BSA (bovinni sérovy albumin, bilkovina
krevniho séra skotu pouzivanad v mikrobiologii) do aktivacni vody nebo aktivacniho
roztoku. Provozni alternativou muaze byt 1 jiz zminované naslinéni a vylesténi podlozniho
sklicka.

Metodické zasady pii odhadu pohyblivosti spermii:

1) Pfi mikroskopickém hodnoceni pohyblivosti vzdy pouzivame stejné zvétSeni mikroskopu,
stejny druh preparacni jehly, stejnou aktivani vodu ¢i aktivacni roztok a snazime se o
davkovani zhruba stejného mnoZzstvi spermatu (jedna se o film spermatu na preparacni
jehle).

2) Procento pohyblivych spermii odhadujeme ve stejném cCase po aktivaci, kazdy vzorek
minimalné 2x , Iépe 3x.

3) Hodnoceni vzdy provadi stejny hodnotitel. Pro ziskani opory v rozhodnuti je mozné
ptizvat dalSiho hodnotitele.
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2.5.2. Zjistovani koncentrace spermii mikroskopicky

Koncentrace spermii ve spermatu je udavana v miliardach na mililitr (ml). Zjistuje se
pocitanim natfedénych spermii pod mikroskopem, v tzv. pocitacich komurkéach riznych typt a
naslednym vypoctem podle pouzité pocitaci komirky a stupné fedéni.

V naSich podminkéch se nejcastéji pouziva Biirkerova pocitaci komirka pouZivana
v hematologii. (obr. 11 a 12).

|
005 0.

1 1 1

-
2

Obr.11 Biirkerova poéitaci komirka Obr.12 Rasrt Biirkerovy pocitaci komurky
s vyznacenymi 20 ¢tverci pro pocitani

Prvnim krokem je nafedéni spermatu. K fedéni je mozné pouzit imobilizacni roztok pro
spermie dan¢ho druhu. Pro vétSinu naSich druhii ryb je mozné pouzit fyziologicky roztok. U
jeseterti priddvame do fyziologického roztoku 10 mmoll KCl. Pomér fedéni volime podle
rozmezi pro jednotlivé druhy tak, abychom m¢éli v jednom ctverci pocitaci komurky 3-10
spermii. To znamena napt. pro kapra, u kterého predpokladame koncentraci 15-20 x 10° * ml°
! zvolime feddni 10000x, u druht s koncentraci spermii do 10 x 10° * ml™' zvolime fedéni
5000x%, u jeseterti fedéni 500-1000x.

Pokud méame k dispozici mikropipety, fedime pomér 10000x dvoustupiioveé: do 990ul
fyziologického roztoku napipetujeme 10pl spermatu, protfepeme, z natedéné¢ho spermatu
odeberene opét 10ul a napipetujeme opét do 990 ul fyziologického roztoku a dukladné
protiepeme.

Pokud neméame k dispozici mikropipety, pouzijeme 1 ml stiikacky (,,inzulinky*)
s jehlou. Pomér 10000x fedime opét dvoustupiiové, tzn. do zkumavky s 9,9 ml fyziologického
roztoku pfidame inzulinkou 0,1 ml spermatu, zkumavku uzavieme, dukladné protiepeme,
novou inzulinkou odebereme 0,1 ml predfedéného spermatu a pieneseme do 9,9 ml
fyziologického roztoku, zkumavku uzavieme a ditkladné protfepeme.

Na vyciSténou pocitaci komurku pfilozime kryci sklicko, upevnime ho pruznymi
raménky (obrazek 10) a polozime na stolek mikroskopu. Pomoci mikropipety popf.
inzulinkou s jehlou pfikdpneme pfiblizn€ 10 pl nafedéného spermatu k hrané kryciho sklicka
na pocitaci komirce tak, aby se vzorke k pocitani kapilaritou nasal do komurky. 5-10 minut
nechdme spermie sedimentovat a potom pocitdme spermii ve ¢tvercich komurky (obrazek 12)
a to tak, ze zapocitavame pouze spermie uvniti ¢tverce, které se nedotykaji hranic ¢tverce a
dale spermie, které se zevnitt dotykaji dvou hranic ¢tverce (napf, levé a dolni strany Ctverce).
Timto zptasobem spocitame 20 ¢tverct po celé ploSe komiirky (viz. obrazek 12) a vypocteme
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pramérny pocet spermii v 1 ¢tverci, tzn. seCteme spermie, které jsme spocitali v 20 ¢tvercich a
vydelime 20.

Vyslednou koncentraci nasledné vypocteme podle vzorce:

Primérny pocet spermii v 1 étverci x rFedéni x 0,00025
Naptiklad pro fedéni 10000x dosadime do vzorce: pramérny pocet spermii v 1 ¢tverci x 2,5.

Vypodteny podet spermii je vyjadien v miliardach na mililitr (x 10° * ml™") viz. tabulka 1.

Pii znalosti objemu spermatu, hmotnosti mli¢aka a koncentrace spermii je mozné vypoditat:

e relativni objem spermatu na 1 kg hmotnosti mli¢cdka
e absolutni pocet spermii od 1 mlicdka
e relativni pocet spermii na 1 kg hmotnosti mlicéka.

Tyto ukazatele jsou dilezité pro vyhodnoceni reprodukéni schopnosti mlicakli a je nutno
k nim pftihliZet pti komplexnim posuzovani plemenné hodnoty mli¢akd.
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2.6. Charakteristika spermatu u nékterych druht ryb

Tabulka 1: Charakteristika spermatu u nékterych druhii ryb (VH — velmi husté/smetanovité; H — husté/slabé smetanovité; R — fidké/mlééné; VR —
velmi fidké/vodnaté se silnym mléEnym zdkalem; O — oligospermni/vodové proti svétlu slabé opaleskujici; ne — obvykle se hormonalné
nestimuluje)

Druh stika Jeseter okoun candat lipan kapr lin sumec amur tolstolob. sih sih , pstruh pstruh
S . : peled , ,
sibifsky bily maréna obecny duhovy
Doba vytéru, mésice bfezen prosinec/ duben duben duben kvéten cerven cerven cerven/  Cerven/ listopad prosinec fijen/ bfezen/
bfezen Cervenec Cervenec listopad duben
L., 0,5-2 nad 5 nad 50 nad1,5 nad200 1-5 250-500 4-8 2-5 2-5 nad300 nad300 nad200 nad 200
Vytérova hmotnost
kg kg g kg g kg g kg kg kg g g g g
Pohlavni dospélost, roky nad 1 nad 9 nad 1 nad 2 3 2 3-4 3-4 5-8 5-7 2 2 2-3 2
Vytérova teplota °C 7-12 14-15 10-14 9-14 8-10 18-20 21-24 22-24 22-25 23-25 4-5 3 5-7 8-10
Objem spermii, ml 0,2-3 10-100 0,5-3 0,5-5 1-5 5-50 0,1-2 5-50 5-30 5-30 0,5-5 0,5-5 1-5 1-10
Koncentrace spermii,
miliardy/ml 10-30 0,01-0,1 25-35 20 5-15 15-20 10-15 0,001-1 2-10 2-15 5-12 8-15 15-20 15-25
. . 1 do 6 15-20 35 30-40 1,5-2 1,5 do 2 1 1 40 50 35 35
Doba motility spermii
min. min. sec. sec. sec. min. min. min. min. min. sec. sec. sec. sec.
Makroskopické hodnoceni
tzn. hustota s konzistenci R/VR VR/O VH H H/R H H/R o] H/R H/R H/R H H/R H/R
spermatu
Davky hypofyzy kapra 3 (48) 4 (48) ne ne ne 1(24) 1(24) 5(24-48) ne ne ne ne ne ne

mg/kg (spermiace v h)
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Okoun Fiéni — Velmi husté sperma. Doba pohybu je velmi kratk4 a nékdy nedosahuje
ani 15 s. Jde o rybu s mocovym méchytem, tudiz miize dojit ke kontaminaci spermatu.
Je lep$i odebirat sperma u anestezovanych jedincii. Spermie jsou jedny z nejmensich
mezi spermiemi ryb.

Candat obecny — Sperma je husté az velmi fidké a mize dojit ke kontaminaci mo¢i.
Opét je vhodné mli¢aky anestezovat, kontaminace moc¢i vzhledem k samovolnému
vyprazdnéni mocového méchyfte je lepsi.

Lipan podhorni — Sperma husté¢ az fidké s velmi rozdilnou hustotou a procentem
pohybu spermii.

Kapr obecny — Sperma husté, kdy spermie vykazuji velmi dobrou pohyblivosti. Jevi
se velky prebytek spermatu.

Lin obecny — VétSinou jde o husté az fidké sperma. Opét mlicaky anestezujeme, ¢imz
snizime kontaminaci mo¢i. Sperma vzdy odebirame do imobiliza¢niho roztoku. Doba
uchovani je pomérné omezena, idealni je pouzit do 5 h po odbéru. Sperma neni
vhodné ke kratkodobému uchovani.

Sumec velky — Sperma je vétSinou oligospermni. Mli¢dky vZdy anestezujeme a pii
odbéru nejprve odstiikneme mo¢. Odbér spermatu je pomérné dlouhy nékdy az 10
minut . Sperma vzdy odebirame do imobiliza¢niho roztoku. Sperma v imobilizacnim
roztoku mizeme uchovavat v lednicce az 3 dny.

Amur bily a tolstolobik bily — Sperma husté az fidké s vyrazné krat$i dobou pohybu
ve srovnani s kaprem.

Sih_severni /maréna/ - Sperma husté az fidké s dobou pohybu spermie obdobnou
lososovitym rybam. K zavéru vytérové sezony se vyznamn¢ sniZuje procento
pohybujicich se spermii.

Sih_peled’ — Sperma je husté. Doba pohybu spermii je mezi lososovitymi rybami
nejdelsi.

Pstruh_obecny potocni, pstruh americky duhovy — Sperma je vétSinou husté az
fidké s velmi nestabilnim procentem pohyblivych spermii.
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3. ZAVER

Uplatnéni metod hodnoceni spermatu ma vyznam na vSech lihnich a objektech kde se provadi
umély vytér ryb. Oproti metodice Linhart a Pokorny (1984) obsahuje nové pojeti jak
makroskopického tak mikroskopického hodnoceni spermatu, véetné parametra kvantitativnim
a kvalitativnim, kterym by se sperma ryb m¢lo blizit.

4. SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU“

Postupy, které zde uvadime jsou na prvni pohled primitivni, ale pravé ona jednoduchost
v sobé skryva tisice experimentalnich ¢i rutinnich hodnoceni, které jsme v oblasti
spermatologie ryb nashromézdili v pribéhu poslednich tficeti let. Pravé ona dlouholetost
pozorovani nas dovedla k vytvoreni praktickych jednoduchych navodu, kdy i bez mikroskopu
s pouzitim jednoduchych nadobek budete schopni kvalifikované odhadnout kvalitu spermatu.
S obdobnou metodikou se v literatuie nesetkate, v tom jej jeji novost.

5. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika najde uplatnéni na viech rybich lihnich v CR, kterou by se méli ¥idit v&ichni lihiafi.
Rozsiteni metod fizené reprodukce ryb v provozni praxi sebou piinasi fadu problémi pii
zabezpecovani dobré oplozenosti a jeji spravné diagnostiky. V soucasné dobé naSe
rybochovné objekty a lihné produkuji ro¢né kolem 1000 mil. jiker a vysledky oplozenosti
bezprostiedné ovlivituji produkei vackového plidku.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Dobra oplozenost jiker je nezbytnym ptedpokladem uspésné inkubace i odchovu vackového
pludku a tim ekonomické efektivnosti rybochovnych objektt. Ekonomicky efekt lze
demonstrovat na jednoduché modelové kalkulaci: daslednou kontrolou a vybérem
pouzivaného spermatu u kapra lze redlné zvysit oplozenost az o 5%. Pro rybi lihen
produkujici roéné 50 miliond vackového plidku kapra realizovaného za 20 K¢ za 1000 ks
predstavuje finan¢ni efekt 50 tis K¢.

U druhti, kde se v podminkach akvakulturnich chovli ¢astéji setkavame s horSi kvalitou
spermatu, jako je tomu napft. u jeseterovitych ryb, mize vést pouziti neprovéreného spermatu
(sperma se snizenou nebo nulovou motilitou) k poklesu oplozenosti a logicky i lihnivosti
v fadech nikoliv jednotek procent, ale desitek procent. Napi: od jikernacky jesetera ruského
hmotnosti 10 kg Ize redln¢ ziskat 1 kg jiker, coz ptedstavuje 40 tis ks jiker. V optimdlnich
podminkach lze dosdhnout oplozenosti 90%. (36 tis jiker). Pfi cen¢ 1 K¢ za oplozenou jikru
(0,03-0,04 EUR za ks) je to tedy 36 tis KE. Pokles oplozenosti o 10% tedy predstavuje
potencialni ztratu 4000K¢ na 1 kg jiker.
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Anotace:

Zaklady hodnoceni spermatu ryb

LINHART O., RODINA M., BORYSHPOLETS S.,

Rozsifeni metod fizené reprodukce ryb v provozni praxi sebou piinasi fadu problémua pfi
zabezpeCovani dobré oplozenosti a jeji spravné diagnostiky. V souCasné dob& naSe
rybochovné objekty a lihn¢ produkuji roéné kolem 1000 mil. jiker a vysledky oplozenosti
bezprostiedné ovliviiuji produkci vac¢kového plidku. Dobra oplozenost jiker je nezbytnym
predpokladem uspésné inkubace i odchovu vackového plidku a tim ekonomické efektivnosti
rybochovnych objektl. Vysokou oplozenost je mozné zajistit pouze dostatenym mnozstvim
kvalitniho spermatu a spravnou technikou oplozovaciho procesu.
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