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1. Uvod A Li g ' ey

Oroveiti dplozenosti jiker u jednotlivich uméle vytifa-
nych druhﬁ ryb je z4visl4 na kvalité Jiker, spermif a oplo-

’ zovacim roztoku. N&hrada bd¥né pouzivané vody z 1{fhn& oplo-

zovacim roztokem pfind${ zvySend oplozenosti jiker a tim:

i zvyZen{ vyroby vd&kového plidku. Vyrazné se zvy3uje oplo-
zenost pfedeviim v pfipadech nedostatku &i snf¥ent kvaiity
spermatu. Projevem zvySené oplozenost% je déle sniieni pra-
cnosti p¥i oSet¥ovdn{ jiker, ni%8{ stupen zaplisnéni jiker

a tim i daléf zv§§eni vyroby vd&kového plidku. Materiélové
ndklady vloéené do zvySenf kvality- jiker a spermatu formou

_krmiv, ploch rybnikﬁ a vloZené lidské prdce jsou mnohonésob-

né vyééi neZ néklady na oplozovacf roztoky.

2, Viiv oplozovactch roztoku a: 1m0blltzugzctho roztoku na

spermze a jikry-

Definice - oplozovaci roztok aktivuje pohyb spermii a osmé- .

zu spermii a jiker
- imobilizujici roztok zastavuje pohyb spermii a
 omezuje osmézu spermif a jiker
" spermie m&" bi&fkaty tvar o 'délce 20.- So‘pm a jikra
kulovity tvar o priméru 1,1 - 5,5 mm /obr. 1/ P¥i umélém
théru maj{ jikry otevreno mikropyle.

Obr. 1: Prﬁnik spermie
mikropylf do
Jikry

,Spermie se po- odbéru nepohybuji /obr. 2 A/, pouze u sumce ‘a

lf{na se spermie po odbé&ru spermatu pohybujf{ vlivem velkého
nafed&n{ mo¥f. Voda &i oplozovaci roztok aktivuji metabo-

~ lismus spermii jehoz pro;evem je pohyb spermii /obr. 2 B/.
fVoda viak svou velmi nfzkou osmotickou koncentraci zptisobuje
© také poru§en£ bi&fku, co¥ se pro:evuje zdstavou pohybu sper-

mie. Naopak oplozovac{ roztoky vytvdfejf pif{zniv&j8{ prostfe-



Obr. 2: Mikroskopicky pohled
' na spermie po odbdru
spermatu a aktivaci

oplozovacim roztokem

df. pro spermie. Aktivace pohybu neni Jii spogena s poruéenim
.bidfku. Spermie proto v 0plozovacich roztocich vykazuji del-
8{ pohyb. P¥fznivou koncentraci létek.a iontovym polem akti-
vuji oplozovact roztoky metabolismus, ktery se projevuje zvf—

Senou aktivitou spermii a nizs{ difusi, neZpﬁsobuJici tak ry- -

chlé poruéeni bi¢fku. Pohyb spermif se v oplozovacich rozto-
cich prodluiuje 2 - Skrdt v zdvislosti na fdzi pohybu sper-
mli. U jiker 1lze najit uréitou obdobu. Oplozovac{ roztoky
oproti vodé vyznamn& sniZuji difuzi /jejimZ préjeﬁem je
bobtndni{ jiker/ a prodluiuji nékolikanésobné uzavirdnf{ mi-,
kropyle, pokud nedojde k prﬁniku spermie. , ,

U sumce se spermie po odb&ru pohybujf vlivem naredéni
mo&{ /obr. 3 ¢c/. Imobilizujici roztok umoZfiuje zastavit po-
hyb spermif /obr. 3" D/, coZ je vyvoldno vysokym osmotickym ;
tlakem roztoku a pomérem sodnych a draselnYch kationtd, kte-
ré plisobf na- omezen{t prosté difuze a aktivnf transport iontd.
Spermie se zp&tnd aktivuj{ po p¥iliti vody, kterd zmén{ gsmof
‘tickou koncentraci, aktivuje metabolismus a tim i pohyb sperQ
mii /obr. 3 E/

BOE

Obr. 3: Mikroskopicky pohled na spermie sumce po odbéru,
" inaktivaci pohybu imobilizujfcfm roztokem &. 5810
a aktivaci vodou
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3. PBiprava oplozovacich roztoki a imobilizujietho roztoku

Pomicky: chemikdlie - NaCl /chlorid sodny/, KCl /chlorid

. draselny/, CaCl2 2H 0 /chlorid vépenatx/,NaHCO /ky—

'sely uhli&itan sodny/, CO/NH2/2 /mo&ovina/, ¥ s
2 5O N /glycin/, C4 11NO /trls, 1,1,1-tris= ~amino-

methan/ )

- ostatnf{ ~ analytické véhy &1 prinejmen§im véhy -

- s pY¥esnosti na desetinu gramu.

SloZeni:jednotlivych roztokd je uvedeno v tabulce 1
Roztoky se pripravuji na jeden litr vody. P¥ipravené smé51
chemikdlif{ v nerozpu3téném stavu se uchovdvajf v suchu a

" temnu. Roztok &. 752, modifikovani Ringerﬁv roztok, imobili-

zujfci roztok &. 5810 a také roztok &, 532 vyrdbény ve Francii
se uchovédvaj{ v chladnu. Z4soby pripravenych smés{ se pfipra~
vuj{ maximdln& na jednu viterovou sezdnu. Smesi se rozpouété—
3L ve vodé pouzivané k lfhnutf jiker a to pul hodiny pred
uZitfm k aktivaci spermif a jiker z divodu dokonalého roz-.
puéteni v§ech slo¥ek, Roztoky se neuchovévaji snahou musi
byt roztoky spotrebovat ‘ihned, negpozdeji pak do 48 hodln po
rozpuiténi, -

Tab. 1: SloZenf oplozovacich roztokﬁ a imobllizujiciho
roztoku €. 5810 /ddvky jsou uvedeny~v gramech na.
objem 1. litru roztoku.~ g.1” /

¢.. 5810..

Roztok - NaCl  KCl - CaCl,. OO/NH,/, NaHCO3 ‘Gly~' Tris -
' : . oM cin
1,0
Hamorty ‘_ 6 0,2 . 4,5
Ringerdv . . 6 0,075 0,15 . 0,1
Modifikovany , £, ; b
Ringerdv 6 0,15 ‘ 0,1 0 |
Wojnarovichtv ;= 3 4. -
0,2 % NaCl 2 ; , :
&..752 7 '_ 0,38 0,24
8 5 - - 10 .

" Pozndmka: &fsla roztokd znamenaj{ k8d vdhov§ nebo moldrnf
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4. Obecnéd zdsady iouﬁitf oplozobaafch’roztokﬁ

a/ Yytér jiker, odb&r spermatu a makroskopické hodnoceni po-
hyblivost1 spermii 2

pomiicky: Utdrky k osu¥enf generaénich ryb, vitérové misky,
" jednorédzové st¥fkalky, sbérale spermatu,/obr. 4/,
Petriho misky

PPi vytéru jikernafek nesmf dojit k vniknutf vody, mote
ani vykald do vytérové misky. Vytiréme'vidy jednu jikernadku
do jedné misky, p?i maijch mnoZstvich jiker /u kapra pod
300 g, lfna pod 30 g, dumce pod.50'g jiker atd./ jikry smi-
chéme. Vyvarujeme se misenf velkého mnoZstvi jiker, npebot
tim sniZujeme opiozenOSt jiker. Jikry, u kterych na zdkladd

Obr. 4: Sbhérad spermatu

jmakroskopického posouzeni.pfedpoklédéme Spatnou oplozenost,
vyfazujeme. Pfi inkubaci nekvalitnfch jiker dochdz{ ke zvySe-

nému zaplisn&ni, které md za ndsledek dhyn dalfch embryf

a po vykulen{i dochdzf k onemocnén{ plidku. Jikry do osemen¥-.

ni ponechédme pfikryté zvlhéeﬁbu utérkou. Postup p¥i odbéru
spermatu je uveden v metodice "Hodnocen{ éerstvého spermatu
ryb" /vydal VORH Vodnany v edici Metodik v roce 1984/.

Pro hodnocenf spermatu se doporuduje pouiit v praxi vel-

mi Jednoduchou ‘metodiku makroskopického posouzeni pohybli-.
vosti spermii /obr. 5/, kdy sperma z jednorézové strikaéky,

&i sbé&rafe spermatu se képne na klidnou hladinu vody v Petri-

" ho misce: ;




b/ Osemenéni ]iker

A B € . D E

Obr. 5: Makroskopické hodnocent{ spermatu

I sperma, shluknuté na misté& dokazuje,-Ze spermie se nepo-
hybujf /obr. 5 A/} -

‘11 pokud. se vyskytuj{ aktivnit spermie’s-ojedinélym postup-

. nym pohybem na misté,bzﬁstévé sperma -shluknuto v kapce,

ale éésteéné se ukazuje okolo kapky‘slaby oblak pohybu-
"jicfch se spermif /obr. 5 B/} ' '

IIT podil nepohyblivich spermif{ se zhruba rovnd pohyblivfm

spermifim /obr. 5 C/. Pohyblivé spermie vytvdfej{ eraz- ’
n&jsf mlzny oblak ve vEétsL vzdélenosti od kapky sperma-

tu; .

IV p¥i pchyblivosti takfka vEech spermif se stéle vyskytu—
je v misté képnutf spermatu slab& kapka nebo shluk ne-
pohyblivich spermif a vyrazny mléény zdkal pohyblivych

‘spermii /obr. 5 D/;

V pohyb véech spermii se makroskopicky projevuje v podobé
‘mlééného zdkalu bez shluku spermif{ /obr. SAE/

vzddlenost spérmii'od mista képnuti‘spermatu je z4visld na

‘vitalité spermif a fyzikélné chemickych vlastnostech rozto-

ku. Tento projev miZe bit vyuZit jako provozni kritérium

pro rozhodnut{ se, ktery z doporuéenych oplozovacich rozto-
kd pouéit K osemenénf se pouzije to spetma, které svou po-
hyblivosti odpovidé bodlm III. - V. /tj. obrézkﬁm 5.C - 5E/.

: Pomicky: Stérka z pryZe &i plastické hmoty



Qsemen&n{ se’ grovédi.heterospermatem, tie spermatem od
nejméné t¥f mliddkd tak, aby bylo rozloieno v celém objemu
—jiker /obr. 6 A/. Pom&r mezi objemem jiker a spermatem u jed-
notlivych druhd ryb Je zdvisly na velikosti jiker, kvantité
a kvalité. spermii'a pouiitém oplozovacim roztoku. V pripadé
pouZitf oplozovaciho roztoku se sniZuje ndrok na nno¥stve _ l
spermatu zhruba na’ jednu polovinu aZ tretinu. U kapra se pouv
3{v4 k osemendnf jiker v&tE fho mnoistvf spermatu ne¥ u pstru-

ha duhového ‘vzhledem k mnoistvi jiker v Jednom litru, ale 1

@

&

&8

Obr, 6:'OSemenépI jiker‘étakt;vace épermil a jiker -

zviéeni nen{ proborcionéini, nebot spermie kapra*vykazﬁji » 3

Ry

delsf pohyblivost ne# u’pstruha duhového. Pom&ry snermatu"

: fjikrém ]sou pro jednotlivé druhy ryb- uvedeny v ‘dals{ g4sti

metodiky. v pripadé malého’ mnozstvi spermatu oseméfiujeme

'fjikry v malfch miskéch, neboE jen v tom p¥fpad& je pfedpo-
klad dobrého. oplozgni Cfm vEtEL objem jiker, tim hife se
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promfs{ sperma s jikrami, zvy3uje se nebezpe&{ po¥kozenf{ ji-
kér aiv pfipadech dosfatku spermatu se miZeme dopustit
chyby v oplozenosti Spermie ve vodé urazi drdhu nékolika mm
/v nejlepsim pripade 10 mm/ \ oplozovacim roztoku se délka
dréhj spérmié ymérné prodluzuje 1 - 3krdt v zévislostl na
druhu ryby a vhodnosti roztoku. Spermie se po aktivacl pohy- ;
buje v prostoru mezi jikrami, jejL pohyb je chaoticky a pro—
niknuti do’ mikropyle je . néhodné 2 ‘toho vyplyvé nutnost do-' 
konalého promichdni jiker se spermatem. Mfchén{ jiker se '
provédi opatrn&, aby nedo$lo k jejich poékozeni /obr. 6 B/

c/ Aktivace spermif a jiker

" Pomicky: Oplozovacf{ roztok, sté&rka z pryZe &1 plastické hmo--

ty 4
Ihned po promfchdni spermatu s jikrami se,spe:ﬁa i ji=
kry éktivuji oplozovacim roztokem /obr. 6 C/. Oplozovaci.
roztok musf mit shodnou - teplotu s jikrami a s teplotou vody
urcenou k inkubaci jiker. Teplotnf rozdfl pri 0plozovéni mi-
Ze mit za ndsledek: niZ8f{ Zivotaschopnost vykuleného plﬁdku.

‘Obvykle se pouzivé oplozovacf roztok o teploté& vy38{ neZ

5 ¢ /teploty okolo. O % tlumf pohyblivost’ spermii/ Mnoistvi

oplozovaciho roztoku je nutno volit tak, aby doslo k- ﬁplnémuf,

ponofent jiker a nad jikrami je$té& zistala vrstva Qplozova—'
cfho roztoku. Mikropyle jikry je ve v&t3ind pfipadﬂ'otoéeno
smérem nahoru, proto je nutné dplné ponoreni jiker.: Mnozstvi1

'oplozovaciho roztoku viak nesmf. byt nadmérné, neboE s€:tim .
 sniZuje relativni mnbzstvi spermif{ na jednu ‘jikru a sniiuje,

se doba pohyblivosti spermif. Obecné se doporuéuje pomér  »
1 dfl oplozovaciho roztoku na 3 - 4 dily Jiker /250 = .330 ml
roztoku a 750 - 660 ml 3iker/ Po priliti oplozovactho roz-
toku se Jikry s roztokem promfbhaji, nechaji se chvfli stdt -

“a poté se.znovu cyklicky promfchdvaj{,. vidy. PO 10 -~ 20 s y
/obr. 6-D/. Jikry . se promfchdvaji z divodu zamezenf néhodné-‘
ho prekryt£ mikropyle jinymi jikrami-.a z divodu dal§£ homo—‘_ :

genizace jiker s aktivovanimi spermiemi.
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5. Konkrétnt uZitt oplozovacteh roztoki 'a imobilizujiethe

roztoku u jednotlivyeh' 'druhi ryb

'4’ﬁagr obecny
Oplozovaci roztok - WOJnarovichﬁv, Rlngerﬁv
' Pro osemenéni se na 1 litr jiker pouzivé 15 - 25 ml
spermatu v pripadé aktivace vodou 2 lihné Pokud se pouzije

_WOJnarovichﬁv, pripadné Ringeriv oplozovaci roztok lze sni-

Zit mnozstvf spermatu o jednu tretinu, tj. na 10 - 15 ml.
Oplozovdni se. provddi do' 5 mlnut, ‘potom nésleduje odlepkové—
ni.

- Pstruhk duhovy, pstruh duhovy Kamloops, pstruh obecny ‘po-
toéni =
Oplozovaci roztok - modifikovany Ringerﬁv, é 752,

Ringeruv, Hamortv a &. 532
: Pro aktivaci spermif a jiker se pouzivé predevéim modi-
fikovany Ringerﬁv roztok, roztok &. 752 a roztok &, 532/
/francouasky vfrobek firmy Lathivet/. D4le se miZe pouZit

Hamordv a Ringerdv roztok. P¥ed osemen¥nim u jiker 's velkym -

_mnoZstvim ovariélni plazmy /mezijikerné’ tekutiny/ musime
provést jejf. odcezeni pfes s{tko. Ovaridln{ plazma, které
zakryvé az do vrstvy né&kolika millmetrﬁ Jikru, aktivuje po-
hyb spermii i bez aktivace oplozovacim roztokem. Tato sku~

tednost byla ov&fena u. &ty¥letych jikernadek pstruha duhové-:

ho Kamloops. Pro ;osemen&ni se na 1 litr jiker pouZije 10‘ml

spermatu pfi aktivaci vodou z 1fhn&. P¥i pouZit{ oplozovaci—‘”

ho roztoku se mife snf¥it mnozstvi spermatu na 3'= 4 ml na

1 litr. jiker.. Jikry oplozujeme ve vod& z 1fhn¥ po dobu: 2 - 47"

minut a v oplozovacfm roztoku po dobu.i10 minut.
U pstruha duhového Kamloops je vhodné pouéit mlfééky

el men§£'kusové hmotnosti 0,4~ 1 kg s nlz§im podtem /1 « 2/
. odb&ri spermatu. Velcf mlf&dci ve stéri 4-let -a hmotnosti

4 kg, u kterych:se provddf odb&r spermatu 3 = 4 krdt za vy-
térovou sezdnu maj{ pfévé ve 3. ~-4. odb&ru spermatu’ velké
mnoZstv{ sbermif se snffenou pohyblivostf. Mlads{ /2 -~ 3 le-
tf/ a mensf mlfd4ci také'poskytuji relativné vétsi mno¥stvi
spermatu. VySs1i. podil mlad$fch a men§ich mliéékﬁ umoznuje
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sniZit poéet odbérﬁ na jednoho mliuéka, zvyéuje pravdépodob-
nost dobrého oplozeni’ heterospermii a umoznuje zachovat uréi-
‘tou zésobu ml{&4kd na zdvér vytérové sezony, kdy kvalita. '
spermatu se u ml{&4kd obvykle zhoréuje. Déle je nutno vzit
v dvahu, Ze spermiogeneze u pstruha duhového vrcholi 3 tdey
pfed thérem jikernaéek ‘

~ sth pelea,“sih severni maréna‘
Oplozovac{ roztok =~ &. 752 a Ringeridw - , :
PEi aktivaci spermif a jiker vodou z 1fhn¥ se k oséme-
n&nf 1 litru jiker pouZfvd 10 - 15 ml spermatu. Pouzitim roz-
toku &. 752 nebo Ringerova. roztoku se miZe u stha severniho
. marény, snizit objem spermatu na 4 < 6ml. U sfha peledé se
vzhledem k nedostatku spermatu vidy vyuZ{vd.oplozovact roz-
tok g, 752'g Ringerﬁv roztok pro osemendn{ 1 litru jiker _
ddvkou 4 - 6 ml spermatu. U sfha severnfho se doporuéuje L
vyuZivat mliééky o vy38{ kusové hmotnosti nad 600 g, u. kte-
rich byla zgiéténa vy§§i relativni produkce spermatu.

- Btika obecnd ‘ : :
" oplozovac{ roztok - &. 752, Hamorﬁv, €. 532 :a Ringeriiv -
\4 praxi se u $tiky obecné jevi nejniZ&f oplozenost ji-

ker, pokud se nepouZije oplozovaci roztok. ‘Na ‘1 litr jiker .

se zde pouZivd vidy nejvéts{ mnoZstvi spermatu,jaké lze
zfskat. K aktivaci jiker a spermif je proto nutno vidy pou-: -
Z{t oplozovaci roztok. Jeden litr jiker se osemefiuje 2 -3'ml
spermatu, nebo spermatem z vypreparovanych a rozst¥fhanych
varlat od 3 mli&dky, nejlépe viak s pouZitim maxima spermatu
a spermatem z jednoho varlete .od 3 ml{&4kd. Doba oplbzovéni
je 10 minut. Pro dobrou oplozénost se, doporuéuje oplozovat '
v jedné nddob& maxim&ln& 1 litr jiker. X

Pfed osemenénim se doporuluje ponechat’ jikry §tiky
v klidu 0,5 aZ 1 hodinu po viteru z divodu dokonéeni meiotic—
kych pochodd v jikrdch a dokonalej§i piipravy gamet k oplo-

~zen{, Pri tomto postupu je zgiéﬁpvéna vyS8s8{ oplozenost jiker. .

~ Sumec velky :
Imobilizujfcf roztok ~ &. 5810
Oplozovaci roztok = 0,2 % NaCl
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U sumce’ se vzhledem k pohyblivosti spermii po odbéru,
vspermatu z diivodu nafed®n{ mo&f doporuéuje odebfrat sperma
do‘imobiliznjiciho roztoku ¢&. 5810.

Do jédnbfﬁzové sti":(kaéky nebo sbérale spermatu, naplné-
nych do jedné tfetiny roztokem &. 5810, se odebere sperma
sumce /obr. 7/ P¥itom zpoéétku po masd%i oblasti ritniho
otvoru vytékd mo&, pozd&ji mod se spermatem. Sperma se pro-
jevuje v mo&i opaleskujfcfm zdkalem. Odebfrd se sperﬁa S mo-
&f, pffpadn& pouze sperma. Pom&r spermatu s mo¥{ k objemu

'FObf. 7: 0db&r spermatu sumce do imobilizujiciho roztoku -
&. 5810

roztoku &. 5810 se miZe pohybovat od 1 : 10 do 2 : l.. Zname-
né to, ¥e sbérad spermatu nebo st¥fka&ka se mohou dpln& na-
plnit spermatem, pokud jsou pfedem naplnéné do jedné t¥eti-
ny roztokem &. 5810. Odbér trvd del¥f dobu a je potfeba ur-
Eité ‘ddvky trp&livosti. Pracuje se vidy s narkotizovanym
ml{&&kem. Vzhledem k velmi nfzké koncentraci spermif se apli-
kuje na 1 litr jiker 10 ml spermatu nafedéného roztokem &.
5810. Sperma v imobilizujfcfm roztoku 1ze uchovat po dobu
minim4ln& 5 - 7 hodin p¥i teplotd +4 °C bez ztrdty pohybli-
' vosti. Po osemendni jiker se ihned aktivujf spermie a jikry
‘vodou z lfhné&. /osemenuje se maximdln& 200 ‘g jiker/. Oplozo-
)vaci roztok se jiZ nepouZivi.
T P¥i nedostatku spermatu se pouZije sperma z vypreparo—

rqpnich a rOZStrihanych varlat v kombinaci s odebranym sperma-
tem. K aktivaci spermif se vyuzije o, 2 % NaCl nebo voda
z 1{hn&. Oplozovaci roztoky o vyééi koncentraci nepouzivéme.
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. , 6. z&oér'V : o :
: Vyuziﬁéni oplozovacich roztokﬁ je nedilnou souéésti
technologie umélé reprodukce ryb. V priétim obdob{ se poéi— S
td s ovéfenim pouziti oplozovacich roztokﬁ u-dalSich druhﬂ i
ryb kterfmi se predloéené metodika prozatim nezavaé
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