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1. UVOD

Lin obecny je vyznamnym vedlej§im druhem v rybni¢nim hospodarstvi, kde je ve
spole¢né obsadce s kaprem chovan uz od pocatku 18. stoleti (Susta, 1884). Je ddlezitym
druhem i v naSem sportovnim rybatstvi pii obhospodafovani volnych vod. Diky jeho
adaptabilité k riznym existenénim podminkam je mozné lina oznadit za idealni
doplitkovou rybu vicedruhovych obsadek s pocetni pfevahou kapra. Lin obecny ma velmi
chutné, bile zbarvené maso, cenéné vice v zahrani¢i nez u nas. Z tohoto duvodu je od
konce minulého stoleti vyhodnym exportnim artiklem. V pofadi exportovanych druhu je
lin na tfetim mist& (za kaprem a pstruhem duhovym) a na zahrani¢nich trzich je o n¢j
znasich vedlej§ich sladkovodnich ryb nejvétsi zajem. Jeho produkce je vSak
z nejriizngjSich diivodd nedostaujici a poptavku vnitiniho a zahrani¢niho obchodu se
nedafi uspokojovat. Jednim z mnoha faktori omezujici jeho rozvoj je dostupnost plidku
lina. Z tohoto diivodu je dilezité osvojit si ovulaci a spermiaci ve vyrobnim cyklu.
Chovatelé si tuto skutecnost uvédomuji a postupem Casu se zacala linovi v€novat vetsi
pozornost. Celkova produkce lina obecného byla v roce 1990 - 2430 t a pozvolna vzrostla
na 3880 t v roce 2001 (FAO, 2002).

Cilem této prace je zjisténi urovné spermiace mli¢akd lina obecneho pii vyuZiti
komer¢nich hormonalnich preparati. Diky vstupu CR do EU bude nutné piirozené
hormonalni latky k synchronizaci spermiace nahradit syntetickymi preparaty. Jedna se
piedevsim o zjisténi urovné spermiace a fertility v zavislosti na specificité a davce
syntetického hormonu. Metodika prace bude postavena na analytickych metodach Schulze
a Miura (2002), Linharta et al.(2000) pfi vyuziti starych vysledki dosazenych v roce 1995
(Linhart et al., 1995). Vesker¢ zjisténé hodnoty o objemu a mnoZstvi spermatu v zavislosti
na hmotnosti mli¢aka budou v zavislosti na davce analogu analyzovany ANOVou (Linhart

et al., 2000).




2. Literarni prehled

2.1. Obecny popis reprodukce ryb

2.1.1. Diferenciace pohlavi a zrani pohlavnich bunék

V téle kazdého nového jedince jsou ,,osidleny* gonady tzv. primordialnimi gonocyty,
neboli PGC burikami (primordial germ cells) = prapohlavni bunky, z nichz vznikaji buiiky
pohlavni. Jak shrnuje Linhart a Billard (1995), zarode¢né butiky u kostnatych ryb vznikaji
mimo pohlavni organy jiz béhem embryonalniho vyvoje ve stadiu morulace a nasledné
migruji do mista gonad. Gonady jsou tvofeny somatickymi bufikami s kolonizaci PGC.

Diferenciace ovaria za¢ina mitotickym délenim kmenovych (zarodecnych) bungk, ale

rovnéz i somatickych bunék, na které navazuje produkce bunék pro produkci steroidl a
meioticka profaze u zarodecnych bunék.

Diferenciace varlat za¢ina u normalnich gonochoristi mitdzou spermatogonii, tvorbou

bungk produkujicich steroidy a naslednou meidzou sekundarnich spermatogonii s
prechodem na spermatocyty.

Iniciatorem diferenciace jsou s nejvétsi pravdépodobnosti endogenni hormony. U lina
nastava diferenciace gonad mezi 40 — 70 dny po oplozeni s identifikaci primordialnich
zarodeénych bunék a oogonii 43 dni po vykuleni (Dlugosz a kol., 1983; Dlugosz, 1986).

Primarni pro diferenciaci samiiho pohlavi jsou folikularni bufiky se steroidnim hormonem

kolem PGC v zakladajicich se ovariich. U samci ve varlatech jsou to Leydigovy buiiky pro
produkci steroidii se signalem z adenohypofyzy. V dalsi fazi je dominantni FSH

gonadotropin s produkci steroidi v Sertoliho burkach.

Hormonéalni fizeni zrani pohlavnich bunék u mli¢aka : Rizena je aktivita kmenovych

bungk v gonadg, proliferace spermatogonii se vstupem do meiozy, ztrata pohlavnich bunék
v prib&hu zrani v cystach s naslednou apoptézou a mnozeni Sertoliho bunék.

Nejvys$§im fidicim centrem s kontrolou nad gonadami je hypotalamus s produkci GnRH
I a Il (Linhart, 2004). To jsou hormony, které stimuluji vylu¢ovani GTH I (FSH) a GTH I
(LH) z adenohypofyzy. FSH piisobi na spermatogenezi a na Sertoliho bufky a jejich
rozmnoZovani. Ma vliv na produkci ristového hormonu (komplexni funkce) a steroidniho
hormonu 11-keto testosteronu. LH plisobi na Leydigovy buiiky (nachazi se v gonadé mezi

cystami) s produkci steroidii (11-keta testosteron) pouzitelnych pro spermiogenezi. GTH



stimuluji steroidni hormony, tzn. pfedevsim testosterony, jejichz hlavni soucasti je 11-keto
testosteron v Sertoliho buiikach. 11-keto testosteron pak stimuluje rlstovy faktor
produkovany Sertoliho bufikami.

Steroidni hormony tvofi komplex androgenich (testosteron, 11-keta testosteron),
estrogenich a progestinich hormonti. 11-keta testosteron stimuluje spermatogenezi a
spermiogenezi prostfednictvim insulinovych rustovych faktord a activinu. Komplex
estrogentl (E2) reguluje spermatogonialni funkci kmenovych bunék.

Vysledkem je nepiima regulace spermatogeneze s testosteronem, kde je dominujicim
androgenem 11-keta testosteron, prostfednictvim stimulace ristu se syntézou steroidnich
hormonti, tzn. androgend, estrogend a progestint. Steroidni hormony ovliviiuji znovu
obnovu  spermatogonialnich  kmenovych bunek a iniciaci  spermatogonialniho

rozmnoZzovani, mitdzy, meidzy a apoptozy (Linhart, 2004).

Hormonalni fizeni zrani pohlavnich bunék u jikernacek: Rizena je produkce vitelogeninu,

riist ovocytd v pribéhu zadrzeni meidzy, dozravani ovocytd, ovulace, folikulogeneze, tedy
cela ovogeneze.

Nejvys§im fidicim centrem je hypotalamus s produkci GnRH I a II (Linhart, 2004).
Vicenasobné faktory, jako jsou GnRH, serotonin, activin a neuropeptid, stimuluji
vylu¢ovani FSH. Dopamin ma inhibi€ni ulinky na sekreci FSH, ten je kontrolovan
vzristajici sekreci GnRH a steroidy s regulaci GABA (GABA reguluje a stimuluje rovnéz
GnRH). Faktory prostiedi a externi faktory ptisobi pfimo nebo nepfimo pfes GnRH-FSH,
predeviim pfes Groveii melatoninu (hormon z epifyzy). Sexualni steroidy ovladaji
pozitivné i negativné jak sekreci GnRH, tak nasledné FSH (Linhart, 2004).

Vitelogeneze je zptisobena pomoci LH. Rist ovocytd v priib&hu zadrzeni meiozy je
kontrolovan produkci 17-beta estradiolu v granuloznich burikach za ucasti aromatazy. 17-
beta estradiol vznika z testosteronu za podpory aromatazy , ktera difunduje z granuloznich
bunék z théky. Vytvateni vitelinni membrany je regulovano komplexem hormont E2. Za
dozravani ovocyti je odpovédny LH. V dobé dokonCeni folikulu s ovocytem se LH navaze
na receptor v théce, ktery spusti tvorbu tzv. indukcné dozravactho hormonu (MIH) v
zavislosti na meioze. LH je téz odpovédny za opétovné nastartovani meiozy. Schopnost
ovocytu dozrat kontroluje pfedevsim GTH v navaznosti na activin A a B. Produkce MIH je
ddlezita pro ovulaci a je ovladana nMIHR (jaderny dozravaci induk¢ni receptor).

Vysledkem stimulace je produkce prostaglandinu PGF (Linhart, 2004).




Dozravani saméich pohlavnich bunék: Primarni spermatogonie, coz je permanentni

zarodeena butika uzaviena do liizka ze Sertoliho buiiky, se mitoticky déli. Z nich se vytvofi
v dob& nastupu spermatogeneze spermatogonie sekundarni. Vysledkem tohoto déleni je
skupina pohlavnich bungk, vétsinou obklopenych obalem,ktera je nazyvana cystou (Sakun
a Buckaja, 1968). Sertoliho buiiky hraji dominantni roli v rozvoji testes a jejich funkci. V
cystach nastupuje meiotické déleni u spermatogonii sekundarnich s produkci spermatocytu
a nakonec haploidni spermatidy (pohlavni bufiky). Dale nasleduje spermiogeneze se
zménou spermatid na spermie, coz je doprovazeno eliminaci plasmy (ztrata 80-90%),
kondenzaci chromatinu a vytvorenim bi¢iku. Spermie se uvolfiuji z cyst a zapliiuji kanalek
lobulu. Pozdgji se dostavaji do odvodnych kanalki, dochazi ke koncentraci spermatu v

odvodnych kanalcich (kapacitace) (Linhart, 2004).

Dozravani samicich pohlavnich bungk: Primarni ovogonie se mitoticky mnozi a jsou
obaleny primarnim folikulem. Ty se méni v sekundarni ovogonie s rostoucim folikulem
(vicevrstevny epitel, théka) s dutinou, ve které se ovogonie sekundarni méni na ovocyt
[.fadu. Ovocyt Lfadu roste ve folikulu obklopen coronou radiata. Zraly folikul s vajickem
je tzv. Graafuv folikul.

Rist ovocytd probiha pii zadrzeni meidzy. Pfi predvitelogennim  ristu
(protoplasmaticky rust) dochazi k produkci ribosomalni RNA a mRNA. Glycoproteiny se
syntetizuji a pozd&ji formuji v obdobi vnéjsiho rustu do kortikalnich granuli. V ovocytu se
zadinaji vyvijet ovocytarni lipidy. Vlastni folikul a jeho struktura se vyviji do formy
mikrovyrastki korespondujici s vyrtstky v oblasti zony radiata (vitelinni obalky ovocytu a
budouciho vajicka). Vlastni prortistani mikrovyrastkd (klki) obalky ovocytu do obalu
folikulu je umoznéno tvorbou tzv. VE proteinu (vitelinniho proteinu), kontrolovaného
estrogeny.

V mistech vyrustki se vytvafeji tzv. vnéjsi kanalky pro transport piedevsim
vitelogeninu (vitelogenni riist), coz je glyko-fosfolipo-protein syntetizovany v jatrech s
transportem pies cévni systém. Transportuji se téz strukturalni lipidy a esencialni tuky.
Vitelogenin se dostava pres jednotlivé vnéjsi a vnitini vrstvy folikulu a vnéjsSi vrstvy
ovocytu (kanalky) az k ovolemé, navaze se na specificky receptor (s dekodovanym genem)
v oblasti ovolemy, vytvoii vagek prochazejici ovolemou do ovocytu a fuzuje s lysozomem.

Nasleduje v lysozomu vznik zloutkového proteinu (Linhart, 2004).




Z vitelogeninu se vytvaii dva hlavni Zzloutkové proteiny - lipovitelin (Lv) a phosvitin
(Pv). Lv je dalezity pro embryogenezi a Pv dilezity pro transport iontd, pro tvorbu skeletu
a metabolické funkce.

Nastava tvorba vitelinni membrdny (obalky, zona radiata). Obal tvoii théka, folikulirni
epitel, rosolovita vrstva budouciho ovocytu a vajicka, zona radiata ovocytu (chorion) a
kortikalni vrstva ovocytu. Zpo&atku je vitelinni membrana budovana jako vnéjsi a vnitini
vrstva s dalsi strukturaci.

Dochazi k cytoplasmatickému dozrani, tedy hydrataci, dokonCeni proteolyzy a pfiprave
ovocytu k vytéru do jiného osmotického prostredi na kterém se podileji né&které
aminokyseliny.

Ovulace se sklada z procesd degradace s prasknutim Graafova folikulu a procesu
vypuzeni zralého vajitka do vejcovodu a dale do vnéjsiho prostiedi. Ovulace je asociovana
s degradaci zbylého folikulu za uC&asti progesteronu a prostaglandinu s aktivaci
proteolytickych enzym@. Po vytéru jsou pohlavni organy nejmensi z celého vyvojového
cyklu (Pimpicka, 1990).

2.2. Rizena reprodukce lina s ukazateli spermiace

2.2.1. Charakteristika druhu

Lin obecny patii do ¢eledi ryb kaprovitych (Cyprinidae), ktera je nejbohatsi Celedi
sladkovodnich ryb zahrnujici podle Nelsona (1985, ex. Barus, Oliva a kol., 1995) 2070
druhii ve 194 rodech. Je piivodem europskosibifské zoogeografické podoblasti. Lin je
roziten téméf po celé Evropé, ptiemz areal jeho rozsifeni nezahrnuje severni Norsko,
Svédsko, Finsko a chybi ve stfedni Asii. V Ceské republice je rozsifen po celém uzemi ve
stfednich a dolnich tocich fek, rybnicich, tinich, udolnich nadrzich a dalSich vhodnych
lokalitach.

Ve spoleéné obsadce s kaprem je chovan od pocatku 18. stoleti. V 19. stoleti byla
v nékterych eskych rybnikafstvich jiz vysoka produkce. Velké rozsifeni lina nastalo
koncem minulého stoleti, kdy jiz byl velmi rozvinut vyvoz do zahranici, predevsim do

Saska.




O produkci lina z akvakultur i volnych vod (celkem) v tunach Zivé hmotnosti podle

nejvétsich evropskych producenti dle Froese a Pauly (2003) vypovida nasledujici tabulka:

Stat / roky 1996 1997 1998 1999 2000
Rusko 936 1 647 990 1071 1307
Francie 700 1 400 1200 1 560 1 200
Ceska republika 340 414 371 362 275
Spanélsko 160 215 168 161 162
Polsko 97 101 91 102 160

Lin obecny ma valcovité télo, které dosahuje délky 30 - 63,5 cm, hmotnosti do 1,2 - 6
kg, 7,5 kg vazici lin byl chycen vroce 1857 u Kyjeva (Berg, 1948). Télo je pomérné
kratké, dosti vysoké, pokryté drobnymi Supinami, které velmi pevné tkvi v kazi a maji
podélng protahly elipticky tvar. Poget Supin v postranni Care zjistény u lint z jiznich Cech
Maténovou et Pivnickou (1980) &inil 89 az 111 (primér 102,4), pocet zabernich ty¢inek na
1. zabernim oblouku 12 a7 19 (pramér 15). Podle Dyka (1956) se vzacné vyskytuji i lini
s nab&hem k lysosti. Viechny ploutve jsou zaoblené, ocasni ploutev je jen slabé vykrojena.
Usta jsou koncova, v koutcich po jednom vousku. Prevazujici barvou je temné zelena.
Hibetni strana téla je tmavé zelena, boky zelenohnédé az zelenoSedé se zlutavym az
zlatavym leskem. Ploutve jsou tmavé, SedoCerné az hnédozelené. Jedinci z hlubokych
zarostlych rybniki a tiini jsou velmi tmavi, zatimco exemplafi z prosvétlenych mélkych
lokalit a mladi jedinci jsou svétle zbarveni (Simek, 1959; Penjaz et al., 1973). Je znamo i
nékolik barevnych mutaci. Zajimavé jsou na oranzové Cervenem podkladé tmaveé skvrnité
aberace lind (aberr. Aurata Bloch, 1783-1785), o kterych se zmifiuji Fri¢ (1908), Dyk
(1956), Oliva et al. (1968) a Sabanejev (1980), ktery vyslovné upozorfiuje, Ze tato aberace
je znama zCech a Slezka. Zlaté a modré zbarveni bylo poprvé podrobnéji popsano
Kluppem (1985) a Geldhauserem (1988) v némeckych chovech. Dédi¢nost zlatého a
modrého zbarveni u lina, jejich genotypy a jejich fenotypovy projev popsali Kvasnicka a
kol. (1998). V ramci zlatého zbarveni byly pii analyze Stépnych poméri zjistény ruzné
barevné variety (syté oranzova, citronova a bélobficha).

Pohlavni dvojtvarnost je u lina vyrazna. U samcii bfiSni ploutve dosahuji k fitnimu
otvoru nebo jej presahuji. U samic biisni ploutve nedosahuji k fitnimu otvoru a tvarem se
podobaji ploutvim prsnim (Heckel et Kner, 1858; Oliva, 1952; Maténova et Pivnicka,
1980). Pohlavi lze podle téchto znak(i bezpetné rozliSovat jiz od stafi 15 mésict. U samci

se rovnéz v druhém roce Zivota ztlu§tuje napadné druhy tvrdy (nerozvétveny) paprsek




bfisnich ploutvich a zakfivuje se. V dobé tfeni se navic na hlavé a hibetni strané téla
objevuji u samcu rohovité treci bradavky (Dyk, 1944; Oliva, 1963a).

Lin patii k na§im nejodolngjsim rybam. Naroky na obsah kysliku rozpusténého ve vodé
ma priblizné stejné jako karas obecny. Snasi vody kyselejsi nebo s kolisajicimi hodnotami
pH od 5 do 9. Zdravotnimu stavu lina je vSak tfeba vénovat mimofadnou pozornost.
Piibuznost ke kapru a ¢asto chov ve spolec¢ném prostiedi ovliviiuji moznost vzajemného
pienosu infekénich a invaznich chorob. Dyk (1944) napf. upozornil, Ze lini mohou byt
hlavnim ohniskem krevnich bi¢ikovcu, ktefi jsou chobotnatkami pfenaseni na ostatni ryby,
véetné kapra. Pfi pokusnych odlovech v rybnicich s polokulturami se snazime, abychom
mohli veterinarné vySetfit i pfisazené druhy ryb. Lin je rybou stalou, stanoviStni. Je
typickou rybou dna. Zivi se predevsim larvami hmyzu, ervy a nékterymi kory§i mekkysi
(Pekaf et Krupauer, 1968). Soucasti potravy, zejména u starsich jedincti, byvaji i rostliny, u
mladsich jedincd pak fytoplankton. Na nékterych lokalitach byvaji vyznamnou slozkou
potravy lind i meékkysi.

Lin patfi do skupiny fytofilnich ryb. Pfirozené se rozmnozuje na vodnim nebo
zatopeném suchozemském rostlinstvu, zpravidla od konce kvétna az do zacatku srpna.
Tato rozvleklost je vyvolana nejen vlivem rozdilného zivotniho prostiedi, ale i zvlastnim
rezimem jeho reprodukéniho cyklu. VyznaCuje se tzv. porcovym vytérem. Zacatek tieni je
podminén minimalni teplotou vody + 18 °C. Pohlavni dospélosti dosahuji samci i samice
nejdiive ve tetim, obvykle vSak aZz ve ¢tvrtém roce zivota. Ojedinéle se udava pohlavni
dospélost samct jiz ve druhém roce zivota (Reiser et al., 1983). Udaje o plodnosti lina se
1i§i v zavislosti na stafi samic a odlisnosti Zivotniho prostfedi. Vétsina autord udava
plodnost lind do 300 000 jiker (napi. Dyk, 1956). Podle Olivy et al. (1968) dosahuje témér
1 000 000 jiker. Inkubaéni doba jiker €ini u lina 60 D°, kterd pfi teplot€ 20 - 22 °C
piedstavuje tfi dny. Pied vytérem se shromazduji lini do pocetnych hejn, ve kterych
probiha mezi generaénimi rybami ur€ity vybér. Jeho vysledkem je vytvoreni 2-3 ¢lennych
skupin, které se tfou v hloubce od 0,5 do 1 m na vodni porosty. Podle Dyka (1956)
pozbyvaji lini v predvitérovém obdobi svou pfislovecnou plachost, takze je mozné se k
nim bezprostiedné ptiblizit. Umély vytér lina popsali Koufil a Chabera (1976). Sledovanim
jeho vyvoje v embryonalni a larvalni periode zivota se zabyvali Pefiaz et al. (1981, 1982).
Lin je diploidni druh s Castym vyskytem triploidd. Vyskytem spontannich triploida u lina
se poprvé zabyval Kvasnicka a kol. (1992) ve spojeni s vy$§im riistem a reprodukcni
sterilitou jedinc v umélych chovech. Vétsi konecné velikosti, ani rychlej§iho ristu neni

dosahovano v zavislosti na velikosti bunék, ale v dusledku zavislosti na odchylce od



normalniho vyvoje gonad predisponovanim energie ziskané vyzivou z reprodukce do
somatického rastu. Kvasnitka a Flajshans (1993) vyvinuli metodiku morfologicke
identifikace triploidnich jedinci v remontnich hejnech lina. U starSich ryb byly zjistény u
obou pohlavi zakrnélé gonady. Prvni praci v indukci triploidie lina byla studie Linharta a
kol. (1989), ktefi pouzili chladového Soku. Flajshans a kol. (1993b) poprvé srovnal
G&innost pouziti chladového a teplého Soku, a Soku hydrostatickym tlakem, k indukci

triploidie a tetraploidie u lina.

2.2.2 Histologicka charakteristika gonad

2.2.2.1. Ovaria

Histologicky obraz a velikost reproduké&nich bunék viditelnych v pri€nych fezech
behem roku popisuje Pimpicka (1989, 1990) a shrnuli Linhart a Billard (1995). Ovaria lina
obsahuji ovocyty ve viech stadiich vyvoje, tzn., ze jde o asynchronni typ zrani ovocytu.
Morawska (1982) uvadi, ze pfi¢inou asynchronniho ristu mize byt teplota vody. U
pohlavng dospélych ryb sdavkovym vytérem probiha vyvoj reprodukénich bunek
kontinualn&. Velikost oocytll je charakteristicka pro jednotliva stadia buné¢ného vyvoje a
relativng stala po cely rok. To ukazuje, ze ptechod oocytd do dalsiho stadia je dan nejen
zménami v jadie, cytoplazmé a folikulech, ale také velikosti oocytl (Pimpicka, 1990).
Pimpicka (1989, 1990) se rovnéz zabyvala pribéhem a vyvojem stadii zralosti ovarii.
Ovaria byly rozdéleny do Sesti stadii zralosti. Prvni stadium zralosti kon¢i pfi zrani oocyta
trofoplazmatického riistu, kdy ovarium piechazi ve druhé stadium zralosti (Pimpicka,
1998). V tomto stadiu se ovaria nachazi pouze na pocatku pohlavni dospé€losti, kdy jesté
nejsou piitomny oocyty ve vakuolizaci a atretické oocyty. Treti stadium zralosti
piedstavuje nejdelsi obdobi z celého reprodukéniho cyklu, nebot” ovaria setrvavaji v tomto
stadiu zhruba od zafi do dubna nasledujiciho roku. Ovaria prechazi do této faze klidu po
dlouhé reprodukéni sezoné. Nastup Ctvrtého stadia zralosti (vitelogeneze) nastava pri
zvy$eni primérné denni teploty na konci dubna o béhem kvétna. Délka vitelogeneze
zjisténa v ptirozenych podminkach Pimpickou (1989) byla od 21 do 32 dni. Paté stadium
zralosti je velmi kratké a predchazi vlastnimu vytéru. V této fazi je nejvyssi zastoupeni
trofoplazmatickych oocytd z celého roku. Po dokonCeni vyvoje prvni davky jiker a

vhodnych podminkach prostiedi dochazi k vytéru. Povytérové stadium neboli Seste
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stadium je &lenéno na nékolik podstadii v zavislosti na zralosti oocytl prevazujicich

v ovariu.

Ovarium jako takové je parovy valcovity organ v dorsalni, medialni a spis ovalngjsi
Casti brisni dutiny, zakongeny v kaudalni &asti vejcovodem s vyvodem do tzv. pohlavni
papily mezi fitnim otvorem a mocovou trubici. Vejcovody odvadeji vajicka z gonady,
sekreci obstaravaji sekreni buiiky ovaria. VétSinou dochazi ke spole¢nému vyvodu

modovych a pohlavnich cest, do tzv. pohlavni papily.

2.2.2.2. Testes

Testes (varlata) jsou sam&i pohlavni zlazy. Dozrala varlata jsou bélavé zbarvena,
protazena do délky a na prifezu ovalna. Zprvu tvoii zarodetne buiiky pruhy, v nichz
opakovanym dé&lenim vznikaji kulovité shluky bunék. Mezi jednotlivé shluky pronika
pojivo, které je vzajemné oddéluje. Uvniti do délky se protahujicich vacka vznika dutina,
obklopena n&kolika vrstvami spermatogonii. Vzajemné spojeni trubiCek a vacka
s odvodnym vyvodem se dé&je zpravidla az v dospélosti.

Stadii zralosti se zabyvali Sakun a Buckaja (1968) a Linhart a Billard (1995). V prvnim
stadiu zralosti je pohlavi Gasto nerozlisitelné. Gonady jsou v disledku slabého rozvoje
krevnich cév bezbarvé nebo naSedivélé. Pro druhé stadium je typicka pfitomnost
pohlavnich bunék v prvém stadiu spermatogeneze. Barva gonad pfechazi mezi Sedavou a
slabé rozovou. Tieti stadium zralosti je charakterizovano intenzivnim prib&hem vSech
stadii spermatogeneze. Objem testes se v dusledku intenzivnich procesu silné zvétSuje. Ve
tvrtém stadiu zralosti jsou jiz piitomny zralé spermie v kanalcich, uvolnénych z cyst.
Testes, v diisledku velkych mnozstvi spermii, ziskavaji mlécnou barvu. Pfi patém stadiu
zralosti dosahuje vytérové chovani mli€aka vrcholu. Semeniky jsou barvy mlécne, na
omak mékké. Sesté stadium zralosti charakterizuje povytérovy stav pohlavnich organi.

Gonady jsou barvy rizové nebo Sedave.

U lina jsou testes parové, prodlouzené organy, lezici v dorzalni Casti bfisni dutiny.
Chamovod spojuje kazdé testes s urogenitalni papilou. U mnoha kostnatych ryb je varle
slozeno z mnoha lobulfi, které jsou od sebe oddéleny vazivovymi septy (Billard, 1986).
V lobulech probiha spermatogeneze v oddélenych cystach, které se postupné zvetSuji a

nakonec praskaji, ¢imz se uvolni sperma do lumenu lobulu, jenz je spojen s chamovodem.
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Uvniti semennych kanakl se nachazeji, mimo pohlavnich bunék, Sertoliho bufky, které
plni opornou a vyzivnou funkci (Sakun a Buckaja, 1968). Testes lina Ize zafadit mezi
cyprinoidni typ sam&ich pohlavnich organa. Vyvojova stadia samcich pohlavnich bun€k

shrnuli Linhart a Billard (1995).

2.2.2.2.1.Charakteristika spermii

Charakteristikou spermii se zabyvalo nékolik autori. Spermie u karasa stiibfitého
(Carassius auratus) hodnotil Fribourgh a kol. (1970). Stein (1981) srovnaval ultrastrukturu
spermii $tiky obecné (Esox lucius L.), pstruha duhového (Oncorhynchus mykkis) a kapra
obecného. U lina se charakteristikou jednotlivych ¢&asti spermii zabyvala studie
Geldhausera (1989).

Sperma lina obecného je konzistence a barvy mlécné, hustoty fidké az velmi fidke.
Pouzivaji se riizna kritéria k odhadu jakosti mli¢i: je to barva a konzistence, obsah prvni
nebo nasledné ejakulace, koncentrace spermii a jejich celkovy pocet, motilita spermii,
rychlost pohybu, poCet aktivnich spermii, procento mrtvych spermii, procento
morfologicky nezménénych spermii (Terlecki a Kempinska, 1956, Wieniawski, 1965,
Rudnicki et al, 1971; James, 1966; Ginzburg, 1968; Turdakov, 1972; Turdakov a
Aminova, 1973; Hochman et al. 1974; Goryczko a Tomasik, 1975; Moczarski, 1976;
Opuszynski, 1979).

Sperma lina je vzdy nafedéno mo&i. Mo¢ se automaticky dostava do spermatu nebo
naopak pfi masazi bfisni partie a tim i masazi varlat a mo¢ového méchyfe. Linhart et al.
(2003) zkoumal mocovy méchyt u lina (7inca tinca), kde se nachazi jako maly bélavy
vatek priléhajici tésné k semennému kanalku. Obsahoval od 0,5 - 2ml modi, coz je
podobny objem jako u tilapie (Oreochromis mossambicus) (Linhart et al., 1999), ale mensi
nez u sumce velkého (Silurus glanis) (Legendre et al., 1996). Mocovy méchyf hraje u
sladkovodnich ryb vyznamnou roli, protoze zadrzuje v téle dilezité ionty (Curties et
Wood, 1991). Tekutina zméchyie je &ira bez piitomnosti spermii s osmotickou
koncentraci na tGrovni od 82 do 123 mOsmol/kg. Obsahuje vysoké koncentrace ionti:
30.9mM Na', 43mM K', 0.9mM Ca’" a 0.6mM Mg”". Testikularni sperma vykazuje
osmolalitu na urovni od 244 do 299 mOsmol/kg (Linhart a kol., 2000b). Sperma nefedéné
mo&i ma osmotickou koncentraci na trovni 300 mOsmol/kg a je tedy logické, ze spermie
jsou moéi aktivovany. Sperma lina tudiz nemiZze byt ani kratkodob& uchovavano bez

pouziti imobilizaéniho roztoku kvili rozsahlé kontaminaci moci (Linhart et al., 1985;
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Linhart et al., 2003). Imobilizujici roztok umoziiuje zastavit pohyb spemii, coz je vyvolano
vysokym osmotickym tlakem roztoku a pomérem sodnych a draselnych kationta, které
pisobi na omezeni prosté difuse a aktivni transport ionti. Spermie se zp&tn€ aktivuji po
piliti vody, ktera zméni osmotickou koncentraci, aktivuje metabolismus a tim i pohyb
spermii. Je nutné dodrZovat ur€ity pomér mezi spermatem a imobiliza¢nim roztokem. U
sumce je to napf. 1:1 a roztok se sklada z 200mmol NaCl, 30mmol trisu, pH 7, tzn. 11,8
NaCl a 3,6g trisu, u lina téz 1:1 se slozenim 180mmol NaCl, 2,7mmol KCI, 1,4mmol
CaCl,2H,0 a 2,4mmol NaHCO; (Linhart, 2004). Vysledky ziskané z experimenti
provadénych na kinetiku spermii, pohybové schopnosti, oplodiiovaci schopnosti a nasledné
lihnuti (Rodina et al., 2004) ukazaly, Ze pouze sperma odebrané do riiznych imobiliza¢nich
roztokl mizZe byt uspé§né pouzito pro umeélou inseminaci s dobrou motilitou a fertilitou
spemii pfi dobé skladovani nad 10h pfi 0 — 4 °C (Linhart and Billard, 1995 Rodina et al,,
2004).

P¥i zmrazovani spermatu plati, ze ¢im je mensi objem zmrazované latky, tim je lepsi
vysledek. NejCastéji se zmrazuji objemy spermatu 1 — 4 ml. Zmrazovani muze byt
postupné, ¢i rychlé, takika bez krystalizace, tzv. vitrifikace. Zmrazuje se nejCastéji na
teplotu kapalného dusiku, tzn. -196 °C. Pfi zmrazovani se pouziva rovnéz
kryoprotektivum, které velmi rychle pronikne do buiiky a vytlai zni vodu. Funkci
kryoprotektiva je usmérnéni krystalt pfi krystalizaci s jednotnou strukturou a orientaci,
¢imz se snizuje roztrhani bunek.

V testes jsou spermie nepohyblivé a u mnoha druhi téz v semenné plasmé. Okolni
faktory, jako jsou ionty, pH nebo osmolalita, mohou zplsobit depolarizaci bunécné
membrany spermii a stimulovat pohyb spermii (Linhart, 1991). Scheuring (1925) zjistil, ze
ionty Na', Mg®" a Ca®" snizuji inhibi¢ni GCinek K" s tim, Ze bivalentni kationty jsou
G&inngj§i. Gatti et al. (1990) uvadi, ze v roztoku s vysokou koncentraci K' a nizkym pH
dojde pii zvyseni externi koncentrace Ca>" k prekryti inhibi¢niho G¢inku H' a K’ na
motilitu spermii.

Doba hromadného pohybu spermii ¢ini 36-52 s, pii¢emz pohyb spermii kongi po 161 az
188s. Objem spermatu se pohybuje na urovni 0,7 - 0,8 ml, zatim co relativni objem
spermatu na kg hmotnosti mli¢aka se pohybuje od 1,6 do 2,6 ml (Linhart, 1995). Primérna
koncentrace spermii v ml spermatu se pohybuje na Grovni 11,23 - 24.35.10” s celkovym
poctem spermii od 8,9 do 20,77.10° a relativni pocet spermii na 1 kg hmotnosti mli¢aka

&ini od 18,50 do 48,16.10” (Linhart a kol., 1986, Linhart a Kvasnicka, 1992).
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Pro pohyb spermii je zapotiebi energie ve formé ATP pochazejici z glykolyzy a
oxydacnich reakci. Mnozstvim ATP ve spermiich se zabyvali napf. (Felix et al., 1956;
Tibbs, 1962; Burnashova, 1960; Mohri, 1964; Christien et al., 1987). Burnashova (1960,
1982) uvadi, ze po inhibici glykolyzi ¢i oxidacnich procesi u spermii ryb nastava sniZeni

hladiny ATP a pohyb je pomalejsi.

2.2.2.2.1.1. Morfologicka charakteristika spermii

Rybi spermie jsou tvoreny hlavickou, stiedni a koncovou Casti. Ukazatele délky a Sitky
spermii métil Geldhauser (1989), ktery urcil prameérné hodnoty jako 3,1 um a 4,0 um.

Zakladni Ulohou hlavi¢ky spermii je zadrzeni a prenos genetického materialu,
lokalizovaného v nukleoplazmé. Nezbytnym pfedpokladem pro zdarny priunik spermie do
vajicka je spravny tvar a velikost hlavicky (Ginsburg, 1968). Tvar hlavicky je pro
jednotlivé druhy specificky, napf. kulata hlavicka spermii u Stiky ¢i ovalna az srdcita u
kapra a amura bilého. U chrupavéitych a kostnatych ryb s vnéjsim oplozenim se vyvinuly
rozdilné tvary hlavi¢ek (Linhart et al., 1991). Kulovity tvar zjistény u lina Geldhauserem
(1989) odpovida ostatnim druhim kaprovitych ryb. Pozorovani v elektronovém
mikroskopu prokazala, ze hlavicka spermii lina je obklopena plazmatickou membranou,
k niz bezprostiedné priléha membrana jaderna. Cytoplazma hlavicky spermii lina je
tvofena jemnymi granulemi chromatinu, v némz je obsazena DNA s haploidni sadou
chromosomt (Linhart, 1991), stejné jako u ostatnich kaprovitych a lososovitych
(Geldhauser, 1989).

Stfedni Cast je pevné spojena s hlavi¢kou. Obsahuje centriolarni a mitochondrialni
segment. Mitochondrialni segment je rozpoznatelny jak u chrupavcitych tak u kostnatych
ryb, zatim co centrionalni segment je ukryt vtzv. vnitrojaderném kanalku a je
nerozeznatelny (Ginsburg, 1968). Mitochondrialni segment je tvofen podle druhové
prislusnosti rtaiznym po¢tem mitochondrii. U lina zjistil Geldhauser (1989) 3 mitochondrie,
coz odpovida obecnému poctu 2 — 10 u kaprovitych ryb. Centriolarni segment je tvoren
proximalni a distalni centriolou. Distalni centriola je Gtvar s deviti vné&jSimi dvojitymi
filamenty bez centralni dvojice filament (Geldhauser, 1989). Proximalni centriola je Gtvar
s vnéj§im usporadanim vnéjsich trojitych filament (9x3) v konfiguraci (9+0) (Geldhauser,
1989; Stein, 1981). Obé centrioly jsou navzajem kolmé a jsou soucasti ukotveni bi¢iku. ).

Centrioly maji za ukol upeviovat bi¢ik, ktery prochazi skrz mitochondrialni Cast
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(Ginsburg, 1968). Stredni cast se jevi byt asymetricka, takze bi¢ik nikdy neprochazi jejim
sttedem (André, 1982).

Bicik spermie muzeme rozdélit na proximalni, centralni a terminalni ¢ast. U ryb je
rozpoznatelna predevsim centralni a terminalni Cast. Bi¢ik je slozen z dvou centralnich a
deviti perifernich filament tzv. “9+2 komplex™ (Mattei et al., 1972; Billard, 1969b).
Centralni tubuly jsou obaleny centralni pochvou. Mezi perifernimi tubuly se nachazeji tzv.
Dyneinova ramena a mezi centralnimi a perifernimi tzv. radialni spojky. Zakladni princip
pohybu biciku je zalozen na stfidani klouzani a fixace tubulG. Dyneinova ramena
zabezpecuji ohyb tubuld, jehoz vysledkem je hadovity pohyb. Radialni spojky koordinuji
na principu hvézdicovitého motoru postupné spousténi ohybu perifernich tubull, jehoz
vysledkem je tfirozmérny rotacni pohyb. U lina je pramér bi¢iku po celé jeho délce

konstantni a je stejn€ jako hlavicka kryt cytoplazmatickou membranou (Geldhauser, 1989).

2.2.2.2.2. Semenna plazma

Na chemickém slozeni semenné plasmy a spermii zatim probihalo jen malo vyzkumu, a
to zejména u kaprovitych a lososovitych ryb. Koncentrace ionti v semenné plasmé a
spermii lina obecného je dle Linharta et. al (2003) 18,4 mmol/l Na', 1,9 mmol/l K, 0,5
mmol/l Mg®", 0,6 mmol/l Ca®. Scheuring (1925) poprvé poukazal na schopnost Na', Ca’" a
Mg*" redukovat inhibi&ni vlastnosti K'. Schleng a Kahman (1938) pozorovali pohyblivost
spermii v prostiedi v zavislosti na Na' a K. Néktefi autofi zjistili, ze inhibi¢ni vlastnosti
na motilitu spermii zptsobené milimolarnimi koncentracemi ionty K jsou tlumeny
zvySenou koncentraci externiho Cig™ (Bayens et al, 1981; Cosson et al, 1986;
Tamino a Morisawa, 1988), a predbézné vysledky signalizovaly, ze koncentrace
intracelularniho Ca®" se zvysuje pii zahajeni pohybu spermii (Cosson, 1986; Cosson et
al, 1989). Osmolalita semenné plasmy u lina je zhruba 230+82mosmol/kg (Linhart et
al.,, 2003). V semenné plasmé jsou pfitomny metabolity glykolyzy a Krebsoba cyklu.
Mnozstvi metaboliti zkoumané u kaprovitych ryb bylo velmi proménlivé v zavislosti na
délce uschovani spermatu (Gosh, 1985). U kaprovitych ryb byly sledovany koncentrace
koenzymut (nmol/l) po kratkém uchovani (24h) spermatu v teploté 4 — 5 °C (Gosh, 1985).
Koncentrace proteint a lipida v semenné plasmé kaprovitych ryb po a bez hormonalniho
oSetfeni zkoumala Belova (1982). Rovnéz byla ze semenné plasmy isolovana fosfataza,
LDH a MDH, acetyl- a butyryl-esterazy, alanyl- a leucyl-aminopeptidazy a glukosaminazy
(Breton et al., 1974).
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Francis et Miller (1972) sledovali zavislost doby uchovani semenné plazmy na ménici

se koncentraci NAD' NADH, NAD'/NADH, NADP' ,NADPH a NADP /NADPH.

Doba uchovani | NAD' | NADH | NAD'/NADH | NADP* | NADPH | NADP'/NADPH

Oh 639 20 31 27 40 0,68

Z;

24h 545 38 14,3 11 53 0,21

3

Koncentrace NAD" a NADP' se snizila a naopak se zvySila koncentrace NADH a

NADPH, coz souvisi s priubéhem glykolyzy.

2.2.3. Vytér

Lin obecny je typickym fytofilnim druhem, vytirajicim se na vodni rostliny, €i v pfipadé
nové napousténych tdolnich nadrzi a rybnikdi na zbytky odumielych suchozemskych
porostii. Jednim z hlavnich enviromentalnich faktord, ovliviiujici vytér lina je teplota vody
(Pimpicka, 1989). Vytérova sezona za¢ina v kvétnu, kdy teplota pfevysi rozmezi 17 °C az
22 °C. Vytér probiha 6 — 9 tydnd pii 22 — 25 °C. V normalnich tecich rybnicich kladou
jikernatky behem vytérové sezony 3 — 4 davky jiker (Horoszewicz, 1981; Morawska,
1984). Interval mezi vytéry byl 15 — 22 dni a 1. davka pfestavovala 33 — 38 % z celkové
plodnosti za sezonu jak shrnuji Linhart a Billard (1995). Hladina a sezonni vykyvy teplot
ovliviiuji stupei vyvoje reproduktivnich bunék a ovulagni periodu. Optimalni teplota pro
ptirodni vytér je 22 — 24 °C, pii nizSich a vysSich teplotach se ryby zalinaji vytirat
ponékud méné aktivng a v mensich skupinach. Maximalni teplota, ve které se lin mize
vytirat je 29 °C. Ukongeni vytérové sezony nastava od pocatku do poloviny srpna, a neni
limitovano teplotou vody, stupném zralosti gonad a kondici ryb (Horoszewicz, 1981).
Zbylé ovocyty, prazdné folikularni obaly a nejstarsi zralé jikry, zbyvajici po poslednim

vytéru jsou pomalu resorbovany (Epler a kol., 1981).

2.2.3.1. Plodnost

Udaje o plodnosti lini vykazované riiznymi autory se lisi v zavislosti na stafi samic a
odli§nosti zivotniho prostfedi. Plodnost se u lina stanovuje na konci kvétna a zacatku
ervna. Méla by se stanovovat pred vytfenim prvni davky jiker. Relativni plodnost linii je

vysoka. Pohybuje se od 140 tis. do 230 tis. oocyti. kg zivé hmotnosti (Kubii a Koufil,
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1985), od 85,7 tis do 543, 9 tis. oocytil. kg zivé hmotnosti (Pimpicka, 1991), nebo od 250
tis. do 400 tis. oocytl. kg Zivé hmotnosti (Chabera, 1980). Krupauer et Pekar (1966)
zjistili na Lipné u linG o hmotnosti 600 — 1300 g plodnost v rozmezi 78 322 — 302 164
jiker. Maximalni plodnost stanovili u jikernatky o hmotnosti 1830 g (607 380 jiker).
Absolutni plodnost je obvykle vyjadfena jako pocet oocytl trofoplazmatického rustu.
Pimpicka (1990) navrhla pro stanoveni absolutni plodnosti, vdané sezong¢, hranicni
velikost trofoplazmatickych oocyti na uroven 0,2 mm. Linhart a Billard (1995)
sumarizovali absolutni plodnost jikernacek v rozsahu 30 az 700 tis. na jednu jikernacku.
Ne viechny zralé jikry jsou vytfeny a postupné se resorbuji. Resorp&ni procesy mohou
probihat zaroveti se zranim a ovulaci dalSich davek jiker (Morawska, 1982).

Objem spermatu zjistény Linhartem (1995) byl 0,7 — 0,8 ml, zatimco relativni objem na
kg hmotnosti mli¢aka byl 1,6 — 2,6 ml. Koncentrace spermii se pohybuje od 1,0 do 20. 10°
ml ™.

Masovy progresivni pohyb spermii trva od 36 do 52 sekund s celkovou trovni pohybu od
161 do 181 sekund (Linhart a kol., 1986).

2.2.3.2. Umély vytér lina obecného

Umély vytér lina spojeny s hypofyzaci nebo s aplikaci GnRH analogu patii k nejlepSim
metodam ziskavani plddku lina. Dfive pouzivané metody vytéru v ptirozenych
podminkach, popt. v modifikace s naslednym prepusténim, dostatené nevyuzivaji
potencialni moZznosti vytéru lina (davkovy vytér), a neposkytuji dostatecné vysoké
procento oplozeni jiker, kuleni a i pfeziti liniho plidku. Navic nejsou dostatecné
spolehlivé. V poslednim obdobi byl umély vytér lina obecného vCetné spermatogeneze,
ovogeneze a reprodukénich ukazateli popsan Linhartem a Billardem (1995a), detailni
popis umélého vytéru jikernadek podal Koufil (1998) a vytér mli¢aka Linhart a kol
(1995). Sledovanim vyvoje lina v embryonalni a larvalni periodé Zivota se zabyvali Pefiaz

et al. (1981, 1982).

2.2.3.3. Priprava generacnich ryb

Rybniky s komorovanymi generatnimi rybami lovime v pribéhu mésice dubna.
Rozdéleni ryb v prib&hu komorovani dle pohlavi je velmi dilezité. Zamezi se tim
piirozena reprodukce generatnich ryb. Ryby sexujeme podle velikosti a tvaru bfisnich

ploutvi. Triploidni (sterilni) jedince z generacniho hejna vyfazujeme. Obsadce v dobé
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manipulace zajistime vhodné podminky (co nejkratsi doba manipulace, pfechovavani
v pritoénych nadrzich, Setrné zachazeni s rybou, atd.). Pfi vybéru ryb k umélému vytéru se
doporucuje zafadit trojnasobné vétsi pocet mlicaka nez jikernalek. Pfedejde se tak
pripadnému problému s nedostatkem spermatu. Jikernatky se k umélému vytéru pouzivaji
ve viku 4 - 8 let 0 kusové hmotnosti 400 - 1500 g, mli¢aci od 3 let pii kusové hmotnosti
250 - 800 g. V manipulaénich rybnicich rybam zajistime v pfedvytérovem obdobi ty
nejlepsi podminky (pfirozena potrava, pfikrmovani kvalitnimi obilovinami, nakli¢enym
obilim, krmnymi smésmi KP-1, specialnimi smésmi pro generaCni ryby). Ryby se krmi
dvakrat az tiikrat v tydnu a denni davka &ini 1 - 3 % celkové hmotnosti ryb (Pokorny a
Koufil, 1983).

Rybnik lovime v prib&hu mésice Cervna podle moznosti 2 - 3 dny pfed planovanym
vytérem. Je nutno se vyvarovat nebezpeti pfiduseni a poskozeni ryb. Pfi pfevozu dbame na
kolikovani a na 2000 1 vody v pfepravni bedné davame maximalné 80 - 100 kg ryb.
Jikernacky v optimalni zralosti se pfevezou na lihe do pfipravnych zlabi (50 kg na 1000 1
vody) s vodou vytemperovanou na teplotu v rybnice (Linhart, 2000).

V obdobi pred vytérem je vhodné u nékolika kus jikernaGek posoudit jejich
piipravenost podle polohy jadra v ovocytu (Kalal a kol., 1986). Po celkové anestézii
jikernatky se provede biopsie pfes sténu bfisni. Odbér ovocyti se provadi do
fyziologického roztoku a po piidani pétinasobného objemu prosvétlovaciho roztoku
(slozeni ve 100ml: 60 ml koncentrovaného etanolu, 30 ml formaldehydu, 10 ml kyseliny
octové) jsou jikry za pét minut prihledné, jadro je zetelné a miizeme posoudit polohu
jader v ovocytech. Tuto polohu pozorujeme po pieneseni na hodinové sklicko nebo do

Petriho misky pod stereolupou.

2.2.3.4. Hormonalni stimulace

Moznost vyuziti exogennich piirozenych rybich hormond k vyvolani ovulace a
spermiace u ryb je znama téméf sedmdesat let a jiz déle nez pul stoleti je v chovatelske
praxi i vyuzivana. Spoustéci faktory sav¢ich a rybich gonadotropinii zprvu v pfirozené a
v zapéti v syntetické podobég, byly v sedmdesatych a osmdesatych letech pomérné rychle
odzkoudeny a zavadény do chovatelské praxe v rybafstvi. Na pielomu Sedesatych a
sedmdesatych let se stal vyznamnym meznikem objev spoustécich faktort (hormonii)
gonadotropnich hormonti  (oznaCovanych LHRH a pozd&ji GnRH) Ameriany

Guelleminem a Schallem. Princip u¢inku LHRH spo&iva v tom, ze stimuluje ve vlastni
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hypofyze ryby produkci gonadotropniho hormonu (GTH I + II), ktery je krvi pfivadén do
vaje¢nikii. Zde je prostrednictvim dalSich hormont vyvolavana konecna faze dozrani jiker
a jejich uvolnéni z Graffovych folikulti. Uvolnénim jiker je umoznén vyter.

K hormonalni indukci ovulace a spermiace se tedy pouzivaji rovnéz nekteré synteticky
vyrobené analogy. Jako jeden z nejuniverzalngjSich a nejdostupnéjsich pfipravku se
dlouhodobé osvéd¢il analog savéiho GnRH, [D-Alaé]GnRHPro NHEt, vyznacujici se
vysokou u¢innosti. Injekéni podani GnRH nebo jeho analogu rybam ve stavu vrcholné
predvytérové pripravenosti, pfipravovanych v odpovidajicich podminkach (teplota vody,
obsah kysliku apod.), vyvola za ur€itou dobu u jikernaek ovulaci a u mlicakl spermiaci.
Vzhledem k tomu, ze GnRH, resp. jeho analogy, pusobi na uvolnéni gonadotropinu a ten
vyvolava dalsi zmény v gonadach, je Gasovy interval od injikace pfipravkil do vyvolani
ovulace pfiblizné o polovinu delsi, nez pii pouziti v jedné davce aplikované hypofyzy.
Avsak hormonalni indukce ovulace ryb pomoci analogu GnRH je nakladové lacinéjsi nez

hypofyzace (Koufil et al., 1997).

Jikernalky lina se stimuluji k vytéru jednorazovou vnitrosvalovou injekci roztoku
Kobarelinu (syntetického analogu (D-Ala®)LH-RH Pro NHEY) ve fyziologickém roztoku
(Koufil, 1998) v davce 5 pg kg' zivé hmotnosti ryby. Casovy interval od injikace analogu
GnRH do dosazeni ovulace je ovliviiovan zejména druhem ryby a teplotou vody. U lina
dojde k ovulace pii teploté vody 20 °C za 42 h, pfi 22 °C za 33 h nebo pfi 24 °C za 29 h po
injikaci analogu GnRH (Koufil et al., 1997). Stimulace lze provést rovnéZz kapii hypofyzou
pii 20 az 23 °C davkou 3-10 mg.kg” hmotnosti jikernacky s ovulaci po 400 h°. Injikace se
provadi obdobné jako u kapra, tj. ze strany pod hibetni ploutev.

Od mli¢aka lina obecného lze odebirat jen omezené mnozstvi spermatu. Ryby je nutno
stimulovat. Mli¢aci lina se stimuluji jednorazovou vnitrosvalovou indikaci kapfi hypofyzy,
rozetiené ve fyziologickém roztoku, v davce 1,5 - 2,0 mg.kg” Zivé hmotnosti ryby. Vyssi
davka hypofyzy (4 mg na kg Zivé hmotnosti) ma rovnéz kladny vliv na zvyseni objemu
spermatu, dochazi oviem k poklesu koncentrace spermii a tim i k celkovému mnoZstvi
spermii ve srovnani s 1,5 mg hypofyzy na kg hmotnosti mli¢aka (Linhart a kol., 1995).
Optimalni doba k odb&ru spermatu je po 24 hodinach, piipadné po 48 hodinach piisobeni
hormonu pfi teploté vody 21 — 23 °C (Linhart a kol., 1995). Dale Ize uzit GnRH analog [D-
Tle®, GnRH Pro NHEt] v davce 10pg/kg hmotnosti mli¢akd, s moznosti spermiace po dobu
3 dni nebo s [D-Arg’®, Pro’NHEt] lososim GnRH analogem v davce 20 pg/kg hmotnosti
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mli¢dka s moznosti spermiace po dobu 5 dnd (Linhart a kol., 1991, 1995). Linhart et al.
(1991) zjistil, ze sav¢i GnRH analog [D-Tleé, GnRH ProNHEt] v davce 10 pgkg zvysi
pocet spermii na kg o 13.3 %, ve srovnani s rybou u které byla pouzita kapfi hypofyza v
davce 1 mgkg'. Vjiném experimentu (Linhart et al., 1995), byla spermiace u lina
stimulovana pomoci extraktu kapfi hypofyzi v davce (0.5 mg.kg'l), kapii homogenizované
hypofyzi (lmg_kg'l), [D-Arg6, Pro’NHE] lososi GnRH analog (GnRHa, 20 pg.kg'l) a [D-
Ala®, ProNHEt] obsazenych v pomale se uvolfiujicich implantatech v davce 25 pg na
samce (pramérna hmotnost — 652g). Odbér spermatu byl provadén kazdy den v pribéhu
péti dnii a zied'ovan imobilizatnim roztokem (180 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7). Celkovy
pocet spermii ziskany po stimulaci ryb lososi GnRHa [D-Arg6, Pro’NHEt] byl vyrazné
vy§§i ve srovnani s rybami stimulovanymi pomoci kapii hypofyzy. Nejvétsi objem spermif
byl ziskan u ryb stimulovanych pomoci GnRH implantatii ¢tvrty den po implantaci, ale
s vyrazné snizenym poctem spermii na mli¢aka.

Béhem spermatogeneze dochazi ke zvySeni testosteronu a 11 - KT v plazmé, ktery hraje
kli€¢ovou roli v regulaci jako testikularni mediator gonadotropinu (GTH) indukovany
spermatogenezi, spermiogenezi a sekundarnimi charakteristickymi znaky (Pinillos et al.,
2003). Na konci spermiogeneze je u vétsiny mlicaki z nadfadu kostnatych spermiace
synchronizovana s ovulaci jikernatek. Jikernacky produkujici ve folikulech ovarialni
feromony (komplex E2 hormond), které jsou z podstatné &asti uvolnéné do okolniho
prostiedi. Feromony zapfi¢ifiuji urychleni dozravani, coz indukuje koncentrace steroidi
(MISs, Baynes a Scott, 1985, Schulz a Miura, 2002).

Pinillos et al. (2003) popsal ro¢ni profil 11 — KT, testosterone a androstendionu v
plazmé mligakd. 11 — KT se vyskytoval pod detekénim limitem vzorku (0.4 ngmL™) v
zimé a na podzim. Na jafe vystoupila hladina 11 — KT na 4.8 ng.mL™", v &ervenci byla
vyrazné niz§i a v srpnu znovu vystoupila. Koncentrace testosteronu byla vyrazné vyssi na
jafe a v 1ét& nez v zimé a na podzim. Androstendion vykazoval sezonni profil podobny

testosteronu, ale jeho koncentrace v plazmé mli¢aka byla pfiblizné tiikrat vyssi.

Pied vytérem generaéni ryby je vhodna anesteze napfiklad hfebickovym olejem v davee
4 ml.100 I'' nebo napt. 2 - phenaxyethanolem, Merk, s davkovanim 1-3 ml anestetika na
10 1 vody (Linhart, 2000). Vysledkem anestéze je doasna ztrata citlivosti k bolesti,
nervovych reflexti i zmenseni napéti svalii, a proto i lepsi moznost manipulace s rybami

(Trzebiatowski a kol, 1996). Byly provadény experimenty na anesteziologicky ucinek
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hiebickoveého oleje u lina v zavislosti na teploté vody (Hamackova et al., 2001). Doba
dosazeni anestézie u lina byla nepfimo umeérna teploté vody: Se vzrustajici teplotou vody
se pii pouziti hiebickového oleje jak u jikernacek tak mli¢aka zkracovala doba dosazeni
anestézie i jejiho odeznéni. Vyhodou hiebickového oleje je, ze se jedna o pfirodni latku,
ktera nezanechava vedlej§i uCinky na rybach a nepredstavuje zadné ekologické ani
hygienické riziko. Patfi mezi snadno dostupné anestetikum, které lze ziskat nakupem

v Iékarnach. Jeho cena je vzhledem k vyS$i pouzivané davky ekonomicky vyhodna.

2.2.3.5. Priprava imobiliza¢niho roztoku

Jelikoz je sperma lina kontaminovano moci, nelze jej kratkodobé uchovavat bez pouziti
imobiliza¢niho roztoku. Pouziva se specialnich imobilizacnich roztokt (5 g NaCl, 2 g KCl
a 10 g glycinu na litr destilované vody nebo 10,5 g NaCl, 2.4 g Tris-HCI, pH 7,0)
v poméru jeden dil spermatu a dva dily imobiliza¢niho roztoku (Linhart, 1996). Redéné
sperma imobilizacnim roztokem se uchovava v injekcnich strikackach nebo v uzavieném
kontejneru pro bunécné kultury ulozeném v lednicce nebo polystyrénovém kontejneru pti
+4 °C, tzv. na plocho s desetinasobkem objemu vzduchu pro zabezpeCeni dobré respirace
spermii. Pfed oplozenim se davky spermatu v imobiliza¢nim roztoku do jednotlivych
mli¢aka smisi v suché Cisté odmérné nadobe a dale se pracuje s tzv. heterospermatem.

Sperma lze také pfimo vytirat na jikry tzv. Metodou pfimého vytéru. Po kazdém
osemenéni jsou jikry se spermatem promichany. Promichanim spermatu jiker (spermatu a
ovarialni plazmy) imobilizujeme pohyb spermii. Postupn€ vytirame takové mnozstvi
mli¢akl, az dosahneme minimalné objemu 0,4 ml spermatu na 100 g jiker. Po osemenéni

provadime okamzité€ aktivaci vodou z lihn¢.

2.2.3.6. Osemenéni a aktivace jiker

Pii osemenéni lze pouzit sperma odebrané do imobilizaniho roztoku nebo metoda
pfimého vytéru mli¢akt na jikry. V prvnim pfipadé pouzijeme davku 2 ml heterospermatu
v imobiliza¢nim roztoku na kazdych 100 g jiker, v druhém pfipad€ pouzijeme postup pii
pfimém vytéru (Linhart, 2000).

Po dokonCeni osemenéni se okamzit¢ provadi aktivace destilovanou vodou
s rozpusténym NaCl (1 g NaCl do 1000 ml destilované vody) na 100g jiker. Po 3 minutach
od aktivace gamet se provede odlepovani enzymem alkalazou (Alcalase, Merk EC

3.4.21.14)) podle metodiky Linharta a kol. (2000a) v objemu 5-7,5 ml enzymu do 995-
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992.5 ml vody s rozpusténym NaCl (1 g NaCl na 1000m destilované vody) o teploté 20°C.
100 ml roztoku enzymu se dava na 100 g jiker a opatrnym michanim jiker s enzymem se
provadi odlepovani po dobu 2 min. Poté se enzym slije a jikry se 3x proplachnou ¢istou

vodou z lihné.

2.2.4. Inkubace, lihnuti a odchov

Oplozené jikry nasazujeme do Zugskych lahvi do dvou tfetin objemu lahve. V priubéhu
inkubace jiker denn& odstrafiujeme uhynulé jikry a provadime preventivni koupele jiker
roztokem Wescodynu dvakrat denn& v koncentraci 1-2 ml/l pfi teploté vody 20-22 °C
(Koufil a Hamagkova, 1992). Plidek se lihne pfiblizné za 1260 h°. Vykuleny plidek se
pieplavi nebo pienese po odstranéni zbytkii oballi z jiker do kolibek pro vackovy plidek.
V malych provozech je mozné vyuzit pevné kolibky o objemu napf. 70 1 s pfitokem 0,2-0,4
1/min s nasazenim az 100 tis. kusti vackového pladku na kolibku . Ve velkych provozech je
to modifikovany inkubator Dnépr s nasazenim az 1 mil. ks vackového plidku. Pefaz et al.
(1981, 1982) zjistili, ze embryonalni perioda vyvoje (od okamziku oplozeni do pocatku
piechodu na exogenni potravu) trva pii primérné teploté vody 20,2 °C celkem 10 dn. Pfi
pramémé teploté vody 19,6 °C dochazelo k lihnuti embryi lind ve stafi 76 hodin pfi
pramérné velikosti 3,82 mm. Pfechod do larvalni periody vyvoje byl pozorovan 11. den
vyvoje, pii celkové primérné velikosti embryi 5,6 mm. V zavéru larvalni periody vyvoje
dosahovali zkoumani jedinci celkové velikosti 15 mm. Po rozplavani se pliidek vysazuje
do Cerstvé napusténého rybnika I. fadu s mnozstvim 1-2 mil. ks.ha'. V zafi nebo az
v nasledujicim roce lovime pliidek 2-6 cm. Nasada se odchovava obvykle ve vytaznicich
s K1. Obsadka L1 byva 20 — 30 % obsadky kapra, popf. v poméru az 1:1. Hmotnost lovené
L2 byva 50 — 150 g. K chovu trzniho lina se pouzivaji vétsinou dvouhorkové hlavni
rybniky (4lety cyklus). Hmotnost Lt pfi vylovu ¢ini 200 — 400 g.

Odchov Lg se provadi v mate¢nych rybnicich bud’ v monokultufe nebo spolecné s Kg.
V odtvodnénych pripadech mozno odchovavat Lg také ve vytaznicich nebo hlavnich
rybnicich v e spolecné obsadce s kaprem pfi nizsi az stfedni intenzité vyroby. K odchovu
Lg nejsou vhodné rybniky se siln& zhusténymi obsadkami (Pokorny et al., 1983).

Pii vylovu a pfepravé lina je nutné se vyvarovat jeho mechanického poskozeni.
Mimoradna pozornost se musi vénovat linim urenym k dlouhodobému sadkovani.

Poskozeni a daldi stresy pti vylovech (dlouhodobé ponechani v kadich aj.) zvySuje
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nebezpedi zaplisnéni. Pii podzimnim sadkovani se uvazuje max. 20 — 30 kg Lt/m’
(Pokorny et al., 1983).

Vyznam chovu dopliikovych ryb vrybnicich je velmi Siroky. Vicedruhove —
polykulturni obsadky dokonaleji vyuzivaji pfirozenou produkci rybniki. Potravni naroky
kapra se méni podle jeho staii a jednotna obsadka kapra nezajisti plné vyuziti potravni
zékladny. Toto jesté byva zdlraznéno tim, Ze monokulturni obsadka kapra byva jednoho
vzristového roéniku. Dopliikové ryby rozsifuji sortiment ryb na trhu a tvofi dilezitou
soudast vyvozu ryb do zahraniGi. Zvlasté lin ma vétsi vyznam v zahrani¢nim nez na

domacim trhu (Kubt a Koutil, 1985).
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3. Material a metodika

Spermiace mlicaki lina obecného byla stimulovana pomoci Supergestranu,
obsahujiciho LHRHa Lecirelin. Tento preparat byl podavan v riznych davkach a to: 5, 10,
20 a 40 pg.kg'. Dale pak s pomoci kapii hypofyzy v davce 2 mg.kg" a jedné skupiné byl
aplikovan pro kontrolu pouze fyziologicky roztok. Nasledujici dny, mini se tim 24, 48 a 72
hodin po stimulaci riznymi preparaty, se pii odbéru spermatu vyhodnocoval obsah a pocet
spermii na mli¢aka a na kg vahy téla. Krev byla vzorkovana pted injikaci ke zjiSténi
trovné ploidie. Motilita a rychlost pohybu spermii byla méfena 48 hodin po hormonalni

stimulaci. Vysledky byly statisticky vyhodnocovany.

3.1. Charakteristika pokusnych ryb

Z Hluboké nad Vltavou bylo premisténo 100 mli¢akd lina obecného na liheii ve VURH
Vodnany, 5 dni pied zaCatkem experimentu. Teplota vody byla vytemperovana a
stabilizovana na 22 °C. Prvni den pokusu a rovnéz pfi kazdé manipulaci byli mli¢aci
anestezovani 2 ml hiebic¢kového oleje, smichaného s 10 ml etanolu na 100 litrd vody.
Pokud dochazelo pii stlaCeni bfisni partie k uvoliiovani spermatu, byly ryby pfipraveny
k vytéru. Mli¢aci byli jeden po druhém selektovani a 42 nahodné vybranych jedinct bylo
pouzito pro experiment. Tyto vybrané ryby byly zvazeny, oznaeny Cipy (AEG ID 162
ISO 11784/75, 134,2 KHz FDX-B) a rozdéleny na Sest skupin po sedmi jedincich. Ryby
byly znovu anestezovany kvili odbéru vzorkt (1 ml od kazdého mlicaka) s naslednou
hormonalni stimulaci. VSechny experimentalni skupiny byly drzeny v siténych klecich
vnadrzi na 4000 litrd s pritokem vody 0.2 Is”. Primérna hmotnost mli¢akd se
pohybovala kolem 600g a koncentrace kysliku v nadrzi byla stabilné na hodnotach od 7 do
8 mg.l".

3.2. Vyhodnoceni ploidity samci a spermii

Lin je diploidni druh s ¢astym vyskytem triploidd (Kvasnicka et al. 1992) s malou
schopnosti spermiace (Linhart et al.,, 2004). Po prvé byla ploidni uroven u vSech ryb
vyhodnocena z 50 pl krve, ktera byla fixovana a zfedéna 96 % etanolem. Pozdéji byla
ploidni uroveni vyhodnocena u 42 mlicaki. Krev byla pfipravena podle Vindelova a
Christensena (1990). Jaderna DNA byla barvena pomoci DAPI ( 4,6-diamidin-2-fenyl-
indol), filtrovana a obsah DNA byl odhadovan Partec CCA pratokovym cytometrem
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(Partec GmbH, Germany). Pritokova cytometrie je velmi presna metoda stanoveni ploidie,
ktera dokaze rozlisit buiiky s riiznou ploidii a podrobné zpracovavat velky pocet bunck.
Principem metody je méfeni fluorescence, ktera je pfimo Umérna obsahu DNA, po

obarveni DNA fluorescentnim barvivem.

3.3. Stimulace a vyhodnoceni spermiace

Spermiace lina obecného byla stimulovana timto zpusobem: Ctyii skupiny byly
jedenkrat vnitrosvalove injektovany Supergestranem (Ferring-Lé¢iva, a.s. Czech Republic,
G¢inna slozka superanalog LHRH Lecirelin od 25 pg na 1 ml) obsahujici superaktivni
LHRH analog (LHRHa) v riznych davkach LHRHa: S, 10, 20 a 40 ug kg'. Pata skupina
byla injektovana fyziologickym roztokem (0.9 % NaCl) obsahujicim kapfi hypofyzu
(CPS) v davce 2 mg.kg"'. Sesta kontrolni skupina byla injektovana 0,5 ml fyziologického
roztoku (0,9 % NaCl). Nasledujici dny, mini se tim 24, 48 a 72 hodin po hormonalni
stimulaci, bylo odebrano sperma spolu se vzorky krve v case 0, 24 a 72 hodin po
hormonalni stimulaci. 48 hodin po hormonalni stimulaci byla m&fena motilita a rychlost
pohybu spermii, 48 a 72 hodin po hormonalni stimulaci byla také vyhodnocovana
oplodfiovaci schopnost spermii.

Sperma bylo odebrané do 5 ml injekénich stiikacek, které obsahovaly 3 ml roztoku
Kurokura 180 (180 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 1.36 mM CaCl,.2H,0 a 2.38 mM NaHCO3).
Sperma bylo odebirané a uchovavané na ledu az do mefeni celkového obsahu a nadale byly
vzorky fixovany s pouzitim eppendorfnich mikropipet s2% roztokem formaldehydu
(ziedéném ve fyziologickém roztoku) v pomeéru 1:200 pro pozdéjsi vyhodnocovani

koncentraci spermii.
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Koncentrace spermii po dodate¢ném ziedéni byla pocitana v Burkerovych komurkach pod

mikroskopem (400x) a nasledné vypocitana timto zpisobem:

((M;@j x 1000 ) i
N
10° ) l: "1/(V1 - Vz)} - l:Vs/Vz + 1/74} - [Z (n - )]

(a - plocha ¢tverecku v mm?, b - hloubka &tverecku v mm, N - Cislo Ctverecku, n-pocet
spermii ve CtvereCku, Vi - obsah spermii v pl, V2 - obsah fyziologického roztoku s
formaldehydem v pl, V3 - celkovy obsah nafedéného spermatu v pl, V4 - mnozstvi
dodateéného fedidla v ul). Koncentrace spermii byla vyjadfena v bilionech na ml. Obsah
spermii na mlicaka a poCet spermii na mlicaka, obsah spermatu na kg télni vahy mlic¢aka a
potet spermii na kg vahy téla mlicaka byl vyjadfovan v bilionech spermii na mli¢aka a v

bilionech spermii na kg vahy téla a to podle popsané metodiky od Linharta et al. (1995).

3.4. Pozorovani pohyblivosti a rychlosti spermii

Procenticky byla vyhodnocovana motilita a rychlost spermii, odebranych 48 hodin po
injikaci. M&fici technika uZivajici tmavého pole mikroskopu a kamery znaCky Sony byla
nastavena podle Linharta et al. (2002). Pohyblivost a rychlost spermii byla zkoumana pod
zvétsenim 200x, ihned po smichani 0.5 pl spermatu s destilovanou vodou 49.5 ul,
obsahujici 0.1 % BSA. Kone¢né zfedéni bylo 1:100. BSA bylo piidano kvili zamezeni
ptilepeni hlavitky spermie k podloznimu sklicku. Béhem 10 sekund po smichani byl
udélan 2 minutovy videoobraz uzivany pro vyhodnoceni pohyblivé Cinnosti spermii.
Ohniskova rovina byla vzdy poloZena blizko povrchu kryciho sklicka. Pohyby spermii
byly zaznamenany na S-VHS (SONY, SVO-9500 MDP) recorder v 50 snimcich za
sekundu, s pouzitim CCD (snimaciho zafizeni obrazu) video kamery (SONY, SSC-
DC50AP) pipojenou na stinné pole mikroskopu (Olympus BX 50) a vizualizovanou na
videomonitor osvétleny stroboskopickou lampou od Strobexu (Chadvick-Helmut, 9630,
USA). Nastavitelna frekvence stroboskopického osvétleni byla naprogramovana na

automaticky zapis obrazovych snimkd (50 Hz) pro méfeni rychlosti spermii.
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3.5.Vyhodnoceni rychlosti a motility

Nasledujici zaznamenana poloha hlavicky spermii ze snimku byla zméfena za jednotku
Casu , s pouzitim video-rekordéru (SONY SVHS, SV0O-9500 MDP) v ¢ase 30, 60 a 120 s
po aktivaci spermii (nahravano 25 snimki/sekundi) analyzovana pomoci mikro -
obrazkové analyzy (Verze 4.0.1. pro Windows se specialnim makro od znacky Olympus
Czech Republic). Rychlost a motilita byly méfeny podle zmény polohy hlavicky spermii v
péti nasledujicich snimcich s tfemi rdznymi barvami (prvni snimek - modry, druhy az
Ctvrty -zeleny a paty - Cerveny). Pohyb spermii byl viditelny ve tfech barvach, nepohyblivé
spermie byly bilé. Procento pohybujicich se spermii bylo lehce vypocitatelné z poméru
bilych a ervenych komiirek. Rychlost pohybu spermii byla pogitana v um.s™ podle délky
stopy hlavicek spermii z modré do zelené a Cervené. Excel 97 automaticky vypocita

vSechny hodnoty.

Schéma zapojeni jednotlivych pfistroju:

<1 Barevna CCD kamera Sony
I SSC-DCS0AP
|

. e 4 s
o 4 &4 RS | !;
oo mad I 4 4 =

Chadwix-Helmuth
stroboskopicka lampa 8440

| e onip
—_— Genergtor titulka .
SCT W

_ U LN DR T SR 1) b ik
= = - - | P

Generator casového kddu TESLA XP 1415

S-WHS video rekordér | !
Sony SVYO-9500MDP o o
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SwRM 100a i C se softwarem pro

analyzu obrazu
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3.6. Fertilizace a lihnuti

Oplodiiovaci schopnost spermii odebranych 72 hodin po aplikaci hormonu byla
vyhodnocovana timto zpGsoben: 2 gramy jiker (1800 jiker na 1 g) byly umistény do 20 ml
misky: presny pocet spermii byl pomoci mikropitety nakapan na jikry, a to 20 000 spermii
na jednu jikru. Oplozovaci schopnost spermii byla definovana pfi pouziti mensiho
mnozstvi spermii na jikru (20,000). Na druhé strané mnozstvi oplozenych jiker bylo
maximalni pfi pouziti velkého mnoZzstvi spermii (100,000) v opakovaném oplodnéni
spermatem odebraném po 1é¢bé CPE. Miska byla poloZena na michaci stolek (200 rpm, 10
mm odchylky). Ptidalo se 2 ml dechlorizované vody o teploté 22 °C. O dvé minuty pozdéji
bylo 200 - 400 jiker umisténo do specialni inkubaéni nadoby na 200 ml se sterilizovanou
vodou pomoci UV o teploté 23°C, 9 mg.I" O,. Pro kazdou skupinu mli¢aki se postup
opakoval &tyfikrat. V kazdé nadobé byly jikry spocitany a pozd€ji behem inkubace byly
poditany mrtvé jikry a potér, obvykle od ¢tyf dnli po zacatku inkubace.

Procento oplodnénych jiker (Fr) bylo po€itano na kazdou nadobu z celkového poctu

jiker v nadobach (Et) minus mrtvé jikry (Ed) odebrané 24 h po oplodnéni:

F, = [(E, - EJ/E/Jx100

Procento lihnoucich se jiker (Hr) bylo také pocitano na kazdou nadobu z celkového

po¢tu jiker v nadobach (Et) a déleny poctem lihnoucich se larev (HI) timto zpusobem:

H, — (H/E)x100
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3.7. Analyza dat

Data byly statisticky vyhodnocovany v programu STATISTIKA 6.0. V programu bylo
vyuzivano funkce zakladni statistiky/tabulky — popisné statistiky, ke zjisténi primeérd a
smérodatnych odchylek. Rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly vyhodnocovany
s pouzitim analyzy variance (rozklad & jednofak. ANOVA), dale za pomoci Levenovych
testd bylo zjisténo zda se jedna o homoskedasticitu (p > 0,05), v tom pfipad€ lze pouzit
LSD testy nebo o heteroskedasticitu (p < 0,05), kdy vyuzivame Kruskal-Wallisuv test.

Data, mini se tim primérné hodnoty se smérodatnou odchylkou (SD) byly ziskavany
nasledujicim zplisobem: Vzorky na zji§téni objemu a poCtu spermii na mlicaka a na kg
byly odebirany tikrat od kazdé ryby v riznych Casech (24, 48 a 72 hodin po injektaci).
Motilita a rychlost pohybu spermii byla vyhodnocovana v ¢asech 30, 60 a 120 s, 48 hodin
po stimulaci. Oplodnéni a lihnuti — ve 4 opakovani ve smichaném spermatu v jedné

skupiné v Case (72 hodin).
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4. Vysledky

Vsech 42 samcil v experimentalnich skupinach bylo diploidni. V pritokovém cytometru
jsme nepozorovali zadného triploidniho mli¢aka. Pomoci ANOVY a to s vyuzitim LSD
testd (p > 0,05) jsme zjistili, Ze ziva vaha mli¢akt se mezi skupinami vyznamné nelisila

(Tab. & 1).

Tab. €& 1: Porovnani zivé vahy mli¢aku v jednotlivych skupinach

Kontrola| CPS | LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa

Prumér/kg | 0.0 mg 2 mg Spg 10 ng 20 ng 40 ng

Kontrola | 0.0mg | *>°**® 0,872136 | 0,788570 |0,717955 | 0,569122 | 0,338217

CPS 2mg | "0 |0872136 0,914546 | 0,841122 | 0,682485 | 0,424318

LHRHa | 5u 0.61+0.08 | 0788570 |0,914546 0,925754 | 0,762647 | 0,488491

LHRHa | 10pg | "7 0.09 10,717955 |0,841122 | 0,925754 0,834507 | 0,548361

LHRHa | 20pg | "0'*%10 |0560122 |0,682485 | 0,762647 | 0,834507 0,694926
LHRHa | 40pg | 02011 |0338217 |0,424318 | 0,488491 | 0,548361 | 0,694926

Koneéné vysledky ukazovaly obsah spermii na mli¢aka a na kg, poCet spermii na mli¢aka
a na kg., rychlost a motilitu spermii a procento oplodnéni a lihnuti. Hodnoty objemu
spermatu na mlicaka a na kg jsou uvedeny v tabulce €. 13 a grafu ¢. 2, poCet spermii na

mli¢aka a na kg vahy téla je sumarizovana v tabulce ¢. 14 a grafu €. 1. Vysledky z motility

a rychlosti pohybu spermii jsou sumarizovany v tabulce ¢. 15. Oplodnéni a lihnuti jsou

sumarizovany v grafu €. 3.

4.1. Objem a pocet spermii
4.1.1. Objem spermatu

Pomoci ANOVY a to s vyuzitim LSD testa (p > 0,05) jsme zjistili, ze celkovy objem
spermatu na mli¢aka a na kg, pocitano ze 3 odbérl, byl vyznamné vyS§i ve skupiné
injektované CPS a LHRHa v davkovani 20 a 40 ugkg’, ve srovnani s kontrolni skupinou

nebo s nizsim davkovanim LHRHa (od 5 do 10 pgkg") (Tab.¢. 2, Graf &.7).
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Tab. €& 2: Rozdily mezi jednotlivymi skupinami v celkovém objemu spermatu na kg

hmotnosti téla

Kontrola| CPS | LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa
Prumér/kg | 0.0 mg 2 mg Spg 10 pg 20 pg 40pg |
Kontrola| 0.0mg | ?>*%° 0,011441|0,190801 | 0,678784 | 0,029979 | 0,049461
CPS 7 m 1510 10011441 0,195521 | 0,031290 | 0,692336 | 0,537321
LHRHa | 5pg 1.0£06 10190801 |0,195521 0,366634 | 0,364406 | 0,491878
LHRHa | 10pg 0.7+0.6 |0 678784 | 0,031290 | 0,366634 0,074414 | 0,115757
LHRHa | 20pg 15+10 10029979 |0,692336 | 0,364406 | 0,074414 0,824190
LHRHa | 40pg 1510 |0 049461 |0,537321|0,491878 | 0,115757 | 0,824190

Nejvétsi objem spermatu na mlicaka a na kg, 24 h po stimulaci, byl pozorovan u
skupiny injektované pomoci CPS (1.7 ml/mli¢aka a 2.9 ml/kg), LHRHa - 20 ng kg (1.2
ml/mli¢dka a 2.0 ml/kg ) a 40 pgkg' (1.0 mi/mlicaka a 1.7 ml/kg) (Graf & 4).

K vyhodnocovani prikaznosti rozdili mezi skupinami byl pouzit Kruskal-Wallistv test (p

< 0,05) o ten neprokazal vyznamny rozdil(Tab. €. 3).

Tab. & 3: Rozdily mezi skupinami v objemu spermatu odebraném 24 hodin po stimulaci

Kontrola| CPS | LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa
Prumér/kg | 0.0 mg 2 mg Spg 10 pg 20 pg 40pg |
Kontrola| 0.0mg | *7*°7 0,086987 | 1,000000 | 1,000000 | 0,244729 | 1,000000
CPS % v 29+18 10086987 1,000000 | 0,244729 | 1,000000 | 1,000000
LHRHa | 5pg 12+0.5 " 11,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
LHRHa | 10pg | *9*%° |1,000000 0,244729 | 1,000000 0,613351 | 1,000000
LHRHa | 20pg | 2°*!! 0,2447291,000000 | 1,000000 | 0,613351 1,000000
LHRHa | 40pg | '7**% [1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000

Podobné vysledky byly pozorovany u stejnych skupiny 48 a 72 hodin po injektaci

(Graf'5, 6).

Nejvétsi objem spermatu na mli¢aka a na kg byl pozorovan 24 hodin po stimulaci, ve

srovnani s odbéry 48 a 72 hodin po stimulaci (Graf €. 2).
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4.1.2. Pocet spermii

Vyssi celkovy pocet spermii na mli¢aka a na kg byl zjistén z vysledkd priméri ve

skupinach osetfenych pomoci 20 ng kg' LHRHa a CPS (Graf ¢.11). Pomoci ANOVY a to

s vyuzitim LSD testi (p > 0,05) se nepodafil prokazat priikazny rozdil mezi skupinami

(Tab. ¢. 4).

Tab. &. 4: Rozdily mezi skupinami v celkovém poctu spermii na kg

Kontrola CPS LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa

Primér/kg | 0.0 m 2 mg Spg 10 pg 20pg | 40pg |

Kontrola| 0.0mg | *°*3° 0,231401 | 0,895870 | 0,603156 | 0,231168 | 0,796877

CPS 2 mg 42+27 10,231401 0,185517 | 0,089509 | 0,999511 | 0,344886

LHRHa | 5pg 2114 10895870 |0,185517 0,696933 | 0,185320 | 0,697990

LHRHa | 10 pg 1.8+18 10603156 |0,089509 | 0,696933 0,089400 | 0,438106

LHRHa | 20pg 41+46 10231168 |0,999511 | 0,185320 | 0,089400 0,344578
LHRHa | 40pg 29+20 |0 796877 |0,344886 | 0,697990 | 0,438106 | 0,344578

Relativné velky, ale ne vyznamny rozdil byl pozorovan v po¢tu spermatu na mlicaka a
na kg 24 hodin po injektaci 20 ugke' LHRHa (3.3 x 10°/samce a 5.7 x 10" kg™) a CPS
(3.1 x 10”/samce a 5.4 x 10° kg") (Graf & 8). Pomoci ANOVY a to s vyuzitim LSD test

(p > 0,05) se nepodafil prokazat prikazny rozdil mezi skupinami (Tab. €. 5).

Tab. &. 5: Rozdily mezi skupinami v po&tu spermii na kg 24 hodin po stimulaci

Kontrola| CPS | LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa
Primér/kg | 0.0 mg 2 mg Sng 10 png 20pg 40 ng
Kontrola | 0.0 mg 4162 0,231401 | 0,895870 | 0,603156 | 0,231168 | 0,796877
CPS 2 mg 54%29 10,231401 0,185517 | 0,089509 | 0,999511 | 0,344886
LHRHa | 5p 30£18 10895870 |0,185517 0,696933 | 0,185320 | 0,697990
LHRHa | 10p 2.7£25 10,603156 | 0,089509 | 0,696933 0,089400 | 0,438106
LHRHa | 20 g 57+68 10231168 |0,999511 | 0,185320 | 0,089400 0,344578
LHRHa | 40p 3509 |0,796877 | 0,344886 | 0,697990 | 0,438106 | 0,344578
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Ani

48 hodin po

stimulaci

se nepodafil

prokazat vyznamny

experimentalnimi skupinami. K vyhodnocovani byl pouzit

0,05) (Tab. €.6). Z grafu & 9 jsou vSak patrné vyssi hodnoty u skupin LHRHa (20 pg kg" )

a CPS.

Tab. ¢&. 6: Rozdily mezi skupinami v poctu spermii na kg 48 hodin po stimulaci

rozdil

mezi

Kruskal-Wallisiv test (p <

Kontrola CPS LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa

Primér/kg | 0.0 mg 2 mg Spg 10 pg 20 pg 40pg |

Kontrola| 0.0 mg 1.8+2.0 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000

CPS 2 mg 3.7+24 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000

LHRHa | 5pg 1.6£0511,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000

LHRHa | 10pg 1.7+1.5 11, 000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000

LHRHa | 20 pg 4.2+3.9 11 000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000
LHRHa | 40 pg 2.5+14 11,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000

72 hodin po stimulaci se podafil prokazat rozdil mezi skupinou injektovanou pomoci

CPS a skupinou — LHRHa (10 pugkg"). K vyhodnoceni bylo pouzito LSD testli (p > 0,05)

(Tab. ¢.7). Vysledky viditelné zgrafu ¢ 10 poukazuji na vy$§i hodnoty u skupiny

stimulované pomoci CPS.

Tab. ¢. 7: Rozdily mezi skupinami v poctu spermii na kg 72 hodin po stimulaci

Kontrola| CPS LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa

Primér/kg | 0.0 mg 2 mg Spng 10 pg 20 png 40 pg |

Kontrola| 0.0mg | '0*20 0,143190 | 0,615113 | 0,580295 | 0,431140 | 0,417815

CPS 2 mg 34%29  10,143190 0,330083 | 0,046722 | 0,489623 | 0,504223

LHRHa | 5pg 19+13 10615113 |0,330083 0,293480 | 0,774503 | 0,756794

LHRHa | 10pg | "7*'0 10,580295 |0 046722 |0,293480 0,183554 | 0,176250

LHRHa | 20pg | 2°*!'© [04311400,489623 | 0,774503 | 0,183554 0,981458
LHRHa | 40pg | °*3! ]0,417815|0,504223 | 0,756794 | 0,176250 | 0,981458
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Celkovy podet spermii na mli¢aka a na kg byl znatelné vyssi 24 hodin po hormonalni
stimulaci (Graf &.1). Pomoci analyzy variance jsme zjistili vyznamny vliv rizného Casu
odbéru spermatu na obsah a pocet spermii na mlicaka a na kg. Rozdily mezi skupinami pfi
stejném Gase odbéru nebyly vyznamné. Relativné nejvyssi hodnoty v poctu spermii byly u

skupin osetfenych pomoci CPS a LHRHa v davce 20 pg.kg’l.

4.2. Rychlost a motilita spermii
4.2.1. Rychlost pohybu spermii

Rychlost pohybu spermii se mezi experimentalnimi skupinami v jednotlivych ¢asech
piili§ vyrazn& neodliSovala (Graf 15, 16, 17). Ve 30 s se rychlost pohybovala od 55 do 59
um.s”, v 60 s od 19 do 22 um.s’ a ve 120 s se rychlost spermii pohybovala od 3 do 10
um.s‘l.

Vysledky ve 30 s byly srovnavany pomoci ANOVY a to s vyuzitim LSD testl (p >
0,05) (Tab. ¢. 8). Tyto testy zjistily, ze kontrolni skupina se prikazné lisi od skupiny (CPS)
a od skupiny (LHRHa - 5 ug.kg™ ). Skupina (CPS) se lisi od kontrolni skupiny a skupina
(LHRHa - 5 ug.kg' ) se lisi rovnéz od kontrolni skupiny. Kontrolni skupina vykazovala

niz§i hodnoty. Mezi ostatnimi skupinami nebyl zjistén prukazny rozdil.

Tab. & 8: Rozdily mezi skupinami v rychlosti pohybu spermii ve 30 s

Kontrola| CPS LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa

Primér/kg| 0.0 m 2 mg Spg 10pg | 20pg | 40pg |

Kontrola| 0.0 mg | 545+13.1 0021092 | 0023454 | 0,326347 | 0,136586 | 0,213454

CPS 2 m 59.6+14.3 |0,021092 0,900568 | 0,251383 | 0,389270 | 0,124567

LHRHa S5ng 58.7+13.3 |0,023454 |0,900568 0,237000 | 0,361438 | 0,037534

LHRHa | 10 56.4+13.1 |0,326347|0,251383|0,237000 0,699235 | 0,215679

LHRHa | 20pg s73+138 |0,136586 |0,389270 |0,361438 | 0,699235 0,065442
LHRHa 40 p 583+14.9 |0,213454 |0,124567 | 0,037534 | 0,215679 0,065442
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Hodnoty v 60 s byly srovnavany Kruskal-Wallisovym testem (p < 0,05) (Tab. &. 9).

Tab. €. 9: Rozdily mezi skupinami v rychlosti pohybu spermii v 60 s

Kontrola| CPS LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa

Primér/kg | 0.0 mg 2 mg Spg 10 pg 20 pg 40pg |

Kontrola| 0.0 m 19.3+9.38 0,000000 | 0,000017 | 1,000000 | 0,000037 | 0,000014

CPS 2mg [21.9+88 0,000000 0,668967 | 0,.000000 | 0,563938 | 0,208904

LHRHa 5n 19.9+10.6 | 0,000017 |0,668967 0,000000 | 1,000000 | 1,000000

LHRHa | 10pg [197%93 1,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000016 | 0,000006

LHRHa | 20pg |207+78 0,000037 |0,563938 | 1,000000 | 0,000016 1,000000
LHRHa | 40pg |220+94 0,000014 | 0,208904 | 1,000000 | 0000006 | 1,000000

Hodnoty ve 120 s byly srovnavany rovnéz Kruskal-Wallisovym testem (p < 0,05) (Tab.

¢. 10). Rychlost pohybu spermii byla u ryb osetfenych s CPS vyznamné vy$si (10 pm.s™),

oproti ostatnim skupinam, kromé skupiny stimulované 5 pg kg’ LHRHa (Graf &. 17).

Tab. €. 10: Rozdily mezi skupinami v rychlosti pohybu spermii ve 120 s

Kontrola| CPS LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa

Primér/kg | 0.0 mg 2 mg Sug 10 pg 20 png 4O0pg |

Kontrola| 0.0mg | 37%22 0,00 0,000011 | 0,000209 | 1,000000 | 0,000000

CPS 2 mg 10.3+8.8 |[0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 | 0,000000

LHRHa | 5pg 81+57 [0,000011 0,00 1,000000 | 0.000000 | 0,999044

LHRHa | 10pg | 57%27 [0.000209]0.00 1,000000 0,000027 | 0,316814

LHRHa 20 n 43+21 1,000000 | 0. 00 0,000000 | 0,000027 0,000027
LHRHa | 40pg | 6345 [0000000[0.00 0,999044 | 0,316814 | 0.000027
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4.2.2. Motilita spermii

Analyza variance nepotvrdila vyznamny vliv oSetfeni na motilitu spermii. Praimérné

hodnoty jednotlivych skupin a jejich smérodatné odchylky v jednotlivych ¢asech jsou

patrné z grafu 12, 13, 14. Motilita spermii byla pravidelné monitorovana po druhém odbéru

(48 hodin) u vsech mlicakd pouzitych pro experiment. Procento pohyblivych spermii

nebylo mezi jednotlivymi skupinami v daném Case méfeni pfili§ odli$né.

Tticet sekund po aktivaci byla motilita spermii 87 az 90 %. S pokracujicim Casem se

motilita spermii snizovala a 120 s po aktivaci spermii byla od 2.41 % v kontrolni skupiné

do 24.4 % ve skuping, kde bylo aplikovano CPS.

Hodnoty vyhodnocované v €ase 30 s byly srovnavany pomoci ANOVY a to s vyuzitim

LSD testi (p > 0,05) (Tab. ¢. 11). Tyto testy nam neprokazaly vyznamny rozdil mezi

jednotlivymi testovanymi skupinami.

Tab. €. 11: Rozdily mezi skupinami v zavislosti na motilité spermii ve 30 s

Kontrola| CPS LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa
Prumér/kg | 0.0 mg 2 mg Spg 10 pg 20 pg 40 pg |

Kontrola| 0.0 mg |874+40 0,441202 | 0,922718 | 0,771352 | 0,764472 | 0,942144

CPS 2mg |903£26 0,441202 0,453637 | 0,664616 | 0,256841 | 0,467398

LHRHa Spug |871+57 0,922718 | 0,453637 0,822816 | 0,661494 | 0,982975

LHRHa | 10pg |886%90 0,771352|0,664616 | 0,822816 0,554244 | 0,816802

LHRHa | 20pg [890+41 0,764472 | 0,256841 | 0,661494 | 0,554244 0,696209
LHRHa | 40pg |877%79 0,942144 | 0,467398 | 0,982975|0,816802 | 0,696209

Hodnoty v Case 60 s byly srovnavany rovnéz pomoci ANOVY a to s vyuzitim LSD

testi (p > 0,05) (Tab. ¢. 12). Tyto testy poukazaly na rozdil mezi kontrolni skupinou a

skupinou stimulovanou pomoci (CPS). Kontrolni skupina vykazovala niz$i hodnoty. Mezi

ostatnimi skupinami nebyl nalezen prikazny rozdil.
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Tab. €. 12: Rozdily mezi skupinami v zavislosti na motilité spermii v 60 s

Kontrola CPS LHRHa | LHRHa | LHRHa | LHRHa

Primér/kg| 0.0mg | 2 mg Spg 10 pg 20 pg 40pg |

Kontrola| 0.0 mg | 547+207 0,02175510,473224 | 0,682437 | 0,533094 | 0,425986

CPS 2 mg 774+6.5 [0,021755 0,064884 | 0,068801 | 0,060701 | 0,100485
LHRHa Spg 622+12.6 |0,473224 |0,064884 0,813855|0,931340 | 0,896595
LHRHa | 10p 588+19.2 |0,682437 |0,068801 |0,813855 0,875251 | 0,736890
LHRHa | 20pn 63.8+14.8 |0,533094 | 0,060701 | 0,931340 | 0,875251 0,835700
LHRHa | 40p 62.0+19.6 |0,425986 | 0,100485 | 0,896595 | 0,736890 | 0,835700

V case 120 s nelze hodnoty v jednotlivych skupinach srovnavat zadnym z predchozich
testil z divodu nedostatecného poctu dat. Avsak vysledky primérnych hodnot poukazuji

v v

stimulované pomoci CPS.

4.3. Oplodnéni a lihnuti

Ucinek rGizného oSetieni na oplodnéni a lihnuti, kdy po&ty spermii na jikru byly
vyrovnané, byl velmi vyznamny (Graf ¢. 3). Vyrazné nejvyssi kvalita spermii odebranych
72 hodin po injektaci z hlediska oplodnéni a lihnuti, se vyskytovala u ryb stimulovanych
pomoci LHRHa v davkovani 20 a 40 pgkg' (62- 65 % oplodnénych a 61-64 %
vylihlych). Pfi rizném poctu spermii na jikru, v pripadé CPS, byly prijatelné&j$i hodnoty
oplodnéni a lihnuti v poctu 20,000 spermii na jikru, ve srovnani s pouzitim 100,000
spermii na jikru. Vyrazn¢ nejniz$i parametry se vyskytovaly u kontrolni skupiny, a to na

urovni 12 % (Graf ¢. 3).
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5. Diskuze

5.1. Objem a pocet spermii

Priimérny objem spermatu odebraného béhem experimentu se pohyboval od 0.3 + 0.3 k
1.0 + 0.9 ml na mlicaka a 0od 0.5+ 0.6 k 1.7 + 1.5 ml na kg. Linhart et al. (1986) publikoval
objem spermatu na mli¢dka od 0.15 + 1.3 do 0.8 + 0.5 ml. Vysoké hodnoty S.D.
poukazovaly na to, ze mnozstvi spermatu je ve skupinach vyrazné proménlivé. To je dano
obsahem mo¢i, ktera zied'uje sperma. Obsah moci také pusobi na koncentraci spermatu
daného poctem spermii na ml spermatu. U lina je lepsi vyjadfovat kvantitu nepfimo jako
poCet spermii na mli¢aka nebo na kg. Zuromska (1981) pozorovala pokles poctu spermii na
spermiaci v zavislosti na pokrocilosti sezony a Linhart et al. (1995) zjistil, ze poCet spermii
se mirn€ snizil od prvniho dne do skonCeni experimentu. Nase vysledky odpovidaji
vysledkiim téchto autorti, protoze pocet spermii na mli¢aka a na kg byl v 5 ze 6 skupin

nejvyssi v prvnim odbéru a v druhém a tfetim pomale klesal.

5.2. Motilita a rychlost

Motilita a rychlost pohybu spermii zji§téna v tomto experimentu byla obzvlasté 60 al20
s po aktivaci horsi, nez citoval Rodina et al. (2004), ve srovnani s vysledky, kde byl pouzit
obdobny imobiliza¢ni roztok. Autofi uzili ke stimulaci kapifi hypofyzu v davce 1 mg/kg.
Rozdil mize byt dan mnoha vnéj§imi a vnitinimi faktory. Zda se, 7e zde neni zadna
spojitost mezi uzivanou hormonalni aplikaci a motilitou, mezi skupinami se totiz
nevyskytuji vyznamné rozdily. Pokud se tyCe rychlosti spermii, pouze 120 s po aktivaci
nam statisticka analyza ukazala néjaké rozdily, vztahujici se k hormonalnimu o3etieni.
K ziskani spermatu dobré kvality s dostacujici motilitou a rychlosti pohybu musi byt
dodrzeny tfi zakladni pravidla. Prvni — sperma lina musi byt odebrano do imobiliza&niho
roztoku, ¢imz se vyhneme samovolné aktivaci mo¢i (Linhart et al., 1986). Druha — sperma
by mélo byt pouzito co nejdfive (Cerstvé sperma), kvili zachovani dobré motility a
rychlosti pohybu — tyto vlastnosti klesaji pii uskladnéni (Rodina et al., 2004; Linhart et al.,
2003). A nakonec, je lepsi kontrolovat reprodukéni chovani a stimulovat ryby k reprodukci
na zaCatku tfeciho obdobi, protoze pocet spermii na mli¢ika a na kg se b&hem tfeciho

obdobi snizuje (Zumroska 1981; Zuromska, Markowska, 1984).
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5.3. Oplozeni a lihnuti

Neexistuji téméf zadna data o oplozenosti a lihnuti jiker ryb, oSetfenych ruznymi
hormonalnimi ptipravky. Zjisténé vysledky mohou rozsifit znalosti o umélé reprodukci a
chovu lina obecného. Vysledky ukazuji, ze pii spermiaci s pouzitim LHRH v davkovani
20 az 40 pg/kg vyrazné roste procento oplodnéni a lihnuti (65%), ve srovnani s CPS
(50%). Musi byt znovu zdiraznéno, ze mnozstvi spermii na jikru bylo vyrovnano na
stejnou roven. Rodina et al. (2004) ziskal procento oplodnéni a lihnuti kolem (40%) po
pouziti kapti hypofyzi v davce 1 mg/kg. Pocet spermii na jikru je pravdépodobné dalsi
faktor, ovliviujici tyto parametry. Vyssi (Skrat) koncentrace spermii nezpusobuje
automaticky zlepSeni procenta oplodnénosti a lihnuti, naopak zjisténé hodnoty byly

podstatné nizsi.
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6. Zavér

Tato diplomova prace na téma ,,Uroven spermiace mli¢ak( lina obecného (Zinca tinca
L.) s pouzitim komer¢niho hormonalniho preparatu® piinesla nékolik zajimavych vysledka.
Vtomto experimentu byla ov€fovana moznost nahrazeni pfirozenych hormonalnich
preparatu k synchronizaci spermiace syntetickymi latkami.

Vsech 42 samci uzitych pro experiment bylo diploidnich. Ziva vaha se mezi
experimentalnimi skupinami pfili§ neligila. UGinngjsi stimulace byla docilena pomoci
LHRHa v davkovani od 20 do 40 pgkg' a za pomoci CPS, oproti mli¢akéim z kontrolni
skupiny a niz§im davkovanim LHRHa. Za pomoci analyzy variance nebyl prokazan
vyznamny vliv zpusobu stimulace na rychlost pohybu a motilitu spermii. Vliv odli$ného
hormonaélniho oSetfeni na oplodnéni (pocet spermii na jikru byl vyvazeny) byl velmi
znatelny. Podstatn€ nejvyssi kvalita spermatu odebraného 72 hodin po stimulaci (vyjadiena
pomoci procenta oplodnéni a lihnuti) byla zjisténa pfi pouziti LHRHa v davce od 20 do 40
ugkg' (62- 65 % oplodnénych a 61-64 % lihnoucich se jiker). Vyrazn& nejnizsi
parametry oplodnéni a lihnuti se vyskytovaly u kontrolni skupiny a to na urovni 12%.
Z hlediska objemu a poctu spermii dopadly nejlépe skupiny stimulované pomoc¢i CPS a
LHRHa v davkach 20 a 40 pg kg™

Z téchto vysledkll lze usuzovat, ze pfirozené hormonalni preparaty na stimulaci
spermiace mohou byt nahrazovany syntetickymi (LHRHa - 20 a 40 pgkg™), aniz by to

n¢jak vyrazne ovlivnilo mnozstvi a kvalitu spermii.
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8. Priloha

Tabulka ¢. 13: Objem spermatu na mlicaka a na kg, odebraného v ¢ase 24, 48 a 72 hodin

po stimulaci LHRHa a CPS. Kontrolni skupina byla injektovana fyziologickym roztokem.

Vaha Priamérny
Stimulace | Davka 24 hodin 48 hodin 72 hodin
téla obsah

kg kg |mlitak| kg |mli¢ak| kg |mli¢ak| kg |mligak| kg

0.0 (059+ |04+ |07+ |01+ [02+ |03+ [05+ |03+ |05+

Kontrola
mg 0.08 04 0.7 0.1 0.2 0.3 0.6 0.3 0.6
060+ [1.7+ |29+ |0.6+ 1.1+ 1.0 £ 1.4+ 1.0 + 1.5+
CPS 2 mg
0.08 1.0 1.8 0.5 0.9 0.9 1.0 0.9 1.0
0.61+ [0.7+ 1.2+ 0.7 £ 1.1+ 0.5+ 0.8 + 0.6 + 1.0 +

LHRHa 5 ng
0.08 |03 0.5 0.5 0.7 0.3 0.6 0.4 0.6

0.59+ |05+ |09+ |04+ |06+ |03+ |05+ |04% |07
0.09 0.2 0.5 0.5 0.7 0.3 0.5 0.3 0.6
060+ |12+ |20+ |07+ |l.1+ |09+ |14+ |09+ |15+
0.10 0.6 1.1 0.6 1.0 0.6 0.8 0.6 1.0
0.62+ | 1.1+ 1.7+ |08+ |12+ [1.0+ 1.4+ 1.0+ |15+
0.11 0.8 0.8 1.1 1.4 0.9 1.0 0.9 1.0

LHRHa 10 png

LHRHa |20 pg

LHRHa | 40 pg




Tabulka &. 14: Pocet spermii (x10°) na mli¢dka a kg vahy téla odebranych v ¢ase 24, 48 a

72 hodin po stimulaci LHRHa a CPS. Kontrolni skupina byla injektovéana fyziologickym

roztokem.
Viha ) ) ) Pramérny
Stimulace | Davka 24 hodin 48 hodin 72 hodin
téla pocet
kg kg mli¢ak kg mli¢ak kg mliéak kg mli¢ak kg
059+ |24+ 4.1 £ 1.0+ 1.8+ 09+ 1.6 + 1.4+ 25+
Kontrola | 0,0 mg
0.08 3.5 6.2 1.0 2.0 1.1 2.0 2.2 3.9
060+ |3.1% 5.4+ 22+ |[3.7+ 2.0+ 34+ 24+ 42 +
CPS 2 mg
0.08 1.3 29 1.4 2.4 1.8 2.9 1.5 2.7
061+ |1.8+ 3.0+ 0.9+ 1.6 + 1.1+ 1.9+ 1.3+ 2.1+
LHRHa Sng
0.08 1.1 1.8 0.3 0.5 0.7 1.3 0.9 1.4

059+ |15+ 2:7 & 10+ 1.7 0.6 + 0.9+ 1.0 + 1.8 +
LHRHa | 10 pg

0.09 1.5 2.5 0.8 1.5 0.6 1.0 1.1 1.8

060+ |33+ 5.7 |25+ [42+ 1.6 + 25+ |25+ |41+
LHRHa | 20 pg

0.10 3.5 6.8 2.3 3.9 1.2 1.6 2.5 4.6

062+ (2.1« 35+ 1.7+ |25+ 1.7 % 2.6 + 1.9+ 29+
LHRHa | 40 pg

0.11 0.7 0.9 1.2 1.4 2:1

(9]

1.4 2.0




Tabulka ¢&. 15: Procentické vyhodnoceni motility a rychlosti pohybu spermii, 48 hodin po
stimulaci pomoci LHRHa a CPS. Kontrolni skupina byla injektovana fyziologickym
roztokem. Rychlost a pohyblivost spermii byli méfeny podle postaveni hlavicky spermie

30, 60 a 120 sekund po aktivaci destilovanou vodou, obsahujici 0.1 % BSA.

Viaha
Stimulace | Davka| 30s 60 s 120 s
téla
. ) Motilit | Rychlost | Motilita | Rychlost | Motilita | Rychlost
g g . E E
(%) | (umsh) | (%) | (umsh) | (%) | (ums”)

0.59+ |874+ 545+ 54.7 + 19,3 231 = 3.7+
Kontrola | 0.0 mg

0.08 4.0 13.1 20.7 9.8 0.0 2.2

0.60+ |903+ 59.6 + 77.4 + 219+ 244 + 10.3 +

CPS 2 mg

0.08 2.6 14.3 6.5 8.8 26 8.8

0.61+ |87.1+ 58:7 + 622+ 19.9 + 220+ 8.1+
LHRHa | 5pg

0.08 5.7 13.3 12.6 10.6 133 5.7

0.59+ |88.6+ 56.4 + 58.8+ 19.7 + 11.0+ 5.7 £
LHRHa | 10 pg

0.09 9.0 13.1 19.2 9.3 12.0 2.7

0.60+ |89.0+ 57.3 % 63.8 £ 20.7 + 4.9+ 43+
LHRHa | 20 pg

0.10 4.1 13.8 14.8 7.8 0.2 2.1

0.62+ |87.7+ 583+ 62.0+ 22.0£ 235+ 6.3+
LHRHa | 40 pg

0.11 7.9 14.9 19.6 9.4 18.0 4.5




Graf & 1: Pocet spermii na mli¢aka a na kg hm. téla (x10%) v ruznych ¢asech odbéru

Pocet spermii (x10°)
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Graf ¢&. 2: Mnozstvi spermatu (ml) v riznych ¢asech odbéru
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3

2,5

24 h 48 h 72h

O na mlicdka M@ na kg hm. téla



Graf ¢. 3: Procenticé vyhodnoceni fertility a lihnivosti v zavislosti na zplsobu stimulace

spermiace
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Graf & 4: Objem spermatu (ml.kg™") 24 h po aktivaci v zavislosti na zpuisobu stimulace
spermiace
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Graf & 5: Objem spermatu (ml.kg™") 48 h po aktivaci v zavislosti na zptisobu stimulace
spermiace
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Graf & 6: Objem spermatu (ml.kg™) 72 h po aktivaci v zavislosti na zpusobu stimulace
spermiace
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Graf & 7: Pramémy objem spermatu (ml.kg™") v zavislosti na zpusobu stimulace
spermiace
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Graf & 8: Pocet spermii (x 10”.kg™) 24 h po aktivaci v zavislosti na zpusobu stimulace
spermiace
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Graf ¢. 9: Pocet spermii (x 10°.kg™) 48 h po aktivaci v zavislosti na zpisobu stimulace
spermiace
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Graf & 10: Pocet spermii (x 10°.kg™") 72 h po aktivaci v zavislosti na zpusobu stimulace
spermiace
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Graf & 11: Pramérmy pocet spermii (x 10°.kg™") v zavislosti na zpusobu stimulace
spermiace
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Graf €. 12: Procento motility spermii ve 30 s po aktivaci v zavislosti na zptsobu

stimulace spermiace
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Graf ¢. 13: Procento motility spermii v 60 s po aktivaci v zavislosti na zptisobu

stimulace spermiace
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Graf ¢. 14: Procento motility spermii ve 120 s po aktivaci v zavislosti na zptisobu

stimulace spermiace
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Graf & 15: Rychlost pohybu spermii (um.s™) ve 30 s po aktivaci v zavislosti na
zpusobu stimulace spermiace
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Graf & 16: Rychlost pohybu spermii (pm.s™) v 60 s po aktivaci v zavislosti na

zpusobu stimulace spermiace
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Graf & 17: Rychlost pohybu spermii (um.s™) ve 120 s po aktivaci v zavislosti na

zpusobu stimulace spermiace
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