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Abstract



1 Uvod

Uz od pradavna patiil lov ryb k zakladnim zptisobim obzivy ¢lovéka. Postupem casu
prosty lov prechazel na zdmérny chov ryb, ktery je dlouholetou tradici Ceskych zemi.
Dulezitym ukazatelem uspésného chovu, je spravné zvladnuti rozmnozovani ryb. V ranych
zacatcich chovu byla pouzivana prosta piirozena reprodukce ryb, ktera byla zdokonalovana
pfesazovanim ryb. DalSim meznikem v oblasti reprodukce ryb bylo zavedeni tzv.
poloumélého vytéru, kdy reprodukce probihala v pfirozenych podminkach kontrolovanych
¢lovékem. Dulezitym bodem v oblasti technologie reprodukce ryb bylo provedeni umélého
vytéru a zdokonaleni metodického postupu pro rizné druhy ryb. V Ceské republice byl
uskute¢nén prvni umély vytér v roce 1784 u lososa obecného (Salmo salar) v Horazd’ovicich.
Mezi poslednimi propracovanymi metodami umélého vytéru patii umély vytér bolena
dravého (Aspius aspius), sumce velkého (Silurus glanis), lina obecného (Tinca tinca),
a dalsich.

Uspésnost reprodukce je zavislé na kvalité a kvantité pohlavnich produkti (spermii
a jiker) a také na technikach s nimi spojenych. Jedna z technik je kryokonzervace bunék

(spermii).

Metoda, ktera je schopna zachovavat zivé tkané a buiiky za pomoci nizkych teplot se
nazyvd KRYOKONZERVACE. Vyuziva tekuty dusik ¢i suchy led a vyuZziva ochranné latky —
tzv. kryoprotektanty.

Metody kryokonzervace se objevuje v riznych odvétvich — veterinarni, humanni
mediciny, ale 1 zootechnické praxi. Tyto metody se stale zdokonaluji pro snadnéjsi vyuziti
Vv praxi, konkrétné v fizené reprodukci ryb. Pravé v této oblasti se metody kryokonzervace
ptili§ nepouzivaji ve srovndni s dalSimi oblastmi. Vyuzivaji se jen jako doplitkkovy zplisob
uchovani genofondu v ex-situ. Proto je na misté, se zaméfit na zdokonalovani metod a jejich
praktickou proveditelnost.

Metodou kryokonzervace jsem se zabyvala v mé bakaldiské praci vramci letni
rybaiské skoly pofddané FROV JCU. Kde jsem se zabyvala jaky vliv teploty a rychlosti
zmrazovani a nadsledného rozmrazovani ma na Zivotnost spermii. Byla sledovana motilita

(pohyblivost spermii), rychlost a doba pohybu u kapra obecného (Cyprinus carpio) pied a po
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zamrazeni. Byly pouzity kryoprotektantni media Kopeika (1986) a Kurokura (1984). Pro
zmrazovani spermatu byl zvolen termobox s vySkami ve 3, 6 a 9 cm nad povrchem tekutého
dusiku po dobu 20 minut. Béhem zmrazovani byly méfeny prubchy teplot vné a uvnitf pejet
termoclankovym teplomérem s miniaturnimi sondami typu T (z médi a konstantanu).
Nejvyssich vysledkit bylo naméfeno po rozmrazeni ve 3 ¢cm nad hladinou tekutého dusiku
s kryoprotektantem Kopeika, kde rychlost pohybu byla 118 um.s? a 27 % pohyblivych
spermii. S kryoprotektantem Kurokura byla naméfena rychlost pohybu 76 um.s* a 14 %
pohyblivost spermii po rozmrazeni. Cerstvé sperma mélo rychlost 136 um.s™ a pohyblivost
88 %.

Chtéli jsme navazat na ptredchozi pokus, a proto nasim cilem bylo porovnat rtizna
zmrazovaci media a rizné zmrazovaci protokoly. Dal§im cilem bylo popsat zmény rychlosti
ochlazovani v rtiznych fazich zmrazovani a jak velky vliv na zmrazovani spermii kapra

obecného (Cyprinus carpio L) ma fizeny seeding.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Kapr obecny (Cyprinus carpio)

Vyznamnou rybou v celosvétové akvakultufe je kapr obecny, Cyprinus carpio L.,
ro¢ni produkce piesahuje jeden milion tun (FAO, 1995). V Evropé kapr obecny patfi mezi
jednu z nejdulezitéjSich sladkovodnich ryb. Z akvakulturnich chovi je celkova svétova
produkce za rok 2012 - 7,1 miliont tun (The state of World Fisheries and Aquaculture).

Na nasem tizemi se kapr chova v rybni¢nich odchovech na rozloze 520 km? (52.000
ha). Za rok 2010 byla celkova produkce trznich ryb 20 420 tun a z toho je 17 746 tun kapr
obecny (Odbor statni spravy ve vodnim hospodarstvi a spravy povodi Ministerstvo

zemédélstvi, Odbor ochrany vod Ministerstvo zZivotniho prostiedi, 2010).

2.1.1 Plemena kapra obecného

Metody kryokonzervace v Ceské republice jsou v prvni fadé vyuzivany k ochrang

genofondu, proto je potieba se zminit o variabilit¢ druhu kapra v Sir§Sim pojeti.

Vnitrodruhové diverzita kapra je vyssi nez u jinych druhli ryb uvadi Ballon (1995).
Kapr byl vystaven mnoha selektivnim vliviim na zvySeni své produktivity po znacné dlouhou

dobu. Vlastnosti, které se zlepsily, je odolnost vii¢i nemocem a stresu.

Znaky dilezit¢ pro hospodarské vyuziti mistnich forem kaprii, byly stanoveny

vétSinou podle podminek zemé, kde byla provadéna selekce a podle poZadavkl mistniho trhu.

Ze systematického a zoogeografického hlediska rozliSuje Baru§ a kol. (1995) tii
poddruhy kapra: Cyprinus Cyprinus carpio viridiviolaceus (jihovychodni Asie), Cyprinus

carpio carpio (rozsifeni Evropa a stfedni Asie), carpio haematopterus (vychodni Asie).

V oblastech vyskytu v ramci jednotlivych poddruhti se formovali diky ptsobeni
lokalnich podminek a ¢innosti ¢loveka jejich lokalni formy (plemena, linie). Kapii plemena
jsou v soucasné dobé registrovana v mnoha zemich vychodni a stfedni Evropy. V Rusku
a v Ceské republice se nachazi katalog, kde jsou narodni plemena kapra a katalog
s madarskymi plemeny kapra byl zvetejnén v dokumentech FAO (Global Programmes for
Management of Genetic Resources, 2009).



Stejné schéma je i v Ceské republice, kde z tamnich populaci s uréitymi uZitkovymi
vlastnostmi bylo vyselektovano nékolik paivodnich plemen: : napt. Zd'arsky $upinaé (Zd-S),
Zdarsky lysec (Zd-L), Milevsky lysec (MV), Marianskolazefisky kapr Supinaty (ML),
JihoCesky kapr Supinaty (C73), Jihocesky lysec (BV), Pohotelického lysce (PL; od roku
1998), Telésky lysec (Te), C435 a C434, Tieboiiského kapra Supinatého (TS; od roku 2000),
Pohotelického lysce (PL; od roku 1998).

Podle Pokorného a kol. (1995) byly ptfevzaty nazvy a popis plemen. Uvedena kapii

plemena patii do poddruhu Cyprinus carpio carpio.

Amursky sazan slouZzi jako ptiklad kapra, ktery patii jinému poddruhu a je chovan

v Ceské republice. Je piedstavitelem poddruhu Cyprinus carpio haematopterus.

2.2 Spermie kapra obecného

Kapr patii mezi kostnaté ryby, tyto ryby maji jednodussi strukturu spermii. Vyznacuji
se tim, Ze nemaji akrozom. Pro penetraci spermie do vajicka slouzi mikropyle (otvor ve
vajeénych obalech na vrcholu vajicka). Hlavicka je slozena z jadra bunky, ma haploidni sadu
chromozomt, z chemické stranky je tvofena DNA a jadernymi proteiny. Hlavicka spermie ma
rozmanitou velikost a tvar v zavislosti na druhu. Na vrcholku hlavi¢ky spermie se u vétSiny
zivocichll nachézi rozmanité vytvarovany membranovy GUtvar — akrozom, vznikajici pfi
spermiogenezi z Golgiho aparatu. Tvar pripomina zplostély vacek, ktery obepina hlavicku
spermie, obsahuje proteiny a enzymy, které umoziiuji penetraci spermie do vajicka a podili se
na procesu oplozeni (Bacceti a kol., 1986). V dolni ¢asti hlavicky spermie se nachazi vydut’ —
tzv. implantaéni jamka. Cely povrch hlavicky spermie je chranén cytoplazmatickou
membranou, kterd prechdzi v cytoplazmatickou membranu stfedni ¢asti a biciku.

Stiedni Cast spermie, nazyvana krékem, spojuje hlavi¢ku s bi¢ikem spermie. Krcek je
pojmenovan také jako centriolovy oddil. Zapada do implanta¢ni jamky hlavicky, zahrnuje
proximalni a distalni centrioly a rozmanity pocet mitochondrii. Hlavicka spermie, stfedni ¢ast
a bi¢ik je chranén cytoplazmatickou membranou.

Bicik je vykonnym pohybovym aparatem. Jeho vykonna ¢ast se skladd z axonemy —
mikrotubularni systém tvoten zpravidla z 9 perifernich a 1 centralniho dubletu mikrotubult,
tvofeného proteinem - tubulinem (9+2). Dil¢i periferni mikrotubuly jsou mezi sebou

a centralnimi mikrotubuly propojeny tzv. dyneinovymi raménky Cely povrch spermie je
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chranén cytoplazmatickou membranou, u nekterych druht tvoii laterarni vybézky — tzv.
lemy.

Pohyb bic¢iku spermie je umoznén posouvanim mikrotubull proti sob¢, kde dochazi
k ohybu — vIn¢ na bi¢iku, ktera se rozsituje po celé délce bic¢iku. Vzdy od hlavicky po konec
bi¢iku. Ve struktufe axonemy se objevuji molekuly enzymu ATPazy, sStépenim ATP
poskytuje energii pro pohyb. Délka bi¢iku je riznd podle druhu napf. u pstruha obecného
(Oncorhynchus mykiss) 30-35 um (Billard, 1983).

Spermie kaprovitych ryb maji hlavicku, majici okrouhly az vejCity tvar (Baccetti,
1984). Konkrétn¢ kapr obecny ma spermie eliptického tvaru s rozméry 2- 2.5 x 3um (Billard,
1986).

2.2.1 Metabolické procesy

Pro spravné pochopeni fungovani rozmnozovéni ryb je dilezité znit metabolické
procesy. Podle riznych autord, jsou pfitomny v rybich spermiich fady organickych molekul,
které se mohou meénit v energii a to dokazuje, ze enzymatické aktivity jsou diilezité pro jejich
metabolismus (Terner a Korsh, 1963; Mounib a Eisan, 1968; Lahnsteiner a kol, 1993).
Soucasné Terner a Korsh. (1963), Billard a kol. (1995) prokazali, ze uloha glykolytického
metabolismu je mén¢ dilezita ve zralych spermiich. Podle Lahnsteiner a kol. (1993) a
Mansour a kol. (2003), oxidacni fosforylace a citratovy cyklus hraje klicovou roli v

metabolismu rybich spermii.
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2.3 Kryokonzervace
Kryokonzervace (zmrazovani) spermii ma mnoho postupi:

e zmrazovani V parach nad hladinou dusiku
e kapani do tekutého dusiku, na suchy led

e mrazeni ve zmrazovacich automatech

Prvni metoda je zaloZena na vyuzivani par dusiku. Sperma s kryoprotektantem
je uchovan v pejetach (dutinkéch) o daném objemu. Tento zpiisob vyuzivali, Legendre a kol

(1980), Moczarski (1977), Koldras a kol. (1983).

Druha metoda je tzv. peletizacni. V zasadé to spoCiva vtom, ze sperma
se zamrzi do pelet (kapsli) v pevném CO; pti teploté -79 °C (Stoss a kol., 1981a). Manipulace
S peletami by méla byt rychld, aby nedochazelo k naruseni struktury zmrazené¢ho spermatu
(Gamcik, 1976). Linhart a kol., 1984 zkoumal moznost zmrazeni spermatu kapra obecného
(Cyprinus carpio) na suchém ledu (CO2). Pelety byly zmrazeny, nasledné rozmrazeny a
overovala se pohyblivost spermii, byla netspé$na, doslo k naruseni hlavicky spermii.

U obou metod je kvalitni zmrazeni podminéno rychlosti zamrazeni. Rychlost
ovlivitluje velikost extracelularnich a intracelularnich krystald. K dehydrataci bunky
dochazi pfi pomalém zmrazovani, a tudiz vznikaji velké extracelularni krystaly. Intracelularni
krystaly se tvofi pii rychlém zmrazovani a diky tomu nedochédzi k dehydrataci buriky.
Struktura a velikost extracelularnich a intracelularnich krystalit mohou poskodit fyziologické
funkce a strukturu zmrazované buiiky. K tvorbé velkych krystalt nedochézi pti velmi rychlém
zamrazeni a tudiz k naruseni bunky. Pfi velmi rychlém zamrazeni zéalezi na jeji permeabilité
a velikosti buniky (Mazur, 1980). Legender a kol. (1980) preferuji nejoptimalnéjsi rychlost

zamrazeni 10-40 °C za minutu nad hladinou tekutého dusiku.

2.3.1 Seeding

Seeding je metoda, ktera vyuziva kontrolované nukleace ledu. Principem je vyvolani
krystalizace z extracelularniho média nad teplotu, pii které se intracelularné médium zmrazi.
Nasledkem je, Ze buiika je Castecné dehydratovand a nedochdzi k tvorbé vnitinich krystalti

ledu (Leibo, 1990). Tato metoda neni pfili§ prozkoumana u rybich spermii, pfitom by mohla
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byt uzitecna pro rybi spermie, protoze pocet UspéSn¢ zmrazenych bunék by mohla zlepsit

oplodnéni vétsiho poctu vajicek (béhem jednoho oplodnéni).

2.4 Problémy pri zmrazovani spermii

Problémem pii kryokonzervaci spermii je rust krystalii ledu. Dilezité pro zabranéni
tvorby krystall, je dehydratovat buiiku pied dosazenim nizSich teplot, pti které dochazi
k ledové nukleaci. Nejcastéji se dehydratace provadi pii pomalém zmrazeni (<2 °C / min),
protoze dochazi krozSifovani intracelularni vody do hyperosmotickych prostor
extracelularniho media, kde se proméni Cistd voda v rostouci krystaly. AvSak pii pomalém
ochlazovani bunék muze dochazet k nadmérné bunééné dehydrataci, mechanickym vliviim
extracelularniho ledu ¢i jejich kombinaci. Toto miize vznikat pfi dlouhodobém vystaveni
vysoké koncentraci elektrolytli. Proto by méla byt rychlost zamrazeni dostatecné rychla,
aby se zabranilo dlouhodobé expozici bunék, ale dostatecné pomald, aby se zabranilo vzniku
intracelularnich krystala ledu.

Nizkd teplota neni problémem, jestlize se dostaneme pies nékteré homoiotermni
predsudky. Homoiotermie (zivoCichové se stalou télesnou teplotou), miize ohrozovat
zivoCicha, jestliZze jeho télesna teplota klesne o n€kolik stupni po delsi dobu. AvSak ve svéte
zvitat a rostlin je to velka neznama, vétSina zvitat a rostlin jsou poikilotermni (jestéfi, hadi) —
jejich telesnd teplota se urcuje podle teploty prostfedi. Proto se lIépe ptizpiisobuji okolnim
zménam. Neéktera velka zvifata (savci) mohou snizit zménu teploty pohybem, pocenim
a metabolismem. Rostliny mohou kontrolovat svoji teplotu moci metabolismu a transpirace.
VétSina Zijicich druhli miiZe prezit zmény teploty v fadu desitek stupiit celsia a proto mohou
prezit zmrazeni. Dehydrataci v malém méfitku prezije vétSina druhd Zivocichl.. Nekteré
neptezije (Schmidt-Nielsen, 1997).

Kryogenni teploty (v blizkosti bodu varu dusiku, -195,8 °C) nejsou nebezpecné samy
0 sobé¢. Pti teplotach tekutého dusiku jsou biochemické a fyziologické pochody pomalé, kde
nehrozi zadné poskozeni. AvSak chlazeni na kryogenické teploty mtize zabit.

Zmrazovani je vSak Casto smrtici pro bunky. Rostouci krystaly ledu mohou zpiisobit
mechanické poskozeni ¢i naruSeni tkdné. Kdyz krystaly ledu rostou uvnitt buiiky, pak bunky
umiraji. Aby nedochazelo k poskozeni bun€k, pouzivaji se ochranné latky (kryoprotektanty).
Nejbéznéjsi jsou methanol (MeOH), dimethylsulfoxid (DMSO), ethylen glykol (EG)
a glycerol (Piironen, 1992).
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Led je Spatné rozpoustédlo. Tvofi se ve vodném roztoku, vétSina rozpusténych latek,
jsou vyloucena a ziistava koncentrovany nemrznouci roztok. Takze koncentrace je vysoka
a muze byt toxicka. Vysoké koncentrace soli ovliviluji elektrické ¢i iontové intereakce, véetné
té&ch co pomahaji stabilizovat nativni stav enzymii. Casté je nezvratna denaturace a rozkladéani
enzymu. Led a voda spolu reaguji, maji odlisSné povrchy membran a makromolekul, tato
rozdilnost je dulezita pro spolecné interakce (pomoci povrchového napéti vody
¢i hydrofobniho efektu), podileji se na udrzeni zdravého stavu uvniti bunky ¢i jeji

ultrastruktury.

2.4.1 Poskozeni p¥i zmrazovani

Dutlezité je zabranit vnitrobunééné tvorbé ledu. A to miizeme zabranit pomoci Ctyt
strategii: podchlazeni, bod zmrazovani, dehydratace a vitrifikace. U Kkryokonzervace se tyto
procesy vyskytuji vrizné mitfe. Ve vSech piipadech je rozhodujici integrita bunécné
cytoplazmatické membrany. Intaktni membrana je nezbytna k tomu, aby z extracelularnich
krystali ledu nevznikaly intracelularni krystaly ledu. Intaktni membrdna udrzuje razné
kompozice intra- a extracelularnich roztoki a kdyz dojde k protrzeni membrany, stanovuje se
to jako bunécna smrt.

Béhem procesu zmrazovani a osmotickych zmén, nékteré buiiky prasknou.
Pravdépodobné je to pfi¢inou mechanického prasknuti, které je zplisobeno postupujicimi
ledovymi krystaly. Dal$i pfi¢ina prasknuti mtize byt elektricka: velké prechodné elektrické
pole spojené s postupujicim ledem ve slabém roztoku elektrolytu zplisobuje potencialni rozdil

bunék, a to je dostatecné velké, a tudiz dochazi k prasknuti membrany (Steponkus a kol.,
1985).

Zabranéni tvorby intracelularniho krystalu ledu miizeme témito postupy:
e Podchlazeni

Podchlazeni se tyka pftijeti kapaliny pod rovnovazny bod zmrazovani, bez zmrazovani.
Vyhodou je, ze roztok zlstavd kapalny a metabolismus se zpomali. Nevyhoda je,
ze podchlazeny roztok je nestabilni. JestliZze se objevi krystaly ledu, maji tendenci se zmrazit,

led se formuje a vznika koncentrovany roztok. Ten je Skodlivy pfi zmrazovani.
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Podchlazeni je zasadni strategie pro nékteré ryby v Antarktide, které ziji v roztoku
S vyS$i koncentraci a s vét§im zmrazovacim bodem, nez jsou jejich vlastni tkané. Jejich krev
nese silny protein proti zmrznuti ,,antifreeze”. Tato latka, je pfitomna pouze v malych
molarnich koncentracich, neni potlacena rovnovaznou zmrazovaci teplotou, ale funguje tak,
ze brani rastu ledovych krystalit (DeVries, 1984). Dolni hranice u téchto ryb se urcuje
teplotou oceanu. Mirné podchlazeni o par stupint nema vliv na poSkozeni, zatimco vé&tsi

ochlazeni mize zpusobit zna¢né skody (Lutze a kol., 1998).

¢ Bod zmrazovani

Mnoho rostlin a zivoCichti se nachazejici v chladném prostiedi, kde se hromadi
rozpustné molekuly (rozpusténych latek) v jejich intracelularnich a extracelularnich roztocich
(Leopold, 1986, Lee, 1989, Koster a Lynch, 1992). Tyto rozpusténé latky snizuji rovnovdznou
teplotu zmrazovani. DalS§im vysledkem je, Ze organismus je odolnéjsi proti dehydrataci.
Bod tuhnuti je vice nez nékolik stupnua celsia (°C), vyzaduje spiSe vysoce koncentrované
roztoky. Rozpusténé latky, které mohou byt ve vysokych koncentracich (kompatibilni)
rozpusténych latek zahrnuji fadu cukrti. Vysoké koncentrace téchto molekul zvysi viskozitu, a
tim snizi rozptyleni v roztocich. To zpomaluje metabolismus, vyhodou je zpomalovani dalSich
dehydrataci. Hlavni vyznam zmrazovaciho bodu v kryokonzervaci je zamezeni krystalizace

ve vysoké teploté, nizkou viskozitou rezimu.

e Dehydratace

Zmrazeni se obvykle vyskytuje jako prvni vné builky, konkrétné¢ tam kde je jadro,
a je to proto, ze extracelularni roztok ma vétsi objem nez intracelularni roztok. Kdyz se stane,
ze extracelularni rozpusténé latky jsou soustfedény v malém mnozstvi nezamrzlé vody, roztok
ma vyssi osmoticky tlak. To zplsobi, ze voda opusti bunikku. Charakteristicky ¢as pro vodu
unikajici z bun¢k za vyssiho osmotického tlaku, se pohybuje v fadu desitek sekund (Wolfe a
Bryant, 1992). Kryokonzervace obvykle vyuziva rychlé zmrazovani. Pokud dojde Kk tvorbé
extracelularnimu ledu, bunky nemaji ¢as se dehydratovat.

Mnoho druhti rostlin a Zivocichli, a zejména jejich semena a spory, mohou pieZzit
bunéénou dehydrataci. Dehydratace zvySuje osmoticky tlak intracelularni roztoku
(cytoplazm¢), ktera potlacuje jeji teplotu zmrazovani a podporuje vitrifikaci. Timto zpiisobem

se inhibuje intracelularni tvorba ledu.
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Ekvalibrace (rovnovazny stav) s ledem pfi teploté asi -20 °C, nebo s atmosférou
o relativni vlhkosti 80 % vyzaduje, aby slozeni buiiky bylo asi 10 osmolal. Osmolal znamena
zhruba osmoticky u¢inné moly, rozpusténych latek, které jsou potieba na kg vody. MnoZzstvi
dehydratace potiebné k dosazeni tohoto cile zavisi na pocateCnim slozeni. Pokud by byly
vSechny rozpusténé latky idealni, bude pocatecni slozeni 1 osmolal (typickda hodnota pro
rostlinné bunky, a n¢kolikrat vyssi nez u vétSiny zivociSnych bunék). Pak jen 10 % ziistane z
puvodni intracelularni vody. V ptipad€, ze pivodni kompozice bude 2 osmolal, pak 20 %
zustane Z puvodni intracelularni vody. V praxi jsou tyto obsahy vody podcenovany,

protoze osmoticky tlak mnoha roztokli se zvySuje vice nez s linearni koncentraci.

X
U

HAfrozen suspending SolUbion
FriEdium channels

Obr. 1: Zjednoduseny nakres, ktery znazoriiuje bufiku pied a po zmrazeni tkané nebo
podpiirného média. Zvyseny osmoticky tlak zptisobuje velké snizeni vodné c¢asti objemu buiiky.
Dusledkem je, Ze vSechny slozky neobsahujici vodu jsou v té€sné blizkosti. Tento stav membran se

zacina podobat lamelarni fazi (http://newt.phys.unsw.edu.au/~jw/cryoblurb.html).
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e Intracelularni vitrifikace

V kryokonzervaci je cilem dosahnout vnitrobunééné vitrifikaci, je to rychlé zmrazeni
pfi kterém nedochazi k tvorbé krystali a poSkozeni membrany. Jednim z rozhodujicich
faktort je rychlost zmrazovani. Je-li kapalina dostatecné rychle zmrazena, miize se vyhnout
tvorb¢ krystall. Potfebné rychlosti zmrazovani jsou velmi vysoké, u Cistych kapalin (napt. 10
miliond stupnd za sekundu pro cCistou vodu). U vodnych roztokti jsou znamé rychlosti
ochlazovani 0,1-10 °C / s (zhruba 10-1000 °C / min), tyto rychlosti jsou dostate¢né pro
dosazeni vitrifikace.

Molekuly v kapaliné¢ ndhodné prochazeji Brownovym pohybem. Zmrazeni muze
nastat v podchlazené kapalin€, kde se musi rozptylit molekuly spontanné a vytvofit maly
shluk (zvané jadro nebo embryo) z molekul, které maji docasné strukturu podobnou ledu.
V podchlazené kapaling se vytvaieji shluky a rychle se rozptyluji.

Pokud se vSak ve shluku objevi vétsi, nebo kritické velikosti, nastane energeticky
vyhodnéjsi prostiedi pro dalsi rozptylujici molekuly. Molekuly se spoji v rostouci vzorek.
Tento proces se nazyva nukleace a rust krystald. Nukleace muze byt bud’ homogenni, nebo

heterogenni, pficemz necistoty tvori substrat, na kterém jadra mohou rist.
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b - water + solute

Obr. 2: Zjednoduseny nakres ucinkt rozpusténych latek na nukleaci béhem zmrazeni.

Molekuly vody a rozpusténych latek jsou zastoupeny symboly W a S, resp. Sipky
predstavuji difuzi, a délka Sipky udava rychlost diftize. Velké kruhy ptedstavuji kriticky
polomér nukleace. Na obrazku (a), je zobrazena pouze voda. Kritické jadro vznika za vzniku
molekuly vody, ktera vypada jako kruZznice a spontanné se formuje do pravidelného krystalu.
Je-li to pravidelna mftizka je to vétSi nez kriticka velikost a krystal poroste. Ptitomnost
rozpuSténych latek znazorfiuje obrazek b (rozpusténd latka: pomér molarni vody je 1: 4).
Z toho vyplyva za prvé, ze rozpusténé latky zvySuji viskozitu, takze se snizi difuze (tedy
mensi Sipky v (b) nez (a)). Za druhé, za ucelem vytvoreni kritického jadra, objem se rovna
nebo je vetsi nez kriticky polomér a musi byt zcela bez rozpusténych molekul. To neni tento
pfipad. Vzhledem k tomu, Ze koncentrace rozpusténych latek se zvysuje, tento efekt se stava

siln€j$i, coz dale snizuje pravdépodobnost nukleace.
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Pravdépodobné nukleace v podchlazené kapaling, zavisi na né¢kolika faktorech:
- zvySuje se s objemem vzorku a stupném podchlazeni,
- snizuje se zvySujici se koncentraci roztoku,

- zvySuje pritomnost necistot, které mohou ptlisobit na heterogenni jadra.
Cista kapalina v malém objemu bez negistot miize byt podchlazena dlouhou dobu
pod jeho rovnovaznym bodem zmrazovani. Malé objemy (mikrolitry) Cisté vody,

napiiklad, mohou byt ochlazeny na teplotu asi -40 °C.

Pti velmi nizkych teplotach, viskozita roztoku stoupa prudce, a molekularni difiize se
snizuje. Je-li zamrazovani velmi rychlé, pak viskozita rychle stoupa a brani nukleaci.
Je-li zamrazovani dostate¢né rychlé, viskozita muze byt tak velka, Ze molekularni difuze je
ucinné zastavena, a pravdépodobnost vzniku jader je zanedbatelnd. Vzorek pak vypada jako
sklo nebo skelna pevné latka, a proces se nazyva vitrifikace. Sklo je amorfni (na rozdil od
krystalu, neni tak velké), ale m& mechanické vlastnosti pevné latky. Materidl je sklem,
pokud jeho viskozita dosdhne 10'* Pa (Franks, 1982). Sklo mé velmi dlouhou Zivotnost (ned4

se dodrZet rovnovaha).

2.5 Rychlé zmrazovani a rozmrazovani

Osmoticka kontrakce (pokles osmotického tlaku) zavisi na rychlosti ochlazovani
(Mazur, 1963), ktera je ¢aste¢né odpoveédna za optimalni rychlosti zmrazovani.

Pfi velmi pomalém zmrazovani, dochazi ke znacné osmotické kontrakci (zmén¢),
a to muze byt fatdlni samo o sob&. Pii velmi vysokych rychlostech, je mdlo osmotické
kontrakce (zmény), takZe koncentrace rozpusténych latek v cytoplasmé ziistava nizkd. Tim je
vitrifikace mén¢ pravdépodobna a intracelularni zmrazeni pravdépodobnéjsi. Mirnym tempem
(hodnota zavisi na osmotické ekvilibraéni dobé burky a sklonu jeho cytoplasmy do zarodku
ledu), nékteré nefatalni kontrakce (zmény), mohou zpusobit zvySeni koncentrace natolik,
ze muze dojit k vitrifikaci.

Mirna osmoticka kontrakce (zména) mize byt fizena jinym zplisobem, nez je rychlost
ochlazovani: jeden zptisob, jak ochladit bunky je vysokd teplota zmrazeni, umoznit jim,

aby doSlo k rovnovaznému stavu pied rychlym chlazenim. Dal§i moznosti je pfidat
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nepronikajici kryoprotektant, tj. extraceluldrni rozpusténé latky, které zvysuji extracelularni
osmoticky tlak. Pouzivd se hydroxyethylskrob (HES), nebo dextran. To ma dva efekty:
zabranéni vzniku intraceluldrnich krystald ledu béhem pocate¢nich fazi kryokonzervace
a extracelularni roztok ma relativné vysokou teplotu. Podrobné experimenty jsou nejasné
(Bryant a kol., 1994).

Cytoplazma ma vyssi koncentraci rozpusténych latek, diky kombinaci dehydratace
a pfidani kryoprotektantl, mohou pronikat membranou. Toto, spolu rychlymi rychlostmi
ochlazovani, mize spole¢né¢ umoznit vitrifikaci, jak je uvedeno vysSe. Vyssi rychlosti
ochlazovani umoziluji nizs§i davky toxickych kryoprotektantl, ale rychlosti zmrazovani jsou
Casto omezeny, praxi to znamena, ze vedeni tepla ochlazuji vzorky, zejména makroskopické
organy.

Jakmile bude burika vitrifikovana, je dosaZeno zpomaleni vSech procesti metabolismu
témé&f na nulu. Za predpokladu, ze se vzorek vyhne mechanickym otiest, ¢eli dalsi hrozb¢ a to
je krystalizace pii rozmrazeni. Vitrifikaéni stav je nestabilni, pokud jde o led a navic
koncentrovany roztok, zabraniuje dosazeni stabilniho stavu diky tomu, ze ma velmi vysokou
viskozitou. Kdyz teplota stoupa, klesad viskozita, molekularniho pohybu ubyva,
a molekuly vody mohou difundovat a otocit se do pozadované konfigurace zarodku ledu,
¢1 se pridaji do stavajicich jader. Pravdépodobné ledova nukleace a nebo riist zavisi na dobé,
jak dlouho je vzorek vystaven niz$i viskozité, zatimco je pod rovnovaznou teplotu
zmrazovani. Usp&né zahiivani by mélo byt rychlé a podobné tomuto teplotnimu rozsahu
(Rall a kol., 1984). Stejn¢ jako je tomu v pfipadé zamrazovani, rozmrazovaci rychlosti jsou
obvykle omezeny vedenim tepla. Byl navrZzen mikrovinny ohtev. Tato problematika je
rozdilna, protoze se rychle méni absorpéni spektrum (Baudot, 1997). Je zde dalSi problém,
rychlé, ale nehomogenni rozmrazovani mize produkovat nebezpe¢né mechanické namahani

makroskopickych tkani.
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2.6 Pomalé zmrazovani a rozmrazovani

Ochlazovaci a oteplovaci rychlosti jsou Vv pfirod¢ obvykle nizké v porovnani s
charakteristickym Casem na osmoticky rovnovazny stav. V dusledku toho, extracelularni
zmrazeni Casto zpusobuje dehydrataci blizici se hydraulické rovnovaze. Vyjimkou je,

kdyZz nastane intracelularni vitrifikace, nedochazi k dalsi ztraté vody.

2.7 Na kryokonzervaci (zmrazovani) mohou mit vliv:

2.7.1 Vliv rozpusténych latek (kryoprotektanti)

Pritomnost vysokych koncentraci rozpusténych latek s nizkou molekulovou hmotnosti

v modelovych membranovych systémech snizuje vyskyt spojeny poskozenim dehydratace:
snizuje se pruchodnost membrany a snizuje se vyskyt lamelarnich fazi. To mize byt jednim

divoda, pro¢ se zmrazovani a vysychdni pfizpiisobily druhy, u kterych se vyvinulo hromadéni

rozpusténych latek, jako sachar6za, trehal6za nebo jiné cukry (Leopold, 1986, Crowe a kol.,

1988).

2.7.2 Osmotické efekty

Pti daném chemickém potencialu vody, pfitomnost vice rozpusténych latek vyzaduje
pfitomnost vét§tho mnozstvi vody. Burka, kterd ma vyssi vnitini koncentraci pti teplotach
nad bodem mrazu se uzavie, je méné¢ V rovnovaze S ledem pii dané teploté zmrazovani.
Déle, pfidani novych rozpusténych latek vyzaduje sniZzeni koncentrace ostatnich jiz
pfitomnych. Pfitomnost vysoké koncentrace cukrii snizuje koncentraci iontt, ktera je potfebna
k danému osmotickému tlaku. Takze pfitomnost cukrli snizuje nebezpeéné vysoké
koncentrace iontd. Rozpusténé latky, které mohou byt nahromadéné ve velkych
koncentracich, aniz by méli toxické ucinky, se nazyvaji kompatibilnimi rozpusténymi latkami

(Brown, 1976).

2.7.3 Snizeni mechanického stresu

Za ptedpokladu, Zze se dostane roztok rozpusténych latek do mezimembranovych

prostor, jejich piitomnost osmoticky pfispiva ke snizeni chemického potencidlu vody.
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Cim del§i je osmotickd doba, tim mensi pohlcovani a tim je niz$i napéti na membrang.
Tento efekt muze byt velky (Yoon a kol., 1998; Wolfe a Bryant, 1999).

Podminka o rozdé€leni je velmi dilezitd: mnoho rozpusténych latek, zejména
polymert, jsou vylouceny z intermembranovych oblasti. V disledku toho, jejich osmoticky
ucinek nemuze mit zadny piimy vliv na snizeni povrchového napéti, a to jej mize dokonce
zvysit (Koster a kol., 2000). Rozpusténé latky, které ziistavaji vné bunky, nebo ve vaécich v
modelovych systémech, nebudou mit zaddnou piimou redukci na membranové napéti.
Pti teplotach nad bodem mrazu, ptfidani rozpusténych latek mize mit vliv na vnéjsi roztok.
Dostate¢né vysokd koncentrace miize dehydratovat buniku nebo vacek a to mlze dostatecné
zvysit napéti.

Prostupujici kryoprotektankt (jako DMSO) se dostane snadno do rozhrani
membranového prostoru. V experimentdlnich podminkdch neni snadné vytvaret vysoké
koncentrace, které by propustily rozpusténé latky v mezi membranovych prostorech. Srovnani
mezi riznymi experimenty by mélo byt peclivé.

Yoon a kol. (1998) studoval rozpusténé tuky ve vodném roztoku pii zmrazovani
a pouzil nuklearni magnetickou rezonanci, kdy signal vody magnetické rezonance stanovil
roztiidéni rozpusténych latek a rozpoustédla mezi lamelarnimi fazemi a koncentrovaného
roztoku objemovou fazi Vvrovnovaze S ledem (pouzivali bud D2O nebo deuterované
rozpu$téné latky). U malych rozpusténych molekul (DMSO a sorbitolu) zjistili, ze faze byly
blizko. Neocekavali zadné zvlastni efekty. Zjistili, Ze u disacharidl, sachardézy a trehaldzy
(které maji ptiblizn€ dvakrat vétsi objem) je mensi zvySeni hydratace, neZ by se dalo o¢ekavat
od samotnych osmotickych téinktu. Tento G¢inek byl souladu s modelem, v némz tyto
molekuly byly ve velmi tenké vrstvé vody, které¢ byly nejblize lipidim a byly vylouceny.
Yoon a kol. (1998) zjistili, ze u vSech studovanych rozpusténych latek se snizilo napéti uvnitf
membrany, ale ze disacharidy se snizily vice, nez mensi rozpusténé latky. To je pouze jeden
z divodi, pro€ sacharéza a trehaléza mize mit stejné ucinky jako ptirodni kryoprotektanty.
Dalsi davody se tykaji vitrifikace a krystalizace.

V zésadé, rozpusténé latky by mohly mit v urcitych ohledech vliv na povrchové
napéti. V hydratacni silu se mohou modifikovat rozpusténé latky, které jsou vazané na povrch
membrany. Jedna studie zabyvajici se povrchovymi silami nepfiSla na zvlastni U¢inky na
rozhrani membranovych sil v dasledku DMSO, sorbitolu nebo trehal6zy, ale tato studie byla

omezena z technickych diivodii na koncentraci asi 1 kmol/m™3 (Pincet a kol., 1994).
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2.8 Rychlost a zpiisob rozmrazeni spermatu

Rozmrazeni spermatu se provadi dvéma metodami: 1. Rozmrazeni bez piidani
rozmrazovaciho roztoku aplikovali napf. Kopeika (1986)a Moczarski  (1977).
Kopeika preferuje rozmrazeni spermatu ve vodni lazni pii teploté 40 °C po 30 s.
Podstatné je davku spermatu co nejrychleji rozmrazit (Gamcik, 1976). | pii rozmrazeni muze
dochazet k tvorbé krystalt ledu (k tzv. rekrystalizaci) (Mazur, 1980), pokud je rozmrazovani
pomalé a také mtze dochazet k poskozeni spermii. Nastava to pii teploté -85 °C (Rall a kol.,
1980). Ostatni autoii uvadeéni bod rekrystalizace -60 °C (Gamcik,1976).

2. Rozmrazovani s piidanim rozmrazovaciho roztoku se pifevazné pouziva pri
zamrazeni spermatu do pelet. Tento postup uvedli Legender a kol. (1980) a Stoss a kol.,

(1981b). Jako nejefektivnéjsi vysledky s pouzitim 1% roztoku NaHCOs3 uvedli tito autofi.

2.9 Hodnoceni fertility spermii a oplozovani jiker

Spravné urceni srovnatelnych vysledkii je vzajemny vztah mezi kvalitou jiker
a kvantitou, kvalitou a poctem spermii. Ddale pak mezi slozenim rozmrazovaciho
a oplozovaciho roztoku. Piesna koncentrace spermii na jednu jikru se neuvadi, proto jsou

vysledky pokust velmi odlisné (Linhart, 1984 I1).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Materialy a metodika

Sperma kapra obecného (Cyprinus carpio) bylo odebrano od sedmi mli¢aka, (stati 3
roky, hmotnost 1-1,5 kg). Cilem experimentu bylo otestovat riznd zmrazovaci média, zjistit,
jaké zmrazovaci protokoly jsou nejvhodnégjsi, jaky vliv na zmrazovani spermii ma fizeny

seeding a jaké jsou rychlosti ochlazovani v riznych fazich zmrazovani.

3.1.1 Chov ryb a odbér spermatu

Ryby byly chovany v rybnice a po vylovu byly vysazeny na lihefi do nadrzi o velikosti
4 m? a o pritoku vody 0,2 1/s. Teplota vody byla 20-21 °C a nasycenost kyslikem byla
6-7 mgl/l.

Pro snazsi manipulaci, ryby byly anesteziovany koupeli v roztoku fenoxyethanolu
(v poméru 1:1000). Pro vyvolani spermiace byla pouzita suspenze kapii hypofyzy ve
fyziologickém roztoku v davce 4 mg/kg, kterd byla aplikovana pod prsni ploutvicku
(perikardialng) a to 24 hodin pfed samotnym odbérem spermatu. Masazi biisni dutiny byly
spermie  odebrany do 10 ml plastovych injekénich stifikacek. Bylo dbano
na to, aby nedoslo ke kontaminaci vodou, hlenem, moc¢i a vykaly. Odebrané sperma bylo

skladovano za aerobnich podminek pii teploté 4 °C, maximaln¢ dvé hodiny.

3.1.2 Hodnoceni pohyblivosti spermii

Jako aktivator byla pouzita voda z lihné. 50 pl vody bylo napipetovano na podlozni
sklicko, na $picku jehly bylo nabrano malé mnozstvi spermatu a smichano s vodou na
podloznim skle, a to vSe v pribéhu dvou sekund a okamzité pozorovano pod mikroskopem
(Olympus BX50) vtmavém poli s pouzitim stroboskopické lampy o frenkvenci 50 Hz.
Mikroskopickd obraz byl sniman videokamerou (Sony, SSCDC50AP; Sony, Tokyo,
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Japonsko) a zaznamenavan na videorekordér Sony (Sony SVHS, SVO-9500 MDP, Japonsko).
Tento postup byl pouzit i pro zmrazené a nasledn¢ rozmrazené sperma.

Z videozaznamu byla v ¢ase 10-15 sekund po aktivaci méfena rychlost spermii (um/s)
a procento pohyblivych spermii (%). Pro vyhodnoceni téchto parametrti byl pouzit program
Micro Image 4.0 (Olympus Micro-Image 4.0.1. pro Windows), ktery sklada pét po sobé&
jdoucich videosnimkti do jednoho. Z kazdého tohoto snimku bylo vyhodnoceno 10-50
spermii. Spermie s rychlosti nizsi nez 10 um/s byly povazovany za nehybné tudiz za mrtvé a

byly vytazeny z dalsi analyzy.

3.1.3 Kryokonzervace spermatu

Pro zmrazovaci experimenty byly pouzity spermie od mlic¢akt s pohyblivosti alespoil
90 %. Spermie byly fedény v riznych davkach podle experimentalniho schématu (1:1).
Nafedéné vzorky spermatu byly umistény do pejet o objemu 0,5 ml (Cryovet, Francie).
Naplnéné pejety byly umistény na polystyrénovy ramecek (ve vodorovné poloze) a zmrazeny
ve vyskach 1,3,6 a 9 cm nad hladinou tekutého dusiku. V zavislosti na experimentalnim
schématu byly poté pejety ponoieny do tekutého dusiku. Uchovani Vv tekutém dusiku
probihalo dva dny a poté byly pejety rozmrazeny ve vodni 1azni pii teploté 40 °C béhem Sesti
sekund. Teplota béhem zmrazovani (uvniti pejety) byla zaznamenavéana termoclankovym
teplomérem typu T (z médi a konstantanu). Teplomér Data Logger (Omega, USA) byl
pfipojen k pocitaci.

Kazdé méfeni bylo opakovano pét krat.

3.1.4 Statisticka analyza

Ke statistickému vyhodnocovani byl pouzit statisticky program Statistica
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA), konkrétné byla zvolena analyza rozptylu ANOVA a Tukey
test (P < 0,05).
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3.2 Experimentalni schéma

Cile pokusu:

e Vybér kryoprotektantd.

e Porovndni parametri pohyblivosti spermii kapra zmrazenych pii riznych
teplotach.

e Stanoveni doby pohyblivosti a wurCeni vhodné teploty pro zachovani

zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni.

e Utinnost metody seedingu.

e Vybér kryoprotektantd

Byly pouzity €tyfi rizné kryoprotektanty s riznym slozenim:

1) podle Kopeiky (1986) (59 mM NacCl, 0,68 mM KCIl, 0,68 mM CaCl,, 2,1 mM
Mg2SO4, 27 mM NaHCOs3, 3,4 mM sachardza, 69 mM D-manitol, 118 mM Tris-HCI, pH 8,1,
16 % Ethylenglykol 10 % vaje¢ného zloutku) v poméru 1:1.

2) podle Kopeiky (1986) bez vaje¢ného Zloutku

3) podle Kurokury (1984) 62 mM NaCl, 134 mM KCI, 1,5 mM CaCl,, 0,39 mM
MgCly, 2,4 mM NaHCOg, 16 % dimethyl-sulfoxid, v poméru 1:1.

4) podle Horvatha (2007) 350 mM glukéza, 30 mM Tris-HCI, pH 8,0 a 20 %

methanol.

Sperma bylo odebrano od 6 riiznych mli¢akt. Bylo zmrazeno v pejetdch o objemu 0,5
ml a umisténo ve 3 cm nad hladinou tekutého dusiku po dobu 20 minut a nésledné¢ bylo
ponoieno do tekutého dusiku.

Po rozmrazeni byl urcen procentualni podil spermii.
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e Porovnani parametrii pohyblivosti spermii kapra zmrazenych pii rtznych
teplotach.

Bylo odebrano sperma od 13 mli¢akti. Zmrazovani probihalo v 1, 3, 6 a 9 cm nad
hladinou tekutého dusiku s kryoprotektantem ¢. 1 (Kopeika 1986). Rychlost, pohyblivost a
doba pohyblivosti byla méfena po rozmrazeni.

Termogramy zmrazenych spermii nad rtznymi hladinami tekutého dusiku jsou

uvedené na grafu ¢.1.

e Stanoveni doby pohyblivosti a vhodné teploty pro zachovani pteziti spermii po

rozmrazeni.

Vzorky spermatu byly umistény do pejet o objemu 0,5 ml a byly dany do 3 cm nad
hladinou tekutého dusiku. Jako kontrolni ¢as, bylo zvoleno 20 minut jako potfebna doba pro
zachovani zivotaschopnosti spermii pied ponofenim do tekutého dusiku. Az po rozmrazeni
vzorkll spermatu od 7 mlicakii byly stanoveny parametry spermii, ve srovnani s kontrolnimi

podminkami (Graf €. 2).

o Utinnost metody seedingu.

Byly pouzity dvé rizné metody seedingu k vyvolani tvorbé krystalt ledu a k ochrané
vzorki pted pfechlazenim.
a) Ponofeni ramecku se vzorky do tekutého dusiku po dobu 1 sekundy
b) Dotykem ve stiedni ¢asti pejety pomoci pinzety, diive nez dojde k ochlazeni tekutym

dusikem.

Na grafu ¢. 3 jsou zobrazeny termogramy spermii béhem zmrazovani za pomoci vyse
uvedenych podminek seedingu. Pohyblivost spermii byla méfena po rozmrazeni spermii (od 7
mli¢akll), zmrazovani probihalo ve 3 cm nad tekutym dusikem, v 0,5 ml pejetach

s kryoprotektantem ¢. 1 (Kopeika 1986).
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Vysledné hodnoty byly srovnavany s kontrolni skupinou, kde byl pouzit ten samy

postup zmrazovani, avSak bez pouziti metody seedingu.
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4 Vysledky

V této studii byly pouzity ctyfi rtzné kryoprotektanty. Pohyblivost spermii po

rozmrazeni je dana procentualné z celkového mnozstvi spermii v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1. Pohyblivost spermii po zmrazeni a rozmrazeni s pouzitim riznych
kryoprotektantt je dana v procentech. Hodnoty s riiznymi ¢isly, které byli ozna¢ené hvézdickou, se

vyrazné lisili.

(P < 0,05).
Kryoprotektantni Pohyblivost spermiti Roztoky podle autort
médium po rozmrazeni (%)
1 31+ 8% Kopeika (1986)
2 22+£9 Kopeika (1986) bez
vaj.zloutku
3 18+11 Kurokura (1984)
4 n/a Horvath (2007)

Zmrazovani s Kryoprotektantem ¢. 1 bylo pozorovano nejvyssi procento pohyblivych
spermii po rozmrazeni. U Kryoprotektantt ¢. 2 a ¢. 3 vykazovaly spermie po rozmrazeni nizsi
procento pohyblivosti a vyznamné se mezi sebou nelisily. Zmrazovani s kryoprotantem ¢. 4

nebylo Uspésné, protoze u Casti spermii dochdzelo ke shlukovani. Z toho vyplyva, ze

vvvvvv

V tabulce €. 2 jsou uvedeny hodnoty pohyblivosti spermii po zamrazovani spermii
(v pejetach) s kryoprotektantem €. 1, které byly umistény nad riznymi hladinami nad tekutym

dusikem.
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Tabulka ¢. 2. Rychlost, doba pohyblivosti a procento spermii ve vzorcich pfi zmrazovani

v riznych hladinach nad tekutym dusikem. Rozdilna pismena znamenaji statistické rozdily mezi

skupinami.
(P <0,05).
Hladina nad Doba pohyblivosti, | Pohyblivost (%),
tekutym dusikem, Odpovidajici Rychlost (um/s), (s),(£0.95 CI) (£0.95
(cm) teplota (°C) (+0.95 CI) Cl)
1 -190 °C 0 0 0°
3 -150 °C 118 £9¢ 52 +3b 33+8°
6 -110°C 84 +4° 50 + 2P 24 + 8¢
9 =70 °C 84 £ 3P 49 & 3b 12+7°
Cerstvé sperma - 137 + 44 65 + 4¢ 95 + 5¢

U cerstvého spermatu byly naméfeny nejvyssi parametry, konkrétné: rychlost, doba
pohyblivosti a procento pohyblivosti. Nulova pohyblivost byla namétena pfi zmrazovani
spermii, které byly umistény v pejetich v 1 cm nad hladinou tekutého dusiku. Vyssi
pohyblivost a rychlost spermii po rozmrazeni, byla naméfena u zmrazovanych vzorkl ve 3 cm
nad hladinami tekutého dusiku. Mezi zmrazovanymi vzorky ve 3, 6 a 9 cm nad hladinami
tekutého dusiku nebyla vyznamné odlisna doba pohyblivosti.(Graf ¢. 1) Nulova pohyblivost
spermii byla u spermii, které byly ponofeny do tekutého dusiku pfed nebo bezprostiedné po
zahajeni bodu krystalizace (-16 °C). Pohyblivost spermii po zmrazeni a rozmrazeni nebyla
vyznamn¢ ovlivnéna u vzorki, které byly ponotfeny do tekutého dusiku po ochlazeni (-90 °C)
nebo pii nizsi teploté (Graf ¢. 2).

Pti pouziti metody “a” seedingu (kde pejety byly ponofeny do tekutého dusiku za 1 s)
vedlo ke zméné rychlosti ochlazovani vzorki 52-115 °C/min, po rozmrazeni byla 0 %
pohyblivost. U metody “b” seedingu (ochlazovani pomoci pinzety) nevedlo ke zménam
rychlosti teploty (51 °C/min), s vyjimkou nepfitomnosti podchlazeni (Graf ¢. 3).

Pti pouziti téchto podminek, jsme nepozorovali zaddné zvySeni pohyblivosti spermii po

rozmrazeni v porovnani s kontrolni skupinou.

30



20 Teplota, °C

Cas. s

0 120 240 360 480 600 720 840 960 1080 1200 1320

Graf. ¢. 1: Termogramy zmrazenych spermii kapra obecného nad riznymi hladinami tekutého

dusiku (1,3,6 a 9 cm nad tekutym dusikem).
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Graf ¢. 2 Termogramy spermii kapra obecného inkubovaného ve 3 cm nad povrchem tekutého

dusiku pfi riznych ¢asovych intervalech pted ponotfenim do tekutého dusiku (vertikalni Sipky).
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Graf ¢. 3: Termogramy spermii kapra obecného béhem zmrazovani za pomoci metod seedingu

1320

ve 3 cm nad tekutym dusikem: metoda ,,a* ponotfeni ramecku se vzorky do tekutého dusiku po dobu 1
sekundy. Metoda seedingu ,,b* dotknuti ve stfedni ¢asti pejety pomoci pinzety, dfive nez dojde

k ochlazeni tekutym dusikem.
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5 Diskuze

Zmrazovani spermii ryb se lis§i podle druhu a podle jejich podminek (chovnych,
ckologickych a geografickych), (Lahnsteiner, 1995). Po celém svété je mezi kapiimi
subpopulacemi vysokd rozmanitost. Tyto ryby maji riznou rozmnozovaci fyziologii
(Flajshans a kol, 2006). Tato skute¢nost mize mit vliv na uspéch oplozeni, pohyblivost
spermii ¢i odolnost pii zmrazovani spermii. Vlastni metody pro postup zamrazovani spermii
kapra uvadéji néktefi autofi. V naSem pokusu jsme se zabyvali pouze 3 kryoprotektanty —
Kopeika, Kurokura, Horvath (v jednom piipad¢ byl pouzit roztok Kopeika bez vaje¢ného
zloutku). Roztok podle Kopeiky (1986) mél ve vysledku nejvyssi procento pohyblivych
spermii po rozmrazeni a byl zachovan pro nasledujici experimenty.

Zajimavou otazkou je ptitomnost cukri v kryoprotektantech. Jednoduchy cukr na bazi
kryoprotantu se setkal s malym tspéchem u kapra obecného (Babiak a kol., 1997). Frukt6za a
glukéza byly publikovany jako slozky néckterych kryoprotektantl vyuzivanych pro
zmrazovani spermii jinych kaprovitych druhi (Kumar, 1988; Zhang a Liu, 1991). VétSina
publikaci uvadi kryoprotektant podle Kurokury jako vyuzivany (Kurokura a kol., 1984,
Lubzens a kol., 1993), jeji modifikace (Magyary a kol., 1996) nebo jiné iontové roztoky
(Lahnsteiner a kol., 2000). Kryoprotektanty s cukry byly Gspésné pouzity pro kryokonzervaci
spermii jinych druhi ryb, naptiklad u sumecka afrického (Steyn a Van Vuren, 1987; Urbanyi
a kol., 1999), u jeseterti (Tsvetkova a kol., 1996; Glogowski a kol., 2002). Kryoprotektant
s cukry je uspésny kryoprotektant a membranovy stabilizator (Maisse, 1996). Podle Horvatha
a kol. (2003) doslo pii pouziti kryoprotektantu s cukry ke shlukovani spermii, avSak to
jako je Danio rerio (Harvey a kol., 1982), potom i pro lososovité druhy ryb (Lahnsteiner a
kol., 1997), vikous (Steyn, 1993; a Van Steyn Vuren, 1987, Tiersch a kol, 1994) nebo tilapie
(Harvey, 1983). Babiak a kol. (1997) dosahl nejvyssich vysledkl u kapra pfi pouzivani DMA
(dimethyl-acetamidu) nez s kryoprotektantem DMSO. Bylo zjisténo, Ze methanol je netoxicky
pfi pouziti jako kryoprotektant, také bylo dosazeno lepsich vysledka nez s kryoprotektantem
DMSO nebo glycerolu (Harvey a kol., 1982), véetné jesetefich spermii (Horvath a Urbanyi,
2000a). Ty jsou znam¢ pro svou extrémni rychlost, kterou proniknou do buiiky (Ashwood-

Smith, 1980).
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Pro snadnéjsi pochopeni pravidel zmrazovani kaptich spermii, byly ménény pouze
fyziologické faktory — rychlost ochlazovani v pribéhu pokusu, slozeni média zlstalo stejné.
Nase dosazené vysledky pohyblivosti spermii po rozmrazeni vykazuji, vyznamny rozdil mezi
vzorky zmrazené nad riznymi hladinami nad tekutym dusikem. Proto optimalni protokol
zmrazovani by mohl byt stanoven pomoci rychlosti ochlazovani pted bodem krystalizace 82 a
po 52 °C/min, podminky které odpovidaji teploté¢ u vzorkl inkubovanych pii -150 °C (3 cm
nad tekutym dusikem, graf. ¢. 1). Pfi pouziti této metody bylo dosazeno vyssi rychlosti a vyssi
procentualni pohyblivosti spermii po rozmrazeni (porovnani s ostatnimi rezimy — 3, 6 a 9 cm
nad tekutym dusikem). AvSak hodnoty byly niz§i nez u Cerstvého spermatu). Nékolik autorii
uvadi, ze pfi zmrazovani spermii mohou mit vliv rdzné rychlosti ochlazovani na rychlost
tvorby krystalti ledu na jejich strukturu a to ma za nasledek poskozeni spermii a snizeni
pohyblivosti spermii po rozmrazeni (Irwan a kol., 2010; Lahnsteiner a kol., 2003; Viveiros a
kol., 2001).

Tento jev muze byt zpisoben osmotickou zménou béhem formovani krystalu ledu,
které mohou vést k letdlnimu (snizeni pohyblivosti spermii) nebo neletdlnimu (snizeni
rychlosti spermii) poSkozeni spermii béhem zmrazovani (Boryshpolets a kol., 2009).

Podle Kopeiky (1986) a Tsai (2010) by mély byt vzorky spermatu pieneseny do
tekutého dusiku pti -80 °C. V nasem pokusu byla stanovena teplota -90 °C, pfti které¢ vzorky
byly stabilné zamrazeny, aby nedochazelo k tvorbé krystalti ledu. Po dosazeni této teploty,
mohly byt vzorky pieneseny do tekutého dusiku a pohyblivost po rozmrazeni nebyla
ovlivnéna. Vzorek by mohl byt pfenesen do tekutého dusiku po urcité dobé inkubace pii jesté
vyssi teploté (-40 °C), (Viveiros a kol., 2001). Nase pokusy byly provadény pii vysSich
rychlostech ochlazovani.

Nas vysledek je pouzitelny v praxi, kdy se musi zmrazit velké mnozstvi spermatu a je
nutné znat nejkrat§i moznou dobu k zmrazeni jednoho vzorku. Dilezité je znat dobu, kdy je
nutné vzorky prenést do tekutého dusiku (pfed nebo bezprostiedné po bodu krystalizace).
V naSem piipadé byla vysledkem nulova pohyblivost. Pravdépodobné to bylo tim, Ze rychlost
ochlazovani byla pfili§ vysokd, coz mize mit nevratny vliv na poskozeni spermii béhem
Zzamrazovani, takze je situace obdobna jako zamrazeni na 1 cm nad hladinou tekutého dusiku.
Dosli jsme k zéavéru, Ze rychlost ochlazovani a doba tvorby krystalu ledu (po bodu
krystalizace -90 °C) jsou zakladnimi prvky, které fidi uspéSnou kryokonzervaci rybich

spermii.
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Vybrali jsme dvé metody fizen¢ho seedingu. Jako prvni byla zvolena metoda, ktera
vyuziva polystyrénovy ramecek, na kterém byly umistény vzorky a po dobu 1 sekundy byly
ponofeny do tekutého dusiku. Rychlost ochlazovani se zvysila. Toto zvysené ochlazeni mélo
za nasledek zvySeni odpafovani tekutého dusiku po kontaktu s rameckem a to vedlo k
obdobné¢ situaci jako zmrazovani v 1 cm nad hladinou tekutého dusiku, kde byla nulova
pohyblivost spermii po rozmrazeni. Jako druha metoda byla zvolena ochlazovani pinzetou.
Chtéli jsme zabranit prechlazeni vzorku, ale zachovat rychlost ochlazovani a pohyblivost
spermii po rozmrazeni. Pouzivali jsme ramecek z polystyrénu, aby byla zajisténa volna
vyména tepla mezi vzorkem a okoli. Vzorek se zahiivd bezprosttedné po spontanni
krystalizaci a okoli se “ptizptisobuje” na teplotu vzorku. Rychlost ochlazeni neni dalezita. Na
grafu ¢.3 jsme chtéli ukazat (zmrazovaci kiivka po seeding “b” ve 3 cm nad hladinou tekutého
dusiku) ptekryvajici se kiivky. Pfedpokladdme, Ze za téchto experimentdlnich podminek

ptechlazeni vzorku béhem konvekéniho zmrazovani nezplisobuje poskozeni.

Avsak v programovatelném mrazicim pfistroji bez pouziti metody seeding se mohlo
poskozeni objevit. V tomto piipad¢€, po pfechlazeni a spontdnni krystalizaci se program snazi
kompenzovat uvoliiovani tepla ze vzorku ochlazenim komory. V situaci, kdy se uvolni teplo,
dosdhne komora velmi nizké teploty, a to méa za nasledek vytvareni vnitinich krystald.
Dusledkem krystalizace mtize dojit k mnoha poskozeni a to diky tomu, Ze voda nema cas
opustit buitkku (Viveiros a kol., 2001, Mazur 1984). Tento mechanismus posSkozeni
pravdépodobné vysvétluje extrémné nizkou pohyblivost v nasich experimentech, pfi seedingu
pieklopenim rdmecku do tekutého dusiku (seeding “a”). DalS§i mozny ucinek by mohl byt
zpusoben velmi malymi krystaly, které se objevuji pfi velmi nizkych teplotach. Cim jsou
krystaly mensi, budou méné nebezpecné. Nicméné po rozmrazeni malé krystaly taji a teplota
zustava velmi nizka. Pfi této teploté voda taje, je schopna krystalizace, ale produkuje velké
krystaly ledu, coz vede k vétSimu poSkozeni (Koshimoto a kol., 2002).

Chtéli jsme ukazat, Ze rychlost zamrazeni po bodu krystalizace az na teplotu -90 °C, je
urceni rychlosti zamrazovani béhem tohoto obdobi pfedstavuje zasadni krok pro sestaveni
zamrazovaciho protokolu. V budoucich experimentech by méla byt zkoumédna kombinace
pouziti programovatelnych pfistroji a metod seedingu. Soucasna sada dat by mohla byt

pouzita pro vyvoj dalSich metod zamrazovani spermii pro jiné druhy ryb.
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6 Zavér

V naSem experimentu byly porovnavany ctyii kryoprotektanty. Vybrali jsme ¢tyfi
kryoprotektanty podle Kopeiky (1986) svajeénym zloutkem a bez vaje¢ného zloutku,
kryoprotektant dle Kopeiky (1986), obsahujici vaje¢ny Zloutek.

Pro kryokonzervaci spermii je dilezité vybrat spravny zmrazovaci protokol. Rychlost
ochlazovani ma mit vliv na tvorbu krystalti ledu a na jejich celkovou strukturu. Nasledkem by
mohlo byt poskozeni Zzivotaschopnosti spermii po jejich rozmrazeni. Z nami zvolenych
protokoll (1, 3, 6 a 9 cm nad povrchem tekutého dusiku) bylo dosazeno nejlepsich vysledka
ve 3 cm nad hladinou tekutého dusiku, coZ je nejvyssi naméfena rychlost a doba pohybu a
pohyblivost spermii po rozmrazeni.

Pro dosazeni lepsich vysledkd kryokonzervace byly zvoleny dva postupy fizeného
seedingu. Tim prvnim bylo ponofeni polystyrénového ramecku do tekutého dusiku po dobu 1
sekundy a druhym postupem bylo ochlazovani pinzetou (ochlazena v tekutém dusiku). Obé
zvolené metody nemély bohuzel vliv na zvyseni rychlosti spermii po jejich rozmrazeni.

Vyznamnym zjiS§ténim v nasem experimentu bylo, Ze pro uUspéSnou kryokonzervaci je
dilezita rychlost zamrazeni po bodu krystalizace az na teplotu -90 °C.

Soucasna sada dat by mohla byt pouzita jako vyvoj dal$ich metod zamrazovani spermii u

jesetert a jinych druha sladkovodnich ryb.
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9 Abstrakt

V této studii bylo zkoumano nékolik riznych zmrazovacich médii (kryoprotektanti),
které jiz diive byly vyzkousSeny rliznymi autory, byly také vyzkouSeny riizné zmrazovaci
protokoly pro zachovani jednotlivych parametrt pfi zamrazovani spermii. Byly prozkoumany
ucinky fizeného seedingu a zmény rychlosti ochlazovani v rGznych fazich zamrazovani.
Sperma bylo odebrano od 7 mlicakti kapra obecného, které bylo zamrazeno v pejetach o
objemu 0,5 ml.

V objektu z4jmu bylo porovnat Ctyfi zmrazovaci protokoly, které byly na riznych
hladinach nad tekutym dusikem (1, 3, 6, 9 cm) (coz odpovida -190 °C, -150 °C, -110 °C,
-70 °C) po dobu 20 minut a néasledné byly pteneseny do tekutého dusiku. Nejvyssi pireziti
bylo dosazeno ve 3 cm nad hladinou tekutého dusiku (pohyblivost 33 + 8 %) a rychlost
pohyblivosti po rozmrazeni spermii (118 £ 9 um/s).

Bylo zjisténo, ze teplota -90 °C je optimalni, pfi které je vhodné ponofit vzorky do
tekutého dusiku bez negativniho vlivu pohyblivosti spermii po rozmrazeni. Pohyblivost
spermii ponofenych do tekutého dusiku pfed nebo bezprostiedné¢ po bodu krystalizace

(-16 °C) je 0 %.

Pohyblivost spermii zmrazenych za pomoci metody seedingu nebo bez pouziti této
metody se po rozmrazeni vyznamné neliSila. Piechlazovani vzorku be&hem bézného

zmrazovaciho postupu neni hlavni pfic¢inou poSkozeni spermii v pribéhu zmrazovani.

Kli¢ova slova: kapr obecny, Cyprinus carpio, sperma, motilita, kryokonzervace,

rychlost zmrazeni
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10 Abstract

In the present study, we examined several cryoextenders previously used by several
authors and various freezing protocols to determine the relative importance of each parameter
on sperm freezing. The effects of controlled seeding and changes in cooling rate at different
stages of freezing were also examined. Sperm samples from seven individual carp males were
frozen in 0.5 ml straws by conventional freezing. Cooling rates were determined by
monitoring the sample’s internal temperature. We compared four freezing protocols, which
involved placing sperm samples at various levels (1, 3, 6, and 9 cm) above the liquid nitrogen
(LN) surface (corresponding to -190, -150, -110, and -70 °C, respectively) for 20 min
followed by transferring the samples into LN. Freezing at 3 cm above the LN surface resulted
in the highest motility (33 + 8 %) and velocity (118 = 9 um/s) of spermatozoa after thawing
and diluting in swimming medium. We determined that -90 °C is an optimal temperature at
which immersing the samples in LN does not affect sperm motility after thawing. The sperm
motility of samples immersed in LN before or immediately after the crystallisation point (-16
°C) was 0 %. Motility of spermatozoa cryopreserved with or without a seeding procedure was
not significantly different after thawing. Therefore, we hypothesise that supercooling the
sample during the conventional freezing procedure is not the main damaging factor during

carp spermatozoa cryopreservation.

Keywords: common carp, Cyprinus carpio, sperm, motility, cryoconservation,

freezing rate
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