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1. Úvod 

 V dnešní dob�, kdy vlivem vysokého komer�ního tlaku, výstaveb rybá�ských 

bariér a zne�iš	ování vodního prost�edí klesá po�etnost rybích populací                         

ve volné p�írod�, dochází k narušování v�kových struktur t�chto populací,                       

a tím i ke snížení �i úplnému znemožn�ní p�irozené reprodukce ryb (podle webu1). 

 Ochrana mizejících rybích druh� a stále rostoucí popularita intenzivních chov�

sv�d�í o pot�ebnosti výzkumu na poli um�lé reprodukce ryb a	 už z d�vod�            

jejich záchrany �i za ú�elem p�ípadného komer�ního využití (podle webu2). 

 Jedním z významných faktor� ovliv�ujících úsp�šnost um�lého rozmnožování 

nejenom ryb je kvalita spermatu. Ta je zjiš	ována za pomocí �ady �ady parametr�,    

jako jsou nap�íklad koncentrace a podíl pohyblivých spermií (v %) ve vybraném vzorku, 

jejich rychlost, schopnost aktivace, pr�b�h motility, atd. (Alavi et al., 2008) P�i použití 

um�lé indukce spermiogeneze však kvalita spermií m�že být prom�nlivá              

(Redondo et al., 2003 ). 

 Pohyb spermií pat�í mezi fyzikální charakteristiky bun�k.                      

Vyvoláván je mimo jiné zm�nami prost�edí, ve kterém se spermie nacházejí     

(Pšeni�ka et al., 2009). Pohyblivost spermií má vliv na procento oplozených jiker 

(Cosson et al., 2007). 

 Motilita spermií je ovliv�ována celou �adou faktor�, nap�íklad obsahem 

chemických látek v prost�edí �i množstvím energie dostupným v bu�ce díky procesu 

bun��ného dýchání. (Alavi et al., 2008). Studium p�sobení chemických látek                     

na pohybový aparát spermie umož�uje mimo jiné metoda demembranace spermií 

(Linhart et al., 2002). 

Cílem této bakalá�ské práce bylo shrnutí dostupných informací o zp�sobech 

demembranace spermií, jejich použití a zopakování n�kterého z nich jednoduchým 

experimentem na spermiích jesetera malého (Acipenser ruthenus) a kapra obecného 

(Cyprinus carpio). Tyto druhy byly vybrány jako zástupci dvou odlišných                        

rybích skupin; kapr obecný reprezentoval p�i pokusech skupinu kostnatých ryb,               

jeseter malý byl vybrán jako zástupce skupiny chrupav�itých. 
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2. Literární p�ehled 

2.1. Spermie ryb

2. 1.1 Stavba spermie

Spermie je sam�í pohlavní bu�ka s haploidní sadou chromozom�. Jejím úkolem 

je transport genetického materiálu „otce“ do pohlavní bu�ky samice, do jikry. K tomuto 

ú�elu je p�izp�sobena i svou stavbou (Alavi et al., 2008). 

 Základní �ásti sam�í gamety jsou hlavi�ka a bi�ík. U savc� a chrupav�itých ryb 

je hlavi�ka opat�ena akrozomem, což je vá�ek obsahující lytické enzymy, které 

napomáhají spermii v pr�niku do vají�ka. U n�kterých typ� spermií bývá k bi�íku 

p�i�azována i st�ední �ást s mitochondriemi (Massanyi, 1991). Samotný bi�ík spermie, 

plnící funkci pohyblivé �ásti, má stavbu typickou pro eukaryotní organismy, totiž dva 

centrální mikrotubuly obklopené devíti dvojicemi postranních mikrotubul�. 

Cytoplazmatická membrána odd�luje vnit�ní prost�edí bu�ky od jejího okolí  

(Pšeni�ka et al., 2009). 

Obr.1.: Spermie kostnatých ryb (Upraveno podle webu1) 

2.1.1.1. Hlavi�ka spermie

Hlavi�ka spermie nese jadernou hmotu a u chrupav�itých ryb bývá opat�ena 

akrozomem (Alavi et al., 2008). Celá je pokryta bun��nou membránou, která p�echází 

na bi�ík. Je nositelkou genetické informace (Campbell a Reece, 2008).                              

M�že m��it od 1,3 do 35 
m (Alavi et al., 2008). 

�ást hlavi�ky opat�ená akrozomem bývá ozna�ována jako akrozomální.                  

Ta bývá dále �len�na na segmenty apikální a ekvatoriální, které se dohromady              

nazývají pars anterior hlavi�ky. Ekvatoriální úsek bývá též ozna�ován                      

Hlavi�ka 

St�ední oddíl 

Bi�ík 
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jako pars intermedialis. Postakrozomovou oblast hlavi�ky nazýváme pars posterior

(Massanyi, 1991). 

 U chrupav�itých ryb je tvar hlavi�ky protáhlý, navíc je opat�ena akrozomem. 

U kostnatých ryb je tvar i p�ítomnost akrozomu variabilní dle p�íslušnosti ke skupin�. 

Optimální tvar a velikost hlavi�ky je p�edpokladem pro správný pr�nik spermie do jikry 

(Alavi et al., 2008). 

 V jád�e spermie je uložena genetická informace samce. Od jader somatických 

bun�k se odlišuje tím, že má polovi�ní obsah DNA a chromatin není uspo�ádaný do 

vláknitých struktur, nýbrž tvo�í kompaktní masu. Nukleoplazma neobsahuje jadernou 

tekutinu a p�ipomíná tzv. pyknotické jádro (Massanyi, 1991). 

 Materiál okolo jádra se nazývá perinukleární substance. V literatu�e bývá 

ozna�ována i nap�íklad jako perforatórium, subakrozómová substance nebo nukleolema 

atd. (Massanyi, 1991). Jádrem spermií kostnatých ryb proniká kanálek longitudinální 

osy, který obsahuje mikrotubulární filamenty (Alavi et al., 2008). 

 Akrozom je cytoplazmatický vá�ek kapkovitého tvaru s laterálními výb�žky 

p�ekrývajícími p�ední �ást hlavi�ky chrupav�itých ryb. Jeho velikost bývá okolo 3 
m 

(Alavi et al., 2008). Obsahuje lytické enzymy, které se ú�astní pr�niku do jikry, a dále 

dlouhý fertiliza�ní filament se stejným ú�elem. Jeho absence je u kostnatých ryb 

kompenzována p�ítomností mikropylí. Výjimku tvo�í jesete�i, u kterých nacházíme 

krom� akrozomu i n�kolik mikropylí (Pšeni�ka, 2009). 

2.1.1.2. St�ední oddíl

 St�ední oddíl spermie je pevn� spojený s hlavi�kou. V n�kterých pramenech je 

ozna�ován za sou�ást bi�íku, protože zde není p�esné d�lení (Massanyi, 1991).            

Až na po�et mitochondrií, který je u ryb nižší, se podobá st�ednímu oddílu u gamet 

sav�ích samc�. Tento oddíl bývá ozna�ován jako motor spermie (Pšeni�ka, 2009).  

Nachází se zde komplex proximální a distální centrioly, který slouží k ukotvení 

bi�íku, mitochondrie a v p�ípad� n�kterých skupin ryb (chrupav�ité) i glykogenové 

granule. (Alavi et al., 2008). 

 Mitochondrie produkují ATP, které je pro spermii zdrojem energie. Jejich po�et 

je druhov� specifický, nap�íklad u okouna �í�ního (Perca fluviatilis) nalezneme pouze 

jednu, kdežto u jelce jesena (Leuciscus idus) jich m�že být více než dvacet.                           

U kaprovitých ryb bývá 2 – 10 t�chto organel, u jeseter� potom 3 – 8 (Pšeni�ka, 2009). 
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Od bi�íku je st�ední oddíl separován cytoplazmatickým kanálem, který tvo�í 

vychlípenina cytoplazmatické membrány. Tímto zp�sobem je odd�lena cytoplazma 

bi�íku a st�edního oddílu (Alavi et al., 2008). 

2.1.1.3. Bi�ík

 Bi�ík je hlavním pohybovým aparátem spermie. Tato organela vznikla 

z cytoplazmatické membrány. Jeho délka bývá r�zná. Od 25 
m u lína (Tinca tinca)     

po 94 
m u sume�ka skrvnitého (Ictalurus punctatus). Fibrilární �ást je tvo�ena z jedné 

dvojice centrálních mikrotubul� a devíti dvojic po obvodu; centrální mikrotubuly ovšem 

mohou chyb�t. Bi�ík takových ryb, nap�íklad úho�e �í�ního (Anguilla anguilla),                  

má uspo�ádání 9+0 (Pšeni�ka, 2009). 

U spermie se obvykle vyskytuje jeden bi�ík, mohou se však objevit dva 

(Pšeni�ka, 2009, Alavi et al., 2008). Dvojici bi�ík� nalézáme nap�íklad u žabohlavce 

svítivého (Porichtis notatus) �i u sume�ka te�kovaného (Ictalurus punctatus)    

(Pšeni�ka, 2009).  

Podél bi�ík� jsou dva laterální lemy, které slouží ke zvýšení síly bi�íku.                   

Jsou vytvo�ené z cytoplazmatické membrány, orientované obvykle podél horizontální 

osy centrálních mikrotubul�. Tento jev byl zdokumentován nap�íklad u skupin 

Poeciliidae, Janysiidae, a Patolontidae (Alavi et al., 2008, Pšeni�ka, 2009). 

2.1.1.4. Pohybový aparát bi�íku

 Vlastním pohybovým aparátem bi�íku je axonema. U v�tšiny rybích druh�         

je tvo�ena podle schématu 9 + 2 – neboli dev�t dvojic mikrotubul� po obvodu a jedné 

centrální dvojice. Výjimku tvo�í nap�íklad úho� �í�ní, u kterého centrální dvojice 

mikrotubul� chybí (Pšeni�ka, 2009). 

 Vn�jší dvojice tubul� jsou složeny z kompletního A-tubulu a nekompletního                 

B-tubulu a tvo�í vysoce organizovanou proteinovou sí	. Každý z periferních 

mikrotubul� nese dv� ramena složená z ATPáz (dynein�). Po hydrolýze ATP tato 

dyneinová ramena interagují s proteiny na B-tubulu sousední sady, což umož�uje 

klouzavý proces. P�ítomnost spojovacích moment� zp�sobuje permanentní posouvání 

tubul� a tím pádem i nap�tí, které je zodpov�dné za pohyb bi�íku (Alavi et al., 2008). 

 Princip pohonu je založený na sérii otá�ejících se motor� (dyneiny s otá�ivými 

rameny), které oživují lineární elementy spolu s alternativním opravným mechanismem 

(Alavi et al., 2008).  
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 Aktivace axonemy je docíleno fosforylací podjednotek spojených 

s molekulárními motory, které jsou zahrnuty v signálních dráhách bu�ky vedoucích             

až ke vzniku pohybu (Alavi et al., 2008). 

 Každá dvojice tubul� je opat�ena dv�ma výb�žky – dyneiny,                              

fungujími jako energetické generátory závislé na mikrotubulech. U lososovitých                 

jsou tyto dyneiny tvo�eny ze dvou velkých bílkovinných �et�zc� (~ 500kDa), šesti 

st�edních �et�zc� (60 -120 kDa) a šesti lehkých �et�zc� (8 - 30 kDa) (Alavi et al., 2008).  

 Velké (t�žké) dyneinové �et�zce jsou proteiny s vysokou molekulovou hmotností. 

Mají funkci motoru pohyblivých molekul. Jsou �leny proteinové superrodiny AAA         

a obsahují �ty�i smy�ky s navázaným ATP. Struktura st�edních �et�zc� není dosud zcela 

popsána (Alavi et al., 2008). 

 Vn�jší dyneinová ramena vystupují z tubul� v pravidelných intervalech (24 nm). 

Nacházíme zde n�kolik protein�: DC1 a DC2, které mohou být zapojené ve škále 

bílkovin navázaných na vn�jší dyneinová ramena, DC 3–4, EF – pomocné motivy 

s možností navázání Ca2+ a regula�ní funkcí. Identifikováno bylo šest r�zných protein�

z vn�jších slabších dyneinových �et�zc�, z nichž ne všechny jsou popsány.              

Nachází se zde nap�. proteiny LRR bohaté na aminokyselinu leucin (Alavi et al., 2008). 

 Vnit�ní dyneinová ramena jsou komplexn�jší než ta vn�jší. Zahrnují molekuly 

s dlouhými �et�zci. U úho�� se morfologicky d�lí na t�i druhy, u tresek je ve vnit�ních 

ramenech p�ítomen aktin (Alavi et al., 2008). 

Obr.2.: Schéma hlavních strukturních sou�ástí axonemy: 

NL – nexinová ramena spojující sousední dvojice mikrotubul�, RS – ramena spojující centrální 

struktury s periferními, IDA – vnit�ní dyneinová ramena, ODA – vn�jší dyneinová ramena,  
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MtD – periferní mikrotubuly, MtS – centrální mikrotubuly, CS – centrální oblast bi�íku, Mb – 

plazmatická membrána bi�íku. (Podle Alaviho et al., 2008) 

2.1.1.5. Rozdíly mezi stavbou spermie kostnatých a chrupav�itých ryb

 Tvar a stavba sam�ích pohlavních bun�k ryb závisí na p�íslušnosti 

k taxonomické skupin� i na zp�sobu oplození (Alavi et al., 2008).  

 Spermie chrupav�itých ryb se sestávají z výše popsaných �ástí: hlavi�ky, 

akrozomu, st�edního oddílu a bi�íku. Jejich struktura je jednotná, což znamená, že 

odlišnosti nacházíme pouze ve struktu�e centriolárního komplexu a bi�íku. Akrozom, 

hlavi�ka i st�ední oddíl mají helikální tvar (Alavi et al., 2008). 

 U kostnatých ryb je struktura spermií diverzifikovan�jší. Jejich spermie jsou 

obecn� �len�ny na hlavi�ku, st�ední oddíl a bi�ík. U skupin Actinisia (nozdratí, 

synonymum svaloploutví (Sarcopterygii)), Dipnoi, (dvojdyšní), Clasdistia (syn. 

Brachiopterygii, bichi�i) nacházíme akrozom, jejich spermie mají prodlouženou 

hlavi�ku. Obecným znakem podt�ídy Neopterygii (mnohokostnatí) je absence akrozomu, 

hlavi�ka je u t�chto ryb kulovitá (Alavi et al., 2008, Pšeni�ka, 2009). 

Obr.3.: Rozdíly ve stavb� spermií chrupav�itých a kostnatých ryb 

a) spermie chrupav�itých ryb v porovnání se spermií kostnatých (a´), b) spermie kostnatých,  

c) centriolární komplex spermie kostnatých se stabiliza�ními strukturami (nejsou p�ítomny  

u každého druhu); Vysv�tlivky: ac – akrozom, cc- cytolpazmatický kanál, cr – centrální osa 

soum�rnosti st�edního oddílu, dc – distální centriola, di – elektrondenzní disk,  
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ep – elektrondenzní desti�ka, fl- bi�ík, hr – hlavi�ka, lr – laterální lem bi�íku, mi – mitochondrie, 

mp – st�ední oddíl, nu – jádro, pc –proximální centriola, pm – plazmatická membrána, tr –bi�ík; 

1 – mikrofilamenta spojující bo�ní stranu proximální centrioly s jádrem, 2 – mikrofilamenta 

spojující p�ední stranu proximální centrioly s jádrem, 3 – mikrofilamenta spojující bo�ní stranu 

proximální centrioly s p�ední stranou distální centrioly, 4 – mikrofilamenta spojující 

elektrondenzní kruh dvou centriol, 5 – mikrofilamenty spojující bo�ní stranu distální centrioly 

s jádrem, 6 – mikrofilamenty spojující bo�ní stranu proximální centrioly p�es elektrondezní 

desti�ku s jádrem, 7 – mikrofilamenty táhnoucí se centráln� od distální centrioly 

k cytoplasmatické membrán�. (Podle Alaviho et al., 2008) 

2.1.1.6. Rozdíly ve stavb� spermií dle zp�sobu oplození

U ryb rozeznáváme dva zp�soby oplození, a to oplození vn�jší                          

(nap�íklad Cyprinidae, Chondrostei, Cladistia) a vnit�ní (nap�.: Cottidae, Embiotocidae, 

Poeciliidae), dle reproduk�ních charakteristik vlastních dané skupin�                     

(Alavi et al., 2008). 

 Sam�í pohlavní bu�ky ryb s vn�jším oplozením mají jednodušší organizaci        

a bývají ozna�ovány termínem aquasperm, což je termín používaný obvykle                         

pro spermie ryb s vn�jším oplozením, které se aktivují po styku s vn�jším prost�edím 

(voda, aktiva�ní roztok); tyto spermie nemají akrozom a doba pohybu je u nich krátká       

(Alavi et al., 2008). Jádro je u nich vej�ité nebo sférické s maximáln� 5 
m délky  

(Alavi et al., 2008), rozm�ry hlavi�ky se pohybují mezi 2 – 2,4 
m u jezerní formy 

pstruha obecného (Salmo trutta m. lacustris) po 8 – 11 
m u úho�e �í�ního (Anguilla 

anguilla) (Linhart et al., 1991). St�ední �ást u t�chto spermií m��í cca 2 – 4 
m,   

nachází se zde pouze n�kolik mitochondrií. Bi�ík je dlouhý 30 - 40 
m,                

p�i�emž se mohou vyskytovat i dva u jedné spermie (Alavi et al., 2008). 

 Skupiny s vnit�ním oplozením mají protáhlé jádro, relativn� velký st�ední oddíl 

s vysokým po�tem mitochondrií. Hlavi�ka m��í cca 10 
m, st�ední �ást cca 5 
m, bi�ík 

okolo 30- 40 
m. V p�ípad� n�kterých skupin, nap�íklad u Goodeidae (p�.: Sebasticus 

marmoratus) vykazují spermie podobné charakteristiky jako u ryb s vn�jším oplozením 

(Alavi et al., 2008). 
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2.1.7. Semenná plazma

 Semenná plazma je roztok se složením podporujícím spermie a s významnou 

fyziologicko-endokrinní rolí po uvoln�ní spermií z testes do pohlavních cest                   

a do vodního prost�edí (Alavi, 2009). 

 Složení semenné plazmy je vnitro i mezi druhov� rozdílné a závisí nap�íklad 

na kontaminaci mo�í, zp�tné resorpci nevyt�ených spermií a následných 

degenerativních zm�nách testes �i na endokrinních vlivech a potrav� adultních ryb 

(Alavi, 2009). 

 Osmolalita semenné plazmy složené z iont�, enzym� a zplodin energetického 

metabolismu spermií je u lososovitých cca 300 mOsm.kg-1, u kapra obecného (Cyprinus 

carpio) je 286 mOsm.kg-1 (Alavi a Cosson, 2006), u jeseterovitých je osmolalita nižší;   

u jesetera malého (Acipenser ruthenus) nam��il Alavi (2009) hodnotu 51 mOsm.kg-1. 

Z organických látek obsahuje plazma sacharidy, proteiny a lipidy, z iont� jsou u ryb 

vn�jším oplozením nejpo�etn�jší a nevýznamn�jší kationty K+ (ve velkém množství se 

vyskytují u lososovitých (Morisawa, 2008)), dále pak Na+, Mg2+, Ca2+ a Cl- (Linhart et 

al., 1991). 

 Obsah iont� v semenné plasm� je d�ležitý pro po�áte�ní pohyblivost spermií. 

Vysoký obsah K+ motilitu gamet n�kterých druh� inhibuje. Opa�ný efekt mají ionty 

Na+, Ca2+ a Mg2+ (Linhart et al., 1991). 

V semenné plasm� se spermie obvykle nepohybují (Linhart et al., 1991). 

2.2. Pohyb spermií

2.2.1. Aktivace pohybu

2.2.1.1. Faktory aktivující pohyb 

Spermie ryb s vn�jším oplozením jsou v pohlavním traktu mlí�ák� nepohyblivé. 

Pohyb je aktivován p�i p�echodu spermií do prost�edí – vody, aktiva�ního roztoku       

p�i um�lém výt�ru (Alavi et al., 2008). 

Významný vliv na aktivaci pohybu má v p�ípad� spermií s vn�jším oplozením 

koncentrace iont� v prost�edí (osmolalita). Aktivaci pohybu spermií mo�ských druh�

ryb ovliv�uje hyperosmolalita slané vody, u sladkovodních druh� se uplat�uje naopak 

hypoosmolalita (Alavi et al., 2008), která indukuje otev�ení Ca2+ kanál�          

(Morisawa, 2008). U kaprovitých ryb jsou spermie v izotonickém roztoku v��i semenné 

plasm� nehybné. K aktivaci dochází v hypotonickém médiu (Morisawa, 2008). 
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U lososovitých ryb vyvolává pokles K+ kaskádu signál�, které zp�sobují aktivaci 

spermií díky p�sobení Ca2+ pop�ípad� díky signál�m závislým na cAMP                      

(Alavi et al., 2011). Spermie v testes lososovitých z�stávají nepohyblivé,                   

pohybují se pouze v médiu prostém draselných kationt�, a to po inkubaci testikulárního 

spermatu v roztoku s vysokým pH obsahujícím hydrogenuhli�itanové aniony (HCO3
-) 

(Alavi et al., 2008). 

U mo�ských druh�, jako je nap�íklad platýs nejv�tší (Scophthalmus maximus)   

�i ryba Micropogonias undulatus se spermie v roztoku s osmolalitou                           

okolo 300 mOsm.kg-1, který je v��i semenné plasm� izotonický, také nepohybují. 

Pohyb vyvolává hyperosmolalita aktiva�ního média (Morisawa, 2008). V p�ípad�

dalších druh�, nap�íklad u kambaly, se p�i aktivací spermie uplat�uje rychlá redukce 

obsahu CO2 v bu�ce. Této skute�ností lze využít p�i použití aktiva�ních                                      

�i imobiliza�ních roztok� (Alavi et al., 2008). 

 Pohyb spermie m�že vyvolat i roztok s obsahem neiontových látek (p�. manitol) 

�i proteiny z ovariální tekutiny (sle�). Do aktivace pohybu se zapojuje ješt� �ada dalších 

signálních molekul a cytoskeletálních komponent� (p�.: dyneinová ramena). Lze tedy 

�íci, že iniciace pohybu zahrnuje odpov�� na zm�ny iontových koncentrací                    

a extracelulárních ligand�, které vedou k vnitrobun��né odpov�di a následnému 

vyvolání pohybu (Alavi et al., 2008, Morisawa, 2008). 

 U ryb s vnit�ním oplozením (p�.: Poecilidae) je aktivace spermií podobn�jší 

procesu zrání a aktivace spermií u savc�, což znamená, že v testes se spermie 

nepohybují a k jejich aktivaci dochází p�i pr�chodu pohlavními cestami                      

(Alavi et al., 2008). 

 Draselné kationty mají negativní vliv na pohyblivost spermií u ryb s vnit�ním                

i vn�jším oplozením (Linhart et al., 1991). Pokud se spermie nachází v prost�edí       

s jejich vyšší koncentrací a zárove� s nižším pH, je nepohyblivá. Tento efekt lze zvrátit 

p�idáním iont� Ca2+.(Linhart et al., 1991, Morisawa, 2008). 

 Antagonismus vápníku a draslíku zkoumal nap�íklad Linhart et al. (2002)                       

u veslonosa amerického (Polyodon spathula), kdy byly spermie vystaveny r�zným 

koncentracím draselných a vápenatých iont�. P�ítomnost KCl nebo K+                                       

v množství 5-15 mmol.l-1 byla využita k inhibici �i zastavení pohybu. Schopnost 

pohybu se obnovila p�idáním malého množství CaCl2 do roztoku reaktiva�ního média 

(Linhart et al., 2002). 
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 Dále se v p�ípad� ryb s vnit�ním oplozením uplat�uje i enzym adenylátcykláza, 

jehož aktivace je u sav�ích spermií ovlivn�na extracelulárními HCO3
- ionty.            

Podobný vliv je zaznamenaný i u lososovitých ryb. V p�ípad� platýse                                     

pak HCO3
- motilitu spermie inhibuje (p�sobení prost�ednictvím enzymu 

karbanhydrázy) (Alavi et al., 2008). 

 Motilita m�že být regulována i steroidními substancemi, nap�.: u savc�

sulfátovým steroidem SAAF, progesteronem, p�ílivem kation� vápníku (Ca2+)                          

a �ichovými faktory (Alavi et al., 2008). 

Obr.4.: Schéma aktivace pohybu spermie (Podle Alaviho et al., 2008) 

2.2.1.2. Hyperpolarizace membrány a produkce cAMP

 Hyperpolarizace je proces zm�ny polarity membrány spoušt�ný signály vn�jšího 

prost�edí p�es iontové kanály. D�sledkem jsou zm�ny na molekulární úrovni         

(Alavi et al., 2008).  

 U lososovitých ryb vyvolá pokles mimobun��ných K+ jejich únik z bu�ky,         

a tím i hyperpolarizaci membrány, vzestup obsahu kation� vápníku v bu�ce a syntézu 

cAMP. Motilitu m�že inhibovat tetraethylmoniak a blokace kanál� závislých na nap�tí 

K+ iont�, což nazna�uje, že tyto kanály mají vliv na motilitu, nebo	 jsou inhibitory 
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cAMP. Vzestup iont� Ca2+ sv�d�í o jejich zapojení do aktiva�ního procesu,                    

protože n�které inhibitory jsou naopak vázány na kanály propoušt�jící vápník.                 

Tímto zp�sobem se Ca2+ podílí na hyperpolarizaci a produkci cAMP (Alavi et al., 2008). 

 Výše popsané procesy se uplat�ují zejména u sladkovodních ryb s vn�jším 

oplozením. Nap�íklad u sled� však vstupují do hry proteiny ovariální tekutiny.                         

Po obalení proteinem SMIF dochází u této ryby k hyperpolarizaci membrány,                    

poté k vým�n� iont� Ca2+ a Na+, �ímž dochází k zahájení vtoku Ca2+ (Alavi et al., 2008). 

2.2.1.3. Aktivace axonemálního pohybu

 Struktura axonemy je po spermiogenezi kompletní. Na motilitu mají vliv 

zejména zde probíhající fosforylace a defosforylace protein� (Alavi et al., 2008). 

 U ryb mají regula�ní podjednotky cAMP-depentní proteinkinázy testikulárn�

specifickou strukturu. U lososovitých má specifická proteinkináza nízkou molekulární 

hmotnost a krátkou N- sekvenci na konci, která umož�uje pevné p�ipojení 

k mikrotubul�m.  

 Aktivovaná protenkináza umož�uje v pr�b�hu pohybu fosforylaci ve vn�jších 

dyneinových ramenech. Jako regulátory fosforylace byly identifikovány proteazomy, 

obsahující klí�ové enzymy schopné inhibovat proteinkinázu v axonem�,                   

které jsou lokalizovány na výb�žku cytoplasmatické membrány na bázi vn�jších 

dyneinových ramen. Proteinfosfatázy katalyzují defosforylaci protein�. Ve spermiích 

lososovitých byly nalezeny 3 Ser/Thr proteinfosfatázy (Alavi et al., 2008). 

K vyvolání pohybu spermií kostnatých ryb, nap�íklad kapra, �tverzubc� a danií 

není nezbytná p�ítomnost cAMP. U jejich spermií vystavených hypoosmotickému 

prost�edí dochází k hyperpolarizaci membrány vedoucí k vým�n� iont�. Následný tok 

Ca2+ m�že indukovat motilitu. U �tverzubc� dochází díky zvýšení koncentrace 

vnitrobun��ného K+ k pohybu, u danií ho vyvolává snížení obsahu K+ v bu�ce. Dalším 

iontovým regulátorem je HCO3
- umož�ující inhibi�ní efekty (Alavi et al., 2008). 

2.2.2. Obecné charakteristiky pohybu spermií

2.2.2.1 Typy pohybu, vliv struktury spermie

U spermií ryb rozlišujeme t�i typy pohybu, a to lineární, nelineární a kruhový. 

Dominantním typem pohybu je lineární. Typ nelineární a kruhový se objevují                  

p�i nízkých pohybových frekvencích. Zp�sob pohybu je pak ur�ován symetrií vln�ní 
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bi�íku, kterou ovliv�uje koncentrace iont� v prost�edí, není nijak ovlivn�ný strukturou      

(Alavi et al., 2008). 

Pohyb je parametr, který m�že být ovlivn�n i strukturou bu�ky,             

nap�íklad tvarem hlavi�ky, který m�že mít vliv na hydrodynamiku. Na rychlosti plavání 

se m�že projevit po�et mitochondrií. Bo�ní lem bi�íku m�že pro zm�nu ovlivnit sílu 

úder� bi�íku (Alavi et al., 2008). 

2.2.2.2. Doba pohybu, frekvence

 Doba, po kterou jsou spermie ryb schopny pohybu, je krátká. Od t�iceti sekund  

u zna�né �ásti sladkovodních kostnatých ryb, p�es 60-90 vte�in u kapra obecného                   

a pstruha duhového, až po n�kolik minut u mo�ských ryb (�ele� Labridae až 15minut) 

(Alavi et al., 2008), nap�.: veslonos americký (Polyodon spathula) až 9 minut         

(Linhart et al., 2002).  

 Frekvence pohybu bi�íku je v prvních okamžicích vysoká (víc než 100 Hz). 

Zna�ná je i po�áte�ní rychlost, okolo (300 
m.sec-1), p�i�emž vyšší je u ryb 

sladkovodních. Frekvence i rychlost pohybu pozd�ji klesají (Alavi et al., 2008, Linhart 

et al., 2002).  

 Bezprost�edn� po aktivaci je rychlost pohybu spermií nejv�tší. B�hem této �asné 

periody mají spermie jeseter� a veslonos� rychlost 175-250 
m.s-1 (Cosson et al., 2000 

in Linhart et al., 2002). Ve t�ech až šesti minutách od aktivace klesá tato rychlost         

na 50-100 
m.s-1 (Linhart et al., 2002). 

3. Cytoplasmatická membrána

3.1. Stavba cytoplazmatické membrány

Cytoplasmatická membrána tvo�í fázové rozhraní mezi vnit�ním prost�edím 

bu�ky a jejím okolím. Plní �adu d�ležitých funkcí. Umož�uje a �ídí transport látek mezi 

bu�kou a okolím, p�ijímá informace z vn�jšího prost�edí a od okolních bun�k, slouží 

k vzájemnému rozpoznání a komunikaci bun�k (Závodská, 2001).  

Membrána je silná 5-8 nm, což je zhruba desetitisícina tlouš	ky listu v knize. 

Její základ tvo�í lipidová dvojvrstva složená z molekul jedním hydrofilním a jedním 

�i dv�ma hydrofobními konci. Takové molekuly s hydrofilními i hydrofobními �ástmi 

jsou ozna�ovány jako amfipatické (Alberts et al., 1997). Dvouvrstva je uspo�ádána tak, 

že hydrofilní konce, které tvo�í polární �ásti molekul, jsou v kontaktu s vodním 
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prost�edím, zatímco nepolární �ásti molekul sm��ují dovnit� membrány;                   

tvo�í tak hydrofobní rozhraní odd�lující dva r�zné vodné roztoky (Vodrážka, 2002). 

Lipidová dvouvrstva dokonale spl�uje požadavky kladené na membrány.          

Je nepropustná pro ionty i pro v�tšinu polárních molekul, z nichž jí nejsnáze prochází 

malá molekula vody; je kapalná, tudíž m�že sloužit jako rozpoušt�dlo membránových 

protein� a m�že zacelit otvor vniklý v membrán� (Vodrážka 2002). Tato struktura se 

ozna�uje též termínem tekutý krystal �i fluidní mozaika (Závodská, 2001). 

Naprostá v�tšina membránových lipid� pat�í mezi fosfolipidy (fosfatidylcholiny, 

fosfatidylethanolanimy, fosfatidylseriny, fosfatidylinositoly, difosfatidylglyceroly). 

Další skupinou membránových lipid� jsou sfingomyeliny, jejichž základem je sfingosin, 

mezi jehož deriváty pat�í mimo jiné cerebrosidy a glykolipidy, také obsažené 

v membránách (Vodrážka, 2002).  

Obr.5.: Trojrozm�rné schéma cytoplasmatické membrány: 1. glykolipid, 2. alfa-helix protein, 3. 

oligosacharidový bo�ní �et�zec, 4. fosfolipid, 5. globulární protein, 6. hydrofobní �ást alfa-helix 

proteinu, 7. cholesterol (Podle webu2) 

Molekuly fosfolipid� drží pohromad� díky hydrofobním interakcím,            

silám slabším než kovalentní vazby, proto se v�tšina molekul lipid�                                 

a n�které membránové proteiny mohou pohybovat do strany v rovin� vrstvy.         

Pohyb mezi vrstvami – tzv. flip-flop neboli pohyb mezi vrstvami je vzácný           

(Campbell a Reece, 2008). 

Další nezbytnou sou�ástí cytoplasmatické membrány jsou proteiny. Na rozdíl 

od lipid�, které tvo�í stavební skelet a vhodné prost�edí pro molekuly bílkovin,                  
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jsou proteiny nositeli v�tšiny funkcí. Zastoupení lipidových a proteinových složek            

je prom�nlivé, u r�zných membrán se jejich hmotnostní podíl pohybuje v rozmezí 0,4-4 

(Vodrážka, 2002).  

Ve srovnání s b�žnými molekulami protein� mají membránové bílkoviny 

odlišné rozložení hydrofilních a hydrofobních zbytk�, protože prochází dv�ma r�znými 

typy prost�edí (viz Obr. 5). Polypeptidový �et�zec obvykle prochází lipidovou 

dvouvrstvou jako �-helix, avšak v p�ípad� složitých protein�, které procházejí 

membránou n�kolikrát, nacházíme i strukturu �-skládaný list (Alberts et al., 1997). 

Membránové proteiny rozd�lujeme na integrální (vnit�ní) a periferní. Helikální 

strukturu mívají bílkoviny integrální, naproti tomu složité molekuly tvo�ící vodní póry 

mohou mít ve svých �et�zcích ob� zmi�ované struktury. Mnoho membránových 

protein� prochází vrstvou nap�í�, na každé stran� vrstvy z nich �ást vy�nívá;                         

tyto proteiny mají podobn� jako sousední lipidy hydrofilní a hydrofobní úseky.                     

Jiné proteiny se nacházejí úpln� mimo bu�ku, ke které se p�ipojují pouze jednou                               

�i n�kolika kovalentními vazbami. Další proteiny jsou pro zm�nu s membránou svázány 

pouze interakcemi s jiným membránovými proteiny �i z cytosolové strany nepolární 

mastnou kyselinou nebo izoprenoidem zano�eným do vnit�ní strany membrány 

(Vodrážka, 2002, Alberts et al., 1997). 

Význam integrálních membránových protein� spo�ívá p�edevším v umožn�ní 

komunikace s okolím. Tato komunikace m�že být: 

• látková, kdy proteiny fungují jako úzce specifické p�enaše�e mezi ob�ma 

prostory odd�lenými cytoplasmatickou membránou, 

• mechanická, kdy jsou molekuly navázány na bun��nou kostru nebo 

na analogické proteiny sousedních bun�k nebo na mezibun��nou hmotu, 

• signální, pokud se membránové proteiny ú�astní p�enosu signálu,       

který spo�ívá ve splynutí receptoru na vn�jší stran� membrány s ligandem                           

(p�.: neurotransmiter, hormon, protilátka v membrán� lymfocytu). Vazba s ligandem 

ovlivní prostorovou strukturu receptoru a tím i  p�enos signálu p�es membránu             

(Alberts et al., 1997, Cammpbell a Reece, 2008). 

Povrchové membránové proteiny jsou zpravidla menší molekuly 

zprost�edkovávající rychlý funk�ní kontakt mezi vzdálen�jšími, v�tšími a mén�

pohyblivými membránovými proteiny (Rozsypal et al., 2003). 
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3.2. P�enos látek p�es membránu

 Vým�na látek mezi bu�kou a prost�edím je z velké �ásti závislá na vlastnostech 

cytoplasmatické membrány. Existují v zásad� dva zp�soby, jak mohou látky             

p�es membránu proniknout, a to specifický a nespecifický pr�nik (Rozsypal et al., 2003). 

 Nespecifický pr�nik znamená, že látky mohou voln� procházet lipidovou 

dvojvrstvou dle svých fyzikálních vlastností. Membrána propouští p�edevším molekuly 

nepolárních látek, nap�íklad O2 a CO2, ale i n�které málo polární organické látky,               

jako jsou ethanol a mastné kyseliny. Naproti tomu p�i specifickém pr�niku je nutná 

p�ítomnost proteinového p�enaše�e (Rozsypal et al., 2003). 

 Proteinové p�enaše�e jsou nutné k p�enosu tém�� všech malých organických 

molekul p�es membrány. Výjimkou jsou molekuly rozpustné v tucích a malé molekuly 

bez náboje, které mohou procházet p�es membránu prostou difuzí. P�enaše�ové proteiny 

jsou typické svou vysokou selektivitou, �asto p�enášejí pouze jeden typ molekuly 

(Alberts et al., 1997). 

 D�ležitou otázkou transportních proces� je, co pohání transport látek mezi 

bu�kou a prost�edím. Významnou roli v této oblasti zastává koncentrace látek.      

Putují-li látky po sm�ru koncentra�ního spádu, �ili z míst s v�tší koncentrací do míst 

s koncentrace nižší, jedná se o pasivní transport. V p�ípad� p�enosu látek proti 

koncentra�nímu gradientu se jedná o transport aktivní. K aktivnímu transportu je nutná 

energie, kterou p�enaše�ové proteiny získávají z r�zných zdroj� (Alberts et al., 1997). 

 Základním typem pasivního transportu je prostá difúze, kdy látky putují           

po svém koncentra�ním spádu. Látky putují z místa s vyšší koncentrací do místa 

s koncentrací nižší až do jejich vyrovnání. Jedná se o spontánní d�j,                                                 

u kterého není zapot�ebí žádná práce. P�íkladem je p�íjem kyslíku bu�kou provád�jící 

bun��né dýchání (Campbell a Reece, 2008).  

U elektricky nabitých molekul se uplat�uje další síla,                                

gradient elektrochemického potenciálu. Ten ur�uje sm�r, kterým se budou látky 

p�enášet. Principem tohoto zp�sobu p�enosu je skute�nost, že v�tšina membrán                       

je elektricky nabitá. Rozdíl  u t�chto náboj� se nazývá membránový potenciál,            

který p�sobí na molekuly v blízkosti bu�ky. Tímto zp�sobem difunduje nap�íklad Na+, 

jehož koncentrace vn� bu�ky je v�tší než uvnit� (Alberts et al., 1997). 

Usnadn�ná difúze je druh transportu, který k p�enosu polárních molekul a iont�

využívá transportních protein� membrány. Speciálním zp�sobem pasivního transportu 

je osmóza. Její sm�r ur�uje rozdíl celkové látkové koncentrace. Voda se pohybuje 
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z roztoku hypotonického do hypertonického dokonce i tehdy, má-li hypotonický roztok 

více látek (Campbell a Reece, 2008). 

Zp�sob p�enosu proti koncentra�nímu gradientu látky se nazývá aktivní. Jedná 

se o transport „do kopce“, tudíž pot�ebuje energii, kterou bu�ka obvykle získává 

�inností vlastního metabolismu (Campbell a Reece, 2008). 

Práci p�i aktivním transportu vykonávají specifické proteiny; energii pro v�tšinu 

aktivního transportu zajiš	uje ATP. Membránové proteiny p�ispívají k tvorb�

membránového potenciálu. P�íkladem takového systému je sodnodraselná pumpa,               

která p�enáší v každém cyklu jeden kladný náboj, nebo protonová pumpa aktivn�

p�enášející vodíkové kationy ven z bu�ky (Campbell a Reece, 2008). 

 Aktivní transport zajiš	ují bu�ky t�emi r�znými hlavními cestami.                       

Za prvé se jedná o sp�ažené p�enaše�e spojující p�enos jednoho solutu p�es membránu 

sm�rem „z kopce“ a druhého sm�rem „do kopce“. Druhým zp�sobem jsou pumpy 

pohán�né ATP sp�ahující transport „do kopce“ s hydrolýzou ATP a t�etí jsou pumpy 

pohán�né sv�tlem, které se nacházejí v bu�kách halobakterií a sp�ahují transport                        

„do kopce“ s p�ívodem sv�telné energie (Alberts et al., 1997). 

 P�enaše�ové proteiny mohou spojovat p�enos jednoho anorganického iontu 

s pohybem jiného iontu. Pokud p�enášejí oba ionty stejným sm�rem, jedná se o symport, 

p�enos dvou látek r�znými sm�ry se nazývá antiport. P�enaše�ový protein transportující 

pouze jednu látku zajiš	uje uniport (Alberts et al., 1997). 

 Voda a malé molekuly vstupují do bu�ky difúzí p�es                  

cytoplazmatickou membránu �i prost�ednictvím transportních protein�. Velké molekuly 

typu polypeptid� a polysacharid� p�echází p�es membránu za pomoci mechanism�,      

na kterých se podílí m�chý�ky, vezikuly (Alberts et al., 1997). 

 O exocytózu se jedná v p�ípad�, pokud bu�ka molekuly ve vá�cích vylu�uje, 

prost�ednictvím endocytózy je naopak p�ijímá. Endocytózy existují t�i typy: fagocytóza, 

p�i níž bu�ka pomocí pseudopodií pohlcuje �ástici ve svém okolí, pinocytóza,              

p�i které p�ijímá extracelulární tekutiny, posledním typem je receptory                 

zprost�edkovaná endocytóza, která je výrazn� specifická. Umož�ují ji bílkoviny 

s receptorovými místy ukotvené v membrán� (Campbell a Reece, 2008). 
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4. Mitochondrie

 Mitochondrie pat�í, podobn� jako chloroplast u rostlin, mezi semiautonomní 

organely bu�ky a mají nezastupitelnou roli v získávání energie pro život bu�ky.               

Jejich po�et odpovídá energetické úrovni bu�ky (Závodská, 2001).  

 Jsou obklopeny dv�ma membránami, odvozenými od plasmatické membrány. 

Vn�jší je hladká, vnit�ní zvrásn�ná do záhyb� zvaných kristy, vnit�ní d�lí prostor 

mitochondrie na dva odd�lené kompartmenty, na mezimembránový prostor 

a mitochondriální matrix obklopenou vnit�ní membránou. Matrix obsahuje mnoho 

r�zných enzym�, mitochondriální DNA a ribosomy. Kristy zv�tšují povrch vnit�ní 

membrány, do které jsou zabudovány proteiny uplat�ující se p�i bun��né respiraci, 

v�etn� enzymu vytvá�ejícího ATP (ATP-syntáza), �ímž je zvýšena efektivita bun��ného 

dýchání (Campbell a Reece, 2008). 

 V bu�ce jsou mitochondrie p�ítomny ve velkém množství a ve spojení s vlákny 

cytoskeletu mohou vytvá�et pohybující se �et�zce. Jindy naopak z�stávají na jednom 

míst� bu�ky, a dodávají tak energii do místa nejv�tší pot�eby. Ve spermiích jsou t�sn�

ovinuty kolem hnacího bi�íku (Alberts et al., 1997). 

Obr.6.: Stavba mitochondrie (Podle webu3)  

4.1. ATP

 Adenosintrifosfát (ATP) je d�ležitý nukleotid (resp. nukleosidtrifosfát),        

který se skládá z adenosinu a trojice fosfát� navázané na 5' uhlíku. Je zcela zásadní    

pro funkci všech známých bun�k. Jeho význam spo�ívá v tom, že p�i rozkladu ATP     

na ADP (neboli adenosindifosfát) a fosfát dochází k uvoln�ní zna�ného množství 

energie. Tato energie se využívá tém�� ve všech typech bun��ných pochod�,             
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jako je nap�íklad vnitrobun��ný a membránový transport, syntéza protein�                       

�i syntéza RNA (Vodrážka, 2002). 

4.1.1. Oxidativní fosforylace, mechanismus vzniku ATP

V�tšina bun��ného ATP se vytvá�í v mitochondriích v pr�b�hu citrátového 

cyklu. B�hem tohoto cyklu mitochondrie zpracovávají acetylové skupiny,             

p�i�emž produkují NADH – aktivované molekuly nesoucí elektrony s vysokou energií   

a CO2 jako vedlejší produkt. NADH p�edává své molekuly do elektrontransportního 

�et�zce v mitochondriální membrán� a p�echází do oxidovaného stav NAD+        

(Alberts et al., 1997). 

 Elektrony jsou p�edávány v �et�zci k molekulárnímu kyslíku za vzniku vody. 

Energie uvoln�ná p�i pr�chodu elektron� elektrontransportním �et�zcem se využívá 

k �erpání proton�. Protonový gradient pak pohání syntézu ATP, �ímž dopl�uje 

chemiosmotický mechanismus. Tento d�j zahrnuje jak spot�ebu kyslíku, tak p�ipojení 

fosforylové skupiny k ATP, proto se nazývá oxidativní fosforylace (Alberts et al., 1997). 

5. Demembranace spermií

5.1. Co je demembranace

 Demembranace spermií, respektive somatických bun�k, je proces, p�i n�mž 

dochází p�sobením chemických látek k odstran�ní cytoplasmatické membrány,              

a tím i k usnadn�ní vým�ny látek mezi bu�kou a prost�edím. Docílíme jí aplikací 

šetrného neiontového detergentu (p�.: TritonX-100). Aktivace pohybu spermií je pak 

znovu spušt�na p�idáním nap�.: ATP-Mg2+ (Linhart et al., 2002). 

 Bi�ík demembranované spermie je vystavený p�sobení látek z vn�jšího prost�edí 

(voda, aktiva�ní roztok). P�enos iont� není nijak usm�rn�n. Vliv látek na motilitu 

spermie tak m�že být testován p�ímo (Linhart et al., 2002, Ashizawa et al., 1998). 

 Pohybový aparát spermie z�stává p�i demembranaci neporušen. Ashizawa et al. 

(1998) používají ve své práci krom� zmín�ného detergentu ješt� látku Nonidet-40 

(neiontový detergent, který zabra�uje nespecifickým hydrofobním reakcím). 

5.2. Demembrana�ní média

5.2.1. Demembrana�ní média

 Základem demembrana�ního média je sm�s detergentu, obvykle bývá používán 

TritonX-100, a další komponenty iontové �i neiontové povahy. Ve sm�si jsou použity 
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pufry, nap�íklad Tris-HCl s pH 8,2. Další látky p�ítomné ve v�tšin� demembrana�ních 

roztok� jsou EDTA, EGTA, DTT a ionty draslíku, sodíku �i neiontové slou�eniny 

(glukóza, ATP, Mg-ATP) (Linhart et al., 2002, Cosson et al., 1995).  

 Linhart et al. (2002) používá p�i svém pokusu demembrana�ní roztok 

následujícího složení: 20 mm NaCl.l-1, 0,5 mmol.l-1 EDTA (Sigma),                               

1 mmol.l-1 dithiothfreitolu (DTT, Sigma D-0632), 20 mmol.l-1 Tris, pH 8,2,          

0,04 % TritonX-100 – p�i 0°C.  

Cosson et al. (1995) používá následující roztok: 0,15M K acetát, 0,5 mM EDTA, 

1 mm DTT, 20 mM Tris pH 8,2, 0,04% Triton-X 100; po 30 s p�i p�i 0°C                       

je 1 
l pom�rné �ásti smíchán p�i pokojové teplot� s RM (0,15M K acetát, 1mM DTT, 

20 mM Tris pH 8,2, 1 mM MgCl2, 1 mM ATP (bez vanadi�nanu, Boerhinger; 

standardní roztok, neutrální pH), 1 mM EGTA a cAMP). 

Redondo et al. (1991) používá roztok ve složení 0,15 M K+ acetát, 0,5 mM 

CaCl2, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, 20 mM Tris-HCl (pH 8,2), 0,4% TritonX-100. 

5.2.2. Reaktiva�ní média

 Nepohyblivé spermie jsou po demembranaci smíchány s roztokem látek, který 

má obnovit �i zahájit motilitu spermií. Základní komponenty jsou ATP, DTT, Tris-HCl 

(pH 8,2), EDTA, EGTA, tedy obdobné jako u demembrana�ního média              

(Linhart et al., 2002).  

 Linhart et al. (2002) ve své práci uvádí následující složení reaktiva�ního média 

20 mmol.l-1 NaCl, 1mmol.l-1 DTT, 20 mmol.l-1 Tris-HCl pH 8,2, 1 mmol.l-1 MgCl2,      

2 mg BSA, 1 mmol.l-1 ATP, bez vanadi�nanu. BSA je nezbytný kv�li tomu,               

aby se zabránilo p�ilnutí spermií k podložnímu sklí�ku.  

 U Cossona et al. (1995) je reaktiva�ní médium složeno z t�chto komponent�: 

0,15M K acetát, 1mM DTT, 20 mM Tris pH 8,2, 1 mM MgCl2, 1 mM ATP               

(bez vanadi�nanu, Boerhinger; standardní roztok, neutrální (pH 7)), 1 mM EGTA                    

a cAMP (je-li p�idáván). 

 Rednondo et al., (1991) používá roztok o složení 0,15 mM K+ acetát, 1mM DTT, 

0,1 mM EGTA, 20 mM Tris-HCl (pH 8,2), 1 mM Mg-ATP. 

 V n�kterých studiích mohou být reaktiva�ní a demembrana�ní krok spojené                    

a provedené v jednom roztoku. V p�ípad� metody jednoho kroku dodáváme ATP p�ímo 

na spermie, které chceme reaktivovat. V p�ípad� použití dvou odlišných roztok�

dodáváme spermie do roztoku s obsahem ATP (Ashizawa et al., 1998). 
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5. 3. P�íklady použití demembranace

5.3.1. Zkoumání vlivu iont� na pohyblivost spermií

Pohyb spermií ryb spouští mimo jiné zm�na osmotických podmínek                            

p�i p�echodu z t�la ryby do vn�jšího prost�edí (Alavi et al., 2008). 

 U veslonosa amerického (Polyodon spathula) byl zkoumán inhibi�ní vliv 

nízkých koncentrací KCl, MgCl2, NaCl, CaCl2 v aktiva�ním roztoku                            

(20 mmol Tris-HCl s pH 8,2, a BSA). Linhart et al. (2002) zkoumal inhibi�ní efekt     

K+ p�ítomného v reaktiva�ním médiu na axonemu. 

P�ítomnost KCl nebo K+ v koncentraci 5-15 mmol.l-1 inhibovala 

demembranovaný bi�ík. P�idání 20 mmol.l-1 NaCl umožnilo reaktivaci všech spermií 

po dodání 50-200 
mol cAMP-1. Efekt iont� na motilitu byl v�tší v p�ípad�,                  

že byly spermie demembranovány a reaktivovány v roztoku                                  

s obsahem 0,5 mmol CaCl2l
-1 (Linhart et al., 2002). 

 V p�ípad� použití demembrana�ního média bez K+, ale s koncentrací CaCl2 vyšší 

než 100 
mmol l-1 v reaktiva�ní médiu, byl pohyb bi�íku reaktivované spermie škubavý 

s malou amplitudou, velká amplituda byla vyvolána v médiu s obsahem CaCl2 vyšším 

než 250 
mol l-1; tyto záv�ry potvrzovaly funk�ní sensitivitu axonem� veslonosích 

spermií ke kationtu vápníku (Linhart et al., 2002).

Redondo et al. (1991) provád�l experimenty se spermatem kapra obecného 

(Cyprinus carpio). Ve své studii zkoumali vliv iont� na pohyb nativních                                

a demembranovaných spermií.  

Pom�r pohyblivých spermií v pr�b�hu pokusu periodicky klesal. P�i inkubaci 

v médiu s obsahem 200 mM KCl bylo pohybu schopno pouze 1% nativních spermií. 

Ztráta pohybového potenciálu nastala v semenné plasm� a byla reversibilní po inkubaci 

v médiu s 200 mM KCl (Redondo et al., 1991). 

 Spermie byly úsp�šn� reaktivovány po rozpušt�ní membrány v TritonuX-100. 

Na ATP –Mg2+ závislá reaktivace nastala, i když nedošlo k p�idání cAMP                    

do reaktiva�ního média (Redondo et al., 1991). 

 Ve studii Pouparda et al. (1997) byly demembranované spermie p�idány                      

do reaktiva�ního roztoku s nízkou koncentrací glukózy (0-0,05 mmol.l-1) s osmolalitou 

60-140 mOsm.kg-1, v médiu bez bez Na+ a K+ obsahujícím glukózu, byl axonemální 

pohyb zaznamenán pouze po p�idání mén� než 25 mmol.l-1 KCl nebo NaCl                

(osmolalita cca 100 mOsm.kg-1). Tyto parametry ukázaly, že nízké koncentrace iont�
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nebyly axomenálnímu aparátu škodlivé, díky tomu mohl být funk�ní i za t�chto 

podmínek. 

 Za p�ítomnosti KCl, NaCl nebo cholinchloridu v reaktiva�ní médiu bylo 95 % 

reaktivovaných spermií schopno pohybu v médiu s osmolalitou 140-400 mOsm.kg-1. 

Procento reaktivovaných spermií pr�b�žn� klesalo s vzestupující osmolalitou                        

a p�i 600-650 mOsm.kg-1 nebyl 30 sekund po �ed�ní pozorován žádný axonemální 

pohyb. P�i osmolalit� 480-550 mOsm.kg-1 bylo 5 sekund po �ed�ní pozorováno 80-90% 

h��e pohyblivých spermií; poté pohyblivost op�t zna�n� poklesla                                          

a o 45-60 sekund pozd�ji nebyl pohyb zaznamenán v�bec (Poupard et al., 1997). 

 Williams a Ford (2001) zkoumali vliv Ca2+ na lidské spermie p�i pokojové 

teplot� nebo p�i 37°C v roztoku s 0,8% v/v TritonemX-100. CaCl2 byl p�idán                      

do demembrana�n�-reaktiva�ního média k zvýšení aktivity Ca2+. 

 Motilita reaktivovaných spermií byla krátká a jejich rychlost st�ední dráhy 

spermií (VAP) vykazovala r�st b�hem první minuty po demembranaci a reaktivaci,           

poté klesala a na nízké úrovni se stabilizovala po 3 minutách (Williams a Ford, 2001). 

 Williams a Ford (2001) také pozorovali efekt Ca2+ na pohyblivost, rychlost 

st�ední dráhy spermií (VAP). N�které spermie byly pohyblivé ješt� 25 minut po aktivaci. 

Pokles jejich motility nebyl zjišt�n ani v p�ípad� dodání ATP±cAMP až ve t�ech 

minutách od demembranace. Procento pohyblivých spermií 0,5-1 min po demembranaci 

a reaktivaci bylo vysoké 75±6 % nebo 52±22%; vyšší bylo, pokud proces prob�hl                  

p�i 37° C (Williams a Ford, 2001). 

 Nebylo-li cAMP sou�ástí demembrana�n�-reaktiva�ního média, nem�lo efekt               

na zvýšení motility ani p�i p�edchozí inkubaci spermií s pentoxifylinem. Po p�idání ATP 

a cAMP 10 sekund po demembranaci nebyl efekt na reaktivaci motility pozorován. 

Pohyblivé spermie byly zaznamenány v p�ípad�, že k p�idání ATP+cAMP došlo ihned 

po demembranaci médiem s 0,01 nebo > 0,02% v/v TritonuX-100; množství 0,01 % 

TritonX-100 bylo p�í�inou nekompletní demembranace (Williams a Ford, 2001). 

 Množství Ca2+ v demembrana�n�-reaktiva�ním médiu na po�átku bylo                  

cca 20 nmol.l-1. Zvýšení obsahu Ca2+ na 100 nmol.l-1 nem�lo signifikantní vliv                    

na motilitu, ale p�i zvýšení na 500 nmol.l-1 byly procento pohyblivých spermií               

a rychlost st�ední dráhy spermií (VAP) prokazateln� redukovány (Williams a Ford, 

2001). 
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5.3.2. Zkoumání vlivu ATP a cAMP na pohyblivost spermií

 Energetická spot�eba spermií je pokryta ATP. Cyklický adenosin monofosfát 

(cAMP) je derivátem ATP, který bu�ka používá v signálních drahách; obvykle slouží 

jako aktivátor proteinkináz, konkrétn� proteinkinázy A (Alavi et al., 2008,                        

Cosson et al., 1998). 

 Vliv ATP a cAMP na spermie pstruha duhového (Onkorhynchus mykiss) 

zkoumal Cosson et al. (1998). Spermie byly zkoumány za r�zných podmínek vzhledem 

k p�edchozí fázi pohybu in vivo a k p�edchozí koncentrací ATP.  

 P�i pokusu bylo dáno 10 
l s spermií do 200 
l demembrana�ního média; �ed�ní 

bylo použito 1:10 (spermie:demembrana�ní médium). Za použití roztok� výše 

uvedeného složení došlo k okamžitému pohybu axonemy, který byl stabilní po dobu     

5-12 minut dle podmínek pokusu. Zajímavostí je, že ATP není p�i vlastní 

demembranaci nezbytný (Cosson et al., 1998). 

 V p�ípad�, že koncentrace ATP byly vyšší než 25 
M byly všechny spermie 

aktivní s frekvencí úder� bi�íku 15-20 Hz, i když aktivovány p�ed po�átkem pokusu. 

P�i této koncentraci byla v reaktiva�ním médiu nutná p�ítomnost cAMP, nikoli však 

v médiu demembrana�ním; jeho p�idání nebylo závislé na p�edchozí motilit� spermií. 

Mezi p�sobením ATP a cAMP panoval antagonismus. U spermií byla z�ejmá afinita 

k cAMP jako mezi�lánku aktivace pohybu (Cosson et al., 1998). 

 Spermie byly p�i nízkých koncentracích aktivovány 50 
M ATP bez p�ídavku 

cAMP. P�i koncentraci ATP 10 
M bylo pohyblivých jen málo spermií,                              

naproti tomu  p�i 20-30 
M ATP se pohybovalo 90-95% gamet, ale frekvence pohybu 

bi�íku byla nízká (10-15 Hz). Po zvýšení koncentrace ATP nad 50 
M z�eteln� klesl 

po�et pohyblivých spermií, p�i použití 1 mM ATP nebyla pohyblivost homogenní,                

90-95% gamet bylo nepohyblivých; možností ke zvýšení aktivity bylo p�idání cAMP 

(Cosson et al., 1998). 

 Myšlenku antagonismu ATP a cAMP podporoval i fakt, že byly-li nepohyblivé 

spermie p�idány do aktiva�ního roztoku s 1 mM ATP bez cAMP, po p�idání 50 
M 

cAMP došlo k okamžitému nastartování motility (Cosson et al., 1998). 

 Cyklický adenosinmonofosfát mohl být p�idán do  demembrana�ního                    

nebo reaktiva�ního média, nezbytný byl pouze v médiu reaktiva�ním.                               

Byl-li pouze v tomto roztoku, procento pohyblivých bi�ík� se zvyšovalo postupn�

s rostoucí koncentrací z 5% p�i 0,1 cAMP po 100% v 10
M cAMP (Cosson et al., 

1998). 
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5.3.3. Zkoumání vlivu teploty na demembranované spermie kura domácího

 V p�ípad� spermií kura domácího je jedním z faktor� ovliv�ujících aktivaci 

pohybu teplota. V roztoku prostém solí jsou spermie pohyblivé, až když je dosaženo 

teploty panující v pta�ím t�le (40-41 °C) (Ashizawa et al., 1998). 

 Jako neiontový detergent použili Ashizawa et al. (1998) TritonX-100                 

�i Nonidet-40. Koncentrace detergentu v roztoku byla 0,1–0,2%. Následn� bylo                      

do roztoku p�idáváno ATP, jehož optimální koncentrace pro reaktivaci spermií              

byla v tomto p�ípad� 0,05 and 0,5 mM.  

Demembrana�ní a reaktiva�ní krok spojili auto�i studie v jeden nebo, v p�ípad�

použití konven�ní metody demembranace, byly kroky provedeny každý zvláš	. 

V prvním p�ípad� se vliv zkoumaných látek projevil p�ímo v reaktiva�ním médiu, 

ve druhém p�ípad� bylo malé množství (cca 10 
l) demembranovaných spermií p�idáno 

do reaktiva�ního média. Nevýhodou kohoutí spermie se ukázal fakt, že vlivem p�sobení 

detergent� došlo ke zni�ení akrozomu; spermie kura jsou totiž na rozdíl od spermií 

kostnatých ryb opat�eny akrozomem. K odstran�ní tohoto problému byla použita 

centrifugace a metoda Percolového gradientu (Ashizawa et al., 1998). 

 P�i teplot� 30 °C byla motilita spermií u obou použitých metod vysoká, nebyl 

mezi nimi zjišt�n rozdíl. P�i teplotách nad 40 °C byla motilita v p�ípad� jakékoli použité 

metody zanedbatelná. Demembranované spermie vykazovaly za použití metody 

Percolového gradientu p�i teplot� 30 °C vysokou pohyblivost, s výjimkou média, 

v n�mž bylo p�ítomno EGTA. P�i 40 °C byla motilita spermií zanedbatelná. Obnovení 

pohyblivosti bylo dosaženo pouze za p�ítomnosti calyculinu A a kyseliny okadaikové, 

jakožto specifických inhibitor� proteinfosfatáz typu 1 (PP1) a typu 2 (PP2) nebo                   

p-nitrofenyl fosfátu, které m�ly p�i 30 °C na pohyblivost spermií opa�ný vliv (Ashizawa 

et al., 1998). 



31 

3. Materiál a metodika 

 Pro ú�ely mé bakalá�ské práce byly provedeny experimenty na spermiích kapra 

obecného (Cyprinus carpio) a jesetera malého (Acipenser ruthenus). 

3.1. Demembranace spermií kapra obecného (Cyprinus carpio)

3.1.1. Materiál

Sperma kapra, voda z kohoutku, demembrana�n�-reaktiva�ní médium, ATP, 

pluronic; Složení demembrana�n�-reaktiva�ního média: 0,13 g NaCl, 0,0186 g KCl, 

0,182 g Tris pH 8, 0,019 g EGTA, 0,1 g MgCl2, 0,1 M TritonX-100, 0,02536 g ATP 

v 50 ml destilované vody. 

3.1.2. P�ístroje

 V rámci experimentu bylo použito následujících p�ístroj�: barevné kamery Sony 

SSC 50 AP na mikroskopu BX-41 v konfiguraci pro pozorování v tmavém poli 

dopln�né LED stroboskopickým osv�tlením („exposurescope“), stroboskopické sv�tlo 

bylo �ízeno signálem z kamery, videosignál byl nahráván p�ístrojem Sony DVO 1000 

MD dopln�ném o videotitulkova� Hama s jednotkou vnit�ního �asu Elvia. 

 Krom� výše uvedených p�ístroj� bylo použito b�žné laboratorní nádobí (pipety, 

podložní sklí�ka, zkumavky Ependorff, kádinky, laboratorní váhy atd.). 

3.1.3. Metodika

Použití mlí�áci kapra obecného, pocházející z vlastního chovu fakulty rybá�ství 

a ochrany vod, byli 24 hodin p�ed plánovaným pokusem hypofyzováni; dávka �inila      

1 mg hypofýzy na kilogram hmotnosti ryby; samci byli starší �ty� let, o hmotnosti vyšší 

než 2 kg. K dispozici bylo sperma od dvou samc� – odebrané p�i teplot� 18° v den 

pokusu. 

Odb�r spermatu: Mlí�ák byl fixován ve vlhké tkanin�, aby se p�edešlo poran�ní 

p�i odb�ru. Samotný odb�r byl provád�n pomocí injek�ní st�íka�ky, sou�asn� probíhala 

masáž dutiny b�išní, aby došlo k uvoln�ní veškerého spermatu. Do provedení 

samotného experimentu bylo sperma uchováno v chladu

 Pohyblivost spermií byla pozorována nejd�íve v 50 
l destilované vody.           

Po smíchání smíchání destilované vodu s pluronicem (p�idáván, aby se zabránilo adhezi 
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spermií k podložnímu sklí�ku), byla sm�s kápnuta na sklí�ko, následn� bylo p�idáno 

sperma. 

 Poté byla zjiš	ována pohyblivost spermií v demembrana�n�-reaktiva�ním médiu, 

jehož složení bylo popsáno výše. Dalším krokem bylo pozorování motility 

v demembrana�n�-reaktiva�ním médiu s TritonemX-100 bez ATP, poté s p�idaným 

adenosintrifosfátem.  

 Obraz získaný pozorováním pod mikroskopem byl zaznamenáván pomocí     

výše uvedené videotechniky. Z videozáznamu na DVD byly jednotlivé snímky 

zachycované programem PowerDVD verze 4, použit byl každý druhý snímek             

(celkem 5). Uložené snímky byly následn� složeny do jednoho v programu   

MicroImage 4.0 pomocí maker na analýzu obrazu, díky �emuž bylo dosaženo 

k vizualizace drah pohybu; nepohyblivé spermie byly zobrazeny bíle.  

Dráhy pohybu byly následn� zm��eny v manuálním režimu programu 

MicroImage. Rychlost spermií byla vypo�ítána za použití nam��ené dráhy a �asového 

rozestupu snímk�. Motilita spermií byla ur�ena z pom�ru barevných,                              

a tedy pohyblivých spermií ku nepohyblivým. 

 Doba pohybu spermií byla m��ena stopkami s p�esností na 1 s. Jako doba 

pohybu byl brán v úvahu �as, po který bylo možné zaznamenat v zorném poli alespo�

jednu pohyblivou spermii.  

 Následn� byla data zpracována v Excelu2003. 

3.2. Demembranace spermií jesetera malého (Acipenser ruthenus)

3.2.1. Materiál

Sperma jesetera malého, destilovaná voda, demembrana�n�-reaktiva�ní roztok, 

ATP, pluronic (proti adhezi spermií ke sklí�ku); Složení demembrana�n�-reaktiva�ního 

roztoku (V= 10 ml): 0,117 g NaCl, 0,190 g EDTA, 1,211 Tris pH = 8,2, 0,203 

MgCl2.6H2O, 7,7 ml destilované vody. 

3.2.2. P�ístroje

 P�ístroje použité p�i tomto pokusu byly tytéž jako v p�ípad� experimentu 

s kaprem. 
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3.2.3. Metodika

 K dispozici bylo sperma mlí�ák� jesetera malého, kte�í byli p�edchozí den 

hypofyzováni v dávce 4 mg hypofýzy na jeden kilogram hmotnosti ryby; také tito samci 

pocházeli z chovu fakulty rybá�ství. Hmotnost ryb �inila 1-1,2 kg p�i stá�í v�tším                  

než osm let. Teplota v dob� odb�ru spermií byla 15°C. 

Odb�r spermatu: Mlí�í bylo odebíráno v poloze b�ichem vzh�ru, takže druhá 

osoba musela fixovat rybu za hlavu a ocas. Sperma bylo odebíráno za pomoci         

suché hadi�ky z m�kkého plastu o pr�m�ru 5 mm o délce minimáln� 20 cm,             

která byla na jedné stran� šikmo se�íznuta. Šikmý konec hadi�ky byl zasunut               

do urogenitální papily samce, volný konec do sb�rné nádobky. Sperma poté voln�

vytékalo do nádobky. Do provedení experimentu bylo sperma uchováno v chladu. 

 Následný experiment byl obdobný jako u kapra obecného. Jediný rozdíl spo�íval 

v p�ítomnosti �i nep�ítomnosti TritonuX-100 v demembrana�n�-reaktiva�ním médiu.  
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4. Výsledky 

 Výsledky experimentu s kaprem obecným jsou shrnuty v tabulkách 1. až 3.  

 Doby pohybu spermií ryb v testovacím médiu (destilovaná voda – dále uvád�ná 

pouze jako H2O, DM-RM - demembrana�n�-reaktiva�ní médium,                                       

DM-RM s ATP - demembrana�n�-reaktiva�ní médium s ATP) jsou uvedeny v tabulce 

(Tabulka 1.). 

Tabulka 1.: Doba pohybu spermií kapra obecného (Cyprinus carpio) 

�������
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� ����� �����������

������������ ����� �� ������	
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 Zjišt�ná doba pohybu spermií ve vod� je na dolní hranici doby pohybu                

u kaprovitých ryb, což pravd�podobn� zap�í�inila nízká kvalita testovaného spermatu. 

Dle p�edpokladu nebyla motilita v  médiu bez ATP zaznamenaná, což bylo možno 

chápat jako d�kaz prob�hlé demembranace.  

Doba pohybu spermií po p�idání ATP se shoduje s p�edpokladem,                              

že se demembranované spermie budou pohybovat déle v p�ítomnosti ATP, nebo	 tady 

již není zásoba bun��ného ATP limitujícím faktorem pro motilitu, je p�ítomno 

v prost�edí média, a proto je možné, aby trvání pohybu mnohonásobn� p�ekonalo 

fyziologické možnosti spermie. Z praktického hlediska zde jako limita�ní faktor p�sobí 

vyschnutí kapky na podložním sklí�ku.  
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Pr�m�rné rychlosti v daném médiu v �asech 15, 30 a 45 sekund                  

(v�etn� sm�rodatné odchylky, varia�ního rozp�tí a varia�ního koeficientu) jsou uvedeny 

v tabulce (Tabulka 2.). 

Tabulka 2.: Pr�m�rné rychlosti pohybu spermií kapra obecného (Cyprinus carpio) v 
m.s-1

(hodnoty v rámci jednotlivých �as� se stejným písmenem (�íslicí) v indexu ozna�ení skupiny 

znázor�ují skupiny, které se statisticky pr�kazn� neliší (�= 0,05); pokud není písmeno (�íslice) 

uvedeno, byla nam��ena pouze jedna hodnota) 
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 V demembrana�n�-reaktiva�ním médiu bez ATP jsou ve sledovaných �asech 

spermie nepohyblivé. V demembrana�n�-reaktiva�ním médiu obsahujícím ATP                     

je pohyb spermií zaznamenán, p�i�emž rychlosti zde zjišt�né jsou prokazateln� rozdílné 

od rychlostí zm��ených ve vodném médiu. Z uvedených fakt� vyplývá, že destilovaná 

voda není pro spermie p�íliš vhodným médiem, nebo	 neobsahuje žádné ionty. 

 Plné aktivace spermatu ihned po smísení s vodou nebylo dosaženo 

pravd�podobn� kv�li nízké kvalit� používaného spermatu. Z tohoto d�vodu                   

je pr�m�rná rychlost v �ase t = 30 s vyšší než v t = 15 s. Porovnáním rychlostí 

demembranovaných spermií bylo zjišt�no, že se pr�m�rná hodnota                                       

v �ase 30 s se prokazateln� odlišuje od pr�m�rných hodnot v ostatních sledovaných 

�asech.
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 Motilita (v % živých spermií) v daném testovacím médiu a �ase                             

(op�t s uvedením sm�rodatné odchylky, varia�ního rozp�tí a varia�ního koeficientu)                        

je zachycena ve t�etí tabulce (Tabulka 3.). 

Tabulka 3.: Motilita spermií kapra obecného(Cyprinus carpio) (v % živých spermií)  
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 Úrove� motility v obou médiích je extrémn� nízká, což je pravd�podobn�

zp�sobeno nízkou kvalitou používaného spermatu. 

 Výsledky experimentu na spermiích jesetera malého jsou uvedeny               

v tabulkách 4. – 6.  

 Doby pohybu spermií jesetera malého jsou zaznamenány v následující tabulce 

(Tabulka 4.). 

Tabulka 4.: Doba pohybu spermií jesetera malého (Acipenser ruthenus) 
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 Doba pohybu spermií v destilované vod� mnohonásobn� p�evyšuje dobu pohybu 

spermií u kapra obecného, avšak je zcela odpovídající pro jeseterovité ryby. 

V demembrana�ním médiu bez TritonuX-100 a ATP byla zjišt�no její prodloužení, 

�ehož bylo dosaženo vhodn� zvoleným složením demembrana�ního roztoku. Platnost 

tohoto tvrzení potvrzuje i fakt, že limitujícím faktorem motility je vysoký obsah 
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TritonuX-100. Následná optimální dávka detergentu pak vede k demembranaci                

a tím i k mnohonásobnému prodloužení doby pohybu. 

 Pr�m�rné rychlosti zjišt�né u jesetera malého v testovacích médiích v �asech 15, 

30 a 45 sekund (dopln�né o sm�rodatnou odchylku, varia�ní rozp�tí a varia�ní 

koeficient) jsou zaznamenány v tabulce (Tabulka 5.). 

Tabulka 5.: Pr�m�rné rychlosti pohybu spermií jesetera malého (Acipenser ruthenus) v 
m.s-1                       

(hodnoty v rámci jednotlivých �as� se stejným písmenem v indexu ozna�ení skupiny znázor�ují 

skupiny, které se statisticky pr�kazn� neliší (�= 0,05); pokud není písmeno uvedeno,                              

byla nam��ena pouze jedna hodnota) 
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 Spermie jesetera jsou pohyblivé ve všech sledovaných �asech,                                       

i ve všech sledovaných médiích, krom� roztoku demembrana�n�-reaktiva�ního média                 

bez TritonuX-100 (ATP bylo obsaženo):demembrana�n�-reaktiva�ního média 

s Tritonem-100 v pom�ru 3:1, kdy nebyla v �ase 30 s zjišt�na žádná pohyblivá spermie. 

Statistickým porovnáním dat byly zjišt�ny pr�kazné odlišnosti st�edních hodnot 

nam��ených rychlostí.  
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 Motility spermií v testovacích médiích a �asech (15, 30 a 45 s;                           

v�etn� sm�rodatné odchylky, varia�ního rozp�tí a varia�ního koeficientu) jsou uvedeny 

v tabulce (Tabulka 6.). 

Tabulka 6.: Motilita spermií jesetera malého (Acipenser ruthenus) (v % živých spermií)                         

(hodnoty v rámci jednotlivých �as� se stejným písmenem v indexu ozna�ení skupiny znázor�ují 

skupiny, které se statisticky pr�kazn� neliší (�= 0,05); pokud není písmeno uvedeno,                  

byla nam��ena pouze jedna hodnota) 
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Motilita v �ase 15 s se ve všech používaných médiích statisticky pr�kazn�

odlišuje. Ve 30 s a 45 s nebyl rozdíl statisticky prokázán. 



39 

5. Diskuze 

Pohyb spermií kapra v demembrana�ním médiu je srovnatelný s výsledky studie 

Linharta et al. (2003). Pohyb spermií jesetera malého odpovídá údaj�m zjišt�ným            

u veslonosa amerického (Polyodon spathula) (Linhart et al., 2002). 

Kvalita používaného spermatu byla nízká, nebo	 experimenty byly realizovány 

mimo reproduk�ní sezónu používaných druh�. Kvalitu, zejména p�i pokusu                         

se spermatem kapra, pravd�podobn� ovlivnila nízká teplota vody v dob� odb�ru. 

Teplota vody v pr�b�hu experimentu byla 18 °C, literatura pro daný druh                            

uvádí 18 – 20 °C (Dubský et al., 2003). U jesetera, u kterého se výt�rová teplota 

pohybuje v rozmezí 12-17 °C (Dubský et al., 2003), bylo nam��ených 15 °C 

adekvátních. Vzhledem k výše uvedeným skute�nostem byla spermiogeneze 

u zkoumaných mlí�ák� indukovaná um�le za použití hormon�. Kvalita odebraného 

spermatu tedy byla nižší (Redondo et al., 2003). 

Experimenty byly provád�ny pomocí takzvané jednostup�ové metody, kdy byly 

složky demembrana�ního i reaktiva�ního média spojeny v jednom roztoku.       

Obdobný postup použili ve své studii Willams a Ford (2001). Naproti tomu v pracích        

Linharta et al. (2002) a Cosson et al. (1995) bylo použito metody,                                     

p�i které bylo pracováno ve dvou stupních, tedy se dv�ma typy médií. V této práci bylo 

zvoleno užití jednostup�ové metody z d�vodu maximálního zjednodušení 

demonstra�ního experimentu. 

Vyhodnocení pohyblivosti spermií bylo komplikováno p�ilnavostí spermií        

ke sklí�ku zp�sobené pravd�podobn� následkem provedené demembranace. Zde byly 

pohyblivé pouze bi�íky, proto je nebylo možné zahrnout do kone�ných výsledk�,          

z tohoto d�vodu byl tedy jev vyhodnocen jako nežádoucí. Aby bylo zabrán�no                     

jeho vzniku byl ve vodném médiu použit pluronic, Linhart et al. (2002)                     

však ve své práci použili BSA. 

U jesetera malého by však bylo možné výše uvedený jev, kdy se spermie 

p�ichytí akrozinovým vláknem vzniklým po porušení akrozomu (tzv. akrozinová reakce 

(Pšeni�ka et al., 2011)), využít ke studiu vlivu iont� (nap�íklad t�žkých kov�)                           

na odhalený aparát bi�íku.  

 Zna�nou komplikací p�i vyhodnocování experimentu byla nízká motilita spermií 

v demembrana�n�-reaktiva�ním médiu. Oproti literatu�e (nap�íklad Linhart et al., 2002) 



40 

bylo nutné upravit obsah TritonuX-100, který byl použit jako �inidlo k destrukci 

cytoplazmatické membrány.  
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6. Záv�r 

Zám�rem práce bylo shrnutí informací o metod� demembranace spermií ryb ve 

vztahu k aktivaci a fyziologii pohybu spermií a následné aplikace vybraného postupu 

v jednoduchém experimentu na spermiích jesetera malého (Acipenser ruthenus) a kapra 

obecného (Cyprinus carpio). 

 Záv�ry práce lze shrnout do n�kolika bod�: 

• Možnost použití demembranace se potvrdila jak u zástupce kostnatých, 

tak u zástupce chrupav�itých, avšak motilita byla u demembranovaných 

spermií menší než u nativních.  

• Klí�ovým faktorem pro experimenty je kvalita �erstvého spermatu. 

• V p�ípad� horší kvality spermatu m�žeme u demembranovaných spermií 

dojít ve sledovaných parametrech k lepším výsledk�m. 

• Pro použití demembranace jako nástroje ke studiu je nutné pro každý 

druh a pro každé podmínky prov��it vhodnost složení média,        

zejména pak použité koncentrace detergentu. 
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10. Abstrakt 

Demembranace spermií ryb jako nástroj studia fyziologie aktivace a pohybu spermií ryb 

Cílem této práce bylo shrnutí dostupných informací o metod� demembranace 

jako nástroje ke studiu fyziologie aktivace a pohybu spermií ryb a následná jednoduchá 

demonstrace užití metody. 

Demembranace spermií ryb je metoda, p�i které dochází k destrukci 

cytoplazmatické membrány (fosfolipidová dvouvrstva odd�lující vnit�ní prost�edí bu�ky 

od vn�jšího) za použití detergentu. V této práci byl použit jemný neiontový detergent 

TritonX-100.  

Pokusnými druhy byl kapr obecný (Cyprinus carpio) jako zástupce kostnatých 

ryb a jeseter malý (Acipenser ruthenus), který pat�í mezi ryby chrupav�ité.  

Pohybové parametry (doba pohybu, rychlost pohybu, motilita) spermií kapra 

obecného byly testovány ve t�ech médiích: v H2O, v demembrana�n�-reaktiva�ním 

médiu a v demembrana�n� reaktiva�ním médiu s ATP. Spermie jesetera malého byly 

testovány v H2O, v dememembrana�n�-reaktiva�ním médiu bez TritonuX-100, s ATP,    

a v demembrana�n�-reaktiva�ním médiu s TritonemX-100 a s ATP. 

V H2O se spermie kapra pohybovaly po dobu 30 s, v roztoku demembrana�n�-

reaktiva�ního média nebyl pohyb zaznamenán, v demembrana�n�-reaktiva�ním médiu  

s ATP byly spermie pohyblivé déle než 5 min. Motilita a rychlost 15 s po aktivaci            

byla 9,63% a 34, 82 
m.s-1 u nativních vodou aktivovaných                                                        

a 29,83% a 51,68 
m.s-1 u demembranovaných spermií. 

Spermie jesetera malého byly v H2O pohyblivé po dobu 3 min, 

v demembrana�n�-reaktiva�ním médiu s TritonemX-100 se nepohybovaly                  

ani po p�idání ATP, proto byl upraven obsah detergentu. Bylo použito                                           

demembrana�n�-reaktiva�ní médium bez TritonuX-100:demembran�n�-reaktiva�ní 

médium s Tritonem100 v pom�ru 3:1, zde došlo k aktivaci nízkého procenta spermií 

(6,39 %), následný pohyb trval déle než 5 min. Motilita a rychlost 15 s po aktivaci              

byla 46,28% a 135,55 
m.s-1 u nativních vodou aktivovaných                                                      

a 6,39% a 64,12 
m.s-1 u demembranovaných spermií. 

Práce potvrdila možnost demembranace jak u chrupav�itých, tak i u kostnatých 

ryb, p�i�emž pro zdárné využití metody byla klí�ovým faktorem kvalita použitého 
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spermatu a p�edchozí ov��ení vhodných podmínek vzhledem ke studovanému druhu               

a místním lokálním podmínkám. 

Klí�ová slova: ATP, bi�ík, cytoplazmatická membrána, demembranace, detergent, 

jeseter, kapr, motilita, spermie ryb, 
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11. Abstract 

The Demembranation as a Tool to Study a Movement and Physiology of Activation             

of Fish Spermatozoa 

The aim of the thesis was the summarization of information                              

about the demembranation method as a means of study of the physiology of activation 

and motility of fish spermatozoa. A simple demonstration of the method                               

is also presented. 

The demembranation of fish sperm is a method, in which cytoplasmic membrane 

(the phospholipid bilayer, which separate intercellular and extracellular environments) 

is destroyed. A mild non-ionic detergent, TrintonX-100, was used in the study. 

Common carp (Cyprinus carpio) as a representative member of Teleost fish              

and sterlet as a member of Chondrostean (elasmobranch) fish were studied in the thesis.  

Motility parameters of carp (time of motility, motility velocity, motility of live 

spermatozoa) was tested at three media: in H2O, in demembranation-reactivating 

medium and in demembranation-reactivating medium with ATP.                                  

The sterlet spermatozoa was tested in H2O, demembranation- reactivating medium 

without TritonX-100 (but with ATP) and in demembranation- reactivating medium     

with TritonX-100 and ATP. 

Spermatozoa was motile for 30 seconds in H2O and for longer than 5 minutes              

in the demembranation-reactivating medium with ATP. It was not motile at all               

in the demembranation-reactivating medium. Motility and velocity,                                  

which was measured 15 seconds after activation, was 9.63 % and 34.82 
m.s-1 in native 

spermatozoa activated by the distilled water and 29.83 %                              

and 51.68 
m.s-1 in the demembranated spermatozoa.  

The sterlet sperm was motile for 3 minutes in H2O. It was not motile                      

in the demembranation-reactivating medium with TritonX-100 and it was still immotile 

when ATP was added. The composition of detergent was modified.                                     

The demembranation-reactivating medium without TritonX-100 and demembranation-

reactivating medium with TritonX-100 at ratio 3:1 were used. A low percentage                    

of spermatozoa (6.39 %) was activated. The subsequent motion lasted for more                

than 5 minutes. The motility and velocity, measured 15 seconds after the activation, 
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were 46.28 % and 135.55 
m.s-1 for native sperm activated by distilled water                      

and 6.39 % a 64.12 
m.s-1 for demembranated spermatozoa. 

The thesis confirms the possibility of demembranation of Teleost                             

and Chondrostean fish. The limiting factors for successful application of this method 

were quality of spermatozoa and previous verification of optimal conditions for tested 

species and local conditions. 

Keywords: ATP, cytoplasmic membrane, carp, demembranation, detergent, fish sperm, 

flagellum, motility, sterlet


