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1. Uvod

S rastem lidské populace stoupd spotieba potravin, tedy i1 ryb, s ¢imz souvisi
I nartst produkce ziskané z intenzivni akvakultury; celosvétova produkce akvakultury
stoupla mezi lety 2003-2012 z 1 400 448 t ro¢né na 2 271 932 tun za rok (Dehasque,
2013).

Jednim z nejdilezitéjSich predpokladii rozvoje intenzivniho chovu ryb
je zvladnuti fizené reprodukce zajmovych druhfl. Rizena reprodukce ryb nachézi
uplatnéni nejen v akvakultufe, ale také v ochran¢ ohrozenych druhti ryb (Cataudella
a Crosetti, 1993).

Uspé&snost fizené reprodukce ryb ovlivituje mimo jiné i kvalita pouzitého
spermatu. V akvakultufe se pouziva hormondalni indukce spermiogeneze ryb
(Koufil et al., 2011), coZz mtize mit za nasledek proménlivou kvalitu spermatu (Redondo
et al., 2003).

Kvalitu pouzivaného spermatu je mozné zjistit za pomoci fady ukazatelii
jako je naptiklad koncentrace (zjistovana napf.: pomoci Biirkerovy komurky)
a procento pohyblivych spermii ve vzorku (Linhart et al., 2011). Dal§imi pouzivanymi
parametry jsou napiiklad rychlost, schopnost aktivace, prib&éh motility spermii apod.
(Alavi et al., 2008).

Kvalitu spermii ryb ovliviiuje kromé fady wvnitfnich faktorG (napf.: ve&k
a kondice) také prostiedi, v némz ryba zije (Dubsky et al., 2003). Toto prostiedi
je urovano fadou fyzikalnich faktorli, mezi které patii také znecisténi (Hlavacek
a Peptik, 2013).

Znecisténi vod, a zejména zneCisténi antropogenniho piivodu, je v soucasnosti
velkym problémem. Antropogenni zneciSténi miZe pochazet naptiklad ze zemédélstvi
nebo z pramyslu. Mezi polutanty primyslového ptivodu patii naptiklad kyanidy ¢i té€zké
kovy, mezi jejichz zdroje patii téZba, Gprava kovili, chemicky a kozed€lny pramysl

(Hlavéacek a Pepitik, 2013).

Cilem této diplomové prace bylo navrzeni a demonstrace postupt
demembranace u ¢tyt sladkovodnich druhti ryb a to kapra obecného (Cyprinus carpio),
jesetera malého (Acipenser ruthenus), okouna fi¢niho (Perca fluviatilis) a kefickovce

cervenolemého (Clarias gariepinus).



Jeseter maly byl vybran jako zastupce chrupavcitych ryb, ostatni druhy patii mezi ryby
kostnaté. Okoun ficni byl zvolen vzhledem ke kratké dobé pohyblivosti spermii
(do 30 s), ketiCkovec ¢ervenolemy pak jako zastupce druhu, u kterého je v akvakulturni
praxi vyuzivano testikularni sperma.

DalSim zcild priace byla demonstrace vyuziti techniky demembranace
na piikladu vlivu tézkych kovl, konkrétné HgClz, na pohybové parametry spermii,
dale pak shrnuti praktickych poznatkti o demembranaci, jejich vyhodach a nevyhodach

a zhodnoceni pouzitych metod.



2. Literarni prehled

2.1 Spermie ryb

Spermie je specializovand sam¢i pohlavni buitka (gameta). Od béznych télnich
bunék se lisi velikosti; je mald a pohybliva. Jejim tkolem je transport genetické
informace samce do sami¢i gamety (vajicka, tj. jikry u ryb) (Albertsetal., 1997,
Alavi et al., 2008).

Spermie je diferencovana na tfi Casti a to hlavicku, stfedni oddil (tzv. kréek)
a bi¢ik (Alavi et al., 2008). V literatuie se vSak mizeme setkat i s dé¢lenim na dvé ¢asti —
hlavicku a bicik. Stfedni oddil je v tomto ptipadé bran jako soucast biciku (Massanyi,
1991).

Hlavicka spermie obsahuje jadro se sam¢i genetickou informaci, ktera je oproti
somatickym buiikdm redukovana na polovinu; spermie chrupavcitych ryb jsou opatieny
akrozomem, vackem obsahujici lytické enzymy usnadnujici pranik do jikry
(Psenicka et al., 2009, Alavi et al., 2012). Stiedni oddil obsahuje mitochondrie spolu
s primarni a distalni centriolarni strukturou (Hatef, 2012). Bicik je pohybovou
organelou spermie (Alavi et al., 2008).

Obr. 1.: Spermie lina obecného (Tinca tinca): N — jadro (hlavicka), M — stfedni oddil,
CC — cytoplazmaticky kanal, F — bi¢ik (PSenicka et al., 2005)



2.2. Pohyb spermii ryb
V pohlavnim traktu ryb svnéjSim oplozenim jsou spermie nepohyblivé,

motilita je nastartovana az po aktivaci v externim médiu (voda, aktiva¢ni roztok)
v disledku odlisné koncentrace iontti (osmolality) v semenné plasmé a v aktivacnim
médiu (Alavi et al., 2008, Dietrich et al., 2010).

Doba pohybu spermii v externim médiu je u kostnatych ryb kratka, cca 15-50 s
(Linhart et al., 2004). U kapra obecného se pohybuje kolem 30 s ve vodném médiu.
U chrupav¢itych ryb je pohyblivost spermii delsi, u veslonosa amerického (Polyodon
spathula) i vice nez 9 min (Linhart et al., 2002), u vyzy velké (Huso huso) je 5-13 minut
(Alavi et al., 2012). Béhem kratké doby (fadové za méné nez 1 minutu, u kostnatych
ryb béhem nékolika vtefin) po aktivaci se pohyb rychle rozviji. Asynchronni aktivace
pohybu je zplsobend heterogennimi reakcemi b&hem pohybu a trvanim pohybu.
V prvnich okamzZicich motility je také nejvyssi jeji rychlost (Alavi et al., 2008).

Zakladni rysy motility mohou byt shrnuty do nasledujicich boda (podle Alaviho
et al., 2008):

1) po spusténi motility zabiraji vyvolané viny vétSinu délky bi¢iku za soucasné
konstantni amplitudy probihajici s vysokou frekvenci po celé délce biciku

2) frekvence se snizuje v disledku sniZovani koncentrace ATP ve stfedni ¢asti
periody, zatimco Sifeni vln je omezené na proximalni ¢ast bic¢iku a konec biciku se
narovnava

3) béhem pozd¢jsich fazi motility jsou viny lokalizovany pouze ve velmi malé
oblasti biciku za hlavickou, zbytek bi¢iku je nepohyblivy

4) viny se uz neobjevuji a bicik ztistava v napiimené poloze

Motilita spermii se mizZe liSit v zavislosti na rtiznych podminkach (poskozeni
buiiky, slozeni aktivaéniho média atd.). U spermii rozezndvame tii hlavni druhy pohybu
— jedna se o pohyb linearni, nelinearni a kruhovy. Pfi nizkych pohybovych frekvencich
JSOU zaznamenavany tipy nelinearni a kruhovy. Linearni typ pohybu dominuje
(Alavi et al., 2008).

2.2.1. Parametry pohybu spermii
Pohyb spermii je charakterizovan rtiznymi parametry (Alavi et al.,, 2008,

Alavi et al., 2012). Za pomoci pocitatové analyzy (CASA — computer asisted sperm
analysis) méfime procento pohyblivych spermii, rychlost, frekvenci bi¢iku, délku
10



pohybovych vin a jejich amplitudu (Alavi et al., 2012, Kime et al., 1999). Pouzitim
CASA je mozné rozlisit subletalni vlivy polutant na spermie véetné zmén v rychlosti a
trajektorii pohybu spermii (Dietrich et al., 2010).

Motilitu spermii dale charakterizuji nasledujici parametry (Kime et al. 1996):

e VCL (curvilinear velocity): kfivodara rychlost (um.s?), soudet postupnych
pohybovych vzdalenosti na kazdém snimku drahy spermie rozd€lené do celého
casu stopy

e VSL (straight line velocity): linearni rychlost (um.s™*), pfima linearni vzdalenost
mezi pocateénim a koncovym bodem dréhy v celém cCase stopy

e VAP (angular path velocity): rychlost thlové drahy (um.s™), odvozena draha
zalozena na primérném poctu bodl v celém Case stopy

e LIN: linearita (pfimocarost, %), pomér kone¢né pohybové vzdalenosti k totalni
drahové vzdalenosti

e MAD (mean angular displacement): primérny whlovy posun (°), prumérna
zména sméru hlavicky spermie mezi jednotlivymi snimky

e MOC (motile concentration): koncentrace pohyblivych bunék (miliardy na ml)

e STR (straightness): piimost (%), pomér kone¢né pohybové vzdalenosti k totalni
dréhové vzdalenosti

e ALH (amplitude of lateral diplacement of the sperm head): amplituda
laterdlniho posunuti hlavicky spermie (um), primérna odchylka od plynulé
drahy zaloZena na rozdilu v linearit€ mezi plynulou a skute¢nou drahou spermie

e BCF (beat cross frequency turning points of the sperm head): frekvence tdert
kiizeni bodl otaceni hlavicky spermie (Hz), odchylky hlavicky od primérné

drahy za vtefinu

Pohybové parametry spermii ryb po aktivaci spermatu v aktivatnim médiu
rychle klesaji. Coz znamena, ze se kazdy méfeny parametr musi vztahovat
ke konkrétnimu ¢asovému bodu, béhem kterého je zméfen. Tato skuteCnost je
aplikovatelna na vétSinu druhti ryb (Alavi et al., 2008). K poklesu motility dochazi diky
poklesu intracelularniho ATP, energetického zdroje pro udery biciku (Alavi et al., 2012).

11



2.3. Sperma ryb

2.3.1. Obecné charakteristiky spermatu ryb

Sperma ryb obsahuje spermie a semennou plasmu. Semenna plasma je zejména
produktem Sertoliho bunck a tvoii vétSinu (50 % - 90 %) spermatu ryb. Spermidlni
plasma selisi od ejakulatu teplokrevnych zivocichli, nebot ryby nemaji pfidatné
pohlavni zlazy (Linhart et al., 2011). Spermie jsou Vv plasmé obvykle nepohyblivé
(Linhart et al., 1991).

Semenna plasma obsahuje riizné kationty Na*, K*, Mg?*, Ca®* a také organické
komponenty (glycidy, proteiny, lipidy atd.). Obsah iontl a jejich plsobeni ovliviiuje
pohyblivost spermii. Draselné kationty ptisobi jako inhibitory motility, antagonisticky
pusobi ionty vapniku, hoi¢iku a sodiku (Linhart et al., 1991). Koncentrace iontil
ovliviiuje aktivaci pohybu spermii (Alavi et al., 2012), naptiklad u lososovitych ryb
vyvolava motilitu pokles extracelularniho drasliku (Alavi et al., 2008). Motilitu
U chrupavcitych a nékterych kostnatych ryb ovliviiuje iontovy efekt zaroven
s osmotickym tlakem (Linhart et al., 2010). Koncentrace vapenatych iontii ma rozdilny
vliv na motilitu demembranovanych a nativnich spermii (Alavi et al., 2008).

Krom¢ iontl jsou vsemenné plasm¢ piitomny také produkty metabolismu
sacharidi a Krebsova cyklu, naptiklad laktat, pyruvat a o-ketoglutarat, jejichz
koncentrace béhem skladovani spermatu rostou, a maldt s izocitratem, jejichz
koncentrace naopak klesaji (Linhartet al., 1991). Sperma obsahuje také enzymy,
Z nichz se da zjistit metabolicka aktivita spermii. Jedna se naptiklad o NAD* koenzymy,
0 enzymy NAD*/NADH a NADP*/NADPH. Ve spermatu byly izolovany také rizné
typy fosfatdz, esteraz, peptiddz a glukosamidaz (Linhart et al., 1991).

2.3.2. Charakteristika spermatu modelovych druhi ryb (pouzitych v této

praci)
2.2.2.1. Kapr obecny (Cyprinus carpio)

Kapr obecny je kosmopolitné rozsifena ryba s pivodni oblasti vyskytu
ve vychodni Evropé a Asii. Mlicaci pohlavné dospivaji ve tietim az ctvrtém roce,
jikernacky o rok pozdéji (Dubsky et al., 2003).

Sperma kapra je bélavé, husté, s dobrou pohyblivosti spermii, objem spermatu

ziskaného od jednoho samce se pohybuje v rozmezi 5-50 ml (Linhart etal., 2011).
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Koncentrace spermii v 1 ml spermatu je 15-25 x 10° (Rodina et al., 2010). Doba motility
spermii je v pruméru az 2 minuty (Linhart et al., 2011).

Spermie kapra maji kulovitou hlaviéku bez akrosomu (Alavi et al., 2008).
Celkova délka spermii kapra je 45-45,5 um (PSenicka et al., 2009), délka hlavicky 2-
2,5 um (Massar et al., 2011, Psenicka et al., 2009), stfedni casti 0,70 +0,24 uym
(PSenicka et al., 2009) a biciku 43 um (PSenicka et al., 2009

2.3.2.3. Jeseter maly (Acipenser ruthenus)
Jeseter maly se vyskytuje v Evropé a v Asii v umoii Cerného, Azovského a Kaspického

mote. V Ceské republice se vykytuje v povodi fek Moravy a Dyje. Mli¢ak pohlavné
dospiva ve tretim az patém roce, jikernacky ve veéku Cctyf az sedmi let
(Dubsky et al., 2003).

Sperma jeseterovitych ryb je bélava aZ mlécné bila tekutina vodnaté konzistence.
Mnozstvi spermatu od jednoho mlic¢dka jesetera malého se pohybuje v fadu jednotek
mililitrd (Gela et al., 2008), od mli¢dka o hmotnosti 1 kg muzeme ocekavat cca
do 20 ml spermatu (Linhart et al., 2010). Koncentrace spermii v 1 ml je 0,1 x 10°
(Linhart et al., 2010).

Doba pohybu spermii jesetera malého je 4-5 minut (Alavi et al., 2012), pohyb
je vyvolan hypoosmotickym Sokem (Alavi et al., 2009). Kromé zmény osmotického
tlaku se v aktivaci pohybu spermii jeseterd uplatiiuje také antagonismus drasliku a
vapniku; pritomnost K* pisobi jako inhibitor motility (Alavi et al., 2008, Linhart et al.,
2010).

Na hlavicce spermie se nachazi akrozom, vacek s lytickymi enzymy
usnadiiujicimi prinik do jikry (PSenicka, 2009, Alavi et al., 2012). Délka spermie
jesetera malého je 47,61 um, akrozomu 0,79 pum, hlavicky (jadra) 3,3 pum, stfedni ¢asti
0,97 pum, biciku 47,61 um (Alavi et al., 2012).

2.3.2.3. Okoun Fi¢ni (Perca fluviatilis)
Okoun fi¢ni je sladkovodni drava ryba zijici vseverni Evropé a Asii

(Hatef et al., 2010). V ptirod¢ dospiva samec ve dvou az tfech letech, jikernacka o rok
pozd¢ji (Dubsky et al., 2003).
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Sperma okouna je bé&lavé a velmi husté, koncentrace spermii &ini 3,5-4,4 x 10° v 1 ml.
Mnozstvi odebraného spermatu je velmi riznorodé, od 0,5 po 7 ml (Policar et al., 2009).
Vzhledem k vysoké hustoté a riziku kontaminace moc¢i (okoun ma mocovy méchyi) je
nutné jeho fedéni imobiliza¢nim roztokem (Linhart et al., 2011, Policar et al., 2009).

Spermie jsou Vsemenné plasmé o osmotickém tlaku 300 mOsm.kg?
nepohyblivé. Zralé spermie jsou aktivovany osmotickym Sokem po prechodu
do externiho prostfedi (Hatef et al., 2011). Spermie okouna se v externim médiu
pohybuji po kratkou dobu, nékdy i méné nez 15 s (Linhart et al., 2011).

Spermie maji asymetricky tvar hlavicky, bi¢ik se pfipojuje mediolateralné
od jadra (Hatef et al., 2011). Celkova délka spermii okouna je 32-37 um (Alavi et al.,
2008), hlavicky 1,87 £ 0,16 pm, stfedni ¢asti 0,87 £ 0,07 pum (Lahnsteiner et al., 1995 in
Alavi et al., 2008), biciku 30-35 um (Alavi et al., 2008).

2.3.2.4. Kerickovec ¢ervenolemy (Clarias gariepinus)
Keftickovec cervenolemy (synonymum kefickovec jihoafricky, diive sumecek

africky), ktery pochazi z Afriky a Blizkého Vychodu, se od vyse popsanych druht ryb
1i81 pfedevsim zplisobem ziskavani spermatu (Hamackova et al., 2007, Rurangwa et al.,
1997) od ryb z akvakultury.

Samci dosahuji optimdlni zralosti gonad ve véku 1,5-2 roky, jikernacka
pohlavné dospiva ve véku 6 mésici (Haméckova et al., 2007). Sperma produkuji
po cely rok. V akvakulturni praxi vSak k jehouvoliovani nedochazi za pomoci
fizeného manudlniho vytéru, nybrz preparaci gonad po zabiti samcti (Rurangwa et al.,
1997). Vypreparované gonady se po osuSeni rozstiihaji nlzkami a propasiruji
do nadobky ¢i ptimo na jikry pfes uhelon ¢i jinou jemnou tkaninu, poptipadé pies suché
sitko (Hamackova et al., 2007, Koufil et al., 2013).

Mnozstvi spermatu je velmi nizké (Mansour et al., 2005); gonadosomaticky
index (GSI) ¢ini méné nez 1% Zzivé hmotnosti, ztohoto divodu se pouziva
testikularniho spermatu (Urbanyi et al., 1999).

Steyn a van Vuren (1987) popsali ve své studii nasledujici charakteristiky
spermatu ketickovce jihoafrického: barva bélava, konzistence tidka, doba pohybu
max. 1-1,5 minuty, primérna doba pohybu je cca 30-45 s (Urbanyi et al., 1999).
Urbanyi et al. (1999) zjistili v testikularnim spermatu koncentraci spermii 8,2 + 2,0 x 10°

vi1ml.
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Celkova  délka  spermii  kefickovce  Cervenolemého je 38,86+ 1,46 pum,
hlavicky 1,55 + 0,1 um, stfedni ¢asti 0,51 = 0,06 pm, bic¢iku 37,8 + 1,3 pm (Mansour et
al., 2002).

2.4. Demembranace spermii

2.4.1. Obecné o demembranaci

Demembranace je proces, pii kterém dochazi k destrukci cytoplasmatické
membrany za pouziti detergentu, napiiklad TritonX-100 (Linhart et al., 2002) ¢i
Nonidet-40 (Ashizava et al., 1998). Odstranéni ¢i naruseni membrany umozinuje piimé
pusobeni latek, napf.: iont, na bunécéné struktury (Poupard et al., 1997); v ptipadé
spermii se jednd téz o plsobeni aktivaéniho média (voda, aktivacni roztok) (Linhart et
al., 2002).

Pohybovy aparat spermie zlstava pifi demembranaci neporusen, coZ umoziuje
sledovat pisobeni latek pfimo na axonemu spermie; muze vSak dojit k poskozeni
struktur axonemy. MiZzeme tak ové&fit mechanismy pusobeni latek, napf.: polutantt,

obsazenych v prostiedi na spermii (Lahnsteiner et al., 2004).

2.4.2 Demembranace jako proces
Demembranace jako proces miize byt provadéna v jednom (tzv. jednostupiiova

metoda) (Linhart et al., 2003, Williams a Ford, 2001), ¢i ve dvou krocich (tzv.
dvoustupiiova metoda) (Cosson et al., 1995, Linhart et al., 2002).

Demembranaci provadime pomoci demembranacniho a reaktivacniho média
(Rendondo-Muller et al., 2003, Cosson et al., 1995), v pfipadé postupu jednokrokového
pak v médiu demembranacné-reaktivaénim (Williams a Ford, 2001), kdy dochazi
k demembranaci a nasledné reaktivaci spermii ve stejném roztoku. K vlastni reaktivaci
dochazi po ptidani ATP, ATP-Mg?* (Linhart et al., 2002) &i napt.: cAMP (Cosson et al.,
1995, u pstruha duhového).

2.4.3. Média pouzita piri demembranaci
V zavislosti na zvoleném postupu demembranace, a ndsledné reaktivace, se

pouziva bud médium demembrana¢né-reaktivaéniho, a nebo demembrana¢niho a

reaktiva¢niho média.
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Demembranacni médium slozi k destrukci cytoplasmatické membrany. Jeho slozeni
je odlisné v zavislosti na provadéném experimentu, zakladem je vSak detergent;
obvykle se jedna o neiontovy detergent TritonX-100. Nezbytnou soucasti kazdého
roztoku je latka, ktera zabrani pfilnavosti spermii k podloznimu sklicku, ve vétSiné
studii je pouzito BSA (hovézi sérovy albumin) (napf.: Linhart et al., 2002, Cosson et al.,
1995, Ignotz a Suarez, 2005), ale Boryshpolets et al. (2013) pouzili ve své praci
pluronic. Podrobnéji se slozenim média zabyva podkapitola 2.4.3.1. SloZeni
demembranacnich médii.

Reaktivaéni médium ma za ukol obnovit pohyblivost demembranovanych
spermii. K tomu je nutné pifidani adenosintrifosfatu (ATP), nebot’ pfi demembranaci
dochazi k destrukci cytoplasmatické membrany a také mitochondrie, membranové

organely produkujici ATP.

2.4.3.1. SloZeni demembranacnich médii
Procesu demembranace se zucastni latky srozdilnymi funkcemi, o kterych

pojednavaji nasledujici body:

e TritonX-100: neiontova povrchové atraktivni latka (detergent) pouzivana
pro zménu membranovych komponent za jemnych ne-denaturujicich podminek
(www.sigmaaldrich.com)

e octan draselny: pufr uzivany pfi vyzkumech v molekularni biologii, naptiklad
pro izolaci DNA, pro upravu pH roztoka (www.sigmaaldrich.com)

e DTT (dithithreitol): pouzivd se ke stabilizaci enzyml a dalSich bilkovin
s volnymi sulthydrylovymi skupinami, obnovuje aktivitu ztracenou po in vitro
oxidaci téchto skupin (www.thermoscientifichio.com)

e EDTA (ethylentetraamintetraoctova kyselina): chelata¢ni ¢inidlo schopné vazat
vapnik a dalsi dvoumocné kationty, slouzici k eliminaci inhibice enzymaticky
katalizovanych reakci zpiisobenych stopami tézkych kovi
(www.sigmaaldrich.com)

e EGTA (ethylenglykol-bis(2-aminoethylether) - N, N, N’, N'- tetraoctova
kyselina): chelatacni Cinidlo pouzivané pro stanoveni vapniku za pfitomnosti
hoi¢iku, slouzici k eliminaci inhibice enzymaticky katalyzovanych reakci

zpusobenych stopami tézkych kova (www.sigmaaldrich.com)
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e Tris (tris (hydroxymethyl) aminomethan), Tris-HCI: pufr pouZzivany
v biochemickych reakcich (www.sigmaaldrich.com)

e sachardza: neiontova soucast médii, pouziti pro vytvoreni hustotniho gradientu
bunék (Williams a Ford, 2001, www.sigmaaldrich.com)

e glukodza: neiontova soucast médii, pouziti pro vytvoreni hustotniho gradientu
bun¢k (Poupard et al., 1997, www.sigmaaldrich.com)

e glutamat sodny (CsH7K2NO4):

e ATP (Mg-ATP, Na>-ATP, adenosintrifosfat): zdroj energie pro pohyb spermii a
dalsi  vyznamné pochody v organismu (pf.: dychani), koenzym
(www.sigmaaldrich.com, Vodrazka, 2002); Mg-ATP-P> purienergeticky
antagonista, zvySujici aktivitu Ca?*-aktivujicich K* kanaly; substrat pro ATP—
zavislé enzymové systémy (Www.sigmaaldrich.com)

e cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat): pfirozen¢ se vyskytujici ativator cAMP-
zavislé proteinkindzy, sekunddrni posel =zapojeny v mnoha systémech
neurotransmiteri; cAMP/PKA signalni drdha inhibuje proliferaci, vyvolava
bunécné déleni a mize vést k apoptdze (www.sigmaaldrich.com)

e BAPTA (1, 2-bis (2-aminofenoxy) ethan-N, N, N’, N'- tetraoctova kyselina):
sloucenina, kterd vaze vapenaté kationty, vyznamna pro koordinaci vapenatych
a ostatnich kovovych ionti (www.sigmaaldrich.com)

e iontové komponenty smeési pouzivané k upravé osmotickych charakteristik
média (Linhart et al., 2002 a 2003, Poupard et al., 1997, Redondo et al., 1991):

o Chlorid hofe¢naty (MgCly)
o chlorid vapenaty (CaCly):
o cChlorid sodny (NaCl):

o cChlorid draselny (KCl):

o Siran hofe¢naty (MgSOa).

2.4.4. Priklady pouziti demembranace
2.4.4.1. Zjisténi vlivu iontéi na axonemu rybi spermie
Motilitu spermii ryb a jeji aktivaci ovliviiuje koncentrace iontd v prostiedi.
Pti pfechodu z vnitiniho prosttedi téla ryby do vné&j$iho prostiedi dochazi ke zméné

iontové koncentrace (osmolality) a tim 1 k aktivaci spermii (Alavi et al., 2008).
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Vliv rozdilnych koncentraci iontl v prostfedi na spermie ryb zkoumal naptiklad Linhart
et al. (2002) u veslonosa amerického (Polyodon spathula), kdy KCI nebo K* ptitomny
Vv reaktivaénim médiu v koncentraci 5-15 mM inhiboval pohyb demembranovanych
spermii. Po pfidani 20 mM NaCl a dodani 50-200 uM cAMP doslo Kk reaktivaci vSech

Vlivem iontd na pohyblivost nativnich a demembranovanych spermii se ve své
studii zabyvali Redondo et al. (1991). Zde doslo k periodickému poklesu motility a
nasledné az K jejimu zastaveni pii koncentraci 200 mM KCIl. Po demembranaci a
nasledné reaktivaci s pridanim ATP-Mg?* byly spermie opé&t schopny pohybu.

Poupard et al. (1997) ptridavali demembranované spermie do roztoku s nizkym
obsahem glukozy (koncentrace 0-0,05 mM) a osmolalitou 60-140 mOsm.kg™. V médiu
obsahujicim glukdzu, nikoliv v8ak Na" a K*, byl axonemalni pohyb zaznamenan pouze
po piidani méné nez 25 mM KCI nebo NaCl (osmolalita cca 100 mOsm.kg™).

V piipadé€, ze byl v reaktivatnim médiu obsazen KCIl, NaCl ¢i cholinchlorid,
dosahovala motilita reaktivovanych spermii v médiu s osmolalitou 140-400 mOsm.kg™*
95 %; Vv reaktivaénim médiu o osmolalité 480-550 mOsm.kg™? byla pozorovana motilita
80-90 % po dobu kratsi 10 s, poté vsak doslo k rapidnimu poklesu, pfi osmolalité 600-
650 mOsm.kg™ jiz nebyla motilita zjisténa viibec (Poupard et al., 1997).

Tyto vysledky prokazaly, Ze nizké koncentrace iontli nezplsobily poskozeni
pohybového aparatu, tudiz mohl zustat funkéni i v tomto prostiedi (Poupard et al.,
1997).

2.5. Vliv tézkych kovi na spermie ryb

2.5.1 Tézké kovy obecné

Tézké kovy jsou prvky skupiny B. Jednd se o prvky ptechodné, tedy o prvky
s neuplné obsazenymi d-orbitaly (Vacik et al., 1990). Maji zna¢ny vliv na organismus.
Pusobi jako inhibitory fady enzymi — napiiklad formou kompetice o vazebna mista
V enzymech, a tak narusuji biochemické pochody v organismu (Vodrazka, 2002).

V tfadé reakci plsobi d-prvky jako katalyzatory (Vacik et al., 1990, Vodrazka,
2002) cijsou nezbytnou soucasti zivotné dulezitych sloucenin (napt. Zzelezo

v hemoglobinu) (Crowe a Bradshaw, 2010, Vacik et al., 1990, Vodrazka, 2002).
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Vzhledem ke schopnosti bioakumulace a nondegradabilité jsou tézké kovy vyznamnou

hrozbou pro vodni prostiedi (Sarosiek et al., 2009).

2.5.2. Tézké kovy ve vodnim prostiedi
Tézké kovy se ve vodnim prostiedi vyskytuji v koncentracich fadové nizsich,

nez jaké ovliviiuji pohyblivost spermii ryb. Jediny zinek se vyskytuje v koncentracich
ovliviyjicich motilitu spermii. Pro ostatni tézké kovy pievysSuji efektivni koncentrace
limity pro povrchové vody stanovené WHO — v piipadé kadmia a niklu sto az
desettisickrat, v ptipad¢ rtuti dvéstépadesatkrat az desettisickrat, olova sto padesat az
desettisickrat, médi stokrat a zinku desetkrat az stokrat (Lahnsteiner et al., 2004).

Pitter (1999) uvadi v povrchovych vodach koncentrace zinku 5-200 pg.l?
(max. 1 mgl?), > 1 pgl? kadmia a 0,05 pg.l? rtuti, nikl uvadi v jednotkach pg.I™.
Norma CSN 75 7221 uddvd mezni koncentrace 20-500 pg.l? zinku, 3-20 pg.l?
kadmia,0,1-1 pg.I? rtuti a 20-500 pg.1* niklu.

Zvysené koncentrace polutanti jsou pro ryby letalni (napt.: LDso olova =
1,17 mg.I"t (96 h) pro pstruha duhového, LDso kadmia = 0,14 mg.I* (24h) pro ryby
obecng, LD1oo médi = 0,8 mg.It (2-3 dny) pro pstruha duhového) (Lahnsteiner et al.,
2004).

2.5.3. Vliv téZkych kovii na organismus a reprodukci ryb
Tézké kovy se akumuluji ve tkanich, vnichZ mohou byt nasledkem

bioakumulace sto az desettisickrat vyssi koncentrace tézkych kovii (napiiklad rtuti) nez
v okolnim prostiedi (Hatef et al., 2011); pfili§ vysoké koncentrace v prostiedi mohou
vést az ke smrti organismu (Chyb et el., 2001). Pro karnivorni druhy je bioakumulace
Z potravy vysoka (Kime et al., 1996).

Z hlediska vlivu na organismus je jednim z nejtoxictéjSich kovu rtut’; jeji vliv
na organismus se projevuje narusenim fyziologickych procesti. V rybim mase se rtut’
vyskytuje z velké casti v podobé metylrtuti (Mclntyre, 1973, Chyb et al., 2001),
coz je organicka slouCenina rtuti s toxicitou vyssi nez anorganické slouceniny kovu
(Chyb et al., 2001).

lonty rtuti ovliviluji zavéreCné faze reprodukce, vitelogenezi, produkei
gonadotropintl, snizuji hladinu hormonti a enzymu ovladajicich reprodukci (Chyb et al.,
2001) snizuji schopnost spermii oplodnit jikry, lihnivost a Zivotaschopnost

a pohyblivost spermii (Dietrich et al., 2010).
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Rtut'naté ionty jsou vysoce reaktivni a maji zna¢nou afinitu k makromolekulam,
vazi se naptiklad k DNA a zplsobuji zménu struktury cytoplasmatické membrany,
které nasledné ovliviuji procento pohyblivych spermii (Dietrich et al., 2010). Ovliviuji
i aktivitu ATPazy (adenosin fosfatizy), ktera hydrolyzou ATP poskytuje energii
pro aktivitu (Hatef et al., 2011). Rtut' také interaguje s —SH skupinami enzymd;
vedlejsim efektem této interakce je vzestup hladiny reaktivnich kyslikatych sloucenin
(reactive oxygen species, ROS) uplatiujicich se jako antioxidanty; peroxid vodiku mtze
zpusobovat fragmentaci DNA ve spermiich pstruha duhového (Dietrich et al., 2010).

Ionty kadmia ovlivituji mechanismy reprodukce ryb jako naptiklad sezoénni
hormondlni cykly, spermatogenezi a mohou také zplsobovat degeneraci testes
prostfednictvim kadmiové nekrézy (Dietrich etal., 2010). Toxicita kadmia klesa
Vv pfitomnosti ostatnich bivalentnich iontl napfiklad zinku, pravdépodobné diky
kompetici kadmia a zinku o vazebna mista v proteinech ¢i metaloproteinech
v membrané spermie (Dietrich et al., 2010, Kime et al., 1999).

Zinek je esencialni mineral a jeho deficit zpsobuje reprodukéni dysfunkce
u savcu a ryb; klicovou roli hraje zinek ve spermatogenezi, motilité spermii, ochrané
proti oxidaci, chromatinové kondenzaci a na zinku zavislych enzymech a enzymatické
aktivit¢ spojené s fosforylaci proteinti (Dietrich et al., 2010). Snizuje toxicky efekt

vvvvvv

expozice tézkému kovu miize byt pficinou indukce syntézy (Kime et al., 1996).

2.5.4. Vliv tézkych kovii na spermie ryb
VétSina kostnatych (Teleostei) a chrupavcitych (Chondrostei) ryb ma externi

oplozeni a jejich spermie jsou velmi jednoduché buiiky (Alavi et al., 2008), které nejsou
uzptisobeny k vyrovnani vlivii vnéjSiho prostiedi a jsou velmi senzitivni ke zméndm
prostiedi, specialn¢ pak k polutantim (Lahnsteiner et al., 2004).

Koncentrace polutanti ovlivilujici pohyblivost spermii mohou byt rtzné
vzhledem ke druhu ryby a typu polutantu (Lahnsteiner et al, 1996). Napftiklad kaprovité
ryby jsou ke kontaminaci rtuti vice tolerantni nez jiné druhy, pokles pohybovych
parametri pozoroval Kime et al. (2001) pfi koncentraci 1 mg.I" (1 ppm).

Zptusob ovlivnéni spermii tézkymi kovy je komplexni. Kromé narusSeni proteina
cytoplasmatické membrany, ovliviiyji tézké kovy 1 membranové vodni kanaly a pory

zodpovédné za osmotickou regulaci a aktivaci pohybu bun¢k (Dietrich et al., 2010).
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Fyziologicky mechanismus ovlivnéni rychlosti spermii ryb tézkymi kovy neni
dosud pfesn¢ znam; studie naznacuji vztah mezi motilitou spermii a oplozenosti jiker a
obsahem zinku a kadmia v potravé ryb (Kime et al., 1996). Nicméné vysoka rychlost
pohybu spermii exponovanych vroztoku tézkych kovi muZze byt vyvolana
hyperaktivaci metabolismu spermie. Roli zde hraji pravdépodobné i dalsi vlivy jako je
ptitomnost iontovych kanalti a membranovy potencial (Lahnsteiner et al., 2004).

Je n€kolik moznych mechanismt, jak mohou tézké kovy ovliviiovat aktivaci
apohyb spermii. T¢zké kovy se mohou navéazat na proteiny biciku (diky vysoké
propustnosti cytoplazmatické membrany pro molekuly s malou molekulovou hmotnosti
— Campbell a Reece, 2008, Alberts et al., 1997, ktera jim umozni prunik do bunky —
Lahnsteiner et al., 2004); tyto proteiny ovliviiuji symetrii pohybu a frekvenci udert
biciku nebo na enzymy ovliviiujici metabolismus buiiky (Dietrich et al., 2010, Abacal et
al., 2007).

Pusobeni tézkych kovli muize ovlivnit i samotnou vnitini organizaci biciku
(Lahnsteiner et al., 2004). Ptikladem muze byt poskozeni bi¢iku zptsobené afinitou
rtuti Kk proteinovym funkénim skupinam obsahujicim siru, které jsou pfitomny
v membranach biciku, v bi¢ikové matrix a vnéjsich longitudalnich vldknech (van Look
a Kime, 2003). Struktura bi¢iku tak miize byt zménéna a také miize dojit ke zméné
klouzani mikrotubuld fizeného dyneiny. Reakce rtutnatych iontt s —SH skupinami tak
vede az k inhibici proteinové aktivity, k denaturaci proteint ¢i zménam v konformaci
bicikovych bilkovin (Dietrich et al., 2010), coz mize vést az ke zlomeni ¢i zkrouceni
bi¢iku (Abascal et al., 2007, Cosson et al., 1983). Zaznamenén byl také negativni vliv

na produkci energie mitochondriemi (van Look a Kime, 2003).

2.5.5. Vliv tézkych kovii na pohybové parametry spermii
Pohybové parametry spermii jsou ovlivnény jiz bezprostiedné¢ po roziedéni

spermatu Vv roztoku s t€zkymi kovy (Dietrich et al., 2010, Kime et al., 1996). Redukce
motility zavisi na koncentraci tézkych kovi v médiu (Sarosiek et al., 2009).
Zmény, ke kterym u pohybovych parametri spermii dochézi, se od sebe mohou lisit.
Riizné jsou i zmény motility, ke kterym puisobenim tézkych kovti dochazi. Ty mohou
byt:

1. pokles stupné motility, ackoli rychlost plavani zastava konstantni,

2. pokles motility a rychlosti plavani,
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3. riist rychlosti plavani, pfestoZe stupeit motility je konstantni,
4. vzestup rychlosti plavani, zatimco stupei pohyblivosti klesa,
5. vys$s$i variabilita v parametrech motility (stupen i rychlost) nez v kontrole

(Lahnsteiner et al., 2004).

Z pohybovych parametrit ovliviiuje procento pohyblivych spermii nejvice
kadmium; pokles motility je zavisly na koncentraci ke kompletni inhibici dochazi
u spermii pstruha duhového pii koncentraci 100 mg.l? Cd?*, k 50 % inhibici pak
pfi 10 mg.I"t Cd?* (Dietrich et al., 2010). V roztoku obsahujicim kadmium a také zinek
Vv koncentraci 100 ppm a vyssi byla zaznamenana vys$i motilita spermii kefickovce
¢ervenolemého (Clarias gariepinus) nez v piipadé roztoku, kde se nachdzi samotné
kadmium (Kime et al., 1996).

U pstruha duhového zplsobuji rtutnaté ionty v koncentraci 1 mg.I" pokles
linearity drahy spermie (LIN), rychlosti uhlové drahy (VAP) a ptimosti drahy (STR),
aviak hladiny MAD a DMN stoupaji. Koncentrace 10 mg.I? zapiiifiuje sniZeni
procenta pohyblivych spermii (42,5 %, pohyblivost v kontrole byla 71,2 %), VSL a LIN
se soubéznym vzristem hodnot ALH, MAD a DMN (Dietrich et al., 2010).

Vysokou variabilitu ve zménach motility pozorovali Lahnsteiner et al. (2004)
u pstruha poto¢niho (Salmo trutta m. fario) v ptipadé vystaveni spermii puisobeni niklu,
olova a zinku, u kefi¢kovce Cervenolemého (Clarias gariepinus) za pouziti olova a
zinku a u jelce jesena (Leuciscus cephalus) v pfipad¢ rtuti; kefickovec Cervenolemy
vykazoval ze vSech pozorovanych druhii nejvyssi odolnost vii¢i polutantiim, naproti
tomu spermie pstruha obecného vykazovaly nejvyssi senzitivitu.

Efektivni koncentrace pro spermie ketickovce cevenolemého byla v ptipadé
zinku 75 umol.I* kadmia 25 pmol.I* (Lahnsteiner et al., 2004). Obdobné je tomu i
ve studii Kimea et al. (1996), kde je efektivni koncentrace kadmia 5 umol.I* a zinku
15 pmol™.

Chlorid rtutnaty HgCl v koncentraci 1 mg.I"t zptisobuje pokles motility spermii karase
stiibfit¢ého (Carrasius auratus) interferenci s mikotubularnim systémem a redukci
hladiny mitochondrialni energie (van Look a Kime, 2003), ale ackoli tato koncentrace
neovliviiuje délku biciku, miZze naruSit nékteré mikrotubuly, a tim oslabit udery biciku

(van Look a Kime, 2003).
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V roztoku obsahujicim 100 mg.I"* ma velky podil spermii zkraceny bicik vzhledem
k velikosti davky rtuti (van Look a Kime, 2003). Naproti tomu ¢tyfiadvacetihodinova
expozice spermii v 1 mg.I! chloridu rtutnatého ma za nasledek zkraceni nebo destrukci
biciku u 98 % spermii a tim 1 pokles jejich motility a také zménu permeability spermii
(van Look a Kime, 2003).

U spermii pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) vystavenych po dobu
30 minut koncentracim methylrtuti 1-10 mg.I"t dochazi k poklesu motility (Mclintyre,
1973).

2.5.6. Piisobeni tézkych kovii na demembranované spermie
Piisobeni tézkych kovli na demembranované spermie moicaka evropského

(Diecentrarchus labrax) zkoumali ve své praci Abascalet et al. (2007), pfi¢emz pouzili
dvoustupiiové metody demembranace. Dvacet pl spermii (fedénych v neaktivujicim
médiu 1:2500) nejprve demembranovali v demembranaénim médiu o slozeni: octan
draselny — 75 mM, DTT — 1mM, CaCl, — 0,5 mM, Tris-HCI — 20mM, TritonX-100 —
0,04% (w/v); pH = 8,2. Po 30 vtefinové inkubaci smichali 2 pl suspenze spermii a
demembranaéniho média a 18 pl reaktivacniho média (sloZeni: octan draselny — 150
mM, DTT -1 mM, MgSOs — 1 mM, ATP 1mM (bez vanadi¢nanu), BSA 1 mg.ml?,
Tris-HCI — 20 mM, pH = 8,2). Do reaktivacniho média byl ptidan chlorid rtutnaty
(HgCly) v koncentracich 0,01; 0,1; 1; 10 a 100 mg.I2.

Demembranované spermie vystavené nizké koncentraci HgClz vykazovaly
vysokou Urovenl motility, avSak morfologie buné€k byla naruSena jiz pti 0,4 ppm HgCly;
Vv proximalni ¢asti bi¢iku byly pozorovany zietelné zlomy, po 1-2 minutach inkubace
V RM s obsahem téZkého kovu nasledovalo scvrknuti celého bi¢iku vedouci ke vzniku
puchyiki a nasledné k ¢astecnému naruseni bic¢iku (Abascalet et al., 2007).

Bi¢ik demembranované spermie vykazoval niz§i senzitivitu ke rtuti
nez U nedemembranovanych spermii. Spermie, u kterych neprob&hla demembranace,
byl v pfitomnosti rtuti nepohyblivé, v ptipadé demembranovanych spermii vSak byla
motilita normalni (Abascalet et al., 2007).

Vliv tézkych kovli na spermie okouna fi¢niho (Perca fluviatilis) pozorovali
ve své praci Hatef et al. (2011). I oni pouzili dvoustupiiovou metodu demembranace.

Zjistovali, jestli HgCly ovliviluje axonemadlni strukturu a motilitu spermii

aktivovanych v médiu obsahujicim HgClz v koncentracich 62 a 125 uM. Jeden mikrolitr
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spermii smichali se 49 yul demembranaéniho roztoku o slozeni 100 mM NaCl, I mM
DTT, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 20 mM Tris-HCI a 0,04 % TritonX-100;
0 pH =8.,2. Poté byl 1 ul smichan s reaktivatnim médiem o slozeni 100 mM NaCl,
1 mM Mg-ATP a HgCl (Hatef et al., 2011).

V médiu obsahujicim 125 pM nedoslo k aktivaci motility, v ptipadé koncentrace
62 uM byl zaznamenan pokles rychlosti (z 88,1 + 3,1 % na 72,4 + 2,3 %) a motility
(81,4+1,3%na6l9 + 1,2 %) (Hatef et al., 2011).
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3. Material a metodika
3.1. Demembranace spermii kapra obecného (Cyprinus carpio)

3.1.1. Material

Sperma kapra obecného, destilovand voda, demembranaéné-reaktivaéni médium
(pro jednostupniovou  metodu), demembranacni a  reaktivacni médium
(pro dvoustupiiovou metodu), chlorid rtutnaty (HgCl2) v koncentracich 0,05, 0,5 a

5 mM (finélni koncentrace na sklicku byla 0,01, 0,1 a 1 mM, v tomto potadi), pluronic.

Slozeni pouzitych médii:

A. Jednostupniova metoda

Slozeni demembrana¢né-reaktiva¢niho média: 45 mM NaCl, 5 mM KCI, 30 mM
Tris (pH 8,2), 1 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 0,01% TritonX-100, (podle Linhart et al.,
2003)

B. Dvoustupiiova metoda

Slozeni demembrana¢niho média: 0,15 M octan draselny, 20 mM Tris-HCI (pH
=8,2),0,5mM EDTA, 0,1 EGTA, 1 mM DTT,; 0,04 % (w/v) TritonX-100

SloZeni reaktivaéniho média: 0,15 M octan draselny, 20 mM Tris-HCI (pH =
8,2),0,5mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM ATP, 5 % pluronic

(podle Cosson a Gagnon, 1988)

3.1.2. Piistroje

V ramci pokust byly pouzity tyto pfistroje: barevnd kamera Sony SSC 50 AP
na mikroskopu BX-41 v konfiguraci pro pozorovani v tmavém poli opatfend LED
stroboskopickym osvétlenim, stroboskopické svétlo bylo fizeno signalem z kamery,
pro nahrani videosignalu byl pouZzit ptistroj Sony DVO 100 doplnény o videotitulkovac
Hama s jednotkou vnitiniho ¢asu Elvia.

Dale bylo pouzito bézného laboratorniho nacini (injekéni stiikacka s jehlou,
kontejnery na tkanové kultury, pipety, podlozni sklicka, zkumavky Ependorff, kadinky,

laboratorni vahy) a Casovace.

3.1.3 Metodika
V ramci pokusu byli pouziti mlicaci kapra obecného, kteti pochazeli z vlastniho

chovu fakulty rybafstvi a ochrany vod. Tito mlicaci byli 24 h pied planovanym
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pokusem hypofyzovani; davka kapti hypofyzy pro kazdého samce byla 1 mg
na kilogram zivé hmotnosti ryby. Samci byli ve stafi 4 roky, o hmotnosti cca 1 kg.
Pouzito bylo sperma od péti samct odebrané v den pokusu; teplota vody v den odbéru

byla 18 °C

Odber spermatu: Mlicak byl pti vlastnim odbéru fixovan ve vlhké tkaniné kvuli
minimalizaci pravdépodobnosti vzniku zranéni ryby. Odbér se provadél za pomoci
injek¢ni stiikacky ¢i katetru a odbérného kontejneru na tkanové kultury za soucasné
masaze briSni oblasti. Nasledné bylo sperma uchovano na ledu pfti teploté cca 4 °C
do doby provedeni vlastniho experimentu.

Jako prvni byla kontrolovana motilita spermii. Do 50 pl destilované vody

na podloznim skli¢ku bylo pfidano sperma a nésledn¢ byla vySetfena motilita.

Vlastni experiment probihal nasledujicim zptisobem:
A. Jednostupniovd metoda

Na podlozni sklicko bylo kapnuto 50 pl demembranaéné-reaktivaéniho média.
Nasledné¢ byl piidan adenosintrifosfat (ATP) a HgCly; postupné v koncentracich
0,05,0,5a5 mM. Jako kontrola byla pouzita aktivace spermii v destilované vode¢.
Poté byla studovana a zaznamenana motilita spermii. Obraz byl ziskdvan za pomoci
vySe uvedenych zafizeni.

Pro analyzu zaznamu motility spermii byl pouZzit program PowerDVD verze 4,
kterym byly zachycovany jednotlivé snimky; pouZit byl kazdy tfeti snimek (celkové 5).
K vizualizaci pohybu spermii doslo naslednym slozenim snimki v jeden pomoci maker
pro analyzu obrazu V programu Microlmage verze 4 pro Windows, pficemz
nepohyblivé spermie byly vyobrazeny bile.

Pohybové drdhy spermii byly nésledné zméfeny pomoci manudlniho rezimu
v programu Microlmage. Z naméfenych drah a ¢asového odstupu snimkti byla nasledné

vypoctena rychlost spermii podle néasledujiciho vzorce:

v = (namétend draha/12)*25

Z poméru pohyblivych spermii vic¢i nepohyblivym byla urc¢ena jejich motilita.
Doba, po kterou se spermie pohybovaly, byla méfena stopkami; jako doba pohybu byla
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brana doba, béhem niz bylo mozné zaznamenat v zorném poli mikroskopu minimalné
jednu pohyblivou spermii.

Vysledna data byla zpracovana v programu Statistica verze 12. Pro porovnani
dat byl pouzit Leveniiv test homogenity rozptylu, nésledné Kruskal-Walistiv test
(s hladinou vyznamnosti p < 0,05).

B. Dvoustupiiova metoda

Nejprve byl pfipraven demembranacni roztok smichdnim 1000 pl
demembranaéniho média bez detergentu a 4 pl TritonuX-100 ve zkumavce typu
Ependorff.

Nasledné bylo z takto pfipraveného média odebrano 200 pul do dal$i zkumavky,
do které byl pfidan 1 pl spermatu. Suspenze spermatu a DM byla dikladné promisena
a ponechana 40 s, béhem kterych probéhla demembranace.

Na podloznim sklicku byla ptipravena 50 ul kapku reaktivacniho média s ATP
(49 Wl RM + 1 ul ATP). Do této kapky bylo pfeneseno 1 pl suspenze spermatu s DM.
Poté byl po dobu 3 minut nahrdvan pohyb spermii. Postup byl tfikrat opakovan. Jako
kontrolni skupina byly pouzity nativni spermie v destilované vodé s HgCl> opét ve tiech
opakovanich pro kazdy vzorek.

Demembranace a nasledna reaktivace motility spermii s ptidanim HgCl> byly
provadény obdobnym zplisobem; 1 pl HgClz v koncentracich 0,05 mM, 0,5 mM
a5 mM (vtomto poradi) byl ptfidavan do kapky RM na podloznim skli¢ku (finalni
koncentrace na sklicku byly 0,01, 0,1 a 1 mM HgCl,). Cely proces byl zopakovan
tiikrat pro kazdou koncentraci HgClz. Jako kontrolni skupina byly pouzity
demembranované spermie s HJCl2 opét ve tiech opakovanich pro kazdy vzorek.

Nasledny zaznam motility a jeho analyza byly provedeny zplisobem popsanym

U jednostupiiové metody.

3.2. Demembranace spermii jesetera malého (Acipenser ruthenus)

3.2.1. Material

Sperma jesetera malého, destilovana voda, demembrana¢né-reaktivacni médium,
chlorid rtutnaty (HQCl2) v koncentracich 0,05, 0,5 a5mM (findlni koncentrace
na sklicku byly 0,01, 0,1 a 1 mM), pluronic.
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Slozent pouzitého média
Slozeni demembranaéné-reaktivaéniho média: 45 mM NaCl, 5 mM KCl,
30 mM Tris (pH 8), 1 mM EGTA, 1 mM MgCly, 0,01% Triton X-100)
(podle Linharta et al., 2003)

3.2.2. Pristroje
V experimentu na spermiich jesetera byly pouzity obdobné pfistroje jako

Vv ptipad¢ pokusu s kaprem obecnym.

3.2.3. Metodika

Pii pokusu byli pouziti mliaci jesetera malého pochazejici z chovu fakulty
rybafstvi a ochrany vod ve stafi pfiblizné 10 let o hmotnosti 1-1,5 kg. Tito byli den pied
planovanym odbérem spermatu hypofyzovani; davka Cinila 4 mg na kilogram zivé
hmotnosti kazdého samce. Teplota vody v dobé odbéru byla 15 °C.

Odber spermatu: Ryba byla pfi odbéru fixovana v poloze bfichem vzhiru
zahlavu aocas. Sperma bylo odebirano za pouZiti katetru, suché plastové hadicky
0 priméru 5 mm a délce vice nez 20 cm, na jednom z konct $ikmo sefiznutého. Sikmy
konec katetru byl zasunut do mocopohlavni bradavky samce, druhy konec pak
do nadobky, do které voln¢ odtékalo sperma. To bylo do provedeni pokusu uchovano
na ledu.

Vlastni experiment pak byl proveden obdobné jako u kapra obecného.

3.3. Demembranace spermii okouna Fi¢niho (Perca fluviatilis)

3.3.1. Material

Sperma okouna fi¢niho, destilovana voda, imobiliza¢ni roztok, demembranac¢ni
areaktivaéni roztok, HgCl> v koncentracich 0,05, 0,5 a5M (findlni koncentrace

na sklicku: 0,01, 0,1 a 1 mM)

Slozeni pouzitych médii (podle Hatef et al., 2011):
Imobilizaéni roztok: 180 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 1,36 mM CaClz, 2,38 mM

NaHCOs, pH = 8,5
Demembranacéné-reaktivaéni médium: 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,1 mM
EDTA, 0,5 mM EGTA, 20 mM Tris-HCI (pH 8,2), 0,04 % TritonX-100, 1 mM Mg-

ATP, pluronic
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3.3.2. Pristroje
Béhem pokusu byly pouzity totozné pfistroje jako v piipadé pokust na kapru

obecném a jeseteru malém.

3.3.3. Metodika

K pokusu bylo pouzito sperma 10 mli¢dki okouna fi¢niho. Samci pochézeli
Z experimentalniho pracovisté FROV JU. Primérna hmotnost pouzitych mlicaki Cinila
14,5 g. Teplota vody v dobé odebrani spermatu byla 5 °C.

Sperma bylo odebrano do injekéni stiikacky (s imobilizacnim roztokem)
za soucasné abdominalni masaze. Pfed odbérem byli samci anestetizovani hiebickovym
olejem.

Vlastni experiment probihal obdobnym zpiisobem jako u ptedchozich

experimentl s tim, ze byla provedena pouze jednostupiiova metoda demembranace.

3.4. Demembranace spermii kefickovce ¢ervenolemého (Clarias geriapinus)

3.4.1. Material

Sperma ketickovce ¢ervenolemého, destilovana voda, demembranacni médium,
reaktiva¢ni médium, HgCl> (koncentrace byly stejné jako u ptedchozich tiéi experimentt,
0,05, 0,5 a 5 mM; (finalni koncentrace na sklicku: 0,01, 0,1 a 1 mM), pluronic, ATP,
TritonX-100

Slozeni pouzitych médii:
Slozeni demembrana¢niho média: 0,15 M octan draselny, 20 mM Tris-HCI
(pH =8,2), 0,5 MM EDTA, 0,1 EGTA, 1 mM DTT,; 0,04 % (w/v) TritonX-100
Slozeni reaktiva¢niho média: 0,15 M octan draselny, 20 mM Tris-HCI
(pH =8,2), 0,5 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM ATP, 5 % pluronic
(podle Cosson a Gagnon, 1988)

3.4.2. Pristroje

Pro experiment byly pouzity obdobné¢ piistroje jako v pfedchozich

experimentech.
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3.4.3. Metodika

Pouziti byli samci kefickovce Cervenolemého o primérné hmotnosti 1,5-2 kg
ve stafi 16 mésich z vlastniho chovu FROV JU.

Sperma bylo ziskano po zabiti ryb preparaci testes. Gonady byly nésledné
rozstithany a ponechény na Petriho misce do vykapéani veskerého spermatu. Petriho
misky byly do provedeni experimentu ponechany na ledu.

Byla provedena dvoustupnova metoda demembranace. Do zkoumavky s 500 ul
demembranaéniho média (DM) s 1 pul 0,04% TritonuX-100 byly pfidany 3 pl spermatu.
V DM byly spermie ponechany 15 vtefin. Nésledné byl 1 pul DM se spermatem piidan
do 50 pl kapky reaktivaéniho média s 2 pul ATP a 1 pl pluronicu (pouzit proti adhezi
spermii ke sklicku). Byla provedena tfi opakovani.

V piipad¢é experimentu s HGCl2> byl postup obdobny s tim, ze do reaktiva¢niho
média na podloznim sklicku byl ptidavan 1 pl HgCl, postupné v koncentracich 0,05
mM, 0,5 mM a5 mM (findlni koncentrace na sklicku byla 0,01, 0,1 a 1 mM).
| zde byla provedena tii opakovani.

Jako kontrolni skupiny bylo pouzito spermatu v46 mM NaCl,
do kterého byl nasledné pridavan HgClo.
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4. Vysledky
4.1. Demembranace spermii kapra obecného (Cyprinus carpio)

Experiment prokazal moznost demembranace spermii kapra obecného
jednostupiiovou i dvoustupiiovou metodou. Vysledky demembranac¢niho experimentu
I jeho nasledné aplikace shrnuji nasledujici tabulky (Tabulka 1. a 2.) a grafy
(Graf 1.-10).

Tabulka 1.: Doba pohybu spermii kapra obecného v testovacich médiich

Médium H,O DM DM 2 st.
Doba pohybu < 1,5 min >5min |>5min

Naméiené hodnoty motility v pouzitych testovacich médiich jsou uvedeny
v Grafu 1.

Graf 1.: Motilita spermii kapra obecného v testovacich médiich (v % zivych spermii)
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Na zékladég statistického porovnani Kruskal-Wallisovym testem (p=0,05) nebyl
mezi naméfenymi hodnotami zaznamenan prikazny rozdil v zadném z médii,

ani v zadném dase.
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Doby pohybu spermii kapra obecného v testovacich médiich s HgCl, jsou uvedeny

v tabulce (Tabulka 2.).

Tabulka 2.: Doba pohybu spermii kapra obecného v testovacich médiich s HgCl»

H.O H.O H.O

Médium H.0 + 0,01 mM HgCl, + 0, 1 mM HgCl, + 1 mM HgCl,
Doba pohybu | < 1,5 min < 1,5 min 0 min 0 min
DM DM DM

Médium DM + 0,01 mM HgCl, +0, 1 mM HgCl, + 1 mM HgCl,
Doba pohybu | >5min > 5 min 0 min 0 min

DM 2 st. DM 2 st. DM 2 st.

Médium DM2st. | +0,01mMHgCl, | +0,1mM HgCl, + 1 mM HgCl,

Doba pohybu | >5 min > 5 min 0 min 0 min

Motilita spermii v testovacich médiich je shrnuta v Grafech 2.-5.

Graf 2.: Motilita spermii kapra obecného v testovacich médiich s HgCl, vt=15s (v % zivych

spermii)
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V Case t = 15 s nebyl mezi zkoumanymi roztoky, v nichz byla prokdzana motilita,

zaznamenan statisticky prikazny rozdil. V roztocich do nichZz byl pifiddn HgCl2

Vv koncentracich 0,5 a 5 mM (vysledna koncentrace V kapce média na sklicku - 0,1

a 1 mM) nebyla motilita zaznamenana.
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Graf 3. Motilita spermii kapra obecného v testovacich médiich
(v % zivych spermif)
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V ¢Case t = 30 s nebyl mezi zkoumanymi roztoky, v nichZ byla prokazana motilita,

zaznamenan statisticky prikazny rozdil. V roztocich do

nichz byl ptidan HgCl

v koncentracich 0,5 a 5 mM (vysledna koncentrace v kapce média na sklicku — 0,1

a 1 mM) nebyla motilita zaznamendna.

Graf 4.. Motilita spermii kapra obecného v testovacich médiich s HCl, vt =45s (v % Zivych

spermii)
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V cCase t =45 s nebyl mezi zkoumanymi roztoky, v nichZ byla prokazana motilita,

zaznamenan statisticky prikazny rozdil. V roztocich do
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nichz byl ptidan HgCl:



v koncentracich 0,5 a 5 mM (vysledna koncentrace v kapce média na sklicku — 0,1
a 1 mM) nebyla motilita zaznamenana.

Graf 5.: Motilita spermii kapra obecného v testovacich médiich s HgCl. vt=60S
(v % zivych spermif)

100 a
7° : T
a ra T
80

g 60
E o : .

2 4

20
T
T
I

0 o o o o o o

S R\ N N - S S (2

VAN OANOANOER N OENOANOENN N OANOENe
K PSS
SN T S NN LSD

S &S ST T & &S
NPt NI N
Y OXQ 'T/O O @xﬁ Q® S5 &

L &S S S R R RN 0 Mediin
S P e [ 25%-75%
© RO ® T Rozsah neodleh.

© 0 Odlehlé
Médium * Extrémy

V case t = 60 S nebyl mezi zkoumanymi roztoky, v nichz byla prokézéna motilita,
zaznamenan statisticky prikazny rozdil. V roztocich do nichz byl ptfidan HgCl.
Vv koncentracich 0,5 a 5 mM (vysledna koncentrace v kapce média na sklicku — 0,1
a 1 mM) nebyla motilita zaznamenana.

Nameétené hodnoty rychlosti v pouzitych testovacich médiich jsou uvedeny

v Grafu 6.

Graf 6.: Rychlost spermii kapra obecného v testovacich médiich (m.s?)
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U naméfenych hodnot byly zjistény statisticky prokazatelné rozdily zejména mezi

skupinami 45 s H>O a 60 s H20, které se shodovaly, a ostatnimi skupinami.

Rychlost spermii kapra obecného v testovacich roztocich s HgCl je shrnuta

v Grafech 7.-11.

Graf 7.: Rychlost spermii kapra obecného v testovacich médiich s HgCl, vt = 15s (m.s™)
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V Case t = 15 s byla nejvyznamnéjsi odliSnost hodnot rychlosti zjiSt€éna mezi
skupinami 15s H>O + 0,01 mM HgCl; a 15s DM, 15s DM + 0,01 mM HgCly, 155
DM 2 st., 15s DM 2 st. + 0,01 mM HgClz. V roztocich do nichz byl ptidan HgCl»

v koncentracich 0,5a5 mM (vysledna koncentrace v kapce média na sklicku — 0,1

a 1 mM) nebyla zaznamenana motilita, tedy nebylo mozno vypocitat rychlost pohybu.
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Graf 8.: Rychlost spermii kapra obecného v testovacich médiich s HgCl, vt =30 s (m.s?)
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Vcase t= 30s byla nejvyznamnéjsi odlisSnost hodnot rychlosti zjisténa

v demembrana¢nim médiu s obsahem 0,01 mM HgCl.. Dale se od sebe lisily skupiny
30s H20 +0,01 mM HgCl, a 30 s DM, 30s DM + 0,01 mM HgCl> a 30s DM 2 st.
+ 0,01 mM HgClz. V roztocich do nichz byl pfidan HgCl2 v koncentracich 0,5 a5 mM

(vysledna koncentrace v kapce média na sklicku — 0,1 a 1 mM) nebyla zaznamenéana

motilita, tedy nebylo mozno vypocitat rychlost pohybu.

Graf 9.: Rychlost spermii kapra obecného v testovacich médiich s HgCl, vt = 45 s (m.s™)
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kontrolou)

a demembranacnimi médii. Vodna média se od sebe statisticky vyznamné neodliSovala.
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Z demembranac¢nich médii byla zaznamenana odlisnost pouze v DM + 0,01 mM HgClo.
V roztocich do nichz byl pfidan HgClz Vv koncentracich 0,5a5 mM (vysledna
koncentrace v kapce média na sklicku — 0,1 a 1 mM) nebyla zaznamenana motilita, tedy

nebylo mozno vypocitat rychlost pohybu.

Graf 10.: Rychlost spermii kapra obecného v testovacich médiich s HgCl, vt =60 s (m.s™)
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Vcase t= 60s byl zjistén rozdil pouze mezi vodnymi (= kontrolou)
a dememrana¢nimi médii jako skupinami, pficemz hodnoty rychlosti dosahované v H,O
a VH20+0,01 HgCl, byly vyznamné niz§i nez v demembranacnich médiich
sibez HQCl2. V roztocich do nichz byl pfidan HgClz> v koncentracich 0,5 a 5 mM
(vysledna koncentrace v kapce média na sklicku — 0,1 a 1 mM) nebyla zaznamenana

motilita, tedy nebylo mozno vypocitat rychlost pohybu.

4.2. Demembranace spermii jesetera malého (Acipenser ruthenus)

V ptipad€ jesetera malého byla uskuteénéna jednostupniovd demembranace.
Vysledky experimentu shrnuji nasledujici tabulky (Tabulka 3. a 4.) a grafy
(Graf 11.-20.).

Doba pohybu v pouzitych médiich je zaznamenana v tabulce (Tabulka 3.).

Tabulka 3.: Doba pohybu spermii jesetera malého v testovacich médiich

Médium H.O DM
Doba
pohybu <10 min | > 15 min
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Nameétené hodnoty motility spermii jesetera malého v pouzitych testovacich médiich

jsou uvedeny v Grafu 11.

Graf 11.: Motilita spermii jesetera malého v testovacich médiich s HgCl, (v % Zivych spermii)
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Porovnénim testovanych médii byl zjistén statisticky prokazatelny rozdil hodnot
motility pouze mezi skupinami 15s H.O a 60s HxO, ve vSech ostatnich skupinach

nebyl statisticky vyznamny rozdil zaznamenan.

Tabulka 4.: Doba pohybu spermii jesetera malého v testovacich médiich s HgCl,

H.0 H.0 H.0O
Médium H.O + 0,01 HgCl, + 0,1 HgCl, + 1 HgCl,
Doba pohybu < 10 min < 10 min <10 min <5 min

DM DM DM
Médium DM +0,01 HgCl; |+ 0,1 HgCl, |+ 1HgCl,
Doba pohybu > 15 min 0 min 0 min 0 min

Motilitu spermii jesetera malého v testovacich médiich s HQCl> shrnuji Grafy

12.-15.
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Graf 12.: Motilita spermii jesetera malého v testovacich médiich s HgCl, vt =15 s (v % zivych

spermii)
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V case t = 15 s nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil hodnot motility.

V demembrana¢nim médiu obsahujicim 0,1 a 1 mM HgCl, byl zaznamenan krouzivy

pohyb spermii.

Graf 13.: Motilita spermii jesetera malého v testovacich médiich s HgCl, vt =30s (v % zivych

spermii)
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V case t = 30 s nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil hodnot motility.

V demembranaénim médiu obsahujicim 0,5 a 5 mM HgCl> (vyslednd koncentrace

Vv kapce média na sklicku — 0,1 a 1 mM) byl zaznamenan krouzivy pohyb spermii.
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Graf 14.: Motilita spermii jesetera malého v testovacich médiich s HgCl, vt =45s (v % zivych

spermif)
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V Case t = 45 s nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil hodnot motility.

V demembranaénim médiu obsahujicim 0,5 a 5 mM HgCl> (vyslednd koncentrace

v kapce média na sklicku — 0,1 a 1 mM) byl zaznamenan krouzivy pohyb spermii.

Graf 15.: Motilita spermii jesetera malého v testovacich médiich s HgCl, vt =60 s (v % zivych

spermii)
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V Case t = 60 S nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil hodnot motility.

V demembranaénim médiu obsahujicim 0,5 a 5 mM HgCl> (vyslednd koncentrace

Vv kapce média na sklicku — 0,1 a 1 mM) byl zaznamenan krouzivy pohyb spermii.
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Graf 16.: Rychlost spermii jesetera malého v testovacich médiich (m.s?)
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V pouzitych testovacich médiich byl nejvétsi statisticky vyznamny rozdil zjistén

v ase 45s v H20. Dale se od sebe statisticky liSily skupiny H2O a DM nezévisle

na ¢ase méreni.

Graf 17.: Rychlost spermii jesetera malého v testovacich médiich s HgCl; vt = 15's (m.s™)
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V Case t = 15 s byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil téméf mezi vSemi

skupinami. Prokazan nebyl pouze mezi skupinami 15s H>O + 0,1 HgCl, a 15s DM.

V DM s HgCl2 nebyla zaznamenana motilita, tedy nebylo mozné dopocitat rychlost

spermii.
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Graf 18.: Rychlost spermii jesetera malého v testovacich médiich s HJCl vt =30's (m.s?)
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V case t = 30 s byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami
30 s H20, 30 s H,O + 0,01 HgCl2 a 30 s H,O + 0,1 HgCl.. Shoda byla zaznamenana
mezi skupinami 30 s H,O + 0,01 HgCl> a 30 s DM. Skupina 30 s H20 +1 HgCl> se

od ostatnich statisticky prikazn¢ neodliSovala.

Graf 19.: Rychlost spermii jesetera malého v testovacich médiich s HYCl, v t = 45 s (m.s?)

100 o
e
-d
80 2]
b, d
‘v
g 60
g I{|
= o
<= a
n% 40 ¢ |:
20 -
0 o o o o
o) v o v S v v v
U QO QO O Q O O O
(o%‘?‘ & O O 3 N S N
> S N
N2 '\/& '\/@ NS '\,& >
Q Q- X Q Q- X
X Ny X
D S O D & N\
O v NS N Q 50
‘29/ &:2\ (')C) roo >
b?;o © w © f\a)
Médium

0 Median

[ 25%-75%

T Rozsah neodleh.
o Odlehlé

# Extrémy

V Case t = 45 s byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi vSemi skupinami

se zaznamenanou motilitou, kromé& skupin 45s H>O +0,01 HgCl, a 45s DM,

které se mezi sebou shodovaly.
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Graf 20.: Rychlost spermii jesetera malého v testovacich médiich s HJCl, vt = 60 s (m.s?)
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Vcase t= 60s byl zjisten prokazatelny rozdil mezi skupinami H>O
sabez HgCl,. Pouze skupina 60s DM se statisticky neodliSovala od ostatnich,
kromé skupiny 60 s H20 + 0,1 HgClo.

4.3. Demembranace spermii okouna Fi¢niho (Perca fluviatilis)

U okouna fi¢niho byla provedena jednostupiiovd demembranace. Vysledky
experimentu shrnuji tabulky Tabulka 5. a 6 a Grafy 21.-30.

Doba pohybu spermii okouna fi¢niho je zaznamenana v tabulce (Tabulka 5.).

Tabulka 5.: Doba pohybu spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich

Médium H.O |DM
Doba pohybu |<45s |<7 min

V Grafu 21. jsou zachyceny motility spermii okouna fi¢niho v testovacich

médiich (bez HgCly).
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Graf 21.: Motilita spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich (v % zivych spermii)
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V testovacich médiich nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil motilit.

Motilitu spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich s HgCl> shrnuji Tabulka 6.
a Grafy 22.-30.

Tabulka 6.: Doba pohybu spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich s obsahem HgCl»

Médium H.O H,O + 0,01 mM HgCl;| H,O + 0,1 mM HgCl, | H,O + 1 mM HgCl,
Doba

pohybu <455 155 0s 0s

Médium DM DM + 0,01 mM HgCl; | DM + 0,1 mM HgCl, | DM + 1 mM HgCl,
Doba

pohybu <7min |<7 min 45s 0s
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Graf 22.: Motilita spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich s HYCl, v t= 15 s (v % zivych
spermii)
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V testovacich médiich v t = 15 s nebyl zaznamenan statisticky prikazny rozdil
hodnot motility. Ve vodnych médiich obsahujicim HgCl> v koncentraci 0,1 a 1 mM
a v demembrana¢nim médiu obsahujicim HgCl> v koncentraci 1mM nebyla zjisténa

zadna motilita.

Graf 23.: Motilita spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich s HCl, v t=30s (v % zivych

spermii)
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V testovacich médiich vt = 30 s nebyl zaznamendn statisticky priikazny rozdil hodnot
motility. Ve vodnych médiich obsahujicim HgCl> av demembrana¢nim médiu

obsahujicim HgCl, v koncentraci 1mM nebyla zji$téna zadna motilita.

Graf 24.: Motilita spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich s HgCl, v t= 45 s (v % zivych

spermii)
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V testovacich médiich v t = 45 s nebyl zaznamenan statisticky prikazny rozdil

hodnot motility. Ve vodnych médiich obsahujicim HgCl> a v demembrana¢nim médiu

obsahujicim HgCl2 v koncentraci 1mM nebyla zjisténa zadna motilita.

Graf 25.: Motilita spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich s HgCl, v t=60 s (v % zivych

spermii)
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V testovacich médiich vt = 60 s nebyl zaznamenan statisticky prikazny rozdil hodnot

motility. Vevodném médiu nebyla zjistétna zadna motilita, stejné¢ tak

v demembrana¢nim médiu s HgCl, v koncentraci 0,1 a 1 mM.

Graf 26.: Rychlost spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich (m.s?)
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L P4

U hodnot rychlosti spermii okouna fi¢niho byl zaznamenan statisticky prikazny
rozdil mezi skupinou 15 H20 a ostatnimi skupinami. Dale byly zjistény rozdily mezi
skupinami 15s DM a 30s DM, 45s H20, 45s DM a 60 s DM; mezi sebou se lisily

I skupiny 30 s DM, 45 s H20, 45 s DM a 60 s DM. Ve vodném médiu v t = 60 s nebylo

mozné rychlost dopocitat, nebot’ zde nebyla zaznamendna motilita.

Graf 27.: Rychlost spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich s HgCl, vt=15s (m.s?)
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V case t = 15 byl zjiStén nejvetsi statisticky pritkkazny rozdil u skupiny 15 s DM.
Hodnoty rychlosti ve vodném médiu se neodliSovaly, shoda byla zjisténa

i Vv demembrana¢nim médiu s i bez HgClo.

Graf 28.: Rychlost spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich s obsahem HgCl, vt=30s

(m.s?)
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V case t = 30 s byl zjistén rozdil mezi skupinami 30 s H.O a 30 s DM a 30 s
DM + 0,01 HgCl> (tyto se mezi sebou shodovaly). Shoda byla zaznamenana mezi
skupinou 30 s H20 + 0,01 HgCl; a vSemi ostatnimi.

Graf 29.: Rychlost spermii okouna fi¢niho v testovacich médiich s obsahem HgCl, vt= 455

(m.s?h)
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V cCase t = 45 s nebyl zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil zjisténych hodnot.

Graf 30.: Rychlost spermii okouna Fi¢niho v testovacich médiich s obsahem HgCl, vt=60s
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V case t = 60 s nebyl zaznamenan Zadny statisticky vyznamny rozdil zjisténych

hodnot.
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4.4. Demembranace spermii kefickovce ¢ervenolemého

U spermii kefi€¢kovce cervenolemého byla provedena dvoustupiiova
demembranace. Na rozdil od pfedchozich druhli byla H20 u kontrolni skupiny
nahrazena 46 mM NaCl. Vysledky experimentu jsou zaznamenany v nasledujicich
tabulkach (Tabulka 7. a 8.) a grafech (Graf. 31.- 40).

Doba pohybu v pouzitych médiich je zaznamenana v tabulce (Tabulka 7.).

Tabulka 7.: Doba pohybu spermii ketickovce cervenolemého v testovacich médiich

Médium NacCl DM 2st.

Doba
pohybu <4 min |5 min

V Grafu 31. jsou zachyceny motility spermii okouna fti€niho V testovacich

médiich (bez HgCly).
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Graf 31.: Motilita spermii kefickovce Cervenolemého v testovacich médiich (v % zivych

spermii)
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V testovacich médiich byl zaznamenan statisticky prikazny rozdil v ptipadé
demembranaéniho média v t= 45s a u 46 mM NacCl ve stejném cCase vici ostatnim
skupinam, které vzajemny statisticky vyznamny rozdil nevykazovaly. Médium tvorené
46 mM NaCl se shodovalo se vSemi skupinami.

Motilitu spermii kefickovce Cervenolemého v testovacich médiich s HgCl

shrnuji tabulka (Tabulka 8.) a grafy (Graf 32.-35.).

Tabulka 8.: Doba pohybu spermii kefickovce ervenolemého v testovacich médiich s HgCl»

NaCl NaCl NaCl
Médium | NaCl + 0,01 mM HgCl, + 0,1 mM HgCl, + 1 mM HgCl,
Doba
pohybu >4 min |>4min 0 min 0 min

DM 2 st. DM 2 st. DM 2 st.
Médium |[DM 2 st. |+ 0,01 mM HgCl, + 0,1 mM HgCl, + 1 mM HgCl,
Doba
pohybu 5 min 5 min > 1 min 0 min
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Graf 32.: Motilita spermii kefickovce cervenolemého v testovacich médiich s HgClo vt= 155

(v % zivych spermif)
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V case t = 15 s nebyl zjistén zZadny statisticky prokazatelny rozdil hodnot.

Graf 33.: Motilita spermii kefickovce ¢ervenolemého v testovacich médiich s HgClo vt = 30s

(v % zivych spermif)
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Graf 34.: Motilita spermii kefickovce cervenolemého v testovacich médiich s HgClo vt =455

(v % zivych spermif)
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Graf 35.: Motilita spermii kefickovce ¢ervenolemého v testovacich médiich s HgCl, vt = 60 s

(v % zivych spermif)
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Graf 36.: Rychlost spermii kefi¢kovce dervenolemého v testovacich médiich s (m.s?)
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Graf 37.: Rychlost spermii ketickovce ¢ervenolemého v testovacich médiich s HgCl, vt =155
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Graf 38.: Rychlost spermii kefickovce ¢ervenolemého v testovacich médiich s HgCl, vt=30s
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Graf 39.: Rychlost spermii keti¢kovce ¢ervenolemého v testovacich médiich s HgCl, v =45s
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Graf 40.: Rychlost spermii kefickovce cervenolemého v testovacich médiich s HQCl, v t = 60 s
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5. Diskuze
Demembranace spermii ryb je v laboratorni praxi vyuzitelna napiiklad ke studiu

pusobeni demembrana¢niho média a latek v ném obsazenych (napt.: HgCl> v pouzity
V této praci) pfimo na vnitini struktury spermii, nebot’ eliminuje bariéru mezi vnéjSim
prostiedim a intracelularnimi strukturami (Blazkova, 2012, Linhart et al., 2002 a 2003).
Metodu je mozné vyuzit i v pifipadé prace s testikularnim spermatem, coZz dokazuje
pouziti na spermiich kefickovce ¢ervenolemého. Ve vSech zminénych ptipadech piisobi
jako hlavni limitujici faktor vyschnuti kapky na podloznim sklicku.

Metody je mozné vyuzit i v ptfipadé snahy objasnit faktory brénici pohybu
spermii ryb (napf.: poSkozeni ultrastruktur axonemy, navazéani inhibi¢né pusobicich
agens na molekuly dyneinti, poSkozeni mitochondrii). Dale mizeme metody vyuzit
Vv pfipadé¢ studia energetického metabolismu spermii (interakce makroergnich latek,
studium metabolitt atd.).

Pfi pouziti demembranace ke studiu spermii je mozné se setkat i s problémy,
z nichz nékteré, které se objevily i pfi provedeni této prace, shrnuje tento odstavec.
Prvnim z takovych problémi je zvolend forma ATP — v této praci i ve vétSiné ostatnich
studii bylo pouzito Mg-ATP (napt. Cosson a Gagnon, 1988, Linhart et al., 2002 a 2003,
Redondo-Muller et al., 1991). Dale se muze jednat naptiklad o nevhodnou dobu
inkubace spermii v demembrana¢nim médiu (viz niZe). Pfi¢inou nefunkénosti postupu
muze byt také kontaminace pouzitych sloucenin a tim padem i vyslednych roztokd,
dale nevhodna koncentrace pouzitych latek. Pfi provadéni demembranace spermii
je nutno také brat v tivahu kvalitu a ¢istotu podlozniho skli¢ka, nebot’ ne¢istoty mohou
zavinit nehybnost spermii vlivem jejich pfilnuti ke sklicku.

Jak vyplyva zvySe uvedeného, demembranace je mnohostranné vyuzitelna
metoda studia spermii. Jeji pouziti je vSak v praxi doprovdzeno nepatrnym poklesem
pohybovych parametr spermii. Dale také nutnosti uzptisobeni metody danému druhu
a situaci, zejména v piipad¢ pouzité koncentrace detergentu (Blazkova, 2012 a vysledky
této prace) a doby inkubace v demembrana¢nim médiu.

V této praci byla potvrzena moZnost demembranace spermii u vSech pouzitych
druhli. Navrzené metody vychéazely ze studia literarnich prament, pficemz doslo
K upravam zejména v dob€ inkubace spermii v demembrana¢nim médiu a v pouzité
demembranacni technice. Napiiklad spermie kapra obecného byly v této praci

inkubovany v demembranacnim médiu po dobu 30 s v souladu postupy uvedenymi
56



literatute (Poupard et al., 1997), naproti tomu spermie kefickovce cCervenolemého
byly vystaveny ptisobeni média pouze 15 s; u obou druhi byla pouzita dvoustupiova
metoda demembranace.

Pro jednotlivé druhy byly navrzeny a vyzkouseny uvedené postupy. Jak jiz bylo
zminéno v piedchozim odstavci, dvoustupiiovd metoda demembranace byla vyvinuta
pro spermie kapra obecného a kefickovce cervenolemého; pro kapra obecného
byl vyzkousen také jednostupmiovy postup. Na spermiich okouna fi¢niho a jesetera
malého byla na rozdil od vySe uvedenych druhti pouzita pouze jednostupiiova metoda.

Demembranaci spermii kapra obecného se ve své praci zabyvali napftiklad
Linhartetal., (2003) a Redondo-Muller et al. (1991). Pro srovnani vysledku
demembranace spermii jesetera malého lze pouzit studii zabyvajici se pokusy
na spermiich veslonosa amerického (Linhart et al., 2002 a 2003).

U okouna fticniho a kefickovece cervenolemého dosud neexistuji studie,
které by se zabyvaly vlastni demembranaci; pouze Hatef et al. (2011) se ve své studii
0 spermiich okouna fi¢niho zabyvali studii vlivu HgCl, na demembranované okouni
spermie. Ve zmitlované studii byla na rozdil od této prace pouzita dvoustupiiovd metoda
demembranace. Pro spermie kefickovce ¢ervenolemého byl pouzit stejny roztok jako
pro spermie kapra obecného, nebot’ se tento postup ukazal jako prakticky aplikovatelny.

U demembranovanych spermii byly v této praci studovany nasledujici pohybové
parametry: maximalni doba pohybu, procento pohyblivych spermii a rychlost.

Maximalni doba pohybu zjiSténd v kontrolnim vodném médiu u kapra obecného
je ve shod¢ sudaji uvadénymi v publikovanych studiich (Linhart et al., 2011,
Billard et al., 1995). Podobné je tomu i v piipadé spermii jesetera malého (Linhart et al.,
2010, Alavi et al., 2012) aokouna fi¢niho, ukterého se priméma doba pohybu
shodovala s daji v literatufe (Linhart et al., 2010, Shaliutina et al., 2012).

U kefickovce cervenolemého bylo nutné zvolit pro kontrolu jiné aktivacni
médium, nebot’ v destilované vodé nebyla motilita téméf zaznamenatelna (< 155),
proto byl pouzit roztok 46 mM NaCl; Rurangwa et al., (1988) pouzili jako aktivacni
médium destilovanou vodu; pii svém pokusu vSak pouzivali sklicko pokryté
1 % polyvinylalkoholem.

Doba pohybu spermii v demembranaénim médiu se u kapra obecného shoduje
s vysledky studie Linharta et al. (2003) a Redondo-Miillera et al. (1991). U jesetera

malého odpovidala vysledklim zaznamenanym u veslonosa amerického (Linhart et al.,
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2002). Spermie okouna fi¢niho pickracovaly vzhledem k absenci HgCl
vV dembranaéné-reaktivaénim médiu casy pohyblivosti zjisténé Hatef et al. (2011).

Procento pohyblivych spermii u kapra obecného se mezi kontrolnim
a demembranacnim médiem statisticky neliSilo, ackoli pocCty pohyblivych spermii
se mezi jednotlivymi pozorovanimi liSily, a to ve vSech Casech nezévisle na pfidavku
HgCl,, ackoli ten zplsobil pokles motility. Obdobné pak i u ostatnich druht
kromé ketickovce Cervenolemého. Mozné vysvétleni tohoto jevu miize byt v obdobném
poctu spermii na sklicku v rdmci jednotlivych pozorovani. U kefickovce ¢ervenolemého
byla zaznamenand také nevyrovnana kvalita spermatu ziskdvaného preparaci testes
po zabiti samci.

Procento pohyblivych spermii jesetera malého v demembranaénim médium bylo
oproti ptfedchozi bakalatské praci (Blazkova, 2012) vyssi, coz dokazuje uplatnéni
metody demembranace v piipadé nizsi kvality spermii.

Procento pohyblivych spermii okouna fi¢niho v destilované vodé dosahovalo
podobnych hodnot (> 80 %) jako v praci Krola et al. (2005). V demembrana¢nim médiu
s HgCl, v koncentraci 0,01 mM, v H.O + 0,01 HgCl, zaznamenané v Case 15 s se
shodovalo s udaji uvedenymi v praci Hatef et al. (2011), kde dosahovalo témét 100 %
hodnot. Hodnoty v H,O a demembrana¢nim médiu bez ptidaného kovu byly vaci
vysledkiim studie Hatef et al. (2011) nizsi cca 0 15 %.

Motilitu spermii kefickovce Cervenolemého zkoumali Mansour et al. (2002).
Zaznamenand motilita se pohybovala mezi 70-90 %, cemuz odpovidaji vysledky
dosaZené v této praci v 46 mM NaCl. Mansourr et al. (2002) také pouzili jako médium
Kk prodlouzeni pohyblivosti spermii roztok NaCl. Doba pohyblivosti zaznamenana v této
praci byla delsi nez 40 s, coz je v souladu se zavéry uvedené studie. Rurangwa et al.
(1988) vsak ve své praci zaznamenali v médiu bez HgCl> motilitu 91,5+1,5 %,
tedy vyssi nez jaka byla zjisténa v této praci.

Dal§im zkoumanym parametrem byla rychlost pohybu spermii.

Hodnoty zjisténé u kapra obecného v kontrolnim médiu bez HgCl> odpovidala
udajum v literatuie (Boryshpolets et al., 2013). Boryshpolets et al. (2013) se zabyvali
také spermiemi jesetera malého; rychlosti zjisténé vt = 30 a 45 s (v H20 bez HgCl,)
odpovidaji zavéram studie, v t =15 s se rychlost 1i8i; oproti vysledktim této studie byly

nizsi, coz lze vysvétlit nizsi kvalitou spermatu pouzitého v této praci.
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Rychlost pohybu spermii kapra v demembranacnim médiu odpovida zdvértim Linharta
et al. (2003) a Pouparda et al. (1997). Rychlost pohybu spermii jesetera malého se lisila
od udaji zjisténych u veslonosa amerického (Linhart et al., 2003), lisila se i od vysledkt
piedchozi bakalarské prace (Blazkova, 2012), piestoze procento pohyblivych spermii
Vv destilované vod¢ bylo v této praci vyssi. Odpovidala vsak studii z roku 2002 (Linhart
et al., 2002): 80-130 um.s? naméfenych v ase 2 min, kdy doslo k poklesu motility.
Sperma pouzité v této praci vSak bylo nizsi kvality (pramérna motilita < 60 %).

Hodnoty rychlosti zjisténé v experimentu na spermiich okouna fi¢nitho vt =15s
Jsou znatelné nizsi nez ty, které zaznamenal Alavi et al. (2007). Hodnoty v ¢ase 30 s
ve vodném médiu se s praci shoduji, v ¢ase 45 s jsou pro zménu nizsi. Rychlost zjisténa
V demembranacnim médiu v této praci byla oproti zminované studii ve vSech
sledovanych ¢asech (kromé t = 15 s), znatelné vyssi.

Rychlost pohybu spermii kefickovce cervenolemého odpovidd udajim
Vv literatuie (Wagenaar et al., 2012), avSak motilita v 46 mM NaCl bez ptidaného HgClo,
byla oproti této studii 010-20 % vyssi; ve studii byly spermie aktivovany vodou
z piehrad, ve kterych ryby zily. Obdobné i Mansour et al. (2002) zaznamenal hodnoty
rychlosti v rozmezi 120-140 pm.s™.

Tato prace potvrdila také moznost pouziti demembranace pii studiu vlivu HgCl»
na axonemu prostfednictvim pohybovych parametri demembranovanych spermii.
(délky pohybu, % pohyblivych spermii, rychlosti). Na rozdil studie Hatef et al. (2011)
byl vtéto praci chlorid rtutnaty aplikovan piimo do kapky reaktivacniho
¢1 demembranacné-reaktivaéniho média na sklicku, nedoSlo k samostatné inkubaci
vmédiu s HgCl> anasledné aplikaci spermii v demembrana¢nim médiu s HgCl:
do reaktiva¢niho média na skli¢ku.

Studiem piisobeni rtuti na spermie kaprovitych ryb se ve své studii zabyvali
Lahnsteriner et al. (2004), ktefi studovali jelce jesena. Obdobné jako v této praci
zaznamenali snizeni pohybovych parametri. Negativni vliv na parametry spermii kapra
obecného prokazali ve své studii i Sarosiek et al. (2009) a Chyb et al. (2001), ktery
zaznamenal hodnoty VCL (curvilinear velocity) v rozmezi 40-80 pm.s? v kontrolni
skuping a 6,12 um.s? ve skupiné s 0,2 mM HgCl,. Zjisténa doba pohybu spermii byla
85,26 s, sc¢imz se shodovala doba zjisténa v této praci v H20 s koncentraci HgCl»

0,01 mM.
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Plsobeni vlivu ionth rtuti na enzymaticky aparat spermii jesetera sibifského
(Acipenser baerii) studovali ve své praci Sarosiek et al. (2007). Aktivita enzymu vlivem
rostouci koncentrace HgCl, klesa podobné jako pohybové parametry v této praci.
V piipadé demembranovanych spermii ptidavanych do média s HgCl, byla v této praci
dokonce zaznamenand stoprocentni inhibice motility. Demembranované spermie
jeseterovitych ryb lze tedy pravdépodobné oznacit za citlivéjsi viaci piisobeni vlivu rtuti.

Oproti demembranovanym spermiim byly nativni spermie jesetera malého
pohyblivé i v koncentraci 1 mM HgCly, v ¢ase 15 s bylo procento pohyblivych spermii
srovnatelné ve vSech testovacich roztocich. Trajektorie spermii byla ve vod¢ s ptidanou
koncentraci HgCl> 0,1 a 1 mM ve 100 % ptipadi krouziva; pii pouziti koncentrace
0,01 mM vykazovaly spermie piiblizné v polovin€ pozorovani normdlni motilitu.
Rychlost na rozdil od motility klesala ve vSech piipadech, kromé koncentrace
0,01 mM HgCl> v destilované vodé v ¢ase 30 s, kdy byla zaznamenana rychlost vyssi
nez v H20 bez HgClo.

Vlivem chloridu rtutnatého na spermie okouna ficniho se zabyvali Alavi et al.
(2011) a Hatef et al. (2011). Podobn¢ jako v této praci se i u Alaviho et al. (2011)
procento pohyblivych spermii statisticky vyznamné neodliSovalo napfi¢ pouzitymi
koncentracemi HgCl2 (25, 62 uM HgClz; koncentrace 125 puM HgCl, pusobila
inhibicné).
minimalni, koncentrace 1 mM méla inhibi¢ni efekt stejn¢ jako nejvysSi koncentrace
pouzité v obou vySe uvedenych studiich (Alavi et al., 2011 a Hatef et al., 2011).
Ve stiedni koncentraci (0,1 mM HgCl,) pouzité v této praci vsak jiz k redukci motility
doSlo. Obdobné jako ve zminovanych studiich se procento pohyblivych spermii
snizovalo béhem sledované doby. Chlorid rtutnaty zplsobil také pokles rychlosti
spermii okouna ve vSech koncentracich 1 ¢asech (Alavi et al., 2011 a Hatef et al., 2011).

Vliv chloridu rtutnatého na spermie kefiCkovce cCevenolemého zkoumali
Lahnsteineret al. (2004), Rurangwa et al. (1998) a Kime et al. (1996).
Procento pohyblivych spermii kefi¢kovce Gervenolemého v médiu s 25 mg.l-1 Hg?
(12,5 mM Hg?") zjistil Lahnsteiner et al. (2004) 24,2+11,4 %, ktera byla vyssi nez v
ptipadé nejvyssi koncentrace (1 mM HgClz) pouzité v této praci (motilita = 0 %).
Rychlost spermii v médiu s obsahem HgCl2 vsak byla v této praci srovnatelna se zavery

zjiSténymi Lahnsteinerem et al. (2004) 61,8 + 48,6 %.
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Rurangwa et al. (1998) zjistili pokles motility v médiu s koncentraci
Hg?* 0,001 mg.I* (5 mM Hg?") z 35 um.s™ v kontrolni skupiné na 5 um.s™* ve zminéné
koncentraci rtuti. Obdobné i Kime et al. (1996) zjistili v médiu s Hg?* a dal§imi t&Zkymi
kovy (Zn, Cd) pokles pohybovych parametrti spermii kefickovce ¢ervenolemého.

Pokles motility spermii puisobenim tézkych kovii zjistili u pstruha duhového
Dietrich et al. (2010). Vyse zminény hovézi sérovy albumin ptisobi spolu s bilkovinou
transferinem (obsazena v semenné plasmé) jsou vyznamné kadmium vazajici proteiny
Vv krvi pstruha duhového (de Smet et al., 2001 in Dietr. et al, 2010).

Plsobeni rtuti a dalSich tézkych kovi na nativni i demembranované spermie
moréaka evropského (Diecentrarchus labrax) zkoumali Abascal et al. (2006).
U nativnich spermii zaznamenali hodnoty rychlosti 80-90 pum.s. Po ptidani HgCl,
Vv koncentracich  >20 mM byl zjistén  pokles hodnot. Po ptidani HgCl
k demembranovanym spermiim doslo k inhibici motility.

Abascal et al. (2006) pouzivali ve své praci BSA jako prevenci pfilnavosti
spermii ke skli¢ku. V pfipadé experimentu s HJCl> vSak nebylo mozné BSA pouzit
z divodu jeho interakce se rtutnatymi ionty a tedy hrozicimu zkresleni ¢i Gplnému
zastfeni vlivu rtuti; v piipadé spermii, kde byl pouzit BSA proti zminéné adhezi,
nebyl zaznamenan pokles motility. Ze stejnych divodd byl v této praci pouzit proti

pfilnavosti spermii ke sklicku pluronic.
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6. Zavér

Cilem prace bylo navrzeni postupu demembranace spermii u c¢tyf druha
sladkovodnich ryb a nasledné aplikace navrzenych metod pii studiu vlivu chloridu
rtutnatého HgClo pfimo0 na axonemu prostfednictvim pohybovych parametri
demembranovanych spermii.

Vysledky prace potvrdily moznost demembranace spermii u vSech pouzitych
druht ryb nezavisle na tom, zda byla pouzita jedno C¢i dvoustupiova metoda.
U vSech druhit doslo k prodlouzeni doby pohybu nad fyziologickou dobu motility
spermii, av§ak k mirnému poklesu procenta pohyblivych spermii. Rychlost pohybu vSak
byla v pozdé&jsich ¢asech vys$i udemembranovanych nez u nativnich spermii.
Limitujicim faktorem pro pouziti metody je zde ptredev§im pocateéni kvalita
pouzivaného spermatu.

Prace téz potvrdila moznost pouziti demembranace pii studiu vlivu tézkych kovi
na demembranované spermie. HgCl> zpisobil pokles hodnot rychlosti u vSech druht
ryb, jejichz spermie byly v této praci pouzity. Demembranované spermie jesetera
malého se ukazaly byt citlivéjsi vici HgCl, nez demembranovanych spermii ostatnich
testovanych druhti.

Jak vyplyva z vyse uvedeného, demembranace je dal§i metoda vyuzitelna
pfi detailnim studiu fyziologie spermii ryb. Jeji pouziti je vSak v praxi doprovazeno
nepatrnym poklesem pohybovych parametrii spermii. Dale také nutnosti uzpisobeni
metody danému druhu a situaci, zejména v piipad€é pouzité koncentrace detergentu

a doby inkubace v demembrana¢nim médiu.
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10. Abstrakt

Demembranace spermii ryb: navrieni a ovéreni postupii u ruznych druhu
sladkovodnich ryb a demonstrace vyuziti této techniky na prikladu studia viivu tézkych

kovii primo na axonemu spermie

Cilem prace bylo navrhnout postup demembranace u ¢tyi druht sladkovodnich
ryb ajeho nasledna aplikace studiem vlivu HgCl, na axonemu a pohybové parametry
spermie.

Postupy demembranace byly navrzeny a vyzkouSeny pro vSechny zkoumané
druhy ato kapra obecného (Cyprinus carpio), jesetera malého (Acipenser ruthenus),
okouna fi¢niho (Perca fluviatilis) a kefickovce ¢ervenolemého (Clarias gariepinus).

Pro kapra obecného byly navrzeny a vyzkouseny jednostupniova a dvoustupiiova
metoda demembranace. Pro jesetera malého a okouna fi¢niho byla navrzena
jednostupiiovd metoda. Pro kefickovce Cervenolemého byl navrzeny dvoustupiiovy
proces demembranace.

Moznost demembranace byla prokdzana u vSech zkoumanych druhti. U vSech
druht  doSlo k prokazatelnému zvySeni doby pohyblivosti nékolikandsobné
nad fyziologickou  hodnotu.  V pfipadé  ostatnich  pohybovych  parametrt
(rychlost, procento pohyblivych spermii) doslo u demembranovanych spermii
k mirnému poklesu.

Demembranace byla vyuzita ke studiu vlivu HgCl> v koncentraci 0,01 mM
do roztoku demembrana¢niho média nemélo vliv na mikrotubularni aparat biciku,
atedy ani na pohybové parametry demembranovanych spermii, s vyjimkou spermii
jesetera malého, kdy m¢l HgClz inhibi¢ni vliv ve vSech pouzitych koncentracich.
Koncentrace 0,1 mM piisobila inhibi¢né u kapra obecného a ketickovce ¢ervenolemého.

Koncentrace 1 mM HgCl; zptsobila inhibi¢né na spermie vSech zkoumanych druht.

Klicova slova: spermie ryb, demembranace spermii, motilita, chlorid rtutnaty, kapr

obecny, jeseter maly, okoun fi¢ni, kefiCkovec cervenolemy
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11. Abstract
Demembranation of fish sperm: Design and verification this procedure for the different

species of freshwaterfish and demonstration usage of this technique by study the effect

of heavy metals to sperm axoneme

The object of this study is to design demembranation method on four freshwater
species and its application on study of the influence of HgCl> on the axoneme and
motity sperm motility parameters.

Demembranation was designed and examined for all investigated species —
common carp (Cyprinus carpio), sterlet (Acipenser ruthenus), perch (Perca fluviatilis)
and african catfish (Clarias gariepinus).

One-step and two-step method was designed and tested for common carp. One-
step method was designed for sterlet and perch. Two-step method of demembranation
was designed for african catfish.

Demembranation was designed and examined for all species under examination.
Sperm motility was evidently increased above normal physiological value. Other sperm
motility parameters (velocity, percent of motile cells) slightly decreased.

HgClz in concentration 0,01 mM to the demembranation medium didn’t show
effect on flagellar microtubule aparat and then to the motility parameters, except sterlet;
demembranated sterlet sperm was inhibited at all used concentration of HgClo.
Concentration 0,1 mM had inhibition effect on carp and africant catfish spermatozoa.

Concentration 1 mM HgCl: inhibited sperm of all tested species.

Key words: fish sperm, sperm demembranation, motility, mercury chloride, common

carp, sterlet, perch, african catfish
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