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Abstract:

Influence of temperature and freezing rate on sperm survival after thawing were
objective of this study. Motility (percentage of moving sperm), velocity and duration of
sperm movement before and after process of freezing were observed in common carp
(Cyprinus carpio L.) spermatozoa. Solutions recommended by Kopeika (1986) and
Kurokura (1984) were used as a cryoprotective media. Sperm freezing was performed in
0.5 ml straws layed in styrofoam box 3, 6 and 9 cm above the level of liquid nitrogen
for 20 min. Temperature changes during process of freezing were recorded inside and
outside straws using thermocouple thermometer with miniature probes T type (cuprum
— constantan). At a fi rst level (corresponding to height 3 cm above level of liquid
nitrogen) we recorded lowest temperature -170 °C, on a second (6 cm) -110 °C and on a
third level (9 cm) -70 °C. Best results of sperm motility after freezing — thawing were
achieved using Kopeika solution and freezing at first level (3 cm above liquid nitrogen)

where we reported 27 % of motile spermatozoa and velocity of movement

118 um.s-1. Freezing by Kurokura solution resulted in motility 14 % and

velocity 76 um.s-1 whereas motility of native sperm was 88 % and velocity 136 um.s-1.
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Abstrakt:

V této studii byl sledovan vliv teploty a rychlosti mrazeni a nasledného
rozmrazeni na zivotnost spermii. Motilita (procento pohyblivych spermii), rychlost a
doba pohybu spermii byla sledovana u kapra obecného (Cyprinus carpio L.) pted a po
zmrazeni. Jako kryoprotektivni média byly pouzity roztoky doporucované Kopeikou
(1986) a Kurokurou (1984).

Sperma bylo po nafedéni mrazeno v pejetach 0,5 ml v termoboxu 3, 6 a 9 cm
nad povrchem tekutého dusiku po dobu 20 minut. Prabé¢h teplot béhem zmrazovani byl
zaznamenavan uvniti a vné pejet termoclankovym teplomérem s miniaturnimi sondami
typu T (médeéno-konstantanové). Ve 3 cm nad povrchem tekutého dusiku, byla
vysledkl po zmrazeni a rozmrazeni bylo dosazeno u roztoku Kopeika ve 3 cm nad
tekutym dusikem: 27% pohyblivych spermii, rychlost pohybu 118 um.s™. Pfi pouZiti
roztoku Kurokura byla dosaZena motilita 14% a rychlost pohybu 76 pm.s™. U nativniho

spermatu byla motilita 88% a rychlost 136 pm.s™.

Klicova slova: kryokonzervace, sperma, motilita, kapr obecny, Cyprinus carpio



1. Uvod

Lov ryb patfil od pradavna mezi zakladni zpisoby obzivy ¢loveéka. Prosty lov
ptfechazel v prub¢hu staleti na zamérny chov ryb, ktery ma v ¢eskych zemich mnoha set
letou tradici. Pro uspé$ny chov je pifedevsim dilezité spravné zvladnuti rozmnozovani
ryb. V pocatcich chovii pouzivana prosta prirozena reprodukce ryb byla zdokonalovana
presazovanim ryb. Dal§im kvalitativnim stupném pii pohledu na reprodukci ryb bylo
zavedeni tzv. poloumélého vytéru, kdy rozmnozovani probihalo v pfirozenych
podminkach  kontrolovanych  ¢lovékem. Vyznamnym bodem v technologii
rozmnozovani ryb bylo uskutecnéni umélého vytéru a jeho metodické propracovani pro
rizné druhy. Na naSem tizemi byl proveden prvni umély vytér v Horazd’ovicich u lososa
obecného (Salmo salar) v roce 1784. K poslednim propracovanym metodam umélého
vytéru patii umély vytér lina obecného (Tinca tinca), bolena dravého (Aspius aspius),

sumce velkého (Silurus glanis) a dalsich.

Uspésna reprodukce ryb zavisi na kvalité a kvantité pohlavnich produkti
(spermatu a jiker) a technikach s nimi spojenych. Jednou z technik, jsou i metody

kryokonzervace bun€k- v nasem piipadé spermii.

Kryokonzervace je metoda, ktera uchovava zivé buiky a tkané pii velmi nizkych
teplotdch (nejCastéji pomoci tekutého dusiku nebo suchého ledu) a pii pouziti
ochrannych latek — tzv. kryoprotektanti. Metody kryokonzervace jsou V Sirokém
méftitku pouzivané v rizném odvétvi humanni mediciny, veterinarni mediciny i
zootechnické praxi, jsou stdle vice zdokonalovany, aby se co nejsnadnéji daly pouzit
Vv praxi, v naSem piipadg, v fizené reprodukci ryb. Zde se metody kryokonzervace dosud
provozné nepouzivaji v métitku srovnatelném s ostatnimi oblastmi, ale pouze jako jeden
z alternativnich zplisobll uchovani genofondu v ex-situ. Pravé proto je zaméfeni na

zdokonalovani metod a jejich praktické proveditelnosti dillezité a Zadouci.

S technikou kryokonzervace jsem se seznamila v ramci letni rybarské Skoly,
poradané FROV JCU. Spolupracovala jsem se Sergejem Boryspoletsem, Msc. Cilem
predlozené prace je poodhalit problematiku zmrazovani a rozmazovani spermii: jak
ovlivituje teplota a rychlost mrazeni a rozmrazeni na Zivotnost spermii, jaka je
zivotaschopnost, rychlost a doba pohyblivosti spermii po rozmrazeni u kapra obecného
(Cyprinus carpio L.). Jaké kryoprotektivni médium je nejlepsi pouzit pro Gsp€sné preziti

spermii po rozmrazeni.



2. Teoreticka ¢ast
2.1 Historie Kryokonzervace

Metoda kryokonzervace se uplatiovala od samych za¢atki jak v humanni,

veterinarni medicin¢ tak 1 u ryb.

Jednim z prvnich pracovnikii zabyvajici se kryokonzervaci byl James Loveck,
ktery pracoval s krvi. Pfedpokladal, ze poskozeni Cervenych krevnich bun¢k béhem
zmrazeni muze byt zpusobeno osmotickym tlakem. Také vroce 1950 uvadi, ze
zvysujici se koncentrace soli v butice vede k dehydrataci a tudiz mtze zptsobit Skody

na bunice.

Dalsi meznikem V historii kryokonzervace bylo roku 1949 poprvé zamrazené
savCi sperma (dobytéi spermie, za pomoci glycerolu). Meznikem v humanni mediciné

bylo prvni narozené dité ze zmrazenych spermii v roce 1950.

V dalsich letech byly vyvijeny metody a sluzby s kryokonzervaci spojené: napf.
metoda vyuziti suchého ledu jako chladiciho média byla vyvinuta v roce 1953. Tyler
Medical Clinic / Westwood nabizi zmrazeni spermatu v kryobankach poprvé roce 1957
(Tyler Mecical Clinic, 2001). Od roku 1960 se vyuziva kapalny dusik k zmrazovani a
uchovani spermatu. Prvni komer¢ni kryobanka byla zalozena vroce 1972 (lidské

sperma, USA) (Cryo bio systém).

Vyuziti vyhod dlouhodobého zmrazovani spermii clovéka mulzeme
dokumentovat na nasledujicich ptikladech: v roce 1973 se narodilo prvni normalni
zdravé dit¢ po oplodnéni spermatem uloZzenym vice nez jeden rok. V roce 1998 se
narodilo dité po oplozeni spermatem uchovanym dvacet let (na 1ékai'ské klinice Tyler).

(Tyler Mecical Clinic, 2001) (Virtual Medical Centre, 2002)

Myslenka dlouhodobého uchovani spermatu ryb sahd do pocatku padesatych let
(Blaxter, 1953, u sledé obecného (Clupea harengus)). Na tizemi tehdejsiho sovétského
svazu byl vroce 1972 zalozen institut kryobiologie a kryomediciny v Ukrajinském
Charkové, kde se od roku 1973 vénuji i kryokonzervaci rybich spermii. Jednou
Z prvnich praci vénujici se Gspé€Sné zmrazovani spermii kapra byla prace Kurokury

ey ee

Kopeika (1986).



2.2 Kapr jako objekt zajmu

V celosvétové akvakultuie je vyznamnou rybou kapr obecny, Cyprinus carpio L., jehoz
ro¢ni celosvétova produkce je vyssi nez 1 milion tun (FAO, 1995). Kapr obecny je
akvakulturnich chovi za rok 2009 je 55,1 tun. (WORLD REVIEW OF FISHERIES
AND AQUACULTURE).

V Ceské republice je kapr produkovan v rybni¢nich chovech na celkové rozloze 52.000
ha (520 km?). Celkové produkee trznich ryb za rok 2010 byla 20 420 tun, z toho kapr
obecny ma kolem 17 746 tun (Odbor statni spravy ve vodnim hospodarstvi a spravy
povodi Ministerstvo zeméd¢lstvi, Odbor ochrany vod Ministerstvo zivotniho prostiedi,
2010).

2.2.1 Plemena kapra obecného

Vzhledem k tomu, Ze metody kryokonzervace jsou v Ceské republice vyuzivany
jako jeden z nastroju k ochrané genofondu, je tieba se zminit o variabilité druhu kapr

v SirSim kontextu.

Ballon (1995) uvadi, Ze vnitrodruhova diverzita kapra je vyS$i neZ u ostatnich
druhti ryb. Po dlouhou dobu byl kapr vystaven zna¢nym selektivnim vliviim na zvySeni
produktivity. Zlepsena byla i odolnost vii¢i nemocem a stresu. Hospodatsky dilezité
znaky mistnich forem kaprh byly vétSinou stanoveny podle podminek zemé, kde byla

provadéna selekce a podle pozadavki mistniho trhu.

Ze zoogeografického a systematického hlediska rozdéluje Barus a kol. (1995)
Vv celosvétovém méfitku 3 poddruhy kapra: Cyprinus carpio carpio (rozsifeni Evropa a
stitedni Asie), Cyprinus carpio haematopterus (vychodni Asie), Cyprinus carpio

viridiviolaceus (jihovychodni Asie).

V ramci jednotlivych poddruhli se v aredlu jejich vyskytu formovali plisobenim
mistnich podminek a Cinnosti €lovéka jejich mistni formy (rdzy, plemena, linie).
V soucasné dob¢ jsou oficialné registrovana kapii plemena v n€kolika zemich stfedni a
vychodni Evropy. V Ceské republice a v Rusku existuje katalog narodnich plemen
kapra a katalog mad’arskych plemen kapra byl publikovan v dokumentech FAO (Global

Programmes for Management of Genetic Resources, 2009).



Ne jinak tomu je i v Ceské republice, kde z mistnich populaci se specifickymi
uzitkovymi vlastnostmi bylo vy¢lenéno nékolik ptivodnich plemen: napt. Zd’arsky lysec
(Zd-L), Zdarsky Supinaé (Zd-S), Jiho¢esky kapr Supinaty (C73), Marianskolazetisky
kapr Supinaty (ML), Milevsky lysec (MV), JihoCesky lysec (BV), Telcsky lysec (Te),
C434 a C435, Pohotelického lysce (PL; od roku 1998) a Tteboniského kapra Supinatého
(TS; od roku 2000). Nazvy a popis plemen byly pievzaty podle Pokorného a kol.

(1995). Uvedena kapti plemena nalezi do poddruhu Cyprinus carpio carpio.

Piikladem kapra, ktery naleZi jinému poddruhu a chovan v Ceské republice je

amursky sazan. Je reprezentantem poddruhu Cyprinus carpio haematopterus.

2.3 Sperma

Sperma ryb vypada jako mlé¢na az smetanova tekutina skladajici se z bunécné
sloZky- spermii a nebunécéné slozky- semenné plazmy (spermidlni plazmy) ta tvoii 50-
80% obsahu spermatu (Linhart, 1984). Plazma obsahuje ochranné a vyzivné latky, které

ptizniveé ovlivituje kvalitu spermie.

2.3.1 Spermie

Spermie - samci pohlavni bunika se sklada z hlavicky, stfedni casti (krcku,
spojujici hlavicku s bicikem) a bic¢iku (3 oddily: stfedni, hlavni, koncovy). Hlavnim
ukolem spermie je prenos genetické informace (od mlicdka) do matefské bunky

(vajicka).

2.3.1.1 Popis spermie

2.3.1.1.1 Hlavic¢ka spermie

Hlavicku tvoii jadro bunky, které predstavuje haploidni sadu chromozomi, po
chemické strance je tvofeno DNA a jadernymi proteiny. Hlavi¢ka spermie mé riznou
velikost a tvar v zavislosti na druhu. Na vrcholu hlavi¢ky spermie se u vétSiny zivocicht
vyskytuje rizné tvarovany membranovy utvar- akrozom, ktery pii spermiogenezi
vznikd z Golgiho aparatu. Ma tvar zploSténého vacku, ktery obklopuje hlavicku

spermie, obsahuje enzymy a proteiny, které se zabezpec€uji penetraci spermie do vajicka
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a ucastni se procesu oplozeni (Baccetti a kol., 1986.). Na kaudalni stran¢ hlavicky
spermie se nachazi vydut- tzv. implanta¢ni jamka. Povrch hlavicky spermie je kryt
cytoplazmatickou membranou, kterd ptechéazi v cytoplazmatickou membranu stfedni

¢asti a biciku.



Tab. 1 Parametri spermii nékterych druhi (Linhart a kol., 1991)

Délka |Sitka | Celkova
Druh hlavi¢ky | hlavi¢ky | délka Autor
Acipenser
gueldenstaedti Detlaf a Ginsburg
colchicus 8,90 1,90 58,00 (1954)
Detlaf a Ginsburg
Acipenser stellatus |6,30 1,80 47,00 (1954)
Detlaf a Ginsburg
Huso huso 7,40 1,10 55,00 (1954)
Clupea harengus
pallasi 2,20 1,50 43,00 Yanagimachi (1957)
Oncorhynchus
mykiss 2,50 1,5-2,0 Billard (1969)
Salmo trutta m.
lacustris 2,0-24 ]15-20 |31-34 Ginsburg (1968)
Coregonus lavaretus
asperi 3,50 3,00 43,50 Rotheli a kol. (1950)
Emeljanova a Makeeva
Cyprinus carpio 1,85 2,50 43,00 (1985)
3,30 2,50 Billard (1970)
Ctenopharingodon Emeljanova a Makeeva
idella 1,60 38,00 (1985)
Carassius auratus 3,20 3,20 60,00 Fribourgh a kol. (1970)
Emeljanova a Makeeva
Aristichthys nobilis | 1,60 37,00 (1985)
Hypophthalmichthys Emeljanova a Makeeva
molitrix 1,60 37,00 (1985)
Esox lucius 2,00 2,00 37-42 Rotheli a kol. (1950)
Esox niger 1,84 1,86 31,30 McLean a kol. (1982)
Emeljanova a Makeeva
Rhodeus ocellatus 1,60 34,00 (1985)
Hemiculter Emeljanova a Makeeva
eigenmanni 1,80 35,00 (1985)
Ictalurus punstatus | 2,30 2,40 99,00 Jaspers a kol. (1976)
Pseudorasbora Emeljanova a Makeeva
parva 1,85 39,00 (1985)
Misgurnus
anguillicaudatus 3,00 2,80 21,50 Kobayashi (1963)
Perca flavescens 1,70 1,60 22,60 McLean a kol. (1982)
Billard a Ginsburg
Anguilla anguilla 8,0-11,0 32-47 (1973)
Anguilla australis 6,00 2,00 32-36 Todd (1976)
Anguilla difenbachi |8,00 3,00 26-52 Todd (1976)
Colak a Yamamoto
Anguilla japonica 6,30 1,00 36,80 (1974)
Oligocottus snyderi |4,00 0,80 8,60 Fink a Haydin (1960)
Oligocottus rubellio 5,50 1,10 53,00 Fink a Haydin (1960)




Lepomis
macrochirus 2,15 2,00 39,40 McLean a kol. (1982)
Poecilia reticulata 4,20 1,30 59,00 Ginsburg (1968)

4,00 1,00 Billard (1969)
Cymatogaster
aggregata 4,00 50,00 Gardiner (1978)

2.3.1.1.2 Stiedni ¢ast

Stredni ¢ast spermie, nékdy nazyvéna kréek, spojuje hlavicku s bi¢ikem spermie.
Krcek se oznacuje také jako centriolovy oddil. Nased4 do implanta¢ni jamky hlavicky,
obsahuje proximalni a distalni centrioly a rizny pocet mitochondrii. Stejné tak jako

hlavicka spermie, tak i stfedni ¢ast a bicik je kryt cytoplazmatickou membranou.

2.3.1.1.3 Bicik

Bi¢ik je vlastnim, funkénim pohybovym apardtem. Jeho funkcni cast tvoti
axonema- mikrotubularni systém slozen obvykle z 9 perifernich a 1 centralniho dubletu
mikrotubult, tvofeného proteinem- tubulinem (9+2). Jednotlivé periferni mikrotubuly
jsou mezi sebou a centralnimi mikrotubuli spojeny tzv. dyneinovymi raménky (Obr. 2).
Rozméry struktur axonemy biciku naptiklad u jesetera sibifského uvadi PSenicka a kol.,
(2006): velikost perifernich dublet mikrotubuld 35.53+5.93 nm a centralnich
mikrotubulll 52.94+5.50 nm.

Celéd spermie je kryta cytoplazmatickou membranou, kterd u nékterych druhti

mize tvofit laterarni vybézky-tzv. lemy.

Pohyb bi¢iku spermie je dan vzajemnym posouvanim se mikrotubull vii¢i sobg,
¢imz vznika ohyb- vlna na biciku, ktera se Siii po celé jeho délce. Vzdy od hlavicky ke
konci biciku. Ve struktufe axonemy se nachazi molekuly enzymu ATPazy, ktera St€peni
ATP dodava energii pro tento pohyb. Délka biciku se liSi podle druhu napft. u pstruha
obecného (Oncorhynchus mykiss) 30-35 um (Billard, 1983).



2.3.2 Spermie kostnatych druhi ryb s vnéjsim oplozenim

Struktura spermii kostnatych ryb je jednodussi nez u savct, chrupavdéitych ryb
nebo kostnatych ryb s vnitinim oplozenim. Hlavnim znakem spermii téchto ryb je
nepiitomnost akrozému, jehoz funkce v procesu penetrace nahrazuje mikropyle (otvor

ve vajeénych obalech na vrcholu vajicka) (Gisburg, 1968).

Jednotlivé druhy ryb maji svlij specificky tvar a velikost hlavicky spermie: napf.
ovalny nebo srdcity tvar je typické pro sumecka skvrnitého (Ictalurus punctatus), amura
bilého (Ctenopharyngodon idella), vej¢ity tvar pro pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss), (Linhart a kol., 1991). Spermie thoie fi¢niho (Anguilla anguilla) (Gibbons a
kol., 1983) maji protahlé hlavicky s délkou do 10pum a Sitkou 2 pm. Extrémné protahlé
hlavi¢ky maji mihule a latimérie (Mattei a kol., 1988), kulaty tvar je typicky pro Stiku
obecnou (Esox lucius) a sumce velkého (Silurus glanis). V tabulce ¢. 1 podle Linharta

(1991) jsou uvedeny rozméry spermii 26 druhi.

Spermie kaprovitych ryb obecné maji hlavi¢ku, ktera ma okrouhly az vejcity
tvar (Baccetti, 1984). Typickym reprezentantem je kapr obecny (Billard, 1986), ktery

ma spermie eliptického tvaru s rozmeéry 2- 2.5 x 3um.

Stiedni ¢asti obsahuje mitochondie a centrioly. Pocet a velikost mitochondrii je
zavisly na druhu. Centrioly zabezpecuji vlastni spojeni hlavi¢ky a bi¢iku. Jejich ulozeni
je asymetrické (Obr. 1). PSenicka a kol (2006) popisuje u spermii na fezu stiedniho
oddilu glykogenni granule a elektronlucentni méchyiky. Bi¢ik nema lateralni lemy

(PSenicka a kol., 2006).



Obr. 1 Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu: podélny fez spermii
lina obecného (Tinca tinca) ukazuje jadro (N), nuklearni vacek (NV), centriolarni
komplex (C), bi¢ik (F), cytoplazmaticky kanal (CC) a mitochondrie (M) (PSenicka a
kol., 2010).

Obr. 2 Transvérzdlni fez axonemou (svazky mikrotubull uvnitf spermie)
spermie lina obecného (Tinca tinca) ukazuje periferni dublety s centralnim parem

mikrotubula (PM a CM).




2.3.3 Spermie chrupavcitych druhii ryb

Spermie chrupav€itych ryb se od kostnatych ryb li§i ve vice parametrech.
Hlavicky spermii jsou vzdy protahlé, velikost spermii u chrupavditych ryb je nékolika
nasobn¢ vyssi nez u kostnatych ryb (napf. u jesetera sibifského je délka hlavicky v¢.
akrozomu a stfedni ¢asti 7.01+0.83 pum a Siroka za akrozomem 0.87+0.13 pm, ve
srovnani s linem obecnym délka hlavicky spermie je 1.27+0.24 um bez stiedniho oddilu
a Siroka 1.71£0.09 um) (Psenicka a kol., 2006), divodem je vyssi obsah DNA na jadro
(kapr obecny 1.61 pg a jeseter sibifsky 4.15 pg). Typickym znakem pro spermie
chrupavcitych ryb je pritomnost akrozému, tak jako tomu je napt. u sav¢ich spermii.
Jeho pfitomnost se miiZe jevit jako nelogickd, protoZe povrch jikry jeseterl je opatfen
nékolika mikropylarnimi otvory (Obr. 4). PSenicka (2010) popisuje jeho ucast v procesu
oplozeni, kde vytvari fertilizacni filament a funguje jako mechanicka ,,kotva“. Stiedni
oddil je tvofen mitochondridlni ¢&asti s elektronlucentnimi méchyiky a centrioly.
Pohybovy aparat je stejné jako u spermii kostnatych druhti charakterizovan deviti
dublety perifernich a jednim parem centralnich mikrotubult v bi¢iku (9+2), ktery je
oznaCovan jako axonema (Cosson, 1996). Dalsim charakteristickym znakem
chrupav¢citych ryb je laterarni lem bi¢iku (jednostranny nebo oboustranny). Najdeme jej
podél hlavni ¢asti biciku (Nicander, 1970; Billiard, 1970; Stein, 1981; Suquet, a kol.,
1993) a je kolmy na rovinu centralnich mikrotubuld (Billard, 1969).

Obr. 3 Spermie jestera sibifského pod elektronovym mikroskopem: akrozom
(A), jadro (N), stiedni ¢ast (MP) a bicik (F), (PSenicka a kol., 2011).
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Obr. 4 Mikropyle s vnofenymi spermiemi (méfitko 50 pm, PSenicka a kol.,
2011).

2.3.4 Semenna plazma

Linhart (1984) uvadi, ze semenna plazma tvoii 50-80% objemu spermatu. Tento
udaj pravdépodobné nezahrnuje jeseterovité druhy ryb, kde miizeme ptedpokladat
obsah semenné plazmy vys§i. Semennou plazmu vytvareji hlavné Sertoliho buiky.
Neni vSak shodnd se semennou plazmou teplokrevnych zivocichii (rybam chybi
pridatné pohlavni zlazy). Latky, které obsahuje plazma, poskytuje spermiim ochranné a
vyzivné latky. Slozeni semenné plazmy: anorganické latky- ionty Na*, Mgz+, ca®™, cI
a K*. organické latky: proteiny, lipidy, glycidy, metabolity glykolyzy a Krebsova cyklu
(Linhart, 1991). Semenna plazma u jeseterovitych ryb tj. nebuné¢na ¢ast spermatu,
neobsahuje pouze tekutinu produkovanou testes, ale i moc, protoze vyvody testes usti

ptimo do ledvin a dal$i vyvod maji spolecné s vyvody ledvin.

2.3.5 Vznik spermii

Spermie vznikaji Vv semenotvornych kandlcich varlete. V posledni fazi
spermiogeneze cysty praskaji a spermie se piesouvaji do laluc¢ka varlete, odkud jsou

vypuzovany chamovody na povrch urogenitalni papily (Linhart a kol., 1984).
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2.3.6 Pohyb spermii

V pohlavnim traktu jsou spermie nepohyblivé. Hlavnimi faktory inhibujici
pohyb spermii jsou osmoticky tlak, pH semenné plazmy ptiblizné 7, koncentrace iontt
K" a to zejména u lososovitych ryb a jeseterovitych, u Kostnatych ryb hlavné osmoticky

tlak (Billard a kol., 1990).

Vlastni pohyb spermii nastava po smiseni s vodou nebo aktivaénim médiem a
trvéa u kostnatych ryb v fadech desitek sekund az minut, u chrupavcitych ryb az nékolik
minut (Tab. 2). U ryb jako kapr, lin a sumec dochazi k zahajeni pohybu bic¢iku po
snizeni osmotické urovné prostiedi. Pokles osmotické trovné a koncentrace iontu
drasliku na uroveti 0,5 mmol™ mé za nasledek aktivaci pohybu u lososovitych ryb a u
veslonosa (jeseterti) (Linhart a kol., 2003). Rychlost spermii u ryb po aktivaci je 120-
300 um.s™ za sekundu a v pribéhu doby pohybu klesa. Pro srovnani rychlost pohybu

spermif savci je 10-20 pm.s™.

Energii k pohybu poskytuje ATP z glygolytickych a oxida¢nich procest (Linhart
a kol. 1991). Pii pohybu se energie ve formé& ATP spotfebovava. Po vyCerpani ATP jsou
schopny spermie jeho opétovné syntézy za piedpokladu, Ze spermie jsou piesunuty do

imobiliza¢niho roztoku (roztok, inhibujici pohyb).

2.4 Hodnoceni spermatu

Hodnoceni  spermatu  vychazi  z pozorovani  makroskopického nebo

mikroskopického, nebo ze stanoveni parametrt, které kvalitu ovliviuji.

2.4.1 Makroskopické hodnoceni

U makroskopického hodnoceni se posuzuji:

1. objem spermatu (ml),

2. hustota a konzistence (5 stupni-VH — velmi husté (smetanovité), H — husté
(slabé smetanovité), R — fidké (mlééné), VR — velmi fidké (vodnaté se silnym mléénym
zakalenim), O — oligospermni/aspermické (vodové proti svétlu slabé opaleskujici) (Tab.

2),
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3. barva a pfimiseniny (Cerstvé sperma- barva slonoviny, nartizovélé

kontaminace krvi, nazelenalé, nahnédl¢ kontaminace vykaly),

4. aktivita spermii: tzv. kapkovy test, vyuziva toho, Ze se spermie po smiseni
s vodou pohybuji v§emi sméry. Po kapnuti spermatu do vody (oplozovaciho roztoku ¢i
jiného aktiva¢niho média) se u kvalitniho spermatu vytvoii kolem kapky mlé¢ny zavoj.
S Castecnou aktivitou se zdkal vytvori, ale Cast zlstane na misté. U nekvalitniho

spermatu se nevytvoii mlé¢ny zavoj. (Linhart a kol., 1984).

2.4.2 Mikroskopické hodnoceni

Mikroskopické hodnoceni vychdzi z mikroskopického pozorovani, ptficemz
hodnotici parametry muizeme urcovat okamzit¢ béhem pozorovéani nebo ze zdznamu

mikroskopického obrazu.

Ptikladem hodnoceni pifimo béhem uréovani miize byt postup uvedeny
v metodice Linhart a kol. (2011): Pohyblivost spermii se pozoruje v kapce (1-2 cm?)
vody (odstaté, voda z lihné, nebo aktivaéniho roztoku) na ¢istém podloznim skle bez
pouziti kryciho skla. Do kapKky se aktivuje malé mnozstvi spermatu pomoci $pic¢ky
injek¢éni jehly, lehkym dotykem Se presune mala ¢ast spermatu do kapky. Po otfeni
Spicky se zamicha sperma na podloznim skle a zaostii se pod mikroskopem. Doba od
aktivace do zacatku pozorovani je okolo 10 s, dba se na proostieni celé kapky (povrch i
dno). Odhad pohyblivosti spermii je dulezita pro vyfazeni Spatného spermatu
(nepohyblivé spermie) a urceni dobrého (Cerstvého) spermatu, ktery se dal mize pouzit
pro kryokonzervaci (80% pohyblivych spermii) ¢i k pfimému oplozeni (50%
pohyblivych spermii) (Linhart a kol., 2011).

Dalsi parametr, ktery se muze zjiStovat pfimo béhem pozorovani je doba
pohyblivosti. Pfiklady u nékolika druhii ryb jsou udany v Tab. 2.

Ze zadznamu mikroskopického obrazu pohybu spermii (pofizené¢ho
videomikroskopem) mtizeme méfit rychlost pohybu spermii, a to na principu méfeni
vzdalenosti, kterou urazi spermie mezi jednotlivymi videosnimky. Stejné tak miZeme

ptesné urcit procenticky podil pohyblivych spermii-motilitu (Caille a kol., 2006).
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Tab. 2 Doba pohyblivosti spermii a makroskopické hodnoceni spermatu u
vybranych druht ryb (Linhart a kol., 2011)

Stika |Jeseter |Okoun |Candat Kapr Lin
obecna |sibifsky |obecny obecny obecny |obecny
(Esox | (Acipenser | (Perca (Sander (Cyprinus | (Tinca
Druh lucius) |[baeri) fluviatilis) | lucioperca) | carpio) |tinca)
Doba
pohyblivosti
spermii 1min | Do6min | 15-20s 35s 1,5-2 min | 1,5 min
Makroskopické
hodnoceni R/VR | VR/O VH H H H/R
tzn. hustota
s konzistenci
2.5 Odbér spermatu

Odbér spermatu je vychozim krokem pro uchovani spermatu. Spermie jsou pii
ejakulaci nepohyblivé, proto se musi zabranit aktivaci spermii, kterda muze byt
zpuisobend zménou osmotického tlaku, pH a iontovym slozenim spermidlni plazmy,
napf. nafedéni moci, krvi ¢i sladkou vodou. K zamezeni nechténych pifimési do
spermatu a ke smiseni od vice mli¢dkii se muze pouzit k odbéru sbérace spermatu

(Linhart, 1984 1).
Metody odbéru spermatu 1ze rozd¢lit do dvou skupin:
- Odbér spermatu z zivych ryb

- Odbér testikularniho spermatu z Cerstvé usmrcenych ryb (Linhart a kol.,
2012)

Jednotlivé metody se mezi sebou lisi podle druhti ryb, velikosti generacnich
mli¢dkti a mnozstvi spermatu. Obecna zasada, ktera plati je, ze ryba musi byt
zafixovdna a fadn¢ osuSena, aby nedoSlo ke kontaminaci vodou a moci. U nekterych
citlivych druhd ryb (napf. lipan podhorni, candat obecny) je vhodné pouzit anestézii

(Linbart a kol., 2012).
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2.5.1 Odbér spermatu z zivych ryb

Pro malé mnozstvi spermatu je vhodné pouzit injek¢ni stiikacku s kanylkou

nebo bez ni (okoun, Stika, parma).

Pro velké mnozstvi spermatu je vhodné pouzit nadobky (odsavacky) s trubickou,
pracuji na principu podtlaku, ktery vytvaiime usty (Smisek, 1969) nebo vyvévou (pro
kapra, bylozravé ryby). U druhii s velkym mnozstvim spermatu je moZznosti vytér
(,,odstfiknuti*) spermatu piimo do kadinky (u pstruhti) (Linhart a kol., 2011). U
jeseterovitych a veslonosovitych ryb se odebira sperma pomoci katetru- Sikmo sefiznuté
mekké hadicky vhodného priméru (pro jesetera malého 4 mm, pro jesetera ruského a
sibifského 4-10 mm a délky 50 cm). Odbér spermatu kontaminovaného moci, jako je u
sumce velkého nebo lina obecného se musi provadét pitimo do imobilizacniho roztoku.
Pomé&r imobiliza¢niho roztoku a spermatu mutze byt maximalné do poméru 1:0,9 (deset
mililitrd imobiliza¢niho roztoku a devét mililitrG spermatu). Sperma je piechovano
v chladu (0-4°C), je umisténo v ledni¢ce nebo v nadobé s drcenym ledem (Linhart a
kol., 2011).

2.5.2 Odbér testikularniho spermatu z Cerstvé usmrcenych ryb

Testikuldrni sperma- sperma ziskané z nastfihané tkané vypreparovanych gonad
Cerstvé usmrcenych ryb (Linhart a kol., 2011). Pouziva se u ryb, kterych je dostatek
(napf. klarias, Stika) nebo u ryb S velmi malym mnozstvi spermatu, u druht jejich

sperma byva kontaminované moci a U brzy pohlavné dospivajicich ryb.

2.6 Uchovani spermatu ryb na kratkou dobu se zamérenim na

kapra obecného (Cyprinus carpio).

Kratkodobé uchovani mtze byt provadéno z n¢kolika divodii:
- pfeprava spermatu,
- pro lepsi vyuziti nejkvalitnéjSich mli¢aki,
- pro oziveni a zlepSeni kvality Slechtitelskych chovt.

Dulezitym faktorem uchovani je teplota, ktera ovliviiuje intenzitu metabolismu
spermii. Pro co nejdel$i uchovani spermatu jsou nejvhodnéjsi teploty v rozmezi O - 4°C.
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Sperma vsak nesmi zmrznout (Linhart a kol., 2011). Diky nizké teploté je zpomalen rist
bakterii a dochazi ke snizeni aktivity enzymatickych systéma Vv bunce, tzn. i odbér

energetickych latek.

Dalsi dulezity faktor je uchovani aerobniho prostfedi, ¢ehoz muizeme dosdhnout
uchovani spermatu ve slabé vrstvé, piipadné v kyslikové atmosféte. Jako ochrana pred
rozvojem mikrobialni mikroflory jsou ¢asto doporucovana antibiotika (v praxi se bézné

nepouzivaji) (Linhart a kol., 2011).

2.7 Dlouhodobé uchovavani spermatu

Pro dlouhodobé zmrazeni spermatu a uchovani se pouzivaji 2 principy:
- Lyofilizace (mrazova sublimace nebo dehydratace)
- Hluboké zmrazeni pfi — 196°C

Problém u obou principti je vyskyt extracelularni a intracelularni vody. Pro

praktické vyuZiti se nejvice pouziva hluboké zmrazeni na -196°C.

2.7.1 Metodika vyuziti hlubokého zmrazeni zahrnuje nasledujici
kroky:

- odbér spermatu, nasledna kontrola pohyblivosti a pfipraveni spermatu k fedéni

(temperance)
- pridani kryoprotektort do spermatu plnéni do pejet (pelet nebo zkumavek),
- vlastni zmrazovani,
- pfechovévani spermatu,

- rozmrazovani spermatu a jeho pouziti k oplozeni jiker.

2.7.1.1 Kontrola pohyblivosti a pfipraveni spermatu k fedéni

Pohyblivost spermii je hlavnim kvalitativnim ukazatelem spermatu urceného
k mrazeni a dlouhodobému uchovani. Napi. Kopeika (1968) pozaduje u spermatu kapra
pro potieby mrazeni pohyblivost spermii 80%. Pro neménnou kvalitu spermatu je

dilezité prechovavat pied dal$i manipulaci pii teploté 0-4°C (na ledové tiisti), dale
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zachovani aerobnich podminek, tj. dodrzeni poméru objemu spermatu a vzduchu 1:10

(Horton a kol., 1976), ve slabé vrstvé pro lepsi vyménu plynt (Stoss 1979).

2.7.1.2 Redéni médiem s kryoprotektory, plnéni do pejet (pelet nebo

zkumavek)

Média s kryoprotektory poskytuji spermiim vyzivu a ochranu. Média bez
kryoprotektoru mizou pfipominat slozenim krevni sérum (Cortlandtv protektor). U
nékterych druhti je dilezity pomér kationti drasliku a sodiku pro spésné uchovani
spermii a jejich naslednou pohyblivost (Truscott, 1968). Protektor musi mit urcité pH.
Hodnota pH se podle druhu lisi, napt. Stoss a kol., (1981) pH 7-8, Stoss (1979) pH 8,
Stein (1979) pH 7.4. Dalsi dilezity faktor je osmolalita. Do média se dava
kryoprotektor jako je: glycerin, EG, DMSO, methanol, propandiol, dimethylacetamid a
dalsi. Nejcastéji byva pouzivan DMSO (dimethylsulfoxid), s nimZ jsou dosahovany
velmi dobré vysledky. Redéni spermatu médiem s kryoprotektorem je doporudovano
vrozmezi 1:1 nebo 1:9. Dtlezité je, aby se médium s kryoprotekrotem postupné
prikapévalo (misilo) do spermatu. Dobu do zamrazeni vSak nepovazujeme za
ekvikalibraci (Linhart 1984 1). Jde o velice kratké Casové rozmezi. Zmrazovani
spermatu miUZeme provadét vruzné formé: peletdch, pejetach, kryozkumavkach,
kryovacich.

2.7.1.3 Vlastni zmrazovani
Zamrazovani spermii ma vice technik provedeni:
- kapani na suchy led, do tekutého dusiku,
- mrazeni v parach nad hladinou dusiku,

- ve zmrazovacich automatech.

Prvni zplsob je tzv. peletizaéni. Princip spoc¢iva v tom, Ze sperma se zamrazi do
pelet (kapsli) v pevném CO, pfi teploté -79°C (Stoss a kol., 1, 1981). Prace s peletami
musi byt rychla, aby nedosSlo k poruSeni struktury zmrazeného spermatu (Gamcik,
1976). Linhart a kol., 1984 testoval zplsob zmrazeni spermatu kapra obecného

(Cyprinus carpio) na suchém ledu (CO,). Peletky byly zamrazeny, nasledné rozmrazeny
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a byla ovétovana pohyblivost spermii, avSak byla negativni, protoze doslo k poruseni

hlavicky spermii.

Dalsi zpusob je zaloZen na vyuzivani par dusiku. Sperma s kryoprotektorem je
ulozeno v pejetach (dutinkédch) o daném objemu. Tento zplsob vyuzivali Moczarski

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

Kvalitni zmrazeni u obou zpusobil je podminéna rychlosti zamrazeni. Rychlost
ovlivituje predevSim velikost intracelularnich a extraceluldrnich krystali a miru
dehydratace bunky. Pii pomalém zmrazovani dochazi k dehydrataci bunky a vzniku
velkych extracelularnich krystali. Rychlé zamrazovani md za nasledek tvorbu
intracelularnich krystalti- nedochédzi k dehydrataci buiky, avSak velikost a struktura
intracelularnich a extracelularnich krystalti mize narusit strukturu a fyziologické funkce
zmrazované buiiky. Pti velmi rychlém zmrazeni nedochézi k tvorbé velkych krystali a
nedochazi k naruseni bunky. Velmi rychlé zmrazeni zavisi na velikosti buiiky a jeji
permeabilité¢ (Mazur 1980). Legender a kol. (1980) upfednostiuji nejoptimalngjsi

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

2.7.1.4 Uchovani zmrazeného spermatu

Uchovani zmrazeného spermatu se provadi v kontejnerech s dostatkem tekutého
dusiku. Zmrazené sperma v pejetach se ukladd do nadob a vklada ¢i zavéSuje do
kontejneru s tekutym dusikem. Sperma, které je zmrazené v peletach se uklada do
lahviéek uzavienych zatkou &i vatovou ucpavkou. Zivotnost spermii neni (teoreticky)
zavisla na dob& uchovéani spermatu, pokud nedojde k odpatfeni tekutého dusiku a

nasledn¢ odhaleni zamrazeného spermatu (Bochard a kol., 1979).

2.7.1.5 Zpisob a rychlost rozmrazeni spermatu
Rozmrazeni spermatu mize probihat dvéma zpisoby:
1. Rozmrazeni s pfiddnim rozmrazovaciho roztoku
2. Rozmrazeni bez pfidani rozmrazovaciho roztoku

Prvni zplsob (rozmrazovani s pfidanim rozmrazovaciho roztoku) se vétSinou
aplikuje pfi zamrazeni spermatu do pelet. Tuto moZnost uvedli Stoss a kol., (1981 b),

Legender a kol. (1980) a jini. Tito autofi uvedli jako nejefektivnéjsi vysledky s pouzitim
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1% roztoku NaHCOj3;. Druhy zptisob (rozmrazeni bez ptidani rozmrazovaciho roztoku)
pouzivali napt. Moczarski (1977) a Kopeika (1986) a jini. Kopeika upfednostiiuje
rozmrazeni spermatu na vodni lazni pii teplot¢ 40°C po 30 s. Dulezit¢ je davku
spermatu rozmrazit co nejrychleji (Gaméik, 1976). K poskozeni spermii a tvorbé
krystali ledu (k tzv. rekrystalizaci) (Mazur, 1980) mize dochazet i pfi rozmrazeni,
pokud je rozmrazovani pomalé. Dochazi k tomu pfi teploté -85°C (Rall a kol., 1980).
Jini autofi uvadéni bod rekrystalizace -60°C (Gamcik, 1976).

2.7.1.6 Oplozovani jiker a hodnoceni fertility spermii

Vzajemny vztah mezi kvalitou, kvantitou, poctem spermii, kvalitou jiker a
sloZzenim rozmrazovaciho a oplodiiovaciho roztoku je nezbytné k uréeni spravnych a
srovnatelnych vysledki. Vysledky pokusi jsou velmi odlisné, protoze se neuvadi presna

koncentrace spermii na 1 jikru (Linhart, 1984 II).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Materialy a metodika

V této studii jsou zahrnuty vysledky ze dvou experimentd: Prvni experiment byl
provadén v roce 2009 na Sesti mli¢acich kapra obecného (Cyprinus carpio L.), (kusova
hmotnost 1-1,5 kg, stafi 3 roky). Jeho naplni bylo zaznamenat prubéh teplot béhem
zmrazovani spermatu v polystyrénovém termoboxu ve tfech rtiznych hladindch nad
povrchem tekutého dusiku a jeho vliv na vysledek zmrazovani. Jako ukazatel ispéSnosti

byl pouZzit procenticky podil pohybujicich se bun¢k — motilita spermii po rozmrazeni.

Druhou ¢asti experimentii, konanych v roce 2010, byl srovnavaci pokus na 7
mlic¢acich, kde byly zaznamenavany hodnoty: motility, rychlosti a doby pohybu pied a

po zmrazeni ve dvou riznych kryoprotektivnich médiich.

3.1.1 Prechovani ryb a odbér spermatu

Ryby byly piechovavany v manipulaénich bazénech rybi lihné Genetického
rybarského centra FROV JU Vodnany pfi teploté 22-23°C. Ryby byly individualné
oznaceny implantovanym ¢ipem. Spermiace byla indukovana injekci suspenze kapii
hypofyzy v davce 1 mg.kg'l hmotnosti ryby, aplikovanou do dutiny télni (pod prsni

ploutev) 24 hodin pfed odbérem spermatu.
Sperma od mli¢akii bylo odebrano do stfikacek bez kontaminace vodou a mo¢i.

Béhem vsech pokusti bylo sperma udrzovano na ledu.
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3.1.2 Hodnoceni pohyblivosti spermii

Pro hodnoceni pohyblivosti spermii byla pouzita mikroskopickd metoda. Do
kapky 50 ul aktivaéniho média (voda z lihn¢) na podloznim skle bylo na Spicce
preparacni jehly pfeneseno sperma a dokonale promichano. Pohyb spermii byl sledovan
pod mikroskopem Olympus BX50 v tmavém poli s pouzitim stroboskopické lampy
(Chadwick-Helmuth). Mikroskopicky obraz byl sniman videokamerou (Sony SSC-
DCS50AP) a zaznamenavan na DVD (DVD recorder SONY DVO1000MD).

Pro vyhodnoceni byl pouzit program Micro Image 4.0. Tento postup vyuziva 5
po sob¢ jdoucich videosnimkl zdznamu mikroskopického obrazu pohybu spermii,
jejichZ slozenim v jeden se zachyti pohyb — trajektorie pohybu spermii. Zivé spermie se

oznaci barevné a mrtvé zlstanou bilé (Rodina a kol., 2008).

3.1.3 Kryokonzervace spermatu

Redéni spermatu: Nativni sperma se fedilo jednotlivymi kryoprotektivnimi
médii:
Kopeika, 1986 (Kop): (59mM NaCl, 0.68mM KCl, 0.68mM CaCl,, 2.1mM

M@,SO4, 27mM NaHCOs3, 3.4mM sachar6za, 69mM D-manitol, 118mM Tris-HCI, pH
8.1, 16% Ethyleneglycol , 10% vaje¢ného zloutku) v poméru 1:1.

Kurokura, 1984 (Kk): 62mM NaCl, 134mM KCI, 1.5mM CaCl,, 0.39mM
MgCl;, 2.4mM NaHCO3, 16% dimethyl-sulfoxide (modified after) v poméru 1:1.

Kryoprotektivni médium se ptidavalo do spermatu pomalu po kapkach, za
stalého michani!

ZmraZeni spermatu: nafedéné sperma se plnilo do pejet (0,5 ml) a umistilo se na
ramecek (“plovak®), odpovidajici vysky — 3, 6 nebo 9 cm do polystyrenového boxu
(60 x 40 x 35 cm) nad povrchem tekutého dusiku (sloupec dusiku 7 cm) po dobu 20

minut a ndsledn¢ se ponoftilo do tekutého dusiku.

Rozmrazovani spermatu: pejety se rozmrazovaly ve vodni lazni teploty 40°C
béhem 6 s.

21



3.1.4 Registrace teplot béhem zmrazovani

Pro registraci teplot byl pouzit experimentalni prototyp (vyroben na zakdzku-
firma Sladky) vicekanalového registracniho teploméru pracujiciho s termoclanky typu T
(méd’-konstantan), které bylo mozno umistit do pejet nebo volné do zmrazovaciho

boxu. Frekvence zaznamu teplot byla 1x za sekundu.

Zmrazovani a zaznam teplot jsme provadéli ve tfech hladinach (3, 6, a 9 cm) nad

povrchem tekutého dusiku. Méteni bylo provadéno podle poctu kaprti (13).
3.1.5 Statisticka analyza

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit statisticky software Statistica 9.1,

konkrétné analyza rozptylu ANOVA a Tukey test.
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3.2 Vysledky
3.2.1 Teploty v riznych hladinach nad tekutym dusikem (bez vzorku)

cvwr

170°C, v 6 cm -110°C av 9 cm -70°C (Obr. 1).

Obr. 1. Teploty uvnitf boxu béhem 20 minut v riznych hladinach nad povrchem

tekutého dusiku A-3 cm, B-6 cm, C-9 cm.
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Teplota po uzavieni boxu na vSech tfech hladinach klesala az na vySe uvedené
hodnoty.
Vykyv teploty (Obr. 1 *) na zacatku cyklu mlze byt zplisobeny rameckem
(“plovakem*), zejména jeho tepelnou energii, ptipadné uvolnénim skupenského tepla a

na ném vazané vlhkosti.
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3.2.2 Teploty zmraZeni na riznych hladinach ve vzorcich spermatu

Pribéhy teplot uvnitf zmrazovaného spermatu (pejetich) zndzorfiuje pro
vSechny 3 hladiny graf na Obr. 2, ktery zachycuje i bod krystalizace (-10°C). Ve 3 a
6 cm (nad povrchem tekutého dusiku) byl bod krystalizace ve stejném bodé (Obr. 2 a), v

9 cm krystalizace nastala pozdéji (Obr. 2 b), protoze byla jina rychlost ochlazovani.

V zavéru cyklu mrazeni graf zaznamendva ponoieni vzorku (pejet) do dusiku

(Obr. 2 ¢).

Obr. 2. Teploty uvniti vzorku béhem 20 minut na riznych hladinach nad

povrchem tekutého dusiku (3-A cm, 6-B cm, 9-C cm).
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3.2.3 Pohyblivost spermii

Pohyblivost spermii Sesti mlicakt (2009) zmrazovanych v roztoku Kop ve tfech

zvolenych hladinach nad povrchem tekutého dusiku uvadi Tabulka 3.

Tab. 3. Pohyblivost spermii od Sesti mli¢aka (2009) zmrazovanych v roztoku

Kop v procentech pied a po zmrazeni.

Pohyblivost spermatu, (%) (zvaZovana chyba méfreni + 5%)
3.cm nad 6 cm nad 9 cm nad
povrchem |povrchem | povrchem
tekutého tekutého tekutého

Mli¢ak |Nativni |dusiku dusiku dusiku

1 99 40 25 5
2 40 15 25 20
3 99 50 30 15
4 95 55 35 15
5 99 60 60 35
6 99 10 40 5
Primér 88 37 36 17

Nejvyssi motilita po rozmrazeni byla pozorovéana: u mli¢akt 1, 3, 4, 5 u vzorkt
mrazenych ve 3 cm nad povrchem tekutého dusiku, u mlicdka 2, 6 v 6 cm. Celkova
prumérna motilita u rozmrazené¢ho spermatu byla 37% pro 3 cm, 36% pro 6 cm a 17%

pro 9 cm.

ProtoZe se zjiSténé hodnoty motility pro jednotlivé hladiny zmrazovani mezi
sebou statisticky priikkazné neliSily, rozhodli jsme se praci v nasledujicim experimentu
(2010) rozsitit jak poctem pouzitych mlicakt (k dosavadnim 6 pfidat dalSich 7), tak
poctem pouzitych kryoroztokii (Kop, KK), to vSe za stejnych teplotnich podminek
zmrazovani, tedy hladinou nad povrchem tekutého dusiku. Sledované parametry byly

rozsifeny o rychlost a dobu pohyblivosti spermii.
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Procenticky podil pohyblivych spermii po rozmrazeni a aktivaci pohybu (po
smichani s aktivaénim roztokem nebo vodou) spermatu, zmrazeného na tiech
uvedenych hladinach nad povrchem tekutého dusiku, ukazuje Obr. 3. Ve 3 cm nad
povrchem tekutého dusiku s kryoprotektivnim médiem Kop byla dosazena pohyblivost
27%, s kryoprotektivnim médiem Kk 14%. V 6 cm nad povrchem tekutého dusiku
s kryoprotektivnim médiem Kop byla dosazena pohyblivost 13%, s kryoprotektivnim
médiem Kk byla pohyblivost témeét totozna. V 9 cm nad povrchem tekutého dusiku
s kryoprotektivnim médiem Kop byla dosazena pohyblivost 8%, stejné tak jako u

roztoku Kk. U nativniho spermatu byla dosazena pohyblivost v priiméru 88%.

Obr. 3. Pohyblivosti spermii (%) od 7 mli¢dkd zmrazenych ve 3, 6, 9 cm, nad
tekutym dusikem (experiment z roku 2010). Hvézdickou oznacena statisticky odlisSna

hodnota. Pouzity kryoprotektivni media Kopeika (Kop) a Kurokura (Kk).

WVerical bars denote 095 confidence intervals
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Nejvyssi pohyblivost spermii byla dosazena s kryoprotektivnim médiem Kop ve

3 cm nad povrchem tekutého dusiku.
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3.2.4 Rychlost pohybu spermii

Hodnoty rychlosti pohybu (pm.s'l) nativnich a rozmrazenych spermii 15 s po
aktivaci jsou patrny z grafu na Obr. 4. Statisticky prikazn¢ nejvyssi rychlost (118 pm.s’
) po zmrazeni byla naméfena ve 3 cm nad povrchem tekutého dusiku za pouZiti

kryoprotektivniho média Kop. Nativni sperma mélo nejvyssi rychlost (138 pm.s'l).

Obr. 4. Rychlost spermii (pm.s'l) od 7 mli¢aku zmrazenych ve 3, 6, 9 cm, nad

tekutym dusikem. Hodnoty se stejnym pismenem se prukazn¢ statisticky nelisi.

Verical bars denote 0.95 confidence intervals
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3.2.5 Doba pohyblivosti spermii

Po rozmrazeni spermatu mrazené¢ho na tfech hladinach nad povrchem tekutého
dusiku (3, 6, 9 cm) byla sledovana doba pohyblivosti spermii (s) po jejich aktivaci
pohybu (po smichani s aktivacnim roztokem nebo vodou). Doba pohyblivosti u
rozmrazeného spermatu se statisticky pritkazné neliSila mezi jednotlivymi hladinami ani
pouzitymi roztoky. Ve 3 cm nad povrchem tekutého dusiku byla primérna doba pohybu
53 s, v 6 cm nad povrchem tekutého dusiku 50 s a v 9 cm nad povrchem tekutého
dusiku 48 s. Nativni sperma vykazovalo pohyb spermii ve stejnych podminkéch 68 s a

statisticky prikazné se tak liSilo od rozmrazené¢ho spermatu.

3.3 Diskuze

Snizeni motility, rychlosti i zkraceni doby pohybu spermii po rozmrazeni
pozorované v naSich experimentech, je zndmy jev zplsobeny procesem zmrazeni a
rozmrazeni a je popisovan ruznymi autory (napf. Lahnsteiner a kol., 2000, Rodina a
kol., 2008). Tento jev je dan nejen kryoposkozenim cCasti bunék, ale i kryoaktivaci
neposkozenych a aktivaci schopnych bunék, jak uvadi Boryshpolets a kol., 2009. Vliv
kryoposkozeni a kryoaktivace se projevuje nejen na snizeni piezivSich bunék ci
pozorovatelné motility, ale je patrny i na ostatnich sledovanych parametrech, jako byla

rychlost a doba pohybu.

Obecné lze fici, ze se doporucované metodiky kryokonzervace spermii ryb lisi
nejen podle druhli, mnohdy piibuznych, ale i v rdmci jednoho druhu v rGznych
podminkach (Lahnsteiner, 1995) (geografickych, ekologickych, chovnych). Proto jsou
riznymi autory doporucovéana riizna média, kterd jsou v rlznych podminkach rizné
uspeésnd. Dveé kryomédia pouzita v nasi praci sleduji tento fakt. V naSich podminkach
kryoroztok Kopeika vykazoval lepsi vysledky motility i rychlosti v téméf vSech
hladindch zmrazovani (statisticky priikazné pouze u motility ve 3 cm nad povrchem

tekutého dusiku).

Sumarizované vysledky motility spermii mrazenych v roztoku Kop v
experimentech 2009 a 2010 uvadi graf na Obr. 5, ze kterého je patrny pokles motility se

zvétsujici hladinou nad povrchem dusiku, resp. se snizujici se rychlosti mrazeni.
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Yertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Obr. 5. Pohyblivost spermii (%) zmrazenych ve tfech hladinach nad tekutym
dusikem ve 3, 6, 9 cm, u 13 mlicdkl. Hodnoty se stejnym pismenem se prikazné

statisticky nelisi.
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3.4 Zavér

. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno ve 3 cm nad povrchem tekutého

dusiku.

. Ze dvou porovnavanych kryoprotektivnich médii (Kop x Kk) se jako

vvvvvv

. Kombinace prvni hladiny s kryomédiem Kopeika vykdzala vétsi rychlosti

a preziti spermii po rozmrazeni.

. Vysledek potvrdil v literatufe doporu¢ované mrazeni pejet ve vysce 3 cm
nad povrchem tekutého dusiku, které se ukdzalo jako nejefektivnéjsi pro vétSinu

mlic¢akid s danym kryomédiem a objemem pejety i v nasich experimentech.

. Ziskan¢ termogramy mohou byt pouzity k dalSimu vyzkumu na
programovatelnych pfistrojich a pro vypracovavani dal§ich metod zmrazeni spermatu

jinych druhti ryb.
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v Bulletinu VURH (2011).
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