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1.1. Spermatologie sladkovodnich druhti ryb

Spermie patfi mezi specializované buriky, které jsou u druh(i s vnéjsim osemenénim
obvykle vypuzeny do vnéjsiho prostredi, tedy do sladké vody. Spermie jsou nuceny
se vyrovnat s extrémné odlisSnym prostifedim v podobé sladké vody, pficemz jejich
ochrana proti vnéjsimu prostredi je na daleko horsi trovni nez u jiker.

Prevazna vétsina znalosti o struktufe spermii ryb a fyziologii pohybu spermii byla
zdokumentovana na pstruhu duhovém (Billard, 1970; Morisawa a Suzuki, 1985; Boitano
a Omoto, 1992; Cosson a kol., 1999; Alavi a kol., 2008). V kontrastu s vysledky u pstruha
duhového je mnohem méné informaci znamo o charakterizaci spermii chrupavcitych
druh(, tedy u veslonosa amerického nebo jeseterovitych ryb, které nejsou fylogene-
ticky pfilis vzdaleny spermiim sav¢ich druhl (PSenicka a kol., 2009; obréazek 1). Naproti
tomu spermie kostnatych ryb maji fylogeneticky primitivni spermie, tzn. kulatou hla-
vicku bez akrozomu s velmi tenkym bicikem (P$enicka a kol., 2006).

ADD 20KV X43000  100nm WO 7_fmm

Obr. 1. Ultrastruktura spermie jesetera malého pofizend skenovacim elektronovym mikroskopem
(SEM) ukazuje na obrdzku a) celou spermii (méfitko 10 um), sipky vyznacuji zacdtek a konec lemu na
biciku; na obrdzku b) vétsi detail hlavicky spermie, stfedni cdsti s cdsti biciku (méfitko 5 um) a na obrdzku
¢) s detailem akrozomu na hlavicce spermie (méfitko 100 nm). Akrosom (A), jddro — nukleus (N), stredni
&dst (MP), bicik (F), PSenicka a kol. 2009).



IMRAZOVANI SPERMATU JESETERA MALEHO (Acipenser ruthenus)

1.2. Kli¢ové faktory aktivujici a inhibujici motilitu spermii
jeseterii a akrozom

Spermie prevazné vétsiny druhi ryb nejsou pohyblivé ve varlatech a v celém geni-
talnim traktu s koncentraci spermii 10'°. Vyznacuji se kratkou periodou pohybu ve vnéj-
$im prostredi, tedy sladké vodé (Cosson a kol., 1999), s dobou pohybu 10-60 s u kost-
natych sladkovodnich ryb, nékolika minut (3—9 min) u chrupavcitych ryb a zhruba 30
minut u moiskych druh( ryb (Ginsburg, 1968; Billard a kol., 2004; Cosson a kol., 1999).
Spermie pstruha duhového byly pouzivény jako specificky model sladkovodnich dru-
ha ryb. Faktory prostredi, jako jsou ionty, pH nebo osmolalita, zplisobuji depolarizaci
bunécnych membran a stimuluji motilitu spermii. Scheuring (1925) byl prvni, kdo po-
prvé podal informace o skutec¢nosti, ze ionty Na*, Ca* a Mg?* redukuji inhibi¢ni ucin-
nost K* iontu u spermii pstruha obecného (Salmo trutta). Synergicky efekt mezi ionty
vedl k vytvoreni demonstracni studie sledujici kontrolu motility zménou membra-
nového potencidlu kombina¢nim efektem rdznych iontd (Gatti a kol., 1990; Boitano
a Omoto, 1991). Osmoticky tlak, koncentrace K* spolu se sacharézou a pH semenné
plasmy niz$im nez 7 jsou hlavni inhibi¢ni faktory motility spermii u lososovitych ryb
(Morisawa a kol., 1983). U kaprovitych ryb a mofskych druht ryb je hlavnim kontrolnim
faktorem motility spermii osmoticky tlak (Linhart a kol., 1991; Redondo-Miiller a kol.,
1991; Billard a kol., 1995; Perchec a kol., 1997; Morisawa a Suzuki, 1980). Motilita spermii
u chrupavditych ryb a nékterych ryb kostnatych je z ¢asti kontrolovana osmotickym
tlakem a z ¢asti iontovym efektem (Linhart a kol., 1995, 2002; Billard a kol., 1999). Mo-
tilita spermii veslonosa amerického je inhibovana zvysenou urovni velmi malé kon-
centrace K* pii pH 7,0 bez doprovodného kumulativniho efektu Ca?, jak dfive ukazali
u lososovitych ryb Scheuring (1925), Cosson a kol. (1986, 1989), Christen a kol. (1987).
Baynes a kol. (1981) zdokumentoval, ze roztoky K (nebo K a Na*), které bézné neindu-
kuji motilitu spermii u pstruha duhového, slouzi jako soucést aktivacnich roztokd po
pridani malého mnozstvi Ca*. Spermie pstruha duhového vykazuji okamzité po akti-
vaci a po celou dobu pohybu spermii cirkularni trajektorii. Bylo prokazano, ze Ca?* ion-
ty v priibéhu periody kratkého pohybu jsou odpovédné za cirkuldrni drahu spermie
pstruha duhového (Cosson a kol., 1989; Boitano a Omoto, 1992) a slouzi rovnéz k elimi-
naci inhibi¢niho efektu K na motilitu spermii. Rozdilny efekt Ca?* iontl byl pozorovan
u intaktnich a demembranovanych spermii mnoha kostnatych ryb (Alavi a kol., 2008).

1.3. Uvod do kryokonzervace - zmrazovani spermii ryb

Technika zmrazovani, tj. hluboké zmrazovani spermii a jejich uchovani v kapalném
dusiku (-196 °C), je jedna z biotechnickych metod aplikovanych v akvakulture (Stoss,
1983; Rana, 1995; Gwo, 2000). Zmrazené sperma muze byt v akvakulture nasledné vy-
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uzito: 1) pro produkci referenc¢ni chovatelské zésoby, 2) pro produkci hybridd (s repro-
dukci v rizném obdobi), 3) v pfipadé rozdilného obdobi reproduce mli¢aku a jikerna-
cek, 4) pro snizeni ekonomické naroc¢nosti spojené s udrzovanim generacnich mli¢aka,
5) pro genetické zlepseni v selek¢né Slechtitelskych programech, 6) pfi opakovani
vytéru s vyuzitim specifickych mli¢akd, 7) pro uchovavani genetickych rezerv u kul-
turnich druh(i a 8) pro mezindrodni vyménu spermatu (Gwo, 2000).

Hluboké zmrazovani spermii ryb je metoda, jejiz Uspéch zavisi na velkém mnoz-
stvi proménnych, které ve vysledku ovliviiuji schopnost spermii oplodnit vajicko. Jde
jednak o kvalitu odebraného spermatu a déle o faktory, které pasobi v pribéhu pfi-
pravy a vlastniho mrazeni spermatu (vnéjsi faktory). Témito faktory jsou predevsim
(Ciereszko a kol., 2000; Brown a Mims, 1999; Leibo a Bradley, 1999; Linhart a kol., 1993,
2000, 2005, 2006; Rodina a kol., 2007):

1. Vhodny extendor a fedéni spermii

Extendor, tedy fedici roztok, je roztok obsahujici spermialni plasmé podobné or-
ganické a anorganické latky a pH. Extendor umoznuje nafedéni hustého spermatu
(koncentrace spermii je bézna u kaprovitych ryb na trovni 10° spermii) a kratkodobé
uchovani pfi +4 °C. Chemické slozeni extendor pouzivanych pro zmrazovani je velmi
Siroké. Pfed zmrazovanim se sperma fedi extendorem na urovniod 1:1do 1:20v za-
vislosti na koncentraci spermatu a specificité druhu.

2. Kryoprotektiva a jeho koncentrace

Kryoprotektiva jsou pfidavana k spermatu z divodu zvyseni preziti spermii v pra-
béhu zmrazovani. Hlavni vlastnost kryoprotektiv spociva ve vyvazani vody s redukci
formovani krystald v priibéhu zmrazovani nebo v strukturovani uniformnich krystald.
Dalsi vlastnost spociva ve vazani elektrolytd, ¢imz dochazi k zamezeni tvorby koncen-
trovanych residuélnich nezmrazenych roztokd, a tim i snizeni bodu tuhnuti v pribé-
hu zmrazovani. U velkého mnozstvi latek byly identifikovany schopnosti kvalitnich
kryoprotektiv. Napf. dimethylsulfoxid (DMSO), ethylenglykol (EG), glycerol, methanol
a propandiol. Koncentrace kryoprotektiv v kryoprotektivnich mediich nebo po final-
nim nafedéni spermatu je odlisna druh od druhu s obvyklym rozhranim od 5 do 15 %.

3. Rychlost zmrazovani

Rychlost zmrazovani je hodnocena jako velmi kritickd proménna ovliviujici ispéch
zmrazovani. Nejpouzivanéjsi technikou je u spermii a ostatnich bunék vyuziti pomalé-
ho zmrazovani (od +4 °C do -70 °C rychlosti 1-10 °C za minutu). V priibéhu zmrazova-
ni jsou krystaly ledu formovany v extraceluldrnim roztoku, voda se uvolnuje z bunék
s vyrovnavanim osmotickych drovni az po dosazeni tzv. osmotické ekvilibrace. Pfi tom
dochdzi ke krystalizaci i uvniti spermii. Po dosazeni nizké vnitini intracellularni teploty
na -70 °C je mozné bunky bezpecné uchovavat v kapalném dusiku pfi-196 °C. Optimal-
ni zmrazovaci rychlost je druhové specifickd, musi byt vzdy ovérena pro urcity druh
a kombinaci extenderu, kryoprotektiva, objemu a formy (pejeta, peleta, kryozkumav-
ka) zmrazované davky.
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4. Rychlost rozmrazovani

Rychlost rozmrazovani je stejné dulezitd jako rychlost zmrazovani. Zde plati ¢im
rychlejsi rozmrazemi, tim lépe. Pfi pomalém rozmrazovani hrozi predevsim rekrystali-
zace vody a mechanické poskozeni rozmrazovanych bunék.

Optimalizaci vnéjsich faktort béhem kryokonzervace sledujeme zachovani integri-
ty a funkce buriky a bunéc¢nych organel, ktera je dana predevsim zachovanim bunéc-
nych membrén a filamentt. U chrupavcitych ryb (jeseterd) je kritické uchovani akroso-
mu v prlbéhu zmrazovani a rozmrazovani. Poruseni akrosomu v priilbéhu zmrazovani
je mozné kontrolovat elektronovou mikroskopii nebo fluorescenénim zvyraznénim.
Tyto metody jsou ovsem pomérné zdlouhavé. Jako vhodna a experimentédlné dosta-
Cujici se jevi kontrola akrosomové reakce viditelné v podobé filamentu mezi hlavickou
spermie a podloznim sklem (Dzyuba a kol., nepublikovano).

Velké mnozstvi studii bylo publikovdno o zmrazovani spermii u odlisnych kost-
natych ryb (Stoss, 1983; Rana, 1995; Gwo, 2000). V oblasti zmrazovani chrupavcitych
ryb, tzn. jeseterovitych a veslonosa, existuje pouze nékolik publikaci (Tsvetkova a kol.,
1996; Ciereszko a kol., 1996a,b; Brown a Mims, 1999).

Cilem technologie bylo jednoduse popsat a ovéfit technologii zmrazovani sperma-
tu jesetera malého (Acipenser ruthenus) pro Ucely uchovani genofondu tohoto druhu
ve spolupraci s firmou LINEQ, s. r. 0. Tato technologie déle mize detailné poskytnout
popis vyrobniho postupu zmrazovani spermatu jesetera malého rdznym uzivateliim
a napf.: vysokoskolskym pracovistim, rybaiskym podnikdm, veterindrnim ustavim
a klinikdm, které zmrazuji sperma tohoto druhu ryby pro ucely dlouhodobého ucho-
vani. Technologie zmrazovani spermatu jesetera malého je v CR a EU zcela nové de-
tailné propracovana pro jednotlivé uzivatele vysledkd. Tato technologie pfi dodrzeni
celého technologického postupu garantuje dosazeni oplozenosti jiker a lihnivosti
pladku na minimalni drovni 10 %.

Technologie muze najit uplatnéni predevsim na pracovistich odpovédnych za zmra-
zovani spermatu ryb, ale rovnéz na pracovistich, které chovaji ve vétsim méritku ge-
neracni hejno jeseterd a ¢ast genofondu generacnich ryb chtéji uchovat jen ve stavu
zmrazenych gamet.

3. MiSTO, KDE SE TECHNOLOGIE OVEROVALA

Vlastni proces ovéreni technologie probihal v obdobi 2008-2010 v rdmci realizace
nékolika provoznich sledovani a experimentl spojenych s ovéfenim technologické-
ho postupu zmrazovani spermatu u jesetera malého v ramci spole¢ného ovérovani
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v praktickych podminkach rybi lihné FROV JU, ktera svymi parametry odpovida prak-
tickym podminkdm rybafskych provoz(.

Ovérovani technologického postupu zmrazovani spermii jesetera malého v praxi
byla financovéna spole¢nym projektem NAZV "Vyzkum zmrazovani spermii a embryi
ryb" (MZe CR, NAZV QH82119), kde firma LINEQ s. r. 0. spolufinancuje vlastni aplikova-
ny vyzkum.

4.POPIS TECHNOLOGICKEHO POSTUPU

4.1. 0dbér spermatu

Mli¢éci jesetera malého jsou pfipravovani ke spermiaci v odchovnych nadrzich pfi
teploté vody 14-15 °C po dobu 6-7 dn(. Vlastni odbér spermatu se obvykle provadi
48 h po hormonadlni injikaci mli¢ak( kapfi acetonovanou hypofyzou v ddvce 3-4 mg.I"
(Gela a kol., 2008).

Sperma jesetera je odebirdno po zasunuti hadicky (kénicky sefiznuté o priiméru
4 mm, délce 50 cm) do urogenitalni papily (obrazek 2) a je jimano do odbérné plasto-
vé nddobky o objemu 50 nebo 200 ml. Plastové nadobky se pIni objemem do 20 ml
spermatu a ihned po odbéru se vkladaji do polystyrénové krabice s ledem (obrazek 3).
Sperma se po celou dobu po odbéru do zmrazeni uchovava v aerobnim prostredi pfi
teploté 0-2 °C, pricemz dbame na to, aby sperma mezmrzlo nebo nadobka nelezela
pfimo na premrzlém ledu.

Obr. 2. Odbér spermatu jesetera malého. Obr. 3. Uchovdvdni spermatu jesetera malého
v plastovych nddobkdch na ledu, tedy pfi teploté
0-2 °C; pohled do otevieného prepravniho boxu.

Pfi odbéru se musi postupovat rychle a opartné, jinak dojde k ,vystiikani” spermatu.
Tzn. po odloveni mli¢dka z nddrze se prstem ,ucpe” urogenitalni papila, osusi se misto
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kolem papily a okamzité se zasune katetr (hadi¢ka do papily) a odebira se sperma.
Masazi v blizkosti papily se pomahd odbéru spermatu. Zhruba za 3 h je mozné odbér
spermatu opakovat. Objem spermatu, ktery ziskame od mli¢dka o hmotnosti 1 kg, je
na urovni do 20 ml.

4.2, Kontrola kvality spermatu

Sperma jesetera malého je bélava az mlécné bild tekutina vodnaté konzistence.
Koncentrace spermii se obvykle pohybuje v rozmezi 0,1-1 x 10° spermii v 1 ml. Kon-
trola kvality zahrnuje odhad motility spermii (podilu pohyblivych spermii) a urceni
koncentrace.

Motilita spermii se odhaduje subjektivné mikroskopicky pfed zmrazenim, pficemz
procento pohyblivych spermii musi byt vyssi nez 80 % (Linhart a Pokorny, 1984). Po-
kud je procento pohyblivych spermii nizsi, sperma se nehodi k zmrazovani.

K lepsimu odhadu procenta pohyblivych spermii je vhodné pouzit mikroskop s tma-
vym polem, stroboskopickou lampu, objektiv 20x s vhodnou CCD kamerou a monito-
rem, jak detailné popsal Linhart a kol. (2002) ve své publikaci. Procento pohyblivych
spermii se odhaduje zhruba pii zvétseni 200x, pficemz na podlozni sklo se da 49,5 pl
aktiva¢niho media (AM), (AM = 10 mmol.I" NaCl + TmM CaCl, + 10 mmol.I"" TRIS-HCI,
pH 8,5, 50,1 % pluronicu) a vmisi se 0,5 pl spermatu. Findlni fedéni predstavuje pomér
1 :100. Pluronic se pfidava z divodu zamezeni adheze mezi spermii ¢i akrozomem
a podloznim sklem, které maze zkreslit vysledek. Vysledek pohybu spermii musime
odhadnout do 10 s po aktivaci spermii.

V piipadé, ze jsme vybaveni zdznamovou technikou, tzn. videm, DVD ¢i pocitacem
s dostate¢nou kapacitou, mizeme
pohyb spermii zaznamenat a na-
sledné pomérné velmi objektivné
vyhodnotit. K vyhodnoceni se po-
uziva rlizny software, ktery z ca-
sové osy obrazkl ve své podstaté
urci procento pohyblivych spermii
a jejich rychlost s dalsimi zhruba
dvaceti parametry (obrazek 4).

Koncentrace spermatu se urcu-
je pocitanim v pocitaci komrce,
nejcastéji Blrkerové, po predcho-
zim nafedéni 400x v neaktivujicim
roztoku (napt. fyziologicky roztok

Obr. 4. Ukdzka vyhodnocovdni spermatu
s 10 mM KCl). Jesetera malého analyzou obrazu firmy Olympus.
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4.3. Redéni spermatu kryoprotektivem a pInéni do pejet

Sperma jesetera malého se musi pfed zmrazenim naredit fedicim roztokem ob-
sahujicim kroprotektivni latky. Redici roztok obsahuje 30 mM cukrézy, 1 mM KCl,
25 mM Tris-HCl, pH 8,5 a 10% kroprotektiva - metanolu. POZOR: metanol je toxicky!!!

Redici roztok s kryoprotektivem o teploté 0-2 °C se postupné velmi pomalu “po
kapkach” napipetuje do spermatu o téze teploté (obrazek 5). Nafedéné sperma se
okamzité nasaje za pomoci pipety (1 ml) do pfipravenych a oznacenych pejet o obje-
mu 0,5 ml (obrazek 6). Kazda pejeta nese oznaceni druhu ryby, ¢islo ryby a datumem
zmrazovani. Oznacené a naplnéné pejety jsou zobrazeny na obrazku 7.

Obr. 5. Postupné piikapdvani fediciho roztoku Obr. 6. Nasdvdni natedéného spermatu mikro-
s kryoprotektivem do spermatu. pipetou do oznacenych pejet.

4.4. Vlastni mrazeni spermatu

Vlastni mrazeni davek spermatu se provadi v parach nad hladinou tekutého dusiku
v ,termoboxu”. Pfikladem pouzitelného termoboxu je prepravni polystyrénovy box
na akvarijni ryby o rozmérech 60 x 40 x 35 cm, s tloustkou stény 4 cm a s vikem. Peje-
ty napInéné nafedénym spermatem se ukladaji na predem pfipraveny polystyrénovy
ramecek (tloustka 3 cm) - funguijici jako plovak, ktery se po napInéni prenese do boxu
na hladinu kapalného dusiku. Poté se box na 20 minut uzavie (obrazek 8). Cely proces
plnéni vech pejet nesmi trvat déle nez 5 minut. Teplota se v oblasti pejet na rdmecku
po uzavieni boxu pohybuje na trovni -130 °C. Po 20 minutach se box otevie a pejety
se preklopi do kapalného dusiku, tedy teploty -196 °C.
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Obr. 7. Rdmecek s oznacenymi a naplnénymi Obr. 8. rolystyrénovy box o hloubce 35 cm,
pejetami na ledu (0-2 °C). svyskou hladiny kapalného dusiku 7-10 cm.

4.5. Ulozeni zmrazenych davek

Pejety se pfenesou pinzetou do pfedem oznacenych goblett (plastovych nebo pa-
pirovych tubust pro ulozeni pejet) (obrazek 9), které usnadnuji manipulaci s pejetami.
S goblety se pracuje pod hladinou kapalného dusiku o teploté -196 °C tak, aby nedoslo
ke znehodnoceni davek jejich ,zahfatim” na vice nez -80 °C. Goblety s pejetami se
ukladaji do kanystrG v kontejnerech s kapalnym dusikem (obréazek 10). Dlouhodobost
uchovéni dévek prestavuje nékolik let ¢i desitek — stovek let. P¥i praci v kapalném
dusiku dodrzujeme bezpecnostni predpisy!!!

Obr. 10. Umisteni goblett s pejetami do kanys-
tru v kontejneru.

Obr. 9. Uklddani pejet do gobletti pod hladinou
kapalného dusiku.

- 13-



4.6. Evidence zmrazenych davek

Zmrazené davky se eviduji v protokolu (pfiloha 1). V protokolu se eviduji veSkeré de-
taily o plivodu mli¢dka, metodé zmrazovani az po koncentraci spermii a Grovni oplo-
zenosti dosazené po rozmrazeni davky.

4.7. Rozmrazeni zmrazenych davek

Zmrazené davky se vyjmou v gobletu z kanystru kontejneru a vlozi se do manipulac-
ni polystyrenové nadoby s kapalnym dusikem. Pomoci pinzety se v kapalném dusiku
z gobletu vyjme pfislusna pejeta (pejety) a vlozi se do 1dzné o teploté 40 °C. Pejeta se
rozmrazuje za mirného pohybu v teplé lazni podobu 6 sekund (obrazek 11).

Po 6 sekundach se pejeta vyjme z teplé 1azné, osusi a odstfihne nlzkami konec
pejety, ktery neni opatien zatkou. Konec se odstfihne z divodu kontaminace vodou
(obrazek 12).

Obr. 11. Lazeri o teploté 40 °C piipravend pro Obr. 12. Odstrizeni vodou kontaminovaného
rozmrazovdni. konce pejety.

Po odstfizeni kontaminovaného konce se pejeta odstfizenou ¢asti vlozi do zku-
mavky a odstfihne se zatka na pejeté (obrazek 13). Obsah pejety se necha samovol-
né vytéct do zkumavky. Zkumavky s rozmrazenym spermatem se okamzité pouzivaji
k oplozeni ¢i k testu pohyblivosti spermii. U jesetera malého bychom méli vzdy dosah-
nout minimalni pohyblivosti na trovni 20 %. Dosazitelna uroven pfi optimalni kvalité
spermatu je az 80 %.

- 14 -
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Obr. 13. Umisténi pejety do zkumavky a nd-
sledné odstfizeni zdtky na pejeté.

4.8. Pouziti rozmrazeného spermatu k oplozeni jiker

U jesetera malého, jako u dalsich jeseterovitych, se pouziva tzv. ,mokra metoda”
osemenéni. Jinymi slovy, rozmrazené sperma se nejprve aktivuje smisenim s vodou
a okamzité se smisi s jikrami (obrazek 14; Gela a kol., 2008). Pfi osemenéni dbdme na to,
aby mnozstvi spermii na jednu jikru bylo vyssi nez pfi pouziti ¢erstvého, tedy nezmra-
zeného spermatu. Jestlize se pfi pouzi-
ti Cerstvého spermatu bézné pouziva
160 000-320 000 spermiina 1 jikru, je tre-
ba pocitat s potfebou 320 000-640 000
rozmrazenych spermii na 1 jikru, coz
napt. v pfipadé spermatu po rozmrazeni
(o nativni koncentraci 1 x 10° na ml) ¢ini
24-48 ml spermatu na 1 kg jiker.

Obr. 14. Michdnijiker s predem aktivovanym
spermatem ¢i soucasné aktivovanym spermatem
s priddnim jiker.

-15-



5. VYSLEDKY

Na zdkladé realizace nékolika provoznich experimentl bylo v praxi ovéfeno, Ze po-
psana technologie zmrazovani spermatu jesetera malého vykazuje vysokou stabilitu
vysledka.

Pozornost v rdmci ovéreni technologie v praxi byla vénovéna pfedevsim samotné
metodé, tzn. metodé zmrazovani a rozmrazovani spermatu a vlastnimu pouziti roz-
mrazenych spermii pii oplozeni jiker. Dale byla vyhodnocena i proveditelnost a stalost
ovérovaného technologického postupu v praktickych podminkach s nutnosti uchova-
ni zmrazenych davek v kontejnerech a kanystrech bézné dostupnych na trhu v CR.

Popsana technologie vykazala nejlepsi opakovatelné vysledky, které jsme u jed-
notlivych mli¢akd jesetera malého ziskali. S pouzitim této technologie zmrazovani
spermatu jesetera malého zarucujeme pfi dodrzeni vyrobniho postupu vzdy
dosazeni minimalni pohyblivosti spermii na tGrovni 20 %. Dosazitelna uroven
pohyblivosti spermii pfi optimalni kvalité spermatu je vSak az 80 %, coz je svym
zpusobem mezi zmrazovacimi technologiemi rarita.

6. EKONOMICKY PRiINOS TECHNOLOGICKEHO POSTUPU

PRO PODNIKATELSKY SUBJEKT

Ekonomicky efekt pouzivané technologie je zavisly na zplisobu vyuzitelnosti po-
psané technologie. Zmrazené sperma jesetera malého muize byt nasledné vyuzito:
1) pro produkci referen¢ni chovatelské zasoby, 2) pro produkci hybrida (s reproduk-
ci v rizném obdobi), 3) v pfipadé rozdilného obdobi reproduce mlic¢akul a jikernacek,
4) pfinizeni ekonomické néro¢nosti spojené s udrzovanim generac¢nich mli¢aka, 5) pro
genetické zlepseni v selekéné Slechtitelskych programech, 6) pfi opakovani vytéru
s vyuzitim specifickych mli¢akd, 7) pro uchovavani genetickych rezerv u kulturnich
druh a 8) pro mezindrodni vyménu spermatu.

V pripadé vytvareni banky spermatu pro uchovani genetickych zdrojl vlastni po-
psany technologicky postup oproti jinym méné dokonalym technologiim usetfi zhru-
ba 50 % skladovaci kapacity kontejnerd.

V ptipadé vyuziti popsaného technologického postupu k snizeni ekonomické na-
ro¢nosti spojené s chovem a udrzovanim generac¢nich mli¢cakl maze dojit k snizeni
nakladi v radech miliénl K¢ za rok na jeden chov jesetera malého.

Chov generacnich jeseterl je pomérné naroc¢ny a naklady na chov mlic¢akul se zave-
denim zmrazeni spermatu mohou snizit fadové na 20 % obvyklych nakladd.
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7. UPLATNENI TECHNOLOGICKEHO POSTUPU
U PODNIKATELSKEHO SUBJEKTU

Cilem technologie bylo jednoduse popsat technologii zmrazovani spermatu jese-
tera malého pro ucely uchovéani genofondu tohoto druhu. Firma LINEQ je pripravena
jednotlivé technologické kroky spocivajici v roztocich, materidlu az po kapalny dusik
nutnych k zmrazovani spolu s vlastni technologii dodavat pracovistim odpovédnym
za zmrazovani spermatu ryb, ale rovnéz pracovistim, které chovaji ve vétsim méfitku
generacni hejno jeseterd a ¢ast genofondu chtéji uchovat ve zmrazeném stavu.
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