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1. UVOD DO PROBLEMU

1.1. Uvod do spermatologie sladkovodnich druhii ryb

Sperma ryb je tvofeno jednak bunéc¢nou frakci — spermiemi a jednak nebunéc¢nou
Casti, tzv. spermialni plazmou. Spermialni nebo téz semennd plazma ryb tvoii obvykle
50-80 % objemu spermatu (Linhart, 1984). Je produktem predevsim Sertoliho bunék,
neni tedy totozna se semennou plazmou teplokrevnych. Svym slozenim poskytuje
spermiim ochranné a vyzivné latky. Z anorganickych latek obsahuje predevsim ionty
Na*, K*, Mg?*, Ca*, a Cl, z organickych latek glycidy, proteiny, lipidy a metabolity glyko-
lyzy a Krebsova cyklu. (Linhart a kol., 1991).

Spermie kostnatych ryb, mezi které patfi i kapr obecny, maji fylogeneticky primitiv-
ni stavbu, tzn. kulatou hlavicku bez akrozomu s velmi tenkym bicikem (P$enicka a kol.,
2006). Vyvijeji se v laldccich varlat, odkud jsou dozralé spermie spolu se spermialni
plazmou v prabéhu pfirozeného rozmnozovaciho aktu - ,tfeni” vypuzeny do vnéjsiho
prostiedi.

Prevazna vétsina znalosti o struktufe spermii ryb a fyziologii pohybu spermii byla
zdokumentovana na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) (Billard, 1970; Mori-
sawa a Suzuki, 1985; Boitano a Omoto, 1992; Cosson a kol., 1999; Alavi a kol., 2008),
pouzivaném casto jako specificky model sladkovodnich druh( ryb.

1.2. Klicové faktory aktivujici a inhibujici motilitu spermii ryb

Spermie prevazné vétsiny sladkovodnich druhd ryb s vnéjsim oplozenim nejsou po-
hyblivé ve varlatech a genitalnim traktu. K aktivaci pohybu dochdzi az jejich uvolné-
nim do vnéjsiho prostredi, tedy do sladké vody. Ta vSak predstavuje pro individualni

,nechrdnéné” bunky extrémné nepftiznivé prostiedi, takze perioda pohybu spermii
ryb je velice kratkd (Cosson a kol., 1999) a pohybuje se v rozmezi 10-60 s u kostna-
tych sladkovodnich ryb, nékolika minut (3-9) u chrupavditych ryb a zhruba 30 minut
u mofskych druht ryb (Ginsburg, 1968; Billard a kol., 2004; Cosson a kol., 1999), vzdy
v zavislosti na faktorech vnéjsiho prostredi.



IMRAZOVANI SPERMATU KAPRA OBECNEHO (Cyprinus carpio L.)
PRO POTREBY UCHOVANI GENOFONDU V PRAKTICKYCH PODMINKACH

Obr. 1. Spermie kapra obecného (A) na dné mikropyldrniho otvoru v misté specidiniho dosedu vytvo-
fené pouze pro jednu spermii. B - spermie kapra obecného zachycend v mikropyldrnim otvoru. Snimky
porizené skenovacim elektronovym mikroskopem z publikaci Linhart a kol, 1993 a Kudo a kol,, 1991, 1998.

Faktory prostiedi, jako jsou ionty, pH nebo osmolalita, zplGsobuji depolarizaci bu-
nécnych membran a stimuluji motilitu spermii. Scheuring (1925) byl prvni, kdo poprvé
podal informace o skute¢nosti, ze ionty Na*, Ca** a Mg?* redukuji inhibi¢ni uc¢innost
K* iontu u spermii pstruha obecného (Salmo trutta) s principem vyssi ucinnosti bi-
valentnich kationtl oproti Na* iontdm. Synergicky efekt mezi ionty vedl k vytvoreni
demonstracni studie sledujici kontrolu motility zménou membranového potencialu
kombina¢nim efektem rlznych iontl (Gatti a kol., 1990; Boitano a Omoto, 1991). Os-
moticky tlak, koncentrace K* spolu se sachar6zou a pH semenné plasmy nizsim nez
7,0 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 moti-
lity 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 chrupavci-
tych ryb a nékterych kostnatych je z ¢asti kontrolovana osmotickym tlakem a z casti
iontovym efektem (Linhart a kol., 1995, 2002; Billard a kol., 1999). Motilita spermii ves-
lonosa amerického je inhibovéna zvySenou urovni velmi malé koncentrace K* pfi pH
7,0, bez doprovodného kumulativniho efektu Ca?, jak diive ukazal u lososovitych ryb
Scheuring (1925), Cosson a kol. (1986, 1989), Christen a kol. (1987). Baynes a kol. (1981)
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zdokumentoval, ze roztoky K* (nebo K* a Na*), které bézné neindukuji motilitu spermif
u pstruha duhového, slouzi jako soucast aktivacnich roztokl po ptidani malého mnoz-
stvi Ca?*. Spermie pstruha duhového vykazuji okamzité po aktivaci a po celou dobu
pohybu spermii cirkularni trajektorii. Bylo prokdzano, ze Ca?* ionty v pribéhu perio-
dy kratkého pohybu jsou odpovédné za cirkularni drdhu spermie pstruha duhového
(Cosson a kol., 1989; Boitano a Omoto, 1992) a slouzi rovnéz k eliminaci inhibi¢niho
efektu K* na motilitu spermii. Rozdilny efekt Ca?* iontd byl pozorovan u intaktnich
a demembranovanych spermii mnoha kostnatych ryb (Alavi a kol., 2008).

1.3. Teorie kryokonzervace

Kryokonzervace nebo také ,mrazeni ¢i zmrazovani” — je metoda uchovani Zivych
bunék a tkani pfi velmi nizkych teplotach (dosahovanych obvykle pomoci tekutého
dusiku nebo suchého ledu) pfi pouziti ochrannych latek - tzv. kryoprotektantd. Uspés-
nost kryokonzervace spermii je ddna: zachovanim integrity bunky, zachovanim po-
hyblivosti ¢i schopnosti aktivace pohybu burnky a zachovédnim oplozenischopnosti
bunky.

Pri kryokonzervaci dochdzi ke tvorbé intra a extraceluldrnich krystalG vody (pficemz
je dulezita velikost krystal( a jejich usporadani), dale ke zménam iontové koncentrace
(intracelularni i extracelularni) (vedoucim k lokaInimu zvyseni koncentrace elektroly-
th) a ke zméndm struktury bunécné membrany.

Pro eliminaci uvedenych vlivii na buné¢nou membranu a pohybovy aparat sper-
mie jsou pouzivany ochranné latky — KRYOPROTEKTORY (kryoprotektiva, kryopro-
tektanty). Nejcastéji pouzivanymi kryoprotektory jsou GLYCEROL, DMSO, METANOL,
PROPANDIOL, ETYLENGLYKOL, ale i dalsi latky. Kryoprotektanty tedy omezuji tvorbu,
velikost a polarizaci (usporadani) krystal(i ledu (extracelularné i intracelularné), chrani
membranu pred lokdlnim plsobenim zvysené koncentrace iontl a pred strukturdlni-
mi zménami.

1.4. Kritické body kryokonzervace

Kryokonzervace spermii ryb je metoda, jejiz Uspéch zavisi na velkém mnozstvi pro-
ménnych, které ve vysledku ovliviiuji schopnost spermii oplodnit vajicko. Jde jednak
o kvalitu odebraného spermatu a dale o faktory, které plsobi v pribéhu pfipravy a
vlastniho mrazeni spermatu (vnéjsi faktory) (Ciereszko a kol., 2000; Brown a Mims,
1999; Leibo a Bradley, 1999; Linhart a kol., 1993, 2000, 2005, 2006; Rodina a kol., 2007):

Vhodny extendor a fedéni spermii. Extendor, tedy fedici roztok, je roztok ob-
sahujici spermidlni plasmé podobné organické a anorganické latky a pH. Extendor
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umoznuje nafedéni hustého spermatu (koncentrace spermii je bézna u kaprovitych
ryb na drovni 10° spermii) a kratkodobé uchovani pfi +4 °C. Chemické slozeni exten-
dord pouzivanych pro zmrazovani je velmi siroké. Pfed zmrazovanim se sperma redi
extendorem na urovni od 1: 1 do 1:20 v zavislosti na koncentraci spermatu a speci-
ficité druhu.

Kryoprotektiva a jeho koncentrace. Kryoprotektiva jsou ptiddvana ke sperma-
tu spolu s extendory z dGvodu zvyseni preziti spermii v prabéhu zmrazovani. Hlavni
vlastnost kryoprotektiv spociva ve vyvazani vody s redukci formovani krystal( v pra-
béhu zmrazovani nebo v strukturovani uniformnich krystalG. Dalsi vlastnost spociva
ve vazani elektrolytd, ¢cimz dochézi k zamezeni tvorby koncentrovanych residualnich
nezmrazenych roztokd, a tim i snizeni bodu tuhnuti v prlibéhu zmrazovani. Kryopro-
tektivni vlastnosti byly identifikovany u velkého mnozstvi latek, jako jsou napf. dime-
thylsulfoxid (DMSO), ethylenglykol (EG), glycerol, methanol a propandiol. Koncentrace
kryoprotektiv v kryoprotektivnich mediich nebo po findlnim nafedéni spermatu je od-
lisna druh od druhu s obvyklym rozhranim od 5 do 15 %.

Rychlost zmrazovani je hodnocena jako velmi kritickd proménnd ovliviujici
uspéch zmrazovani. Nejpouzivanéjsi technikou je u spermii a ostatnich bunék vyuziti
pomalého zmrazovani (od +4 °C do -70 °C rychlosti 1-10 °C za minutu). V pribéhu
zmrazovani jsou krystaly ledu formovany v extraceluldrnim roztoku, voda se uvoliuje
zbunék s vyrovnavanim osmotickych drovni az po dosazeni tzv. osmotické ekvilibrace.
Pfi tom dochazi ke krystalizaci i uvnitt spermii. Po dosazeni nizké vnitini intracelularni
teploty na -70 °C je mozné bunky bezpecné uchovavat v kapalném dusiku pfi -196 °C.
Optimalni zmrazovaci rychlost je druhové specifickd, musi byt vzdy ovérena pro urcity
druh a kombinaci extenderu, kryoprotektiva, objem a formu (pejeta, peleta, kryozku-
mavka) zmrazované davky.

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

1.5. Kryokonzervacni technika v akvakultuie

Technikazmrazovani, tj. hluboké zmrazovani spermiia jejich uchovéanivkapalném du-
siku (-196 °C) je jedna z biotechnickych metod aplikovanych v akvakulture (Stoss, 1983;
Rana, 1995; Gwo, 2000). Zmrazené sperma mUze byt v akvakultufe nasledné vyuzito:

1) pro produkci referen¢ni chovatelské zasoby,

2) pro produkci hybridi (s reprodukci v rizném obdobi),

3) v pfipadé rozdilného obdobi reproduce mli¢aki a jikernacek,

4)  pfisnizeni ekonomické ndro¢nosti spojené s udrzovanim generacnich mlic¢a-
ka,



5) pro genetické zlepseni v selekéné slechtitelskych programech,
6) pfiopakovani vytéru s vyuzitim specifickych mli¢akd,

7) pro uchovavani genetickych rezerv u kulturnich druhti a

8) pro mezinarodni vyménu spermatu.

Velké mnozstvi studii bylo publikovdno o zmrazovani spermii u odliSnych kost-
natych ryb (Stoss, 1983; Rana, 1995; Gwo, 2000). V oblasti zmrazovani spermii kapra
obecného (Cyprinus carpio L.) existuje celd fada publikaci, které popisuji zmrazovani
spermii kapra (Linhart a kol., 2000; Lahnsteiner a kol., 2000; Kopeika, 1986; Moczarski,
1977; Lubzens a kol., 1993, 1997; Magyary a kol., 1996 atd.). Pfesto neni pouzivani zmra-
zeného spermatu u ryb v produkénim rybafstvi obvyklé v obdobném rozsahu jako
napf. u skotu ¢i driibeze.

Cilem této technologie je na zakladé dosavadnich poznatkd poskytnout chovate-
podafiské ryby — kapra obecného v praktickych podminkach ceského rybaistvi bez
potieby specialnich pfistrojd, pouze za pomoci zékladnich laboratornich pomucek.

3. MiSTO, KDE SE TECHNOLOGIE OVEROVALA

Vlastni proces ovéreni technologie probihal v obdobi 2008-2010 v rdmci realizace
nékolika provoznich sledovani a experimentd spojenych s ovéfenim technologického
postupu zmrazovani spermatu kapra pro potfeby programu uchovani genovych zdro-
ju v provoznich podminkach rybarskych podnikd sdruzenych v Rybarském sdruzeni
Ceské republiky, konkrétné na rybochovnych objektech Fakulty rybafstvi a ochrany
vod Jihoceské univerzity. Ovérovani technologického postupu zmrazovéni spermii
kapra v praxi byla financovéna projektem NAZV "Vyzkum zmrazovani spermii a em-
bryi ryb" (MZe CR, NAZV QH82119).

4.POPIS TECHNOLOGICKEHO POSTUPU A VYSLEDKY

4.1.Vybér a pFiprava vhodnych generacnich mli¢aku

Hlediskem vybéru byl jednak zndmy plvod - plemeno, chovna skupina (za-
kon o slechténi, plemenitbé a evidenci hospodaiskych zvifat ¢. 154/2000 Sb. Vyhl.
357/2001), dale aktualni zdravotni stav a kondice ryb.

-10 -



IMRAZOVANI SPERMATU KAPRA OBECNEHO (Cyprinus carpio L.)
PRO POTREBY UCHOVANI GENOFONDU V PRAKTICKYCH PODMINKACH

Pro mrazeni spermatu kapra pro potieby uchovéani genofondu bylo pouzivano
pouze sperma od ryb individudlné znac¢enych a evidovanych v plemenaftské evidenci.
Z praktického hlediska jsou vhodnéjsi mlicaci stari 4-8 let, predevsim z ddvodu lepsi
manipulace. Z vybéru byly vyrazeny ryby viditelné nemocné, ve Spatném vyzivném
stavu, ptipadné ryby viditelné neodpovidajici exteriérem danému plemeni. Pro po-
treby kryokonzervace je vhodnéjsi sperma odebirané v prvni poloviné reprodukéni
sezony.

Predvytérova priprava generacnich mli¢akl spocivala predevsim v Upravé teplot-
niho rezimu a hormonalni stimulaci mli¢ak{ stejné jako pro potfebu umélého vytéru:
mli¢éaci byli v prvni poloviné kvétna temperovéni na 20 °C, k hormonalmi stimulaci
byla pouzita kapfi hypofyza 0,5-1 mg.kg™.

Obr. 2. Odbeér spermatu kapra vyvévou do
odbérnych nddobek.

4.2, 0dbér spermatu

Odbér spermatu ryb je obecné specificky podle druhu, vzdy je vsak cilem ziskat
nekontaminované sperma, popr. eliminovat Ucinek kontaminantd, hlavné moce, pou-
zitim vhodnych postupt a prostfedka.

Sperma kapra bylo odebirano 12-24 h po hormonalni stimulaci odsavanim z povr-
chu pohlavni papily za soucasné abdominalni masaze brisni krajiny. K odsati byla pou-
Zita odsavacka napojena na vyvévu (obrazek 2), nebo bylo sperma jen odsttiknuto do
suché a cisté kadinky. Sperma se do dalsiho zpracovani uchovavalo v ¢aste¢né napl-
nénych nadobkach (kontejnery na tkarnové kultury o objemu 50 — 200 ml), v aerobnich
podminkach, v tenké vrstvé, v chladnicce ¢i v termoboxu pfi teplotach 0-2 °C (obrazek
3). Pfi tomto uchovani bylo dbano na to, aby sperma nezmrzlo, ani nebylo v ptimém
kontaktu s prechlazenym ledem nebo vyparnikem chladni¢ky a zaroven bylo chrané-

- 11 -



no pred kontaminaci vodou, protoze uvedené negativni vlivy mohou vést ke znehod-
noceni spermatu, které se navenek projevi ,zrosolovaténim” spermatu.

Obr. 3. Uchovdvdni spermatu kapra v plasto-
vych nddobkdch na ledu, tedy pri teploté 0-2 °C.

4.3. Kontrola kvality spermatu

Kontrola kvality spermatu zahrnovala makroskopickou kontrolu (barva, konzistence
a pritomnost pfimisenin) a mikroskopickou kontrolu (koncentrace spermatu a stano-
veni ¢i odhad motility — podilu pohyblivych bunék).

Sperma kapra se jevilo jako tekutina bélavé barvy, mlé¢né az smetanovité kon-
zistence, koncentrace 10-25 x 10° spermii v 1 ml. Byla zaznamenana kontaminace
krvi (zbarveni do rdzova), vykaly (zbarveni do Zlutozelena) nebo vodou ¢&i slizem ryby
(vede k ,zrosolovaténi”). Sperma lehce kontaminované krvi bylo pouzivano, sperma
kontaminované vykaly, slizem nebo vodou bylo vyfazeno.

K mikroskopickému posouzeni spermatu byl pouzit mikroskop zvétsujici 100-200x
(objektiv 10-20x pfi okularu 10x), s tmavym polem nebo s prlichozim svétlem. Na
podlozni sklo mikroskopu byla pomoci kapatka nebo sklenéné tycinky kdpnuta kap-
ka (50-100 pl) odstaté vodovodni vody nebo destilované vody. Spi¢kou suché a ¢isté
preparacni nebo injekéni jehly namocené do spermatu bylo lehkym tuknutim prene-
seno sperma do kapky na podloznim skle a pomoci jehly okamzité rozmichano, byl za-
ostfen mikroskop a odhadovan procenticky podil pohyblivych bunék. Pokud nebylo
mozné pozorovat samostatné se pohybujici body, bylo pozorovani opakovano s men-
$im mnozstvim spermatu. Pro dalsi praci bylo pouzito pouze sperma s minimalnim
podilem pohybujicich se bunék 80 %.

Pred zmrazenim byla dale zjiStovana koncentrace spermii pocitanim spermii v po-
¢itaci komarce nasledujicim postupem: sperma se nafedi 10 000x (dvoustupriove, tj.
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990 pl fyziologického roztoku se smichda s 10 pl spermatu, dokonale se protiepe a z to-
hoto nafedéného spermatu se opét vezme 10 pl a roziedi se v 990 pl fyziologického
roztoku). Kapka 10 pl nafedéného spermatu se kdpne na okraj kryciho skla pocitaci
komrky. Spermie se nechaji 5-10 minut sedimentovat a nasleduje pocitani spermif
pod mikroskopem, a to v 16 ¢tvercich komrky. Pokud pouzijeme Biirkerovu komrku,
potom koncentraci spermii vypocitdme podle vzorce: 0,15625 x celkovy pocet spermii
v 16 Ctvercich, vysledek je v 10° spermii v 1 ml.

4.4, Priprava k vlastnimu mrazeni spermatu

Priprava k vlastnimu mrazeni spocivala ve vytemperovani spermatu (veskerd mani-
pulace probiha na ledu pfi teploté do +2 °C), fedéni roztokl s kryoprotektivy a distri-
buce do pejet (slamek) o objemu 0,5 ml.

Pro sperma kapra je v literatufe uvadéna fada roztokl a kryoprotektiv, které byly
vice ¢i méné Uspésné pouzity. Z opakovanych testll rdznych roztokl a jejich kombi-
naci s kryoprotektivy vyplynulo, Ze jednotlivé doporuc¢ované kombinace nejsou vzdy
a vsude Uspésné. Proto byl pro praktické pouziti navrzen nasledujici systém: U casti
(nebo viech) mli¢akl se nejprve provede test pouzitelnosti jednoho ze dvou nejcas-
téji doporucovanych postupu (kombinaci fedicich roztokl s kryoprotektivy), sperma
se nize popsanym zplsobem zamrazi, nasledné rozmrazi a zkontroluje se motilita roz-
mrazeného spermatu. Na zakladé tohoto testu se zvoli prislusna kombinace fediciho
roztoku a kryoprotektiva.

4.4.1. Priprava roztoku

Pro pfipravu potiebnych roztokl byly pouzity nasledujici postupy:
A) Roztok podle Kopejky (Kopejka, 1986; nebo roztok ,,KOP")
V 60 ml destilované vody rozpustime:
e 1429 mgTRISu;
e 47 mgKCl;
e 1257 mg manitolu;
e 43 mg MgCl,.6H,0;
e 10 mg CaCl,.2H,0;
e 227 mg NaHCOs;
e 116 mg sachardzy.
pH roztoku upravime HCl na 8,0 a pfiddme 16 ml ethylenglykolu (EG) a 10 ml
vajecného Zloutku a destilovanou vodou dopinime na 100 ml.
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B) Roztok modifikovany Kurokura 2 (Kurokura a kol., 1984; dale jen ,,MK2")
V 60 ml destilované vody rozpustime:
e 362 mgNaCl;
e 999 mg KCl;
e 22 mgCaCl,.2H,0;
e 8mgMgCl,.6H,0.
Pfiddme 10 ml DMSO a doplInime destilovanou vodou na 100 ml.

4.4.2. Redéni spermatu kryoprotektivem a pInéni do pejet

Redici roztok s kryoprotektivem o teploté 0-2 °C byl postupné a velmi pomalu “po
kapkach” napipetovan do spermatu o téze teploté (obrazek 4). Dlivodem ,postupné-
ho ptikapavani” byla snaha ménit postupné osmotickou tUroven suspenze bunék a vy-
varovat se tak osmotickému Soku. Nafedéné sperma bylo okamzité pInéno za pomoci
pipety (1ml) do pfipravenych a oznacenych pejet o objemu 0,5 ml (obrazek 5). Kazda
pejeta nesla oznaceni druhu ryby, ¢. ryby a datem zmrazovani.

Obr. 4. Postupné piikapdvani rediciho roztoku Obr. 5. Nasdvdni naredéného spermatu mikro-
s kryoprotektivem do spermatu. pipetou do oznacenych pejet.

4.5. Vlastni mrazeni spermatu

Vlastni mrazeni dévek spermatu bylo realizovédno v paradch nad hladinou tekutého
dusiku v ,termoboxu”. Pouzitym termoboxem byl pfepravni polystyrénovy box na
akvarijniryby rozmér(i 60 x 40 x 35 cm s vikem a tloustkou stény 4 cm. Pejety naplnéné
nafedénym spermatem byly ukladany na predem pfipraveny polystyrénovy rdmecek
(tloustka 3 cm) (obrazek 6) - fungujici jako plovak, ktery se po naplnéni prenesl do
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boxu na hladinu kapalného dusiku a box byl okamzité na 20 minut uzavien (obra-
zek 7). Bylo dbano na to, aby cely proces pInéni vSech pejet netrval déle nez 5 minut.
Teplota v oblasti pejet na rdmecku po uzavieni boxu se pohybovala na trovni -130 °C
(méfeno termoclankovym teplomérem). Po 20 minutach byl box otevien a pejety byly
preklopeny do kapalného dusiku, tedy teploty -196 °C.

Obr. 6. Rdmecek s oznacenymi a napinénymi Obr. 7. rolystyrénovy box o hloubce 35 cm,
pejetami na ledu (0-2 °C). svyskou hladiny kapalného dusiku 7-10 cm.

4.6. Ulozeni zmrazenych davek

Pejety byly pinzetou ukladany do pfedem oznacenych gobletl (plastovych nebo
papirovych tubusd pro ulozeni pejet) (obrazek 8), které usnadnuji manipulaci s peje-
tami. S goblety se pracovalo pod hladinou kapalného dusiku o teploté -196 °C tak, aby
nedoslo ke znehodnoceni davek jejich ,zahtatim” na vice nez -80 °C. Goblety s pejeta-
mi byly uloZeny do kanystr( v kontejnerech s kapalnym dusikem (obrazek 9).
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Obr. 9. Umisténi gobletti s pejetami do kanystru
v kontejneru.

Obr. 8. Ukldddni pejet do gobleti pod hladinou
kapalného dusiku.

4.7.Evidence zmrazenych davek

Zmrazené davky byly evidovany v protokolu, viz Pfiloha 1. V protokolu jsou uvede-
ny veskeré detaily o pdvodu mli¢dka, metodé zmrazovani az po koncentraci spermii
a urovni oplozenosti dosazené po rozmrazeni davky.

4.8. Rozmrazeni zmrazenych davek

Zmrazené davky byly vyjimany v gobletu (gobletech) z kanystru kontejneru a pre-
mistény do manipulacni polystyrenové nadoby s kapalnym dusikem. Nasledné byly
pomoci pinzety (stale jesté v kapalném dusiku) vyjmuty pfislusné pejety z gobletu a
vlozeny do vodni ldzné o teploté 40 °C a rozmrazovany za mirného pohybu v teplé
ldzni po dobu 6 s (obrazek 10).

Po 6 sekundach byla kazda pejeta vyjmuta z teplé 1azné, osusena a niizkami byl
odstfizen konec pejety, ktery neni opatien zatkou (z dvodu kontaminace vodou) (ob-
razek 11). Po odstfizeni kontaminovaného konce byla pejeta odstfizenou ¢asti viozena
do zkumavky a odstfihla se zatka na pejeté, viz obrazek 12. Obsah pejety se nechal
samovolné vytéct do zkumavky a okamzité se pouzil k oplozeni ¢i k testu pohyblivosti
spermii.
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Obr. 10. Ldzeri o teploté 40 °C pfipravend pro Obr. 11. Odstiizeni vodou ontaminovaného
rozmrazovani. konce pejety.

Obr. 12. Umisténi pejety do zkumavky s odstri-
Zenim zdtky na pejeté.
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4.9. Pouziti rozmrazeného spermatu k oplozeni

U kapra obecného se fidime pfi reprodukci metodikou Gela a kol. (2009). Pti ose-
menéni dbame na to, aby k smiseni rozmrazeného spermatu s jikrami a vodou doslo
soucasné, a to z dlivodu toxicity DMSO v(ci jikrdam. Pii osemenéni dbame na to, aby
mnozstvi spermii na jednu jikru bylo vyssi nez pfi pouziti ¢erstvého, tedy nezmrazené-
ho spermatu. Jestlize pfi pouziti ¢erstvého spermatu nam staci v fadu 10 000-30 000
spermii na jednu jikru, v pfipadé pouziti rozmrazeného spermatu pouzivame deseti-
nasobek, tzn. 100 000-300 000 spermii na jednu jikru.

4.10. Material, pomiicky, chemikalie

Pri jednotlivych krocich byl pouzit nasledujici materidl, chemikélie a pom0cky:

A) Pro vybér ryb:
e gumotextilni plachetky,
e pielovovaci rukav nebo hluboky keser,
e manipulacni stal kryty molitanem.

B) Pro pifedvytérovou pfipravu:
e hormonalni preparat (kapfi hypofyza nebo Ovopel),
e tieci miska, fyziologicky roztok, injekeni strikacky, injekeni jehly,
e teplomér.

C) Pro odbér spermatu:
e anestetikum (fenoxyetanol nebo hiebickovy olej),
e nadoba na lazen anestetika (kad),
e utérky na fixaci a osuseni ryby,
e vakuova odsdvacka nebo vétsiinjekeni stiikacky,
e nadobky na odebrané sperma, napt. kontejnery na tkanové kultury objemu
200 ml,
e termobox (izolovany prepravni obal) s ledem nebo chladicimi vlozkami,
e vodéodolny popisovac,
e  (tecka RFID ¢ipl na individualni identifikaci ryb,
e formulare protokolu o odbéru spermatu.

D) Pro posouzeni kvality spermatu:
e  svételny mikroskop zvétsujici 100-200x,

e  mikroskopicka skla, preparacni nebo injekéni jehla,
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e  pipety (1000 a 10 pl),

e  Biirkerova pocitaci komarka (nebo jinad pocitaci komurka),
e  zkumavky na prediedéni spermatu,

e fyziologicky roztok.

E) Pro pFipravu spermatu k mrazeni:
Chemikalie:
e  chlorid sodny (NaCl),
e  chlorid draselny (KCI),
e hydrogenuhlic¢itan sodny (NaHCO:s),
e TRIS,
e  kyseliona chlorovodikova (HCI),
e  chlorid vdpenaty (CaCl, . 2H,0),
e  siran hofec¢naty (MgCl, . 6H,0),
e sachardza,
e etylenglykol (EG),
e dimethylsulfoxid (DMSO),
e destilovana voda,
e  (Cerstvy vajecny Zloutek.
Chemické sklo nebo plast:

e  kadinky,

e odmérné vilce,
e  pipety.
PFistroje:

e  pHmetr,
e teplomér.

F) Pro vlastni mrazeni:
e pejety 0,5 nebo Tml,
e popisovac na pejety,
e pipeta na plnéni pejet (nebo trubicka s balonkem),
e polystyrenovy box (krabice o objemu 60-80 litd) s vikem,
e polystyrenovy rdmecek (plovak z desky 3 cm),
e plastova nebo papirova pouzdra na pejety - tzv. goblety,
e Dewarovy nadoby na uchovani pejet a zasobni tekuty dusik,
e tekuty dusik (N,),
e  pinzety,
e kozené rukavice.
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G) Pro rozmrazeni:
e vodnilazen teploty 40 °C,
e teplomér,
e nlzky,
e  zkumavky nebo jiné vhodné nadobky na rozmrazené sperma.

5. EKONOMICKY PRINOS TECHNOLOGICKEHO POSTUPU
PRO PODNIKATELSKY SUBJEKT

Ekonomicky piinos uvadéné technologie Ize nalézt ve dvou zakladnich rovinach:

Piimé utspory: zvolend technika vyuzivajici jen zakladnich laboratornich pomucek
bez potieby specidlnich pristroja (tzv. zmrazovacich automatt) usetii prostredky nut-
né k pofizeni téchto specialnich pristroja v fadech stovek tisic K¢.

Nepfimo: Vyuzivani zamrazovani spermatu uvedenou technologii pro potieby
uchovani genofondu kapra jako nasi komercné nejdullezitéjsi ryby, pojistuje produke-
ni potencidl nasich unikatnich a pro nase podminky osvédcenych plemen kapra, jez
maji penézi tézko vycislitelnou hodnotu.

6. UPLATNENI TECHNOLOGICKEHO POSTUPU

VE VYROBE PODNIKATELSKEHO SUBJEKTU

Rybafské sdruzeni Ceské republiky je uznané chovatelské sdruzeni pro plemenéai-
skou praci u ryb dle zak. ¢. 154/2000 Sb., ve znéni pozdéjsich predpist. K zabezpeceni
zvysovani a zkvalitiovani produkce md chovatelské sdruzeni Slechtitelsky program
v rozsahu, ktery pouziva cistokrevné plemenitby, selekce, inbredizace v¢etné metod
genomovych manipulaci a tvorby meziplemennych hybrid{i. Sou¢asné se udrzuji ge-
netické zdroje ryb v rozsahu daném Néarodnim programem konzervace a vyuzivani
genetickych zdroju zvitat podle § 14, odst. 1, zdkona ¢. 154/2000 Sb., ve znéni zdkona
¢. 130/2006 Sb. A pravé zde dojde k uplatnéni technologie v praxi, predevsim umozni
zamrazovat i na lokalitach chovateld vzdélenéjsich od kryobanky, kde nejsou k dispo-
zici slozitéjsi technické prostredky.
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