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1.1. Cil metodiky

Cilem této metodiky je poskytnout chovatelim jednoduchy navod ke zmrazovani
spermatu nasi dalezité hospodarské ryby — lina obecného v praktickych podminkach
bez potieby specialnich pfistroju.

1.2. Vlastni popis metodiky

Metodika poskytuje postup jak zmrazit sperma lina obecného rybarskym pracovi-
stim, veterindrnim Ustaviim a VaV uzivatelGm, ktefi zmrazuji sperma pro ucely dlouho-
dobého uchovani.

1.3. Srovnani ,novosti metodiky”

Metodika zmrazovani spermatu lina obecného v podminkéch konzervativniho ces-
kého rybafstvi predstavuje jednu z moznych alternativ uplatnéni nové metody s vyu-
Zitim zmrazeného spermatu. Podobna metodika prozatim nebyla v CR publikovéna.

1.4. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika najde uplatnéni zejména na pracovistich odpovédnych za zmrazovani
spermatu ryb, dale tam kde chovaji ve vétsim méfitku generacni hejno lina obecného
a ¢ast genofondu chtéji uchovat ve zmrazeném stavu. Rovnéz metodika najde uplatné-
ni v rdmci Narodniho programu uchovani a vyuziti genetickych zdroj(.

1.5. Ekonomické aspekty

Metodika najde uplatnéni vSude tam, kde existuje plemenny chov lina obecného
a kde je zalozena banka spermatu. Prvnim ekonomickym dopadem je uchovani ge-
netické variability plemen lina, ktera se vlivem chovu neustale zuzuje. Zhruba po péti
az deseti generacich je obvykle nutné provést osvézeni krve jednotlivych plemen a to
jejich prapra...rodici nebo provést hybridizaci s jinymi plemeny. Tato skute¢nost mGze
nastat, pokud je v chovanych plemenech zastoupeno méné nez 50 jedinc(. V pfipadé
hybridizace fakticky dojde k zaniku plemene. Zmrazenim spermatu jsme schopni od-
dalit zénik plemene, jehoz cenu Ize odhadnout v fadu 2-4 miliénd Ke. V pfipadé dhynu
vétsiho mnozstvi generacnich ryb je mozné vyuzit zmrazené sperma k rekonstrukcim
plemen.
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2.DULEZITE ZNALOSTI Z OBLASTI BIOLOGIE SPERMIi A JEJICH ZMRAZOVANI

2.1. Uvod do spermatologie lina obecného

Spermie lina obecného jako vsechny spermie kostnatych ryb maji primitivni stav-
bu, sestavaji z kulaté hlavicky bez akrozomu a velmi tenkého biciku (Psenicka a kol.,
2006). Vyvijeji se v cystach varlat, odkud se po dozrani a prasknuti dostévaji do chdmo-
vodU a v pribéhu reprodukce jsou vypuzeny do vnéjsiho prostiedi (Alavi a kol., 2008).
Sperma lina obecného je konzistence a barvy mlécné, hustoty fidké az husté. Sperma
je tvofeno spermiemi a spermidlni plazmou, ktera je zejména produktem Sertoliho bu-
nék. Svym sloZzenim poskytuje spermiim ochranné a vyzivné latky a obvykle se v ném
spermie nepohybuji. Bohuzel pii vytéru je sperma lina vzdy nafedéno moci. Moc se
automaticky dostdva do spermatu nebo naopak pfi masazi bfisni partie a tim i masa-
Zi varlat a mo¢ového méchyre. Lin ma velmi maly mocovy méchyi s objemem moci
od 0,5 do 2 ml u dospélych ryb v hmotnosti od 400 do 700 g (obr. 1) v oblasti vyusténi
chdmovodu (Linhart a kol., 2000b, 2003, 2006). V celedi kaprovitych je ziejmé lin jedi-
nym druhem, ktery ma mocovy méchyi.

Obr. 1. Sipka ukazuje, kde je mocovy méchyf v bifisni dutiné u lina obecného (Linhart a kol,, 2003).

Objem spermatu u lina se pohybuje na tdrovni 0,1-2 ml s relativnim objemem sper-
matu od 1,6 do 2,6 ml na kg hmotnosti mli¢aka (Caille a kol., 2006). Primérnd koncen-
trace spermii v 1 ml spermatu je ve srovnani s kaprem nizsi a to v rozmezi 11-24 x 10°
spermii s celkovym poctem spermii na mli¢adka od 9 do 21 x 10° spermii a relativnim po-
¢tem spermii na kg hmotnosti mli¢dka od 18 do 48 x 10° spermii (Linhart a kol., 2000a).



2.2, Kli¢ové faktory aktivujici a inhibujici motilitu spermii lina

Spermie lina stejné tak jako spermie prevazné vétsiny sladkovodnich druhd ryb
s vnéjsim oplozenim nejsou pohyblivé ve varlatech a genitélnim traktu. Oproti kap-
rovi je oviem sperma lina pfi vytéru vzdy kontaminovano modi, ktera aktivuje pohyb
spermii. Mo¢ md nizkou osmotickou uroven (50-60 mOsmol.kg™), proto je hlavnim
inicidtorem aktivace spermii lina. Sperma nefedéné moci ma osmotickou koncentra-
ci na urovni 300 mOsmol.kg™. Po dal$im nafedéni spermatu vodou je doba pohybu
spermii lina na Urovni dvou minut, pficemzZ prvni minutu jsou spermie velmi aktivni
(Linhart a kol., 2003).

2.3. Imobilizacni roztok, odbér spermatu a kratkodobé uchovani spermatu u lina

Mli¢dky lina vzdy anestezujeme hiebickovym olejem v koncentracich 3-4ml
na 1001 vody (Kolafova a kol., 2012). Sperma vzdy odebirdme pfimo do imobiliza¢-
niho roztoku, tedy roztoku, ktery zastavi pohyb spermii (viz metodiky Linhart a kol.,
2000a,b), ¢imz snizime kontaminaci moci. Imobiliza¢ni roztok pro lina obecného je tzv.
modifikovany roztok Kurokura (Rodina a kol., 2004). Sperma mézeme fedit maximal-
né do poméru 1 : 0,9, tedy napfiiklad 10 ml imobiliza¢niho roztoku a 9 ml spermatu.
Pfi odbéru spermatu nejprve nasajeme imobilizaéni roztok do injekéni stfikacky obje-
mu 20 ml a k nému pfisdvdme kontaminované sperma.

Sperma lina se uchovéava po celou dobu od odbéru do osemenéni v imobiliza¢nim
roztoku v aerobnim prostredi pfi teploté 0 az +2 °C. Aerobni prostiedi mizeme za-
jistit ¢aste¢nym naplnénim stiikacek vzduchem. Maximalni doba takového uchovani
je do 5 h, deldi uchovavani neni vhodné. Zcela vyhovuijici je pouziti polystyrénovych
prepravnich termoboxl (napf. na akvarijni ryby) s vrstvou ledu na dné. Led musi byt
oddélen od stfikacek se spermatem vrstvou tkaniny ¢i papiru. Dbame na to, aby sper-
ma nezmrzlo nebo stiikacky nelezely pfimo na pfemrzlém ledu. Pokud stiikacky se
spermatem uchovavame v lednici, nesmi lezet tésné u vyparniku (Rodina a kol., 2010).

2.4.Uvod do kryokonzervace spermiilina

a) Teorie kryokonzervace

Kryokonzervace, nebo také ,mrazeni ¢i zmrazovani” je metoda uchovéni zivych bu-
nék a tkani pfi velmi nizkych teplotach, dosahovanych obvykle v tekutém dusiku pfi
pouziti ochrannych latek, tzv. kryoprotektiv. Teoreticky popis doporucujeme prostudo-
vat v metodice zamérené na zmrazovani spermii kapra (Rodina a kol., 2010).

Pfi kryokonzervaci dochéazi ke tvorbé krystald vody, dale ke zménam iontové kon-
centrace a ke zménam struktury bunécné membrany. Pro eliminaci tvorby krystald
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v buné¢né membrané a pohybovém aparatu spermie jsou pouzivany ochranné latky,
nazyvané kryoprotektiva. U lina pouzivame kombinaci dimetylsulfoxid (DMSO) a pro-
pandiol, které optimalné omezuji tvorbu, velikost a polarizaci krystald ledu (Rodina
a kol., 2007).

b) Kritické body kryokonzervace u lina

Kryokonzervace spermii lina je jednoducha metoda, jejiz Uspéch zavisi na dodrzeni
jednotlivych postupd, které ve vysledku ovliviiuji schopnost spermii oplodnit vajicko.
U lina jde vzdy specificky o kvalitu odbéru spermatu a nasledujicich krokl (podle Lin-
harta a kol., 2000a, 2003; Rodiny a kol., 2007):

Vhodny imobilizacni roztok a Fedéni spermii. Imobilizacni roztok, extender,
tedy fedici roztok, je roztok obsahujici spermidlni plasmé podobné anorganic-
ké latky a majici obdobné pH. Konkrétné u lina umoznuje okamzité zastavit
pohyb spermii a velmi kratce jej uchovat pfi +2 °C idedlné do 5 hodin po odbé-
ru. Chemické slozeni imobilizacniho roztoku pro lina je velmi specifické a nelze
pouzit roztok jinych druht ryb. Vlastni fedéni nesmi byt vyssi nez do poméru
1:0,9. Do 10 dilli imobiliza¢niho roztoku odebirdme maximalné 9 dill sperma-
tu. Plati pravidlo, ze ¢im méné nafedime imobiliza¢ni roztok spermatem, tim
méné narusime osmotickou Uroven imobilizacniho roztoku a Iépe tak uchova-
me fertilitu spermii.

Specifickd kryoprotektiva a jejich koncentrace. Kryoprotektiva DMSO a pro-
pandiol jsou pridavana ke spermatu lina odebranému do imobiliza¢niho roz-
toku, abychom zvysili preziti spermii v prdbéhu zmrazovani. Hlavni vlastnost
kryoprotektiv spociva ve vyvazani vody s redukci formovani krystal( v pribéhu
zmrazovani nebo v strukturovani uniformnich krystal(. Dalsi vlastnost spociva
ve vazani elektrolytd, ¢imz dochazi k zamezeni tvorby koncentrovanych rezidu-
alnich nezmrazenych roztokd, a tim i ke snizeni bodu tuhnuti v prdbéhu zmra-
zovani (Rodina a kol., 2010). Koncentrace DMSO a propandiolu je na celkové
urovni 10% s podilem 5% DMSO a 5 % propandiolu z celkového objemu imo-
biliza¢niho roztoku se spermatem a kryoprotektivy.

Rychlost zmrazovdni vZdy ovliviiuje uspéch zmrazovdni. \/ pribéhu zmra-
zovani jsou krystaly ledu formovany v extracelularnim roztoku, voda se uvol-
nuje z bunék s vyrovnavanim osmotickych Urovni az do dosazeni osmotické
ekvilibrace. Pfitom dochazi ke krystalizaci i uvniti spermii. Po dosazeni vnitini
(intracelularni) teploty -80 °C je mozné buriky bezpec¢né uchovavat v kapalném
dusiku pfi-196 °C (Rodina a kol., 2010). U lina Ize vyuzit jak pomalé zmrazovani
v zmrazovacim automatu a kryotubdach (Rodina a kol. 2007), tak i v pejetach
nad parami kapalného dusiku.



* Rychlost rozmrazovdni u spermii lina je stejné dullezita jako rychlost zmrazo-
vani. Plati, ze ¢im rychlejsi rozmrazeni, tim |épe. Pfi pomalém rozmrazovani hro-
zi rekrystalizace vody a mechanické poskozeni rozmrazovanych bunék. Obec-
né Ize pro pejety o objemu 0,5 ml pouzit vodu 38 °C teplou, v niz rozmrazujeme
sperma po dobu do 6 s.

c) Kryokonzervacni technika u lina

Technika zmrazovani, tj. hluboké zmrazovani spermii lina a jejich uchovani v kapal-
ném dusiku (-196 °C), je jednou z metod aplikovatelnych v chovu lina (Rodina a kol.,
2007) a je mozné ji vyuzit:

1) pro produkci referen¢ni chovatelské zasoby ve zmrazeném stavu, kdy hlavni zasoby
jsou v zivém stavu (Flajshans a kol., 2009),

2) pro produkci hybridli v ptipadé reprodukce mezi populacemi ¢i plemeny z rliznych
regionl (Lajbner a kol., 2010),

3) ke snizeni ekonomické naroc¢nosti spojené s udrzovanim genera¢nich mli¢aku lina
(Linhart a kol., 2000),

4) pro genetické zlep3eni v selekéné Slechtitelskych programech lina (Kocour a kol.,
2011),

5) k opakovani vytéru s vyuzitim specifickych mli¢akd, napftiklad maskulinizovanych
jikernacek produkujicich sperma (Hulak a kol., 2010),

6) pro mezinarodni vyménu spermatu, vzhledem k unikatnosti populaci lina v Euroasii
(Lajbner a kol., 2010).

Do soucasnosti byly zvefejnény pouze dvé prace zabyvajici se zmrazovanim sper-
matu lina obecného, a to publikace Moczarského a Koldras (1982) a Rodiny a kol.
(2007). Pfi psani této metodiky jsme vychazeli z publikace Rodiny a kol. (2007) a zejmé-
na z dal3ich, dosud nepublikovanych vysledk( Laboratote fyziologie reprodukce VURH
ve Vodnianech (FROV JU), dosazenych béhem let 2009-2012.
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3. TECHNIKA KRYOKONZERVACE SPERMATU

3.1. Vybér a piiprava vhodnych mli¢aku lina

Pro Uc¢ely zmrazovani musime presné znat charakteristiku spermatu co do pfislus-
nosti k plemeni a chovné skupiné (zak. ¢. 154/2000 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist).
Generacni ryby musi byt v dobrém zdravotnim stavu a optimalni kondici. Pfedvytérova
piiprava spociva v Upravé teplotniho rezimu a hormonalni stimulaci mli¢aka.

Pro potieby uchovani genofondu, tedy mrazeni spermatu lina, pouzivame pou-
ze sperma individudlné znacenych mli¢dkli evidovanych v plemenaiské evidenci.
Nejvhodnéjsi jsou mladsi mlicaci do 500g celkové hmotnosti a stafi 4-6 let (obr. 2).
Nepouzivame mli¢aky viditelné nemocné, ve Spatné kondici, neodpovidajici exterié-
rem danému plemeni a rovnéz ani triploidni mli¢aky. Pro potreby kryokonzervace je
nejvhodnéjsi sperma v druhé poloviné reprodukéniho sezény, kdy mli¢aci maximalné
spermiuji.

Mli¢aky v pfedvytérové pripravé chovame v obvyklém teplotnim rezimu a hormo-
nalné stimulujeme stejné jako pro potiebu bézného umélého vytéru. Postupné mlica-
kGim temperujeme vodu na 22 °C. K hormondlIni stimulaci pouzivame suspenzi rozetie-
né kapfi hypofyzy ve fyziologickém roztoku v dédvce 1 mg na 1kg hmotnosti mli¢aka.
Sperma odebirame pii umélém vytéru do imobilizacniho roztoku 24 h po hypofyzaci.

Obr. 2. Miicdk lina obecného po osusen biisni partie, pfipraveny k odbéru spermatu (foto M. Rodina).
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3.2.0dbér spermatu

Odbér spermatu lina je specificky vzhledem ke kontaminaci spermatu moci. Sperma
lina se odebird 24 hod po hormonalni stimulaci odsdvanim z povrchu pohlavni papily
za soucasné masaze bfisni partie. K odsati se vzdy pouziva injekéni stfikacka o objemu
5-15 ml. Stiikacky nejprve oznacime datem a zkratkou plemene Pokud jde o individual-
ni vytér, potom piimo individualnim identifikdtorem ryby, kddem mikrocipu, ¢islem pfi-
vésné znacky nebo individuélni a skupinovou znackou vypalenou na trup vymrazenou
matrici. Stiikacky pfedem naplnime imobilizacnim roztokem pro lina, tzn. modifikova-
nym roztokem Kurokura, ktery obsahuje 180 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,4 mM CaCl,.2H.0,
24 mM NaHCO,, tedy 10,52 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g CaCl, a 0,2 g NaHCO,
na 1 litr roztoku. Stfikacky 5, 10 a 15 ml plnime vzdy 2, 4 a 6 ml na 0-2 °C vychlazeného
imobilizacniho roztoku pro kazdy z objemu. Pfi vytéru mlicdkd se snazime rybu nej-
diive zbavit moci masazi bfisni partie od bfisnich ploutvi smérem k ocasu. Moc¢ je bez-
barva a pfi vytéru se uvolriuje proudem. Sperma byva moci kontaminovano a pfitom-
nost spermatu pozname podle bélavého nebo opalizujiciho zbarveni tekutiny. V tom
piipadé jiz tekutinu odsavame. Sperma obvykle od nékolika mli¢aka pInime do maxi-
malniho poméru 1 ml imobiliza¢niho roztoku a 0,9 ml spermatu. Sperma se do dalsiho
zpracovani uchovava v ¢astecné naplnénych injekcnich stiikackach s pfisatym vzdu-
chem, poloZenych na tkaniné ¢i papiru na vrstvé ledu v termoboxu nebo v lednicce pfi
teplotach 0 az +2 °C (obr. 3). Sperma nesmi zmrznout, ani nesmi byt v pfimém kontaktu
s prechlazenym ledem nebo vyparnikem chladnicky. Musi byt chrdnéno pred ptimou
kontaminaci vodou. Uvedené negativni vlivy mohou vést ke znehodnoceni spermatu,
které se projevi,zrosolovaténim ¢i koagulaci” spermatu.

== Sy
Obr. 3. spermallina s imobilizacnim roztokem v injekcnich stitkackdch o objemu 5-10 ml uchovdvanych
po dobu max do 5 h na ledu pfi teploté 0 az+2 °C (foto M. Rodina).

-12-
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3.3. Kontrola kvality spermatu

Barvu a konzistenci spermatu lina odhadneme makroskopicky a motilitu spermif
odhadneme subjektivné mikroskopicky pfed zmrazenim. Sperma by mélo i po odbé-
ru do imobiliza¢niho roztoku vykazovat bélavou barvu s procentem pohybu spermii
na urovni 80 %. Odhadu motility vénujeme velkou pozornost, protoze sperma lina vy-
kazuje znac¢nou variabilitu v motilité spermii (Linhart a kol., 2011). Pokud je procento

Kontrola kvality spermatu tedy zahrnuje makroskopickou kontrolu (barva, konzi-
stence a pfitomnost pfimisenin) a mikroskopickou kontrolu (koncentrace spermatu
a odhad motility pohyblivych spermii).

Sperma lina po odbéru do imobiliza¢niho roztoku je nafedéno obvykle na trover
1:5 az 10. Znamena to, Zze koncentrace spermii po odbéru je na drovni 1-2 x 10° sper-
mii v 1 ml. Sperma muze byt kontaminovano krvi (zbarveni do rdzova), vykaly (zbarveni
do Zlutozelena), nebo vodou ¢i slizem ryby (vede k,zrosolovaténi ¢i koagulaci”). Sper-
ma mirné kontaminované krvi mizeme pouzit k zmrazovéni, sperma kontaminované
vykaly, slizem nebo vodou vzdy vyfadime.

Mikroskopicky posuzujeme sperma podle metodiky Linharta a kol. (2011). Nej-
vhodnéjsi je pouzit mikroskopii v tmavém poli, s celkovym zvétsenim 100-200x (objek-
tiv 10-20x; okulary 10x). Lze pouzit i bézny laboratorni ¢i studentsky mikroskop s pro-
chézejicim svétlem. Na podlozni sklo umisténé na stolku mikroskopu kdpneme kapku
(50-100 pl) vody z lihné nebo jen odstaté vodovodni, popfipadé destilované vody.
Spicku suché a ¢isté prepara¢ni nebo injekéni jehly namocime do spermatu a lehkym
tuknutim pfeneseme sperma do kapky na podloznim skle. Pomoci jehly okamzité roz-
michdme sperma v kapce. Roztdhneme kapku co nejvice do plochy, zaostfime mikro-
skop a snazime se odhadnout procenticky podil pohyblivych spermii. Pro zmrazovani
pouzijeme pouze sperma s 80-100 % pohybuijicich se spermii.

Pfed zmrazenim vzdy zjistime koncentraci spermii pocitanim spermii v pocitaci
komirce (Linhart a kol., 2011). Sperma se natedi 1000x a to dvou stupriové, tj. 990 pl
fyziologického roztoku se smicha s 10 pl spermatu, dokonale se protiepe. Z nafedéné-
ho spermatu odebereme 10 pl a napipetujeme do 90 pl fyziologického roztoku a di-
kladné protiepeme. Kapka 10 pl nafedéného spermatu se kdpne na okraj kryciho skla
pocitaci komarky. Spermie se nechaji 5-10 minut sedimentovat a nésleduje pocitani
spermii pod mikroskopem, a to v 16 ¢tvercich kom(rky. Pokud pouzijeme Biirkerovu
komrku, potom koncentraci spermii vypocitdme podle vzorce: 0,15625 x pocet sper-
mii v 16 ¢tvercich, vysledek je v 10° spermii v 1 ml (Linhart a kol., 2011).
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3.4. Priprava k vlastnimu mrazeni spermatu lina

Pfiprava k vlastnimu mrazeni zacina jiz pfi odbéru spermatu, kdy odebirdme sper-
ma do vychlazeného imobiliza¢niho roztoku. Ddle sperma temperujeme v kadince
na ledu pfi teploté do +2 °C. Rovnéz roztoky s kryoprotektivy a veskera distribuce
do pejet (slamek) probiha na ledé pfi teploté do +2 °C (obr. 4).

Obr. 4. priprava kviastnimu zmrazovéni: sperma s imobilizacnim roztokem, DMSO s propandiolem v po-
meéru 1:1,0znacené pejety o objemu 0,5 ml a polystyrénovy rdmecek (foto M. Rodina).

3.4.1. Redéni spermatu s imobilizaénim roztokem, kryoprotektivem
a pInénim do pejet

Kryoprotektivum, tedy smés DMSO a propandiolu, o teploté 0-2 °C v poméru 1: 1
se postupné velmi pomalu po kapkéach napipetuje do spermatu s imobiliza¢nim rozto-
kem o téze teploté (obr. 5). Pfidava se vzdy 10 % smésného kryoprotektiva z celkového
objemu imobiliza¢niho roztoku se spermatem a kryoprotektivy.

POZOR: DMSO a propandiol jsou toxické!! Divodem pomalého pfikapavani
kryoprotektiva je snaha zvySovat velmi zvolna osmotickou Uroven suspenze spermii
a vyvarovat se tak osmotického $oku. Sperma nafedéné kryoprotektivem se okamzi-
té plni pipetou o objemu 1 ml do pfipravenych a oznacenych pejet o objemu 0,5ml
(obr. 6). Kazda pejeta nese oznaceni druhu ryby, ¢isla ryby a dne zmrazovaéni. Pejety se
pokladaji na polystyrénovy ramecek.
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METODIKA ZMRAZOVANI SPERMATU LINA OBECNEHO

Obr. 5. Osmotickému soku zamezi postupné velmi pomalé prikapdvdni kryoprotektiva (DMSO a propan-
diolu) do spermatu s imobilizacnim roztokem (foto M. Rodina).

" ,'ﬁ\ %’) 2

Obr. 6. Nasdvdni naredéného spermatu mikropipetou do oznacenych pejet a uk/adam na polystyrénovy
rdmecek (0 az +2 °C) (foto M. Rodina).
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3.5. Mrazeni spermatu

Vlastni mrazeni ddvek spermatu se provadi v pardch nad hladinou kapalného dusi-
ku v ,,termoboxu”. Objem dusiku je dostatecny s vyskou hladiny okolo 10 cm. Vyuziva se
polystyrénovy box na akvarijni ryby, o rozmérech 60 x 40 x 35cm, s vikem a tloustkou
stény 4cm. Pejety naplnéné nafedénym spermatem jsou uloZeny na predem pfipra-
veny polystyrénovy ramecek (tloustka 3 cm, obr. 6), ktery po preneseni do polystyré-
nového boxu na hladinu dusiku funguje jako plovak. Po umisténi plovaku s pejetami
se box na 20 minut uzavre (obr. 7). Cely proces pInéni viech pejet nesmi trvat déle nez
5 minut. Teplota v oblasti pejet na ramecku po uzavieni boxu se pohybuje na trovni
-130 °C. Po 20 minutéch se pejety prudce preklopi do kapalného dusiku, ktery ma tep-
lotu -196 °C.

Obr. 7. Polystyrénovy box s plovoucim rdmeckem a pejetamiv pardch kapalného dusiku (teplota po uza-
vieni boxu v misté pejet -130 °C) (foto M. Rodina).

3.6. Ulozeni zmrazenych davek spermatu do velkokapacitnich kontejneri
pro dlouhodobé uchovani

Pejety zmrazené na -196 °C se pfrenesou pinzetou pod hladinou kapalného dusiku
do predem oznacenych plastovych nebo papirovych goblett (obr. 8), které usnadnuji
manipulaci s pejetami. S goblety manipulujeme pinzetou pod hladinou kapalného du-
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siku o teploté -196 °C. Pokud toto pravidlo nedodrzime, dojde k znehodnoceni davek
jejich ,zahfatim” na vice nez -80 °C. Gobletys pejetami se ukladaji do kanystr(i v kon-
tejnerech s kapalnym dusikem (obr. 9). Pfi praci s kapalnym dusikem vzdy pouzivdame
rukavice a ochranny stit.

Obr. 8. Ukidddni pejet do plastového gobletu pod hladinou kapalného dusiku (foto M. Rodina).

Obr. 9. Umisténi plastovych a papirovych gobleti s pejetami do kanystru v kontejneru (foto M. Rodina).
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3.7.Evidence zmrazeného spermatu

Zmrazené davky spermatu se eviduji v protokolu, viz obr. 10.V protokolu se uvadéji
veskeré informace o plvodu mli¢aka, metodé zmrazovani aZ po koncentraci spermii
a Uroven oplozenosti dosazené po rozmrazeni davky.

PROTOKOL O KRYOKONZERVACI &.

DRLIH: DATLIM: CHOVATEL:
DATUM ODBERU: CAS OOBERY: CDBEROVE MEDIUM: zP(ISOB COBERL:
REDICI MEDIUM; POMER REDENI: KRYOPROTEKTIVUM; KONCENTRACE:
ZPUSOB MRAZENI: CAS MRAZENI: MRAZICI PROGRAM ZAMRAZIL:
ZNACENI
DAVEK:
EviDENENI LlsLo KONCENTRACE POCET DAVER. ULCEEN! DAVER TEST OPLOZENCSETI
OOHAD i
e NATWNIHG - ce | oBsEM T

NDNADUALNI POMYBLMOSTI KONCENTRACE PRO FRO — OPLOZENOST

CHOVNASKUPINA| 0 TiFATGR WATIHIHG | SPERMATU | e percP vy | PAVY |y odpmi| mesTy | DREARY | KAMISTR [KONTEMER - CATUM %)
SPERMATU % 1) ol

Obr. 10. Protokol o kryokonzervaci spermatu ryb.

3.8. Rozmrazeni davek spermatu

Zmrazené pejety se vyjmou s gobletem z kanystru kontejneru a vlozi do manipu-
la¢ni polystyrenové nadoby s kapalnym dusikem. Pinzetou se v kapalném dusiku vy-
jme z gobletu pfislusnd pejeta ¢i pejety. Pejeta se vlozi do 1azné o teploté 38 °C a roz-
mrazuje za mirného pohybu po dobu 6 s (obr. 11).

Pejetu vyjmeme z teplé lazné po 6 s, osusime a odstfihneme ndzkami ten konec
pejety, ktery neni opatien zatkou a to z diivodu kontaminace vodou (obr. 12). Pejetu
odstfizenou ¢asti vlozime do zkumavky a pokracujeme odstfihnutim zatky na pejeté,
viz obr. 13. Odstfizenim zatky pejety rozmrazené sperma samovolné vytece do zku-
mavky. Sperma okamzité pouzivame k oplozeni ¢i k testu pohyblivosti spermii.
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Obr. 12. Odstiizeni konce pejety kontaminovaného vodou (foto M. Rodina).



Obr. 13. Umisténi pejety do zkumavky a odstizenii zatky na pejeté (foto M. Rodina).

3.9. Pouziti rozmrazeného spermatu k oplozeni

U lina obecného se fidime pfi reprodukci metodikou Linharta a kol. (2000). Ke smi-
seni rozmrazeného spermatu s jikrami a vodou pii osemenéni musi dojit soucasné, a to
z dlivodu toxicity DMSO a propandiolu vic¢i jikrdm. MnozZstvi spermii na jednu jikru
musi byt vyssi nez pfi pouziti ¢erstvého nezamrazovaného spermatu. Obdobné jako
u kapra obecného (Rodina a kol., 2010), musime k zabezpeceni dobré oplozenosti pou-
zit vysokou davku spermii v rozsahu 100 000 - 300 000 spermii na jednu jikru.
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4. MATERIAL, POMUCKY A CHEMIKALIE

Pouzivame obdobny materidl, pomUcky a chemikalie jako v pfipadé zmrazovani
spermatu kapra (Rodina a kol., 2010).

Pro vybér ryb

gumotextilni plachetky,

sak na ryby

manipulacni stal kryty molitanem

Pro predvytérovou pfipravu

hormonalni preparat (kapfi hypofyza)

treci miska, fyziologicky roztok, injekeni stiikacky, injekéni jehly
teplomér

Pro odbér spermatu

anestetikum (fenoxyetanol nebo hfebickovy olej)

nadoba na lazen anestetika (vanic¢ka)

utérky na fixaci a osuseni ryby

vétsi mnozstvi injek¢nich stiika¢ek od 5 do 15 ml

termobox (izolovany pfepravni obal) s ledem nebo chladicimi viozkami
vodéodolny popisovac

Ctecka RFID cipd pro individualni identifikaci ryb

formulare protokolu o odbéru spermatu

gumové rukavice

Pro posouzeni kvality spermatu:

svételny mikroskop zvétsujici 100-200x

mikroskopicka skla, prepara¢ni nebo injekéni jehla
pipety (1 000a 10 pl)

Birkerova pocitaci komuirka (nebo jina pocitaci komrka)
zkumavky na prediedéni spermatu

fyziologicky roztok

Pro odbér spermatu a pFipravu k mrazeni

Chemikalie:

chlorid sodny (NaCl)

chlorid draselny (KCl)
hydrogenuhlicitan sodny (NaHCO,)
chlorid vapenaty (CaCl,.2H,0)
propandiol

dimethylsulfoxid (DMSO)
destilovana voda
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Chemické sklo nebo plasty:

kadinky,

odmeérné viélce

pipety

pfistroje

teplomér

Pro vlastni mrazeni

pejety 0,5ml

popisovac na pejety

pipeta na plnéni pejet (nebo trubicka s balonkem)
polystyrenovy box (krabice o objemu 60-80 litrd) s vikem
polystyrenovy rdmecek (plovék z desky o tloustce 3 cm)
plastové nebo papirové goblety na pejety

Dewarovy nadoby na uchovani pejet a na zasobni tekuty dusik
tekuty dusik (N,)

pinzety

kozené rukavice

ochranny stit

Pro rozmrazeni

vodni lazen o teploté 38 °C

teplomér

nazky

zkumavky nebo jiné vhodné nddobky na rozmrazené sperma
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