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1. CÍL METODIKY

Cílem je popsat in vitro metody zrání testikulárních spermií jeseterovitých 
ryb (Acipenseridae), jejich kryoprezervace a použití pro umělou reprodukci. 
Použití jeseteřích testikulárních spermií pro umělou reprodukci připadá 
v úvahu například v případě náhlého úmrtí cenných dospělých generačních ryb 
post mortem nebo v případě úmrtí ryb při lovu do sítí během reprodukční 
sezóny nebo v případě nedostatečného množství spermií získaného běžným 
způsobem (výtěrem).

2. VLasTNÍ POPIs METODIKY

2.1. Úvod

Chov jeseterovitých ryb je díky rostoucímu světovému trhu s kaviárem 
a jeseteřím masem považován za perspektivní oblast akvakultury. Moderní 
intenzivní chov byl v Evropě předpověděn Williotem a kol. (2001). V posledních 
letech vzrostla celosvětová produkce jeseterovitých z 2 500 tun v roce 1999 na 
25 600 tun v roce 2008 (FAO, 2008). Podobný trend lze sledovat také u výroby 
kaviáru, která několikanásobně vzrostla z 1,69 tun v roce 2003 na 27,32 tun 
v roce 2007 (Wuertz a kol., 2009). Chov jeseterovitých je velmi důležitý také 
z toho hlediska, že zahrnuje vzácné druhy, které jsou v přírodě ohroženy. 
V kategorii zaniklý, kriticky ohrožený, ohrožený nebo zranitelný je totiž uváděno 
25 z celkem 27 druhů jeseterovitých (Billard a Lecointre, 2001). 

Přestože má chov jeseterů více jak stoletou historii, základ pro jejich 
intenzivní umělé rozmnožování a metody in vitro manipulace gamet byl 
položen teprve v druhé polovině 20. století (Dettlaff a kol., 1993). Důležitost 
uchování spermií pro efektivní chov zdůrazňuje Billard (2001). Bylo vyvinuto 
několik metod hypotermického skladování a kryoprezervace spermií jesetera 
(Billard a kol., 2004), což umožňuje použití spermatu v různou dobu po jeho 
odběru. Efektivita využití samců závisí na odběru co největšího množství 
spermií s vysokou schopností oplození, které lze buď okamžitě použít pro 
přímé oplození jiker, nebo mohou být při teplotě kapalného dusíku uchovány po 
dlouhou dobu (teoreticky stovky, dokonce tisíce let) pro pozdější oplození.

2.2. Možnosti využití vytřeného a testikulárního spermatu v rybářské praxi 

V rybářské praxi mohou být použity dva způsoby odběru spermií: 
- Vytřené (ejakulované z testes) sperma je odebíráno živým samcům poté, 
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co opustí testes, projde semennými kanálky a vytéká z urogenitální papily.
-  Testikulární spermie se odebírají po usmrcení samce a maceraci 

(narušení tkáně a následný výluh) testes.
  

Používání testikulárního spermatu je při reprodukčních technologiích 
nezbytné u druhů, u kterých je získání spermií ejakulací nemožné nebo 
komplikované nebo v případě náhlého úmrtí samce. Testikulární sperma se pro 
umělou reprodukci ryb běžně používá například u sumců (Bart a kol.,1996), 
štik (Fitzpatrick a kol., 2005 ), okounů (Rougeot a kol., 2004) nebo mřenek 
(Kopeika a kol., 2003). Posmrtně získané spermie lze také považovat za zdroj 
funkčního genetického materiálu. Použití testikulárního spermatu je založeno 
na fyziologické druhově specifické produkci spermií a je možné pouze u druhů, 
u kterých je proces zrání spermií dokončen v testikulárních kanálech.

2.3. Zrání spermií jeseterovitých ryb

Zrání spermií je definováno jako proces vedoucí k získání schopnosti iniciace 
pohybu fyziologicky plně vyvinutých spermií a schopnosti oplodnit vajíčko. 
Je považováno za finální fyziologickou fázi spermiogeneze, která je dobře 
známa u většiny živočichů. U ryb, které mají vnější oplození, zralé spermie 
získávají plnou pohyblivost ihned po jejich uvolnění do vhodného prostředí, 
zatímco nezralé spermie nejsou za stejných podmínek schopny zahájit žádnou 
efektivní motilitu. Získání schopnosti iniciace motility prostřednictvím podnětů 
z prostředí představuje rozhodující faktor pro funkčnost rybích spermií. Nezralé 
testikulární spermie jesetera nejsou schopny po smísení s vodou motilitu 
zahájit. Autorský tým nedávno objevil existenci fáze zrání u jeseterů. Tento 
proces probíhá v semenné plazmě ve Wolfových kanálcích. Ukázalo se, že zrání 
je podstatné pro kryokonzervaci a oplozeníschopnost spermií a lze jej simulovat 
in vitro pre-inkubací v semenné plazmě odebrané z Wolfových kanálků.

2.4. anatomické zvláštnosti vylučovací soustavy jeseterovitých ryb

Jeseteři mají specifickou strukturu vylučovací soustavy (obr. 1) – spermie 
a močové cesty nejsou zcela odděleny. Odvodné kanálky spermií vedoucí 
z testes jsou v přímém kontaktu s ledvinami a testikulární spermie přítomné 
ve Wolfově kanálku se ředí močí. Toto uspořádání vylučovací soustavy vede 
k nízké osmolalitě spermatu, nízkému obsahu bílkovin v seminální plazmě 
a nízké koncentraci spermií, což jsou vlastnosti specifické pro jesetery. Je 
dokázán fyziologický význam tohoto procesu mísení spermií s močí pro zrání 
spermií (Dzyuba a kol., 2014).
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Obr. 1. A – Struktura urogenitálního traktu samce jesetera malého. Urogenitální sinus 

(UGS ukazuje černá šipka) s vloženým katetrem během odběru moči nebo spermatu. Kruh 

ukazuje oblast, která je rozříznuta pro umožnění přístupu k urogenitálnímu propojení 

a k odběru testikulárního spermatu. B – Celkový pohled na tělní dutinu po odstranění 

kůže a trávicího traktu. Močové cesty (Wolfovy kanálky, WD) jsou vyznačeny šipkou. 

T – testes. Ovál ukazuje oblast urogenitálního propojení. C – pohled na urogenitální 

propojení. K – ledviny, MSD – hlavní odvodný kanál. (Foto: B. Dzyuba). D – schéma 

jeseteřího urogenitálního systému (Hoar, 19�9).

2.5. Ryby, jejichž testikulární spermie mohou být použity pro rybářskou praxi 

Testikulární sperma se odebírá od samců, kteří jsou připraveni pro tření 
(Chebanov a Galich, 2011). V experimentech proběhlých na Fakultě rybářství 
a ochrany vod (FROV) bylo zjištěno, že testikulární sperma odebírané mimo 
období výtěru nemá schopnost dozrát in vitro.

2.6. Příprava seminální plazmy pro zrání testikulárních spermií

Nejstabilnější výsledky in vitro zrání testikulárního spermatu jsou získány 
aplikací seminální plazmy, která se získává neinvazivně katetrizací Wolfova 
kanálku (močopohlavní kanálek) a bývá obvykle používána pro běžný umělý 
výtěr jeseterů (Gela a kol. 2008; Dzyuba a kol., 2014). Pro dozrávání spermií 
se používá pouze semenná plazma získaná z kvalitního spermatu (takové 
sperma vykazuje po aktivaci 80–100 % pohyblivých spermií s hustotou větší 
než 2·108 spermií v ml). Pokyny pro odběr spermií, pohyblivost a stanovení 
hustoty lze nalézt v metodikách vydaných FROV (Rodina a kol., 2010, Linhart 
a kol., 2010). Seminální plazma se získává dvojí centrifugací spermatu při 
teplotě 4 °C. Vzorky spermatu jsou nejprve odstředěny při 300 g po dobu  
10 minut (rpm =1637), pak se odsaje supernatant, a ten se podruhé odstředí 
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při 5 000 g po dobu 15 minut (rpm = 6682). Supernatant získaný po druhém 
odstředění tvoří seminální plazmu, která může být nejméně 1 rok skladována 
při teplotě -20 °C až do doby aplikace. Aktivita seminální plazmy není druhově 
specifická. Seminální plazma vyzy velké, jesetera ruského, jesetera sibiřského, 
jesetera malého je například signifikantně stejně účinná pro zrání testikulárního 
spermatu jesetera malého.

2.7. Odběr testikulárních spermií
   
Testikulární sperma lze odebrat z ryb uhynulých např. následkem mechanického 
poškození, a to nejvýše do 6 hodin po uhynutí (při uchování na ledě). V případě 
nutnosti odběru testikulárních spermií z živých ryb, se tyto ryby usmrcují 
úderem do hlavy a následným vykrvením. Obr. 2 znázorňuje posloupnost kroků 
pitvy k otevření oblasti testes.
 

Obr. 2. Posloupnost kroků disekce k otevření oblasti testes. (Foto: B. Dzyuba)
Tělní dutina se otevírá pomocí skalpelu nebo nůžek (doporučováno) dvěma břišními řezy 
podél ventrálních štítků. Trávicí trakt se poté odstraní z oblasti testes. Je třeba dbát na 
to, aby se zabránilo kontaminaci oblasti testes krví nebo obsahem žlučníku. Testikulární 
sperma se odebírá po obnažení testes a naříznutí odvodných kanálů (obr. 3).
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Obr. 3. Posloupnost kroků pro odběr testikulárního spermatu. (Foto: B. Dzyuba)

Oblast odvodných kanálků se vysuší papírem a kanálky se naříznou skalpelem. 
Po naříznutí začne testikulární sperma unikat z testes a ihned se odsává pipetou 
do malých zkumavek (např. 1,5 ml mikrozkumavky), které se umísťují do ledové 
tříště. Během odběru spermatu se testes lehce stisknou. Pro urychlení procesu 
odběru se může ve stejnou dobu naříznout několik odvodných kanálků.

2.8. Zrání testikulárních spermií in vitro, jejich skladování a použití pro 
umělou reprodukci jeseterů

  
V případě, že jsou jeseteří testikulární spermie nezralé (nejsou schopné 
zahájit motilitu po smísení s vodou, tzn. nemají žádnou oplozeníschopnost), 
používá se in vitro postup zrání spermií (Dzyuba a kol., 2014). Pro dozrání 
se testikulární sperma smísí se seminální plazmou získanou z Wolfových 
kanálků (1 díl testikulárního spermatu se ředí 20 díly seminální plazmy). Po 
20 minutách inkubace při pokojové teplotě (18–22 °C) a po smíchání s vodou 
získávají spermie schopnost iniciace motility a následně oplozeníschopnost. 
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Po dozrání in vitro mohou být spermie okamžitě použity pro oplození jiker. 
Pro oplození jeseteřích jiker může být použít postup, který pro rybářskou 
praxi dobře popisuje Detlaff a kol. (1993) nebo Gela a kol. (2008). Testikulární 
sperma, které dozrálo in vitro, může být také běžným zamrazovacím postupem 
kryoprezervováno. Tento postup ve své metodice přesně popisuje Linhart a kol. 
(2010). Postup ve zkratce je následující : 

1) před zamrazením se vzorky ředí (1 : 1) ředicím roztokem s následujícím 
složením: 23,4 mM sacharózy, 0,25 mM KCl, 30 mM Tris-hCl, ph 8,0 
obsahující 10 % metanolu (konečná koncentrace spermií po zředění je 
5 %), 

2) zředěné sperma se napipetuje do 0,5 ml pejety (CRYO-VET, Francie) 
a přenese se do polystyrenového boxu s tekutým dusíkem (3 cm nad 
hladinu tekutého dusíku) po dobu 10 minut, 

3) sperma se poté ponoří do tekutého dusíku. Takto mohou být spermie 
uloženy až do doby umělého oplození. Rozmrazování zamrazeného 
vzorku se provádí ve vodní lázni při teplotě 40 °C po dobu 6 sekund. 
Rozmrazené spermie se ihned použijí pro oplození.

3. sROVNáNÍ „NOVOsTI POsTuPů“

Metoda umělé reprodukce jeseterů je popsána v metodice Gela a kol. (2008). 
Obecně se sperma jeseterů získává hormonální stimulací s následnou katetrizací 
močopohlavního kanálku. Tato metodika popisuje originální postup, při kterém 
je možné získat oplozeníschopné testikulární spermie v případě uhynutí zvířete 
před plánovaným odběrem spermatu či při nedostatečném objemu spermatu 
ejakulovaného živými samci.

4. POPIs uPLaTNěNÍ CERTIfIKOVaNé METODIKY

Metodika je určena pro chovatele jeseterů. Ti mohou v případě uhynutí jedince 
nebo nedostatečného množství spermatu pro reprodukci využít testikulární 
sperma podle této metodiky. Navíc může být takové sperma dlouhodobě 
uchováno v tekutém dusíku, což přináší možnost uchování genetického 
materiálu vzácných nebo ohrožených druhů ryb.

5. EKONOMICKé asPEKTY

Náklady na zavedení postupu
Zavedení postupu vyžaduje pořízení centrifugy. Cena centrifugy se pohybuje 
v závislosti na značce a kvalitě přístroje od 5 do 100 tis. Kč. Dlouhodobé 
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uchování semenné plazmy je nutné při teplotě cca -20 °C. Cena mrazáku 
se pohybuje od 3 do 30 tisíc. Další běžný materiál jako mikrotuby apod. se 
pohybuje v řádech desítek až stovek Kč. V případě kryokonzervace in vitro 
dozrávaných spermií je nutné pořízení materiálu pro zamrazování spermií, viz 
metodika Linhart a kol. (2010).

Ekonomický přínos pro uživatele
Zavedením tohoto postupu můžeme použít či uchovat dávku spermií od samce, 
jehož spermie by jinak využity nebyly. Cena dávky spermatu jeseterovitých 
ryb závisí na druhu. V případě použití tohoto postupu k záchově genetické 
informace kriticky ohrožených druhů jeseterovitých ryb post mortem je 
ekonomický přínos nevyčíslitelný.
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