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1. CiL METODIKY

Cilem je popsat in vitro metody zrani testikularnich spermii jeseterovitych
ryb (Acipenseridae), jejich kryoprezervace a pouZiti pro umélou reprodukci.
Pouziti jesetefich testikularnich spermii pro umeélou reprodukci pfipada
v Gvahu napfiklad v pfipadé nahlého umrti cennych dospélych generacnich ryb
post mortem nebo v pfipadé umrti ryb pfi lovu do siti béhem reprodukéni
sezény nebo v pfipadé nedostate¢ného mnoZzstvi spermii ziskaného béznym
zpusobem (vytérem).

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1. Uvod

Chov jeseterovitych ryb je diky rostoucimu svétovému trhu s kaviarem
a jesetefim masem povazovan za perspektivni oblast akvakultury. Moderni
intenzivni chov byl v Evropé pfedpovédén Williotem a kol. (2001). V poslednich
letech vzrostla celosvétova produkce jeseterovitych z 2 500 tun v roce 1999 na
25600 tun v roce 2008 (FAO, 2008). Podobny trend Ize sledovat také u vyroby
kaviaru, ktera nékolikanasobné vzrostla z 1,69 tun v roce 2003 na 27,32 tun
v roce 2007 (Wuertz a kol., 2009). Chov jeseterovitych je velmi dilezity také
z toho hlediska, Ze zahrnuje vzacné druhy, které jsou v pfirodé ohrozeny.
V kategorii zanikly, kriticky ohroZeny, ohrozeny nebo zranitelny je totiz uvadéno
25 z celkem 27 druh jeseterovitych (Billard a Lecointre, 2001).

Pfestoze ma chov jeseterll vice jak stoletou historii, zaklad pro jejich
intenzivni umélé rozmnozovani a metody in vitro manipulace gamet byl
polozen teprve v druhé poloviné 20. stoleti (Dettlaff a kol., 1993). Dllezitost
uchovani spermii pro efektivni chov zddrazriuje Billard (2001). Bylo vyvinuto
nékolik metod hypotermického skladovani a kryoprezervace spermii jesetera
(Billard a kol., 2004), coZz umozZiiuje pouziti spermatu v rliznou dobu po jeho
odbéru. Efektivita vyuziti samcd zavisi na odbéru co nejvétSiho mnozstvi
spermii s vysokou schopnosti oplozeni, které Ize bud okamzité pouzit pro
pfimé oplozenijiker, nebo mohou byt pfi teploté kapalného dusiku uchovany po
dlouhou dobu (teoreticky stovky, dokonce tisice let) pro pozdéjsi oplozeni.

2.2. Moznosti vyuziti vytfeného a testikularniho spermatu v rybaiské praxi

V rybaiské praxi mohou byt pouzity dva zplsoby odbéru spermii:
- Vytrené (ejakulované z testes) sperma je odebirano Zivym samclm poté,
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co opusti testes, projde semennymi kanalky a vytéka z urogenitalni papily.
- Testikularni spermie se odebiraji po usmrceni samce a maceraci
(naruseni tkané a nasledny vyluh) testes.

Pouzivani testikularniho spermatu je pfi reprodukénich technologiich
nezbytné u druhl, u kterych je ziskani spermii ejakulaci nemozné nebo
komplikované nebo v pfipadé nahlého umrti samce. Testikularni sperma se pro
umeélou reprodukci ryb bézné pouziva napfiklad u sumcl (Bart a kol.,1996),
Stik (Fitzpatrick a kol., 2005 ), okound (Rougeot a kol., 2004) nebo mienek
(Kopeika a kol., 2003). Posmrtné ziskané spermie Ize také povazovat za zdroj
funkéniho genetického materialu. PouZiti testikularniho spermatu je zalozeno
na fyziologické druhové specifické produkci spermii a je mozné pouze u druh,
u kterych je proces zrani spermii dokoncen v testikularnich kanalech.

2.3. Zrani spermii jeseterovitych ryb

Zrani spermii je definovano jako proces vedouci k ziskani schopnosti iniciace
pohybu fyziologicky pIné vyvinutych spermii a schopnosti oplodnit vajicko.
Je povazovano za findlni fyziologickou fazi spermiogeneze, ktera je dobfe
znama u vétsiny ZivodichlG. U ryb, které maji vnéjsi oplozeni, zralé spermie
ziskdavaji plnou pohyblivost ihned po jejich uvolnéni do vhodného prostredi,
zatimco nezralé spermie nejsou za stejnych podminek schopny zahajit zddnou
efektivni motilitu. Ziskani schopnosti iniciace motility prostfednictvim podnéta
z prostiedi predstavuje rozhodujici faktor pro funkénost rybich spermii. Nezralé
testikularni spermie jesetera nejsou schopny po smiseni s vodou motilitu
zahdjit. Autorsky tym nedavno objevil existenci faze zrani u jeseterd. Tento
proces probihd v semenné plazmé ve Wolfovych kanalcich. Ukazalo se, Ze zrani
je podstatné pro kryokonzervaci a oplozenischopnost spermii a lze jej simulovat
in vitro pre-inkubaci v semenné plazmé odebrané z Wolfovych kanalku.

2.4. Anatomické zvlastnosti vylu€ovaci soustavy jeseterovitych ryb

Jesetefi maji specifickou strukturu vylu¢ovaci soustavy (obr. 1) - spermie
a mocové cesty nejsou zcela oddéleny. Odvodné kandlky spermii vedouci
z testes jsou v pfimém kontaktu s ledvinami a testikularni spermie pfitomné
ve Wolfové kanalku se fedi moci. Toto usporadani vylu¢ovaci soustavy vede
k nizké osmolalité spermatu, nizkému obsahu bilkovin v seminalni plazmé
a nizké koncentraci spermii, coz jsou vlastnosti specifické pro jesetery. Je
dokazan fyziologicky vyznam tohoto procesu miseni spermii s moci pro zrani
spermii (Dzyuba a kol., 2014).



Obr. 1. A - Struktura urogenitdiniho traktu samce jesetera malého. Urogenitdini sinus
(UGS ukazuje ¢ernd sipka) s vioZenym katetrem béhem odbéru mocinebo spermatu. Kruh
ukazuje oblast, kterd je rozfiznuta pro umoznéni pristupu k urogenitdlnimu propojeni
a k odbéru testikuldrniho spermatu. B - Celkovy pohled na téini dutinu po odstranéni
kizZe a traviciho traktu. Mocové cesty (Wolfovy kandlky, WD) jsou vyznaceny sipkou.
T - testes. Ovdl ukazuje oblast urogenitdlniho propojeni. C - pohled na urogenitdini
propojeni. K - ledviny, MSD - hlavni odvodny kandl. (Foto: B. Dzyuba). D - schéma
jeseteriho urogenitdlniho systému (Hoar, 1969).

2.5. Ryby, jejichz testikularni spermie mohou byt pouzity pro rybarskou praxi

Testikularni sperma se odebira od samc(, ktefi jsou pfipraveni pro treni
(Chebanov a Galich, 2011). V experimentech probéhlych na Fakulté rybarstvi
a ochrany vod (FROV) bylo zjisténo, ze testikularni sperma odebirané mimo
obdobi vytéru nema schopnost dozrat in vitro.

2.6. Priprava seminalni plazmy pro zrani testikularnich spermii

Nejstabilnéjsi vysledky in vitro zrani testikularniho spermatu jsou ziskany
aplikaci seminalni plazmy, ktera se ziskava neinvazivné katetrizaci Wolfova
kanalku (mocopohlavni kanalek) a byva obvykle pouzivana pro bézny umély
vytér jeseter (Gela a kol. 2008; Dzyuba a kol., 2014). Pro dozravani spermii
se pouzivd pouze semennd plazma ziskana z kvalitniho spermatu (takové
sperma vykazuje po aktivaci 80-100 % pohyblivych spermii s hustotou vétsi
nez 2-108 spermii v ml). Pokyny pro odbér spermii, pohyblivost a stanoveni
hustoty Ize nalézt v metodikach vydanych FROV (Rodina a kol., 2010, Linhart
a kol.,, 2010). Seminalni plazma se ziskava dvoji centrifugaci spermatu pfi
teploté 4 °C. Vzorky spermatu jsou nejprve odstfedény pfi 300 g po dobu
10 minut (rpm =1637), pak se odsaje supernatant, a ten se podruhé odstredi
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pfi 5 000 g po dobu 15 minut (rpm = 6682). Supernatant ziskany po druhém
odstredéni tvofi semindlni plazmu, ktera mize byt nejméné 1 rok skladovana
pfi teploté -20 °C az do doby aplikace. Aktivita semindlni plazmy neni druhové
specifickd. Seminalni plazma vyzy velké, jesetera ruského, jesetera sibirfského,
jesetera malého je napfiklad signifikantné stejné Gcinna pro zrani testikularniho
spermatu jesetera malého.

2.7. Odbér testikularnich spermii

Testikularni sperma Ize odebrat z ryb uhynulych napf. nasledkem mechanického
poskozeni, a to nejvySe do 6 hodin po uhynuti (pfi uchovani na ledé). V pripadé
nutnosti odbéru testikularnich spermii z Zivych ryb, se tyto ryby usmrcuji
uderem do hlavy a naslednym vykrvenim. Obr. 2 znazornuje posloupnost krokd
pitvy k otevieni oblasti testes.

Obr. 2. Posioupnost krokt disekce k otevieni oblasti testes. (Foto: B. Dzyuba)

TéIni dutina se otevird pomoci skalpelu nebo niizek (doporucovdno) dvéma brisnimi rezy
podél ventrdlnich stitkd. Travici trakt se poté odstrani z oblasti testes. Je treba dbdt na
to, aby se zabrdnilo kontaminaci oblasti testes krvi nebo obsahem Zlucniku. Testikuldrni
sperma se odebird po obnaZeni testes a nariznuti odvodnych kandli (obr. 3).
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Obr. 3. Posloupnost krokd pro odbér testikuldrniho spermatu. (Foto: B. Dzyuba)

Oblast odvodnych kandlkd se vysusi papirem a kanalky se nafiznou skalpelem.
Po nafiznuti za¢ne testikuldrni sperma unikat z testes a ihned se odsava pipetou
do malych zkumavek (napf. 1,5 ml mikrozkumavky), které se umistuji do ledové
tristé. Béhem odbéru spermatu se testes lehce stisknou. Pro urychleni procesu
odbéru se milze ve stejnou dobu nafiznout nékolik odvodnych kanalkd.

2.8. Zrani testikularnich spermii in vitro, jejich skladovani a pouziti pro
umélou reprodukci jesetert

V pfipadé, Ze jsou jesetefi testikularni spermie nezralé (nejsou schopné
zahadjit motilitu po smiseni s vodou, tzn. nemaji Zadnou oplozenischopnost),
pouziva se in vitro postup zrani spermii (Dzyuba a kol., 2014). Pro dozrani
se testikularni sperma smisi se seminalni plazmou ziskanou z Wolfovych
kanalkd (1 dil testikularniho spermatu se fedi 20 dily seminalni plazmy). Po
20 minutach inkubace pfi pokojové teploté (18-22 °C) a po smichani s vodou
ziskavaji spermie schopnost iniciace motility a nasledné oplozenischopnost.

-10 -
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Po dozrani in vitro mohou byt spermie okamzité pouzity pro oplozeni jiker.
Pro oplozeni jeseterich jiker mlze byt pouzit postup, ktery pro rybarskou
praxi dobre popisuje Detlaff a kol. (1993) nebo Gela a kol. (2008). Testikularni
sperma, které dozralo in vitro, maze byt také béznym zamrazovacim postupem
kryoprezervovano. Tento postup ve své metodice pfesné popisuje Linhart a kol.
(2010). Postup ve zkratce je nasledujici :

1) pred zamrazenim se vzorky fedi (1 : 1) fedicim roztokem s nasledujicim
slozenim: 23,4 mM sacharézy, 0,25 mM KCIl, 30 mM Tris-HCI, pH 8,0
obsahujici 10 % metanolu (kone¢na koncentrace spermii po zfedéni je
5 %),

2) zifedéné sperma se napipetuje do 0,5 ml pejety (CRYO-VET, Francie)
a prenese se do polystyrenového boxu s tekutym dusikem (3 ¢cm nad
hladinu tekutého dusiku) po dobu 10 minut,

3) sperma se poté ponofi do tekutého dusiku. Takto mohou byt spermie
uloZzeny az do doby umélého oplozeni. Rozmrazovani zamrazeného
vzorku se provadi ve vodni lazni pfi teploté 40 °C po dobu 6 sekund.
Rozmrazené spermie se ihned pouziji pro oplozeni.

3. SROVNANIi ,NOVOSTI POSTUPU”

Metoda umélé reprodukce jeseterl je popsana v metodice Gela a kol. (2008).
Obecné se spermajesetert ziskdva hormonalni stimulaci s naslednou katetrizaci
mocopohlavniho kanalku. Tato metodika popisuje originalni postup, pfi kterém
je mozné ziskat oplozenischopné testikularni spermie v pfipadé uhynuti zvifete
pfed planovanym odbérem spermatu ¢i pfi nedostate¢ném objemu spermatu
ejakulovaného zivymi samci.

4.POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je ur¢ena pro chovatele jeseterd. Ti mohou v pfipadé uhynuti jedince
nebo nedostate¢ného mnozstvi spermatu pro reprodukci vyuzit testikularni
sperma podle této metodiky. Navic maze byt takové sperma dlouhodobé
uchovano v tekutém dusiku, coz pfinasi moznost uchovani genetického
materiadlu vzacnych nebo ohrozenych druht ryb.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na zavedeni postupu
Zavedeni postupu vyzaduje pofizeni centrifugy. Cena centrifugy se pohybuje
v zavislosti na znadce a kvalité pfistroje od 5 do 100 tis. K¢ Dlouhodobé
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uchovani semenné plazmy je nutné pfi teploté cca -20 °C. Cena mrazaku
se pohybuje od 3 do 30 tisic. Dalsi béZzny material jako mikrotuby apod. se
pohybuje v faddech desitek az stovek K¢. V pripadé kryokonzervace in vitro
dozravanych spermii je nutné pofizeni materialu pro zamrazovani spermii, viz
metodika Linhart a kol. (2010).

Ekonomicky pfinos pro uzivatele
Zavedenim tohoto postupu mGzeme pouzit ¢i uchovat davku spermii od samce,
jehoz spermie by jinak vyuzity nebyly. Cena davky spermatu jeseterovitych
ryb zavisi na druhu. V pfipadé pouZziti tohoto postupu k zachové genetické
informace kriticky ohrozenych druhl jeseterovitych ryb post mortem je
ekonomicky pfinos nevycislitelny.
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