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1. Cil metodiky

Cilem této metodiky je poskytnout prakticky ndvod na zmrazovani spermatu kapra
obecného (Cyprinus carpio) ve vétsich objemech. Tato metodika ¢astecné vychazi z metodiky
Rodiny a kol. (2010), ale s ohledem na zvySeni objemu zmrazovanych davek je z naseho
pohledu dobfe vyuzitelnd nejen pro uchovani genofondu, ale i pro Slechtitelské a chovatelské
Ucely. Metodika popisuje zmrazovani spermatu s vyuzitim tekutého dusiku. Jsou zde detailné
popsany kroky jako optimalizace sloZeni kryoprotektivniho média, poméry fedéni spermatu a
kryoprotektivniho média, rychlost zmrazovani a zplsob skladovadni zmrazeného spermatu.
Samoziejmosti je i popis zplisobu rozmrazovani spermatu a jeho vyuZiti pfi oplozovani jiker.
Vsechny tyto kroky se u zmrazovani spermatu ve vétsich objemech (cca 4 ml) velmi lisi oproti
metodice Rodiny a kol. (2010), ktera popisuje zmrazovani spermatu v pejetach o objemu 0,5
ml. Zejména dosavadni metodické postupy tykajici se sloZzeni kryoprotektivniho média,
poméru fedéni spermii a rychlosti zmrazovani a rozmrazovani nelze v pfipadé zmrazovani
spermatu ve velkych objemech vibec vyuzit. Kromé vlastniho postupu zmrazovani spermatu
v tekutém dusiku, které je jedinym nastrojem pro dlouhodobé uchovani oplozeni schopnych
samcich pohlavnich bunék ryb a jeho pouziti, se metodika zaméruje i na srovnani uzitkovosti
obsadek kapra obecného vzniklych s vyuzitim ¢erstvého a zmrazeného spermatu.

2. Proc vytvarime metodiku zmrazovani spermatu pro slechtitelské, pripadné
produk¢ni chovy kapra

Produkce trzniho kapra obecného v CR je za poslednich deset let pomérné stabilni a
pohybuje se na urovni 17 000 t roéné (web RS CR, Produkce ryb a trh, 2023). Kapr je stéle
nejvyznamné&j$im hospodaiskym rybim druhem v CR a také v rdmci EU pat¥i Ceska republika,
Polsko a Madarsko ke statim produkujicim 68 % rocniho objemu produkce
kapra. V celosvétovém méfitku ukazuji historické zaznamy vyznamny narUst produkce kapra
obecného z 1,2 milionu tun v roce 1990 na 4,4 miliénu tun v roce 2020, pricemz vétSina
produkce pochazi z akvakultury. Hlavnim producentem kapra ve svété je Cinska lidova
republika (Shazada a kol., 2023).

Kapr obecny ma nejdelsi historii domestikace mezi rybimi druhy chovanymi v akvakulture
(Balon, 1995). Na celém svété existuje mnoho uzitkové i exteriérové rliznorodych plemen
kapra obecného. Pro produkéni chov v rybnic¢ni akvakulture se ale v zadsadé vyuzZivaji zejména
produkéni krizenci plemen s cilem dosazeni nejlepSich uzitkovych vlastnosti. Uchovavani
plemen kapra obecného v Zivych genovych bankdach v rybni¢nim chovu je duleZité pro ochranu
genofondu i pro lechtitelské programy. Ceska republika je dobrym piikladem zemé, kde
ochrana plemen kapra je dlouhodobou aktivitou jednotlivych chovatell a Fakulty rybarstvi a
ochrany vod ve Vodnanech (dfive Vyzkumného Ustavu rybarského a hydrobiologického)
Jihoceské univerzity v Ceskych Budé&jovicich. Od roku 1993 je ochrana genetickych zdrojd ryb
podporovana programem MZe nesoucim nazev: Narodni program konzervace a vyuZivani
genetickych zdrojl zvirat (Flajshans a kol., 1999). V soucasné dobé program aktivné vyuziva
obou mozZnych strategii, tedy in situ uchovani generacnich ryb specifickych rybich druhd,
plemen a linii a in vitro uchovani kryokonzervovaného spermatu v kryobance. Uchovani
spermatu v kryobance je nezbytné pro uchovani spermatu z lokalnich plemen kapra, které
predstavuji historické dédictvi ceského rybnikarstvi, datované od 19. stoleti, a zaroven
predstavuji zalohovany geneticky material pro slechténi. Vyse zminény program vyuZziva riizné
zmrazovaci kontejnery, rGzna kryoprotektivni média a reZzimy zmrazovani, které byly
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metodicky propracovany (Dzyuba a kol., 2013; Boryshpolets a kol., 2017; Linhart a kol., 2000).
Po dvaceti letech vyuzivani zmrazovani spermatu a jeho dalSiho vyzkumu vsak stale pretrvavaji
nedostatky vtechnice kryokonzervace vedouci k problémim s vyuZit zmrazené sperma
rutinné ve Slechtitelském programu kapra.

nestalym mnozstvim vhodnych Zivych spermii schopnych oplozeni. BEhem zmrazovani
bunééné suspenze led totiz postupné pfirlsta a krystaly tlaci buriky do uzkych kandlkd
koncentrovaného roztoku, kde dochdazi k mechanickému stlaéovani bunék, tzv. ,packing”
efektu (Sotnikov a kol., 2023). Vétsina doposud pouzivanych protokold pro zmrazovani spermii
pocitd s vyznamnym naredénim zmrazovaného spermatu. Vice zfedéné spermie maji vétsi
Sanci uniknout tomuto mechanickému poskozeni. Na druhou stranu, pfestoze jsou ziskané
spermie potenciadlné pouzitelné k oplozeni, jejich celkové mnoZstvi zlistadva nadale pfilis nizké
na to, aby umoznilo efektivni vyuzZiti v rozsahu potfebném pro cilenou reprodukci, naptiklad
pfi snaze o rozsifeni populace nebo jeji udrzitelné obnoveni. Proto bylo nutné se vydat cestou,
ktera by umozZnovala mrazit co moznd nejméné fedéné sperma. Touto cestou je fedéni
spermatu hypotonickym extendorem, ktery muze i pfi nizkém stupni fedéni packing efekt
omezit (Sotnikov a kol., 2024).

Rovnéz vysoky objem kryomédia, tedy dimethylsulfoxidu (DMSO) ¢i metanolu, komplikuje
proces oplodnéni a nasledné odstranéni lepivosti jiker kapra. Pfi umélé reprodukci kapra se
pfi vyuZiti Cerstvého spermatu k osemenéni jiker pouziva nékolik mililitré (5-10 ml) spermatu
na 1 kg jiker (500-700 000 ks jiker) (Linhart a kol., 2015). Pro produkci uzitkovych obsadek
nebo pro Sirsi Slechtitelskou praci je vyssi mnozstvi jiker a spermatu nezbytné. Pfi zmrazovani
spermatu do pejet je ale velmi problematické takové mnozstvi spermatu zajistit.

Zaroven je nutné konstatovat, Ze nizkd koncentrace spermii s nizkym procentem
pohyblivych spermii po rozmrazeni neumoznuje dosdhnout obvyklé koncentrace pohyblivych
spermii ve fertilizacnim objemu (Ginzburg a kol., 1972; Linhart a kol. 2020) k dobré aktivaci
jiker. Proto bylo nutné vytvofit novou metodiku zmrazovani spermatu, ktera by umoznila
vyuziti takového spermatu pri bézné umélé reprodukci kapra. To byl jeden z cil projektu NAZV
¢. QK21010141, jehoz vystupem je tato metodika.
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Obr 1. (A) Celosvétovad produkce ryb rybolovem s ndristem produkce akvakultury od roku 1990
do roku 2020. (B) Celosvétovd produkce kapra obecného (Cyprinus carpio) lovem a
akvakulturou. (C) Akvakulturni produkce kapra obecného ke svétové produkci rybi akvakultury
(prevzato ze Shazady a kol., 2023).

3. Teorie kryokonzervace spermatu u kapra obecného

Kryokonzervace, nebo také ,mrazeni ¢i zmrazovani“ je metoda uchovani Zivych bunék a
tkani pri velmi nizkych teplotach do -196°C dosahovanych obvykle s vyuZitim tekutého dusiku.
Zivotaschopnost bunék je zajistovana pomoci ochrannych latek, tzv. kryoprotektantd.
Kryoprotektanty chrani integritu bunék vici plsobeni krystaltd ledu, zméndm iontové
koncentrace a zménam struktury bunééné membrany (Linhart a kol., 2012). U kapra
pouzivame jako kryoprotektanty nejcastéji DMSO, etylenglykol nebo metanol (Sotnikov a kol.,
2023, 2024). Vice o principech kryokonzervace je popsano v metodice Rodiny a kol. (2010).
Optimalizace protokolu kryokonzervace spermii kapra v kapalném dusiku spocivala ve
stanoveni:

1) sloZeni nejvhodnéjsiho kryoprotektantu,

2) poméru fedéni spermatu s kryoprotektantem,
3) optimalni rychlosti zmrazovani a rozmrazovani,
4) apodminek pro oplodnéni jiker.

Zejména u prvnich tfech bodu je optimalizace protokolu zavisld i na objemu a tvaru
budoucich kryokontejner(, ve kterych je sperma zmrazovano. Rizné typy kontejnerl (pejety,
kryozkumavky) pro kryokonzervaci maji rizné poméry povrchu k jejich objemu a vytvareji
rozdilnou teplotné-energetickou kapacitu vzorku. Pejeta ma tvar slanky, tedy k jejimu objemu
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ma relativné velky povrch. Naopak kryozkumvka ma tvar klasické zkumavky, tedy k objemu
relativné mensi povrch nez u pejety. Tato skutecnost dramaticky zménila podminky tuhnuti
roztoku a profily tvorby ledovych krystalll, coz si vyzadalo Upravu obsahu kryoprotektantu a
profil rychlosti zmrazovani (Sotnikov a kol., 2023, 2024):

e Pouziti vhodného kryoprotektantu

Kryoprotektant, jak jiz bylo zminéno, je smés latek slouZicich k ochrané spermii pfri
zmrazovani, k natedéni jejich koncentrace a k adaptaci spermii na urcity osmoticky tlak a
pH. Kryoprotektant vyvazuje vodu ze spermii, omezuje formovani nezadoucich krystald
ledu co do velikosti a tvaru, vaze elektrolyty, ¢imz se zamezuje tvorba koncentrovanych
residualnich nezmrazenych roztokl a sniZzuje se bod tuhnuti zmrazovaného roztoku
(Rodina a kol., 2010). U kapra se pro zmrazovani velkych objemU spermatu (cca 4 ml) jako
nejvhodnéjsi ukazal smeésny roztok, ktery v 1 litru obsahuje 3,51 g NaCl, 1,03 g sacharozy,
50 ml ethylenglykolu a 220 ml metanolu (Dokina a kol., 2019; Sotnikov a kol., 2024).

e Urover fedéni
Kryoprotektant vychlazeny na stejnou teplotu jako sperma, tedy cca 4 °C, se micha se
spermatem v poméru 1:1 (Sotnikov a kol., 2024). V minulosti se obvykle pouzival pomér
redéni spermatu s kryoprotektantem na Urovni 1:5 (Linhart a kol., 2000). Vyhodou nizsiho
redéni je to, Ze vdaném objemu zmrazovaného smési spermatu a kryoprotektantu je
vyrazneé vyssi pocet spermii nez pfi fedéni 1:5.

e Zmrazovany objem

V rdmci programu na ochranu genofondu kapra se dfive zmrazovaly objemy spermatu a
kryoprotektantu v poméru 1:5 do 1 ml v kryozkumavkach (Linhart a kol., 2000) a kolem 0,5
ml v pejetdch (Rodina a kol.,, 2010). Nové lIze vySe uvedenou smés zmrazovat
v kryozkumavkach o objemu 4,5 ml (Sotnikov a kol., 2024). Kryozkumavky se vkladaji do
zmrazovaciho automatu s vychozi teplotou cca 6 °C dle teploty spermatu narfedéného
kryoprotektantem. Jedna kryokumavka se spermatem o objemu 2,25 ml (tedy objemem
nefedéného spermatu) by méla stacit k oplozeni 200 g jiker.

® Rychlost zmrazovani spermatu vzdy ovliviiuje uspésnost zmrazeni
V prlibéhu zmrazovani jsou krystaly ledu formovany v extracelularnim roztoku. Voda se
uvolfuje z bunék svyrovnavanim osmotickych Urovni az po dosazeni tzv. osmotické
ekvilibrace (Linhart a kol., 2012). Vlastni mrazeni davek spermatu se provadi v parach
tekutého dusiku programovatelného zafizeni (firma Planer, série Kryo Ill, Velka Britanie)
specifickym dvoustupnovym programem od +6 °C do — 160 °C s finadlnim prenesenim
zmrazenych davek do kapalného dusiku (- 196 °C, Sotnikov a kol., 2024).

® Rychlost rozmrazeni spermatu
Rychlost rozmrazovani u spermii kapra je stejné dulezita jako rychlost zmrazovani. Plati, Zze
¢im rychlejsi rozmrazeni, tim Iépe. Pfi pomalém rozmrazovani hrozi rekrystalizace vody a
mechanické poskozeni rozmrazovanych bunék. Obecné Ize pro pejety o objemu 0,5 ml
pouzit vodu 40 °C teplou, v niZ rozmrazujeme sperma po dobu do 6 s (Rodina a kol., 2010).
Naopak kryozkumavky o velkém objemu spermatu 4,5 ml je vhodné rozmrazovat ve vodni
Iazni o teploté 60 °C po dobu 100 s (Sotnikov a kol., 2024).

4. Vlastni popis metodiky



Metodika popisuje prakticky postup efektivniho dlouhodobého uchovani spermatu kapra
obecného ve velkych davkach a jeho nasledného vyuziti v ramci Slechtitelské Cinnosti a
ochrané genofondu na rybarskych pracovistich.

4.1. Zakladni charakteristika spermii a spermatu kapra obecného

Spermie kapra obecného, jako vSechny spermie kostnatych ryb, maji fylogeneticky
primitivni stavbu, tzn. kulatou hlavicku bez akrozomu s velmi tenkym bicikem (Billard a kol.,
1995). Vyvijeji se v cystach varlat lokalizovanych v bfisni dutiné, odkud se zralé spermie po
prasknuti cyst dostavaji do chamovod( a v pribéhu ,treni“ jsou vypuzeny do vnéjsiho
prostiedi (Alavi a kol., 2008). Sperma kapra je mlécné barvy a pomérné husté konzistence. Je
tvoreno bunécénou frakci (spermiemi) a nebunécnou frakci (semennou plazmou), ktera je
produktem predevsim Sertoliho bunék. Semenna plazma svym sloZzenim poskytuje spermiim
ochranné a vyzivné latky a obvykle se v ni spermie nepohybuji (Linhart a kol., 2012). Pfi vytéru
je sperma kapra, byt kapr nema mocovy méchyr, velmi omezené nafedéno moci (Perchec a
kol., 1995). Mo¢ pouze minimalné kontaminuje sperma a zasadné neméni jeho osmolalitu a
iontové slozeni, proto v bézné praxi neni nutné odebirat sperma kapra do imobilizacniho
roztoku. Imobiliza¢ni roztok, nékdy oznaCovany také jako extendor, je vhodné pouzit v
ptipadé, Ze je potfeba uchovat sperma po dobu delsi nez Ctyfi hodiny (Shazada et al., 2025).

4.2. Vybér a priprava vhodnych samcti (mli¢akt) kapra k odbéru spermatu

V ramci umélé reprodukce kapra zpravidla vychazime z presné vedené evidence
individualné znacenych generacnich ryb (nejcastéji pomoci mikrocipu), u kterych provadime
predvytérovy vybér na zakladé jejich zdravotniho stavu a kondice (tzv. negativni vybér) nebo
jinych parametrl (uZitkovych, genetickych apod.; tzv. pozitivni vybér). Podrobnosti k evidenci,
znaceni, vybéru, predvytérové pfipravé a vlastnimu umélému vytéru samcu jsou k dispozici
v metodice Gely a kol. (2009). Specifické zaleZitosti vztahujici se k vytéru samcl za Ucelem
kryokonzervace jejich spermatu jsou uvedeny v metodice Rodina a kol. (2010). Doporucujeme
pred vlastnim umélym vytérem samce uvést do anestezie (Kolarova a kol., 2007; Gela a kol.,
2009), ¢imz snizime stres ryb, a navic ryby vrelaxa¢ni fazi |épe uvolfuji sperma. Pokud
provedeme umély vytér samcl kapra spravné, mizeme ocekavat v priméru pfiblizné 20-40
ml spermatu od jedince s relativnim objemem spermatu 3,2 az 11,1 ml na 1 kg hmotnosti
mlicdka (Shazada a kol., 2023). Je dulezité, aby nadobky pro odbér spermatu mély objem
alespon 2x vétsi, nez je mnozstvi do nich odebiraného spermatu a aby byly uzaviratelné bez
moznosti proniknuti vody do nadoby nebo spermatu z nddoby. Jako idedlni nadobky se jevi
kultivacni kontejnery o objemu 250 ml. Do jedné nadoby odebirdme vzdy sperma jednoho
samce. Velmi dllezité je precizni oznaceni kazdé nadoby, aby nebylo pochyb o plvodu
spermatu (plemeno ¢i chovna skupina, identifikace konkrétniho jedince) (viz obr. 2).



Obr. 2. Sperma odebrané do
kontejner(i v termoboxu pfri
teploté 4 °C (prevzato z
Rodina  a kol, 2010).
Kontejnery jsou uskladnény
nalezato, kvili maximalizaci
styéné  plochy  spermatu
s aerobnim prostredim.

Odebrané sperma uchovéavame po celou dobu manipulace pfi teploté idealné kolem 2-4
°C. V podminkach rybich lihni se jako nejschadnéjsi jevi skladovani v termoizolacnich bednach
s Supinkovym nebo vlockovym ledem. Mezi ledem a nadobami se spermatem by méla byt
tenka bariéra (tenka latka, igelit apod.). Zabranime tim namrznuti spermatu (viz metodika
Rodiny a kol. 2010 a Linharta a kol., 2012), které se projevuje zménou konzistence spermatu
(mirné zrosolovaténi ¢i koagulace spermatu).

4.3. Kontrola kvality spermatu

Sperma hodnotime makroskopicky a mikroskopicky. Makroskopicky hodnotime barvu a
konzistenci. Sperma pro zmrazovani musi vykazovat mléénou barvu. Sperma muzZe byt
kontaminovano krvi (zbarveni do rGzZova), vykaly (zbarveni do Zlutozelené), nebo vodou di
slizem ryb. Obdobné jako u premrzlého spermatu vede kontaminace vétSim mnoZstvim vody
a slizu ke zrosolovaténi ¢i koagulaci spermatu. Sperma mirné kontaminované krvi mtizeme ke
zmrazovani pouzit. Sperma kontaminované vykaly, slizem nebo vodou vidy ze zmrazovani
vyfadime (Linhart a kol., 2012).

Mikroskopicky sperma posuzujeme podle metodiky Linharta a kol. (2011). Zajima nas
procento motility spermii a koncentrace spermii. Pro posouzeni motility spermii je
nejvhodnéjsi pouzit mikroskop zvétsujici 100-200x (objektiv 10-20x s okulary 10x) s tmavym
polem nebo fazovym kontrastem. Lze ale pouzit i béZny mikroskop (Linhart a kol., 2012). Na
podloZni sklo pod mikroskopem kapneme kapku 50-100 ul destilované vody s0,125 %
Pluronickem F-127 (katalogové ¢. P2443, Sigma-Aldrich) pro eliminaci pfilepovani spermii na
podlozni sklitko. Spi¢ku suché a ¢isté preparaéni nebo injekéni jehly namo¢ime do spermatu a
lehkym tuknutim preneseme sperma do kapky na podloZnim skle. Pomoci jehly okamzité
rozmichame sperma v kapce. Roztdhneme kapku co nejvice do plochy, zaostfime mikroskop a
snazime se odhadnout podil pohyblivych spermii v prlibéhu proostfovani jednotlivymi
vrstvami kapky. Pokud pohyblivost spermii odhadneme na méné nez 80 %, sperma zpravidla
nezmrazujeme. Rovnéz sperma viditelné nemocnych ryb nezmrazujeme. V pfipadé zdchrany
populace ¢iindividualnich samc( se rozhodujeme podle hodnot procenta pohyblivych spermii,
ale i rychlosti pohybu spermii, véetné cennosti populace ¢i jedincl, zda je vhodné sperma
zmrazit. Koncentraci spermii zjistime jejich spocitanim v nékterém typu pocitaci komUrky pod



mikroskopem (Linhart a kol., 2011, 2012). Sperma se naredi 1000x a to jednostuprnove, tj. 999
ul fyziologického roztoku se smichd s1 ul spermatu, dokonale se protiepe. Kapka 10 pl
naredéného spermatu se kapne na okraj kryciho skla pocitaci komurky. Spermie se nechaji 5-
10 minut sedimentovat a nasleduje pocitani spermii pod mikroskopem, a to v 16 Ctvercich
komrky (Linhart a kol. 2011, 2012).

|

+ Obr. 3. Rastr Birkerovy pocitaci komdrky s vyznacenymi
| mozZnymi &tverci pro pocitdni (pfevzato z Linhart a kol., 2011,
2012).

]

Pokud pouzZijeme Blrkerovu komirku, potom koncentraci spermii vypocitame podle
vzorce: 0,15625 x poclet spermii v 16 ¢tvercich (obr. 3), vysledek je v 10° spermii v1 ml.
Pramérna koncentrace spermii kapra pfi jednorazovém sezonnim vytéru je vysoka a obvykle
se pohybuje v rozmezi 7,9-19,4 x 10° spermii v 1 ml spermatu. Celkovy pocet spermii na
jednoho mli¢dka se pohybuje mezi 143 a 803 x 10° spermii a relativni pocet spermii na 1 kg
hmotnosti mlicdka dosahuje hodnot od 23 do 181 x 10° spermii (Shazada et al., 2023). Pro
Ucely zmrazovani spermatu vyuzivame vyssi koncentrace spermii, a to obvykle nad 15 miliard
spermii v ml spermatu. V pripadé chovu v recirkula¢nich systémech je mozné odebirat kvalitni
sperma prakticky kontinudlné v pribéhu celého roku pfri teploté chovu 20-21 °C (Siddique a
kol., 2024).

4.4. Vlastni zmrazovani (kryokonzervace) spermii kapra ve velkych objemech

Sperma ve velkych objemech se zmrazuje v 4,5 ml kryozkumavkach v mrazicim automatu
Kryo Planer Ill (obr 4), ve kterém je mozné zmrazit najednou celkem 48 kryozkumavek, tedy
najednou 216 ml fedéného spermatu (2,25 ml nefedéného spermatu v kryozkumavce). Cely
proces mrazeni trva 17 minut a po 20minutovém ohfati automatu na vychozi teplotu 6 °C je
mozné opét zmrazovat dalSich 48 zkumavek do -160 °C.
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Obr 4. Zmrazovaci automat Kryo Planer Il
s fidici jednotkou (A), krykomorou 560-16 (B)
a zdsobnim kontejnerem kapalného dusiku
(C). Kapalny dusik je v zdvislosti na
zmrazovacim programu postupné vstrikovan
do kryokomory od +6 do -160 °C (Foto

a) Redéni spermatu a vkladani kryozkumavek do mraziciho automatu.

Cely proces od prvniho naredéni spermatu az po zpusténi zmrazovani nesmi trvat déle
nez 15 minut. Po 15 minutdch obvykle dochazi ke snizeni motility spermii. Pro zmrazovani si
pfipravime vzdy roztok kryoprotektantu, jehoZ pouziti je omezeno na dobu 24 h (obr 5A). Pfi
manipulaci s kryoprotektantem dbame zvysené opatrnosti, nebot obsahuje metanol, ktery je
pro Clovéka pfi poziti jedovaty! Na ledu vychlazené sperma jednoho samce smisime
s vychlazenym kroprotektantem v poméru 1:1 v kadince, a to obvykle v minimalnich objemech
15 ml spermatu a 15 ml kryoprotektantu (obr 5B). Nasledné pipetou plnime vychlazené
kryozkumavky (obr 5C) nafedénym spermatem o objemu 4,5 ml a uzavieme zatkou, pod
kterou je stale maly vzduchovy prostor.

Obr. 5. Zdsobni roztok

kryoprotektantu (A) se

spermatem kapra M1-

M3 v kddinkdch (B),

pfipravenymi

- "\ kryozkumavkami  (C),

*;’ ® o N pipetami pro ddvkovdni

® ° objemi 4,5 ml a

.--" ® Wt @ ° stopkami. V$e umisténo

] - RS v polystyrénové krabici

M3 na Supinkovém ledu
(Foto Sotnikov).
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Kazda kryozkumavka je oznacena plemenem ¢i chovnou skupinou, Cislem ryby a datem
zmrazovani (obr 6A). Od jednoho mli¢aka tak naplnime minimalné 6 kryozkumavek, umistime
vzdy 2 kryozkumavky do drzdku (obr 6B) a vloZime do kryokomory kryoautomatu, ktera je
vychlazena na 6 °C. Postupné tak do 15 minut vloZime do automatu 24 drzakd s 48
kryozkumavkami od 8 mli¢akli a spustime zmrazovani. Po celou dobu plnéni kryozkumavek
pracujeme v rukavicich, abychom neovlivnili teplotu vychlazeného spermatu.

Obr 6. A) Detail popisu
kryozkumavky. B) Umisténi dvou
kryozkumavek do drZzdku pred
vloZenim do kryokomory
kryoautomatu (Foto Sotnikov).

b) Zmrazovani v zmrazovacim automatu trva 17 minut.

Zmrazovani probihd dvoustupnovym mrazicim rezimem. Prvni faze od 6 °C probiha
rychlosti -2 °C/min, dokud neni dosaZzeno bodu krystalizace, tedy — 12 °C (9 minut). Poté
nasleduje zmrazovani rychlosti -20 °C/min aZ do dosaZeni teploty -160 °C, tedy dalSich
necelych 8 minut. Po dosaZzeni teploty -160 °C jsou kryozkumavky preneseny do
polystyrénového boxu s 4-5 | kapalného dusiku do -196 °C, kde jsou pod hladinou dusiku
ukotveny velkymi pinzetami do pfedem oznacenych hlinikovych drzakd (obr 7). Na jeden drzak
se vzdy pripevnuji tfi kryozkumavky, pouZzijeme tedy minimalné 2 drzaky pro sperma jednoho
samce (mli¢dka). Celkem tak pfipravime 24 drzakd. Pokud nedodrzime pravidlo manipulace
kryozkumavek pod hladinou tekutého dusiku dojde k znehodnoceni davek (Linhart a kol.,
2012). P¥i praci s kapalnym dusikem vzdy pouzivame rukavice a ochranny stit na oblicej.
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Obr. 7. Ukdzka vkladdni drzdku se
tfemi kryozkumavkami do gobletu
(oranZova trubice) pomoci pinzet pod
hladinou kapalného dusiku
v polystyrénové krabici (Foto
Sotnikov).

4.5. UloZeni zmrazenych davek spermatu do velkokapacitnich kontejnerd pro
dlouhodobé uchovani

Na kazdy drzak se tfemi kryozkumavkami naviékneme pod hladinou kapalného dusiku
koblet (obr 7), tedy urcity tubus, ktery brani uvolnéni kryozkumavek z drzaku, a preneseme jej
do polystyrénové valcové nadoby s kapalnym dusikem o objemu 2 | (obr 8 A), kde
shromazdime vétsi mnozstvi naplnénych a oznacenych drzakd. Nasledné je vidy po jednom
drzaku prendasime do kanystru v kontejneru (obrazek 8 B, v kontejneru je celkem 6 kanystr().
Kanystr je z80 % ponoreny v kontejneru v kapalném dusiku. Pfi pfenosu drzakd vzidy na
okamzik zanofime cely kanystr pod hladinu dusiku. Takto cyklicky prendsime drzaky az po
naplnéni kanystru drzaky a jeho definitivni zanofeni v kontejneru s kapalnym dusikem (obr 8
C). Pfi zmrazovani musime dodrZovat zakladni pravidla BOZP, tzn. musime se chranit pred
mrazem, parami dusiku, vy3si hladinou dusiku ve vzduchu a jedy, se kterymi pfi zmrazovani
pracujeme. Pfi manipulaci s kapalnym dusikem (-196 °C) vZdy pouzivame ochranné rukavice
proti chladu, obli¢ejovy Stit a ochranné bryle. Kapalny dusik mize zpUsobit omrzliny nebo
mUzZe poskodit zdravi chladem. Dulezité je pravidelné, obvykle jednou tydné, doplriovat
kapalny dusik do kontejnerd. Hladina kapalného dusiku, a tim i teplota -196 °C, je
v kontejnerech hlidana elektronickou signalizaci upozoriujici na jeho pfipadny nedostatek.
Obecné se pfi préci v kryobance fidime provoznim fadem krybanky, ktery je vidy jeho
nedilnou soucasti.
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Obr. 8. A) Ukdzka drZdku se tfremi kryozkumavkami v kobletu v polystyrénové vdlcové nddobé
o0 objemu 2 | po okraj naplnéné kapalnym dusikem. B) Umisténé a oznacené drZdky v kobletech
zasunuté v kanystru (C — drZdk kanystru), tésné pred ponorenim do kapalného dusiku v
kontejneru. C) Kontejner o objemu 36 | s uloZenymi kryozkumavkami. V hrdle kontejneru je
viditelné zavéseni Sesti kanystri obsahujicich zmrazené ddvky spermatu v kryozkumavkdch

(Foto Sotnikov).

4.6. Evidence zmrazeného spermatu

O zmrazenych davkach spermatu je potieba vést detailni evidenci (obr 9). Eviduji se veskeré
ka, kvality spermatu a zplsobu zmrazovani az po Uroven oplozenosti

sv

detaily od plvodu mlica

7

jiker po rozmrazeni davek (Linhart a kol., 2012).

DRUH:

PROTOKOL O KRYOKONZERVACI ¢.

DATUM:

CHOVATEL:

DATUM ODBERU: CAS ODBERU: ODBEROVE MEDIUM: ZPUSOB ODBERU:
REDICI MEDIUM: POMER REDENI: KRYOPROTEKTIVUM: KONGENTRACE:
ZPUSCB MRAZENI: CAS MRAZENI: MRAZICI PROGRAM: ZAMRAZIL:
ZNACENI
DAVEK:
EVIDENCNI CISLO KONCENTRACE POCET DAVEK ULDZENI DAVEK TEST OPLOZENOSTI
ODHAD i
NATIVNIHC OBJEM
x INDIVIDUALNI POHYBLIVOSTI KONCENTRACE 1 PRO PRO 5 OPLOZENOST
CHOWNA SKUPINA \DENTIFIKATOR NATIVNIHO SPESM;;:TU DAvKY (ﬂug vml) D.;\r\nflb‘;‘( ULOZENI| TESTY DRZAKY [KANISTR [KONTEJNER| DATUM 19%)

SPERMATU %
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Obr. 9: Evidencni protokol o kryokonzervaci (pfevzato z Rodina a kol., 2010 a Linhart a kol.,
2012).

4.7. Rozmrazeni spermatu

Zmrazené kryozkumavky uréené pro Slechtitelské chovy se vyjmou z kanystru
kontejneru i s drzdky a pfenesou do manipulacni polystyrenové krabice s kapalnym dusikem.
Pod hladinou kapalného dusiku se jednotlivé kryozkumavky vyjmou pinzetou z drzakud, vlozi
do sitky (obr. 10A) a spolec¢né se sitkou se premisti do cirkulujici vodni Iazné o teploté 60 °C
(obr. 10B). Po 100 sekundach se kryozkumavky vyjmou z lazné, osusi a umisti na led.
Rozmrazené sperma se pfi teploté 4 °C uchovava maximalné po dobu 30 minut, béhem které
je pouzito k provoznimu oplozeni, oplozovacimu testu nebo testu pohyblivosti spermii.

Obr. 10. A) Sitkou prendsime kryozkumavky z polystyrénové krabice s dusikem do B) vodni
ldzné o teploté 60 °C a rozmrazujeme po dobu 100 s (Foto Sotnikov).

4.8. Osemenéni, oplozeni, odlepkovani a inkubace jiker

Podrobny popis zplsobl osemenovani jiker dle ucelu umélé reprodukce je podrobné
popsan v metodice Kocoura a kol. (2012). Sperma z jedné kryozkumavky o objemu 4,5 ml Ize
vyuZit na osemenéni 200 g jiker. Osemenéné jikry Ize aktivovat pridanim aktivacniho roztoku
pro kapra (Billard a kol., 1995) nebo vody z lihné pouzivané k inkubaci jiker o teploté, pfi niz
bude inkubace jiker probihat (optimalné 19-22 °C). Pro uspésnou aktivaci gamet a oplozeni
jiker se doporucuje pfidat 0,5-1 objemovy dil aktivacniho média (aktivacni roztok nebo voda
z lihn&) k objemu jiker v misce (1 | jiker vazi p¥iblizné 1,2 kg). Usp&snost oplozeni jiker je i pFes
nizsi procento motility spermii po rozmrazeni zajisténa vysokym poctem spermii na 1 jikru,
ktery Cita priblizné 250 000 spermii. Pfi pouziti Cerstvého spermatu staci 10 000-30 000
spermii na jednu jikru (Linhart a kol., 2015). V ptipadé rozmrazeného spermatu ale musime
pocitat s tim, Ze Uroven pohyblivosti mize byt velmi variabilni a pohybuje se od 10 do 63 %
(obr. 11A) s rychlosti na Urovni 30-140 um/s (obr. 11B).
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Obr. 11. Dynamika procenta motility (A) a primérné rychlosti drahy (B) ve vzorcich spermii
kapra po kryokonzervaci. Krivky znaci primérné hodnoty pro kazdého samce pouZitého ve
studii.

Po aktivaci a oplozeni jiker nasleduje pred vlastni inkubaci jiker jejich odlepkovani. Pro
odlepkovani jiker oplozovanych kryokonzervovanym spermatem se osvédcilo oSetfeni jiker
kyselinou taninovou (tanin, napf. Sigma-Aldrich, objednaci ¢islo 1401-55-4). Postup
odlepkovani spocdiva v tom, Ze oplozené jikry nejprve michame ve vodé z lihné tak, aby jikry
mohly bobtnat, ale zabranilo se jejich ¢asnému slepeni. Brzkému slepeni jiker zamezime tim,
Ze neustale udrzujeme objem vody k objemu jiker v poméru 0,5-1:1. Po procesu oplozeni (cca
90 s po aktivaci osemenénych gamet vodou ¢i aktivacnim roztokem) se doporucuje, zejména
pokud jsme nedodrzeli vyse zminény pomér mezi objemem aktivacniho média a jiker,
odstranit aktivacni médium se spermatem. Aktivacni médium se spermatem odstranime
opatrnym slitim roztoku pres hranu misky poté, co nechame jikry usadit (cca 5 s) v misce
v klidném stavu bez michani. Po sliti aktivacniho média se spermatem pfiddme vodu z lihné
tak, aby jeji hladina v misce s jikrami v klidném stavu dosahovala pravé k hornimu okraji jiker.
Tim je zajistén pomér objemu vody k objemu jiker v rozmezi 0,5-1:1. Jak jikry bobtnaji,
pridavame opatrné za stalého michani (manudalné nebo na michacim pultu pfi 250 otackach
za minutu, obr. 12A) dalsi vodu. Takto postupujeme 10-15 minut od aktivace gamet. Poté
priddme pozvolna roztok taninu o koncentraci 2 g/l vody z lihné o objemu odpovidajicimu
celkovému objemu nabobtnanych jiker a jikry michame po dobu 30-60 s. Nasledné roztok
slijeme a znovu doplnime kjikram roztok taninu vobjemu 1,5x prevysSujici objem
nabobtnanych jiker (hladina roztoku je 1-2 cm nad hornim okrajem usazenych jiker) a
pokracujeme v michani. Po uplynuti 3-5 min plsobeni taninu proplachneme jikry 2-3x vodou
z lihné a nasadime jikry k inkubaci na inkubacni lahve (obrazek 12B). Pokud se jikry pfi
promyvani vodou lepi, mizeme jikry vystavit opétovnému plsobeni roztoku taninu az na 8
min bez vlivu na oplozenost nebo lihnivost jiker (Kaspar a kol., 2023).

Inkubace jiker se provadi dle nasich obvyklych zvyklosti. Doporucujeme uzit Zugské
inkubacnilahve o objemu 7-10 |, které Ize plnit az do 2/3 jejich objemu. Inkubace jiker probiha
pti teplotach 19-22 °C do vylihnuti vackového plldku, které nastava za 3-4 dny po oplozeni
jiker. Nasledné se vackovy plidek do rozplavani udrzuje v kolibkach ¢i inkubacnich aparatech
rdznych typl, podle mnozstvi plidku a nasich béznych zvyklosti.
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Obr. 12: A) Odlepkovadni oplozenych jiker taninem pfi pouZiti michaciho pultu. B) Oplozené a
odlepkované jikry v inkubacni lahvi (Foto Prchal).

4.9. Uroven oplozenosti, lihnivosti, riistu a preZiti kapra obecného pfi pouZiti zmrazeného
spermatu

Vramci studie zamérené na vliv Cerstvého a zmraZeného spermatu na zakladni
reprodukéni parametry (oplozenost, lihnivost, malformace larev) a uzitkovost potomstva byl
vyuzit standardni model testovani uzitkovosti vyuZivany k testovani plemen a hybrid( kapra
(Kocour a kol., 2005). V této studii bylo vyuzito Cisté plemeno amurského lysce, které je
predmétem selekéniho programu na FROV JU.

Smés jiker vytvorena alikvotnimi davkami od 15 samic byla rozdélena na dvé ¢asti. Jedna
byla oplodnéna cerstvym spermatem od 25 samcU, ta druhd 1 rok zmrazenym a nasledné
rozmrazenym spermatem od stejnych samcl, a to podle vySe popsané metodiky. Pro
objektivni porovnani uZitkovosti obou obsadek v rybni¢nich podminkach byla vyuzZita i
kontrolni skupina Supinatého fenotypu osSupeni (Prchal a kol., 2024; Kocour a kol., 2025).
V prvnim roce testovani byly obé testované skupiny chovany oddélené ve dvojim opakovani
pouze s dosazenou kontrolni skupinou. Ve druhém roce doslo k sesazeni vSech skupin véetné
danych kontrol a spoleénému chovu ve tfech rybnicich do stafi dvouleté nasady po zimnim
obdobi. Kazda skupina méla tedy v prlibéhu druhého roku testovani 6 opakovani.

Po prvni vegetacni sezoné a komorovani byly zaznamenany ridstovo-délkové parametry
(hmotnost, standartni délka, Fultonlv kondi¢ni koeficient — FC) a preZiti. Po druhém
vegetacnim obdobi byl navic na Zivych rybach zaznamenan obsah tuku ve svaloviné s vyuzitim
tukoméru a prediktor vytéZznosti s vyuZitim ultrazvuku, tedy pomér mezi tloustkou rybiho
filetu a hloubkou bfisni dutiny oznacovany jako E8/E28 (Prchal a kol.,, 2021). S vyuZitim
digitalizace pofizenych fotografii a Sifky téla bylo rovnéz u zhruba 200 ryb od kazdé testované
skupiny a jeji kontrolni skupiny digitalizovano 17 morfometrickych bodi stanoveno 36 riznych
biometrickych ukazatelll pro porovnani exteriérovych rozdila (obr 13).
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Obr. 13. Digitalizace 17 morfometrickych bod( k vyhodnoceni 36 biometrickych ukazatel( —
poméry mezi prislusnou vzddlenosti dvou bodi a délkou téla (vzddlenost bodi 1 — 7) nebo
délkou hlavy (vzddlenost bod(i 1 — 16). Cervené zvyraznéné ukazatele byly statisticky odlisné
mezi populaci ze zmrazeného a Cerstvého spermatu) (Foto Prchal).

Vysledky ukazaly, Ze oplozenost (81 % vs. 91,8 %) jiker nebyla statisticky vyznamné nizsi
ve srovnani s cerstvym spermatem. Na druhé strané celkova lihnivost byla pfi pouZiti
Cerstvého spermatu vyssi. PGvod spermatu nemél Zzadny vliv na malformace (Tab. ¢. 1).
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Tab. ¢. 1: Statistické porovndni reprodukcnich parametri pri uZiti zmrazeného a cerstvého
spermatu. Hodnoty se stejnym abecednim znakem nejsou v rdmci daného parametru
statisticky odlisné pfi p <0,05.

Reprodukéni parametr Zmrazené Cerstvé
Oplozenost (%) 81 ’Oa 91 ,8b
Lihnivost (celkovy pocet jiker) (%) 74,78 84,7b
Lihnivost (oplozené jikry) (%) 92,22 91,2°
Malformované larvy (%) 2,7 2.8°

Preziti obou testovanych skupin béhem jednotlivych vegetacnich obdobi a stejné tak i
celkové kumulativni preziti ryb bylo statisticky srovnatelné (obr 14). Nicméné preziti ryb
béhem zimniho obdobi bylo prikazné vyssi u obsadky zaloZené z cerstvého spermatu.
Procentni rozdily v preZiti nebyly ale vysoké. Vliv kryokonzervace tedy nemél zadny vyznamny
dopad na preziti potomstva kapra v rybnice. V pfipadé ristu (obr 15) a dalSich uzZitkovych
vlastnosti nebyl zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi obéma skupinami.
Jedinou vyjimku Cinil FC, ovSem pouze v rdmci prvniho testovaného obdobi (3,33 — zmrazené
spermie vs. 3,26 Cerstvé spermie).
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Obr. 14. Srovndni hodnot preZiti korigovanych na rozdily prostiedi (Linhart a kol., 2002) u
obsadek amurského lysce zaloZenych s vyuZitim zmrazeného a cerstvého spermatu. Hodnoty
se stejnym abecednim znakem nejsou v ramci sledovaného obdobi statisticky odlisné pfi p
<0,05. KO-K1P — prvni vegetacni sezona; K1P-K1J — prvni zimni obdobi; K1J-K2P — druhd
vegetacni sezona; K2P-K2J — druhé zimni obdobi; KO-K2P — kumulativni preZiti od vdackového
pladku do jara po druhém zimnim obdobi.
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Obr. 15. Srovndni hmotnosti korigovanych na rozdily prostredi (Linhart a kol., 2002) u obsddek
amurského lysce zaloZenych s vyuZitim zmrazeného a Cerstvého spermatu. Hodnoty se stejnym
abecednim znakem nejsou v ramci sledovaného obdobi statisticky odlisné pri p <0,05. K1P —
konec prvni vegetacni sezony, K1J — konec prvniho zimniho obdobi; K2P — konec druhé
vegetacni sezony,; K2J — konec druhého zimniho obdobi.

Z hlediska exteriéru byl zjistén statisticky vyznamny rozdil u 8 z 36 sledovanych
biometrickych ukazateld (obr 13), ale fyzické rozdily byly obdobné jako u preziti prakticky
zanedbatelné. Lze tedy konstatovat, Ze vyuZiti zmrazeného spermatu nemélo zasadni vliv na
celkovy exteriér ryb.

Zavérem lze konstatovat, Ze kryokonzervace spermatu kapra vyznamné neovlivnila
uzitkovost ani exteriérové ukazatele obsadky do véku, ve kterém probiha selekce rodic¢d pro
zaloZzeni budouci generace. VyuzZiti zmrazeného spermatu pro selekéni program tedy nic
nebrani. Lze ocekavat, Ze vyuziti zmrazeného spermatu nebude mit negativni vliv ani na jiné
Slechtitelské programy (napf. hybridizaci) ani na uchovdvani plemen a genetickych zdroju i
na produkci uzitkovych obsadek kapra.

5. Srovnani ,,novosti metodiky”

Metodika zmrazovani velkych objem( spermatu kapra pro ucely Slechténi a ochranu
genofondu kapra obecného v podminkach ceského rybarstvi predstavuje jednu z moznych
alternativ uplatnéni nové metody v praktickych chovech. Podobna metodika pro Slechtitelské,
pfipadné praktické chovy prozatim nebyla v CR publikovéna. Je mozné ji proto oznait za
prvotni a zcela originalni metodiku v oblasti zmrazovani spermatu ve velkych objemech.

6. Popis uplatnéni certifikované metodiky
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Rybaiské sdruzeni Ceské republiky je uznané chovatelské sdruzeni pro plemenarskou
praci u ryb dle zak. ¢. 154/2000 Sb. K zabezpeceni produkce ma chovatelské sdruzeni
Slechtitelsky program v rozsahu, ktery pouziva Cistokrevné plemenitby, selekce a inbredizace.
Soucasné se udrzuji genetické zdroje ryb v rozsahu daném Narodnim programem konzervace
a vyuzivani genetickych zdroju zvirat podle § 14, odst. 1, zakona ¢. 154/2000 Sb., ve znéni
zakona €. 130/2006 Sb (Kaspar a kol., 2014). Na podkladé této metodiky bude mozné ¢ast
genofondu uchovavat ve zmrazeném stavu. Metodiku lze implementovat do béznych
chovatelskych postupt pfi reprodukci kapra diky pouziti velkych a snadno manipulovatelnych
zkumavek vhodnych pro produkci vétSich populaci, nez bylo doposud mozné ziskat
z kryokonzervovaného spermatu.

Tato metodika vznikla ve spolupraci s Rybarstvim Nové Hrady s.r.o, které se mimo
jiného zajima i o moZnost vyuziti zmrazeného spermatu v chovu plemennych ryb. Tento
subjekt disponuje moderni rybi lihni, kde je schopen vyuzit zmrazené sperma k vlastni
plemenitbé kapra. Z toho dlvodu podnik zajimaji metody uchovani spermatu ve velkych
objemech k produkci rezistentnich a kvalitnich plemen kapra pro rychlejsi ekonomické
zhodnoceni vynaloZenych prostiedkd.

7. Ekonomické aspekty

Metodika najde uplatnéni vsSude tam, kde existuje plemenny chov kapra a kde je zaloZzena
banka spermatu.

a) Prvnim ekonomickym dopadem je uchovani genetické variability plemen kapra, ktera se
vlivem chovu neustale zuzuje. Zhruba po péti az deseti generacich je obvykle nutné provést
osvézeni krve jednotlivych plemen. Zmrazenim spermatu jsme schopni oddalit zanik
plemene. Vyjdeme-li z aktudlniho ceniku Ministerstva zemédélstvi pro generacni ryby
kapra obecného vyuzivaného pro kalkulaci $kod vzniklych na rybach z dlivodu Skodnych
uddlosti a neopravnéného lovu ryb v akvakultufe a v rybdarskych revirech (web MZe,
https://mze.gov.cz/public/portal/mze/lesy/rybarstvi-a-rybnikarstvi/ceniky/ceniky) ze
skutecnosti, Ze jedno generacni hejno ¢itd min. 120 ks ryb a primérnd hmotnost
generacnich ryb kapra obecného ¢ini 7 kg, I1ze ohodnotit cenu jednoho generac¢niho hejna
kapra obecného pfiblizné na 680 tis. K& V pfipadé uhynu vétSiho mnozstvi generacnich
ryb je mozné vyuzit zmrazené sperma k rekonstrukcim plemen. Je nutno ale pamatovat na
to, Ze zanik plemene Ize z pohledu existence genofondu (souboru variant vSech kddujicich
genl a dalsi genetické informace ovliviujici expresi téchto gen() velmi obtizné financné
ohodnotit.

b) Ekonomicky pfinos wvyuZiti zmrazovani spermatu dle této metodiky pfi realizaci
Slechtitelského programu Ize spatfovat v minimalizaci negativniho dopadu v pfipadé ztraty
(onemocnéni, predace, jiné nenadalé udalosti) n-té selektované generace a tim nutnosti
opétovného zahijeni selekéniho programu. Ekonomickou ztratu lze vydislit s vyuzitim
kalkulaci z roku 2023 na zakladé provozniho ovérovani rentability chovu kapra obecného
s vyuzitim obsadek simulujicich uzitkovy potencial po 3-4 generacich selekéniho programu
na podniku Klatovské rybarstvi a.s. Bylo zjisSténo, Ze pfi rozloze hlavnich rybnikd 772 ha, a
vyuziti obili k prikrmovani, je mozné zvysit hruby zisk podniku o 1,4 mil. K¢ ro¢né (Kocour
a kol., 2023). Pokud bychom diky ztraté ryb v selekénim programu museli cely selekéni
program opakovat, ziskdme Ctvrtou selektovanou generaci za 12 let pti vyuziti RAS pro
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c)

d)

zkraceni generacniho intervalu (Kocour a kol., 2022) nebo 20 let pfi klasickém chovu. Za
tuto dobu bychom tedy pfisli min. 0 16,8 mil. K¢ diky nizsSimu hrubému zisku. V pfipadé, ze
bychom méli k dispozici zmrazené sperma Ctvrté selektované generace, zkratime ¢asovou
ztratu v selekénim programu na polovinu, nebot zmrazovat Ize pouze samdi pohlavni
bunky. Tim dojde ke zmirnéni financni ztraty o 8,4 mil. K¢ (700 tis. K¢ rocné). Po zapocteni
nakladd spojenych s kryokonzervaci (cca 200 tis. K¢ rocné) bychom snizili financni ztratu o
500 tis. K¢ ro¢né.

Pro produkci referencni chovatelské zasoby ve zmrazeném stavu, kdy hlavni zasoby jsou
v Zivém stavu (Flajshans a kol., 2009).

Pro mezindrodni vyménu spermatu pfi dodrzovani principu pfistupu a sdileni benefitd, tzv.

ABS (z angl. Access and Benefit Sharing, FAO OSN), vzhledem k unikatnosti chovanych
plemen kapra v Eurasii (FlajShans a kol., 2009).
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