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Otazky ke zkousce

e Zmrazovani spermii kapra

e Zmrazovani spermii lina

e Zmrazovani spermii sumce

e Zmrazovani spermii veslonosa

e Zmrazovani spermi jesetera malého
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Odber spermat

 Bez kontaminace moci, po odbéru kontrola
motility spermii, pouzit jen sperma se 100 %
pohyblivosti.

« U sumce alina s kontaminovanym spermatem
odbér vzdy do imobilizadnich roztoka. vzduch

nutnost uchovani 5 hodin do pfidani

» Sumec - 200 mmol NaCl + 30 mmol trisu, pH 8, % /
kryoprotektiva a zmrazeni.

e Lin - modifikovany roztok Kurokura (180 mmol A
NacCl, 2,7 mmol KClI, 1,4 mmol CacCl,.2H,0, sperma
2,4mmol NaHCO,) pomér 1:1, uchovani 3
hodiny do zmrazeni.

* Veslonos americky — 50 mM sucrosa, 20 m M

tris, pH 8.
o Jeseter maly — 25 mM sukrésa, 1 mM KCI, 30

mM tris, pH 8,5.
* Uchovavat pfi nula stupnich celsia. :‘%fu ag +2°C
. &ngf(\)ovévat v aerobnim prostredi, idealni pomér
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Redé&ni spermatu

U kapra po 2-4 h od odbéru se
sperma redi tzv. redicim roztokem
Kurokura (130 mmol NaCl + dalsi
slozky, tzv. roztoku pro kapra) v
poméru 1:5 a po 40 minutach se
pridava kryoprotektivum.

« U veslonosa amerického a
jesetera malého se redi sperma
1:1 a kryoprotektivum se pridava
Ihned po naredeni spermatu.

« Usumce alina je sperma jiz
naredene imobilizaCnim roztokem.
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Duvod redéeni spermatu

* Nutnost vneseni stabilizaénich latek napfr. cukru
s kryoprotektivnimi ucCinky nebo sodiku snizujici
aglutinaci spermii.

U ryb nemaji redidla ucinnost vneseni vnejsich
energetickych latek.

* Nutnost naredéni spermii tzn. snizeni poctu
spermii v ml na uroven maximalné miliard v ml.

* Imobilizacni a redici roztoky jsou v podstate
specificky vybalancované izotonické roztoky.
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Kryprotektivum

Kryoprotektivum se pridava az na zaver po naredeni
redidlem Ci imobilizaCnim roztokem.

U kapra 10 % DMSO.

U sumce 8 % DMSO.

U lina 1 dil 4 % propandiolu + 1 dil 4 % DMSO.

U veslonosa 8 % methanol.

U jesetra malého 5 % methanol.

Kryoprotektivum — velmi rychle pronikne do bunky a vytlaci z
bunky vodu, funkci kryoprotektiva je usmérnéni krystalu pfi
krystalizaci s jednotnou strukturou a orientaci, snizuje se
roztrhani bunek.

DMSO je nevhodné kryoprotektivum u spermii s
akrozomem.
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Ekvilibrace

« Ekvilibrace — tzn. Cas nutny k vyrovnani vnejsich a
vnitrnich podminek v bunce.

« Ekvilibrace po naredeni imobilizacnim roztokem u
sumce — 5 hodin, lina 3 h, u kapra po naredéni 40
min, veslonosa amerického a jesetra melého bez
ekvilibrace. Vysveétleni spocCiva ve zlepSeni
energetiky spermii po naredeni imobilizacnim Ci
redicim roztokem.

» Ekvilibrace po pridani kryoprotektiva se neprovadi
— lhned se zmrazuje.
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Zmrazovane objemy

U kapra a lina kryo zkumavky 2 ml s objemem 1 ml nebo
pejety 0,5 ml.

U sumce a veslonosa amerického kryo zkumavky 4 ml se
zmrazovanym objemem 4 ml nebo pejety 0,5 ml.
Moznost pouziti pejet ruznych objemu 0,25 mi-5 ml; u
jesetera malého zmrazovani do 0,5 ml pejet (viz ukazka
metodiky).

Zasada - ¢im menSi objem tim lepsSi vysledek zmrazeni.
Pri zmrazovani dochazi k postupné krystalizaci od sten
zkumavek do stredu zmrazované latky s tim, ze uprostred
zmrazovaného objemu je hyper osmoticka koncentrace,
ktera poskozuje bunky.
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Zmrazovani postupné u kapra, lina, sumce a
veslonosa s pouzitim zmrazovaciho
automatu

e Zmrazovani z +4°C do —9°C,
rychlosti 4°C za minutu.

e Potom od -9 °C do — 80°C,
rychlosti 11 °C za minutu.

* Dale se udrzuje 6 minut teplota
— 80°C.

 Nasledne se davky prenesou do
— 196 °C a uchovavaji v této

teploté v Dewarovych
kontejnerech.
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Moznosti zmrazovani a zasady pri
Zzmrazovani

Prahové zamrazovani — se v soucasnosti obecné pouziva k
zmrazovani spermatu kapra, lina, sumce a jeseteru. Pejety se popiSi
specialni laiserovou tiskarnou. Pejety o objemu 0,5 ml se prenesou
do teploty -110 az -130 °C a po 10 minutach do — 196 °C.

Obecna zasada — ¢im rychlejsi zmrazeni, tim lepSi vysledek.

Nutnost pfekonani obdobi krystalizace, zaCina u vySe uvedenych druhu
okolo -7 az -9 °C, zasada co nejrychlejSi prevedeni latky ze skupenstvi
kapalného do skupenstvi pevného.

Krystaly maji schopnost ristu a to do -40 °C intenzivné, do -80 °C
omezené, do -130 °C velmi omezené a pfi -196 °C jiz krystaly nerostou.

Jakekoliv zvySeni teploty nad -40 °C vede k postupné destrukci bunék,
velmi vyznamne pri teploté -20 °C.
Vitrifikace — takrka bez krystalizace, super rychlé zmrazeni.
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Uchovavani zmrazenych davek
spermatu

V kontejnerech o objemech 32 .
Doba uchovani vice ¢i méné neomezena.

Popsané kryo zkumavky/pejety jsou viozeny
do specialnich tub, drzaku, patron a kanistru
S evidenci.

Kontejnery jsou opatreny hilasici teploty a
musi se pravidelné dolevat dusikem. Davky
musi byt stale ponorené v kapalném dusiku.
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Rozmrazeni

e Zasada - Cim rychlejsi tim lepsi vysledek.

e V teplé lazni 40 °C po dobu 110 s v pripadé
zmrazenych davek v kryo zkumavkach. V
pripade pejet je to pouze 6 s.

e Okamzité po rozmrazeni uchovavat pri 0 az
+2 °C a pouzit k osemeneni.
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Oplozeni

e Jedna rozmrazena davka spermatu kapra a
lina se pouziva na 10 g jiker, u sumce na 100
g jiker.

* Musi se vyhodnotit procento pohyblivych
spermii, rychlost pohybu spermii, oplozenost,
pripadné lihnivost.

 Osemeneni a aktivace gamet musi
probéhnout souc¢asné a to z duvodu nutného
naredeni kryoprotektiva. Kryoprotektivum je
toxicke pro jikry.
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