Metody stanoveni kvality a kvantity spermatu ryb




Otazky ke zkousce

e Priklad stanoveni kvantity spermatu u kapra
0 hmotnosti 10 kg s 10 spermiemi v jednom
¢tverci 1/16 mm?

o Mikroskopicke hodnoceni kvality spermatu
ryb

 Hodnoceni osmotické irovné a ATP
spermatu a testy fertility

M.Rodina, O.Linhart,
Reprodukce ryb, 2018



Odlisnosti spermatu u ryb

 aktivace pohybu az po styku s vodou (aktivaénim médiem)
 velmi kratka doba pohyblivosti (20s - nékolik minut)
e relativné vysoka rychlost pohybu (100-300 um.s)

e znacné mezidruhové rozdily

M.Rodina, O.Linhart, Ucebni text
Reprodukce ryb, 2018



Stanoveni kvantity spermii
vypoctem v pocitaci komurce

 Priklad pouziti L
Burkerovy
komurky Velikost 3
mmx3 mm X 0,1 mm

e Pro vlastni pocitani =

pocitame spermie v16

velkych Ctvercich kazdy

o velikosti 1/16 mm?

vysledkem pro vypocet
je plocha 1 mm?

M.Rodina, O.Linhart, Ucebni text
Reprodukce ryb, 2018




Propocet kvantity spermii

Ve ¢tverci pocitdme vSechny bunky uvniti Ctverce a buiiky na dvou okrajich
Sumu 16 étvercti vynasobime 10 ¢imZ dostaneme pocet spermii v 1 mm?3
Déle vyndsobime 1000 ¢imz mame hodnotu poétu spermii v 1 ml (1 cm?)

Protoze jsme sperma predem natedili napt. u kapra 1:10000 ve fyziologickém roztoku
musime celé mnozstvi vynasobit 10000, vysledkem je koncentrace spermii v 1 ml

Rekapitulace vypoctu

Suma 16 ¢tverci x 10 x 1000 x Groven fedéni (kapr napt. 10000 = napf. u kapra
17x10%ml-D

Sperma u kter¢ho byla zjisténa koncentrace bylo ziskano v celkovém objemu 20 ml
spermatu a mlicak mél hmotnost 6 kg

Potom troven spermiace pfedstavovala u mli¢dka hodnotu 17 x 20 = 340x10°xml-% pfi

{elativr_lim vyjadieni na kg hmotnosti mli¢aka bylo ziskano 340:6= 56,67 x10%ml-
spermil

V piipad¢ nutnosti fixace spermatu se provede pirediedéni fyziologickym roztokem v

poméru od 1:10 do 1:100 podle druhii ryb s naslednou fixaci 4 % formaldehydem s

finalni trovni formaldehydu na trovni 1-2 %.

M.Rodina, O.Linhart, UCebni text
Reprodukce ryb, 2018



Technické rozdéleni metod pro hodnoceni kvality spermatu

makroskopickeé barva spermatu
konzistence spermatu
pfimiseniny ve spermatu
mikroskopicke koncentrace spermif (10° spermii v ml)
podil pohyblivych spermii (motilita) (%)
rychlost pohybu spermii (um . s%)
frekvence pohybu bi¢iku (Hz)
zakiiveni drahy pohybu spermie (um)
parametry zakfiveni bi¢iku (pocet ohybti, amplituda vykyvu) (um)
podil Zivych a mrtvych bunék (%)
chemické a fyZ|kéIn|' osmoticka uroven (mmol . kgt)
obsah ATP (nmol . 108 spermii)

biologickeé oplozenost (%)
(testy fertility) lihnivost (%)
vyskyt deformaci plidku (%)

M.Rodina, O.Linhart, Uc¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



Makroskopickée metody:
Predpoklady: znalost druhovych specifik
Vyhody: levne, nendarocné na vybaveni a znalosti

Nevyhody: nepresne, subjektivni hodnoceni s pouze orientaCnim
vyznamem

Napt. : tzv ,.kapkova metoda“

do Petriho misky s vodou (aktivacnim meédiem) se kdpne kapka
spermatu. Podle rozptyleni spermatu a rozptylovani spermii je
mozno usuzovat na kvalitu - motilitu spermii

M.Rodina, O.Linhart, Ucebni text
Reprodukce ryb, 2018



Mikroskopicke metody:

Predpoklady: mikroskopicke vybaveni
Vvyhody: presnéjsi, objektivnéjsi hodnoceni
Nevyhody: naro¢né€;si na vybaveni a Cas

2 kroky

vizualizace
osvetleni
zvetseni
hodnoceni
v redalnem case

Ze zaznamu

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



vizualizace

osvetleni
prochazejici svétlo
fazovy kontrast
tmave pole
tmave pole + stroboskopicke svétlo
UV (fluorescence)

zvetSeni

objektiv 10x - 20x - 40x

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



hodnoceni
v realnem case

odhad motility

méfeni frekvence pohybu biciku

Zjistovani podilu zivych a mrtvych bunék s pouzitim fluorescenc¢ni
mikroskopie

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



Hodnoceni se obyvkle provadi ze ze zaznamu (videozaznamu)
 videozaznam (digitalni systemy DV. MiniDV, Digital8)

e digitalizace videosnimkii nebo sekvenci (digitalizacni karty PC,
digitalni kamery)

o zpracovani digitalizovanych dat

,manualn¢* - programy na 2D analyzu obrazu

podil pohyblivych spermii (motilita) (%)
rychlost pohybu spermii (um . s)
zakiiveni drahy pohybu spermie (um)
parametry zakiiveni bi¢iku (pocet ohybu,
amplituda vykyvu)(um)

automaticky - analyzatory pohybu spermii, ,, sperm trackery*
oznacovane jako CASA systémy.

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
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Color CCD Video Camera SONY
SSC-DCS0AP
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% | MicroImage 4.0.
for Win 95 and higher

Remote Control Unit
SONY SVREM 1004

M.Rodina, O.Linhart, UCebni text
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Rychlost pohybu spermii a motilita

2. slozeni obrazku:

spomoci funkce Image
Overlay (nastaveni On darker
only) jsou slozeny vSechny
snimky (mimo prvni a
posledni) v novy

spomoci funkce Color chanel
jsou slozeny prvni, novy a
posledni snimek jako :
jednotlivé slozky systému o, : L )
RGB 4 PR, B, 08D
f,.i' \ r .

svysledkem je barevna stopa
pohybujicich se spermii a bily
Ob raz nepohybl IV}I/Ch Spermil' Spermie lina obecného (Tinca tinca), testikularmi sperma,

aktivace 40 mM NacCl, 60 s po aktivaci
M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



Rychlost pohybu spermii a motilita
3. méreni:

e rychlost pohybu se
pocita z délky drahy
pohybu (mérené
nastrojem Manual
measurements) a z ¢asu
(urceného podle poctu a
odstupu videosnimkii -
snimkova frekvence
systému PAL 25 snimku

za 19) o,

b PR, B, B
A o

-
e

o

» motilita se pocita jako
procenticky podil barevné

zobrazenych spermii na

1 Spermie lina obecného (Tinca tinca), testikularmi sperma,
SNim kU aktivace 40 mM NacCl, 60 s po aktivaci

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



Zakriveni drahy pohybu spermie

Zakriveni drahy pohybu
spermie se méri nastrojem
Manual measurements
(zluty kruh)

g =%

[
o

% @R, D1, B
daa r

Spermie lina obecného (Tinca tinca), testikularmi sperma,
aktivace 40 mM NacCl, 60 s po aktivaci

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



Parametry zakriveni bi¢iku spermie, pocet amplitud biciku atd.

Spermie lina obecného (Tinca tinca), testikularmi sperma,
aktivace 40 mM NacCl, 60 s po aktivaci

M.Rodina, O.Linhart, Ucebni text
Reprodukce ryb, 2018



Hodnoceni z videozaznamu automaticky - analyzatory pohybu
spermii, ,,trackery“

Predpoklady: kvalita zaznamu (zvétSeni, kontrast, pocet objektu v
zorném poli, zaostieni, rozliSeni, artefakty, ruSeni)

Vyhody: rychlost zpracovani zdznami, velké mnozstvi parametri,
opakovatelnost

Nevyhody: citlivost na kvalitu zaznamu, moznost logickych chyb,
nemoznost korekce artefaktu

Kroky:
kalibrace a nastaveni (méfitko, videosystém, poZadovany pocet méteni)
enaprahovani méfenych objekti

enahrani videosekvence, jeji zpracovani a uloZeni vysledkt

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



Chemické a fyzikalni metody

Méreni osmotické urovné spermatu

Princip: méteni celkového mnozstvi osmoticky aktivnich latek (snizena osmoticka
uroven muze byt signdlem aktivace spermatu moci, a tim 1 vy€erpani energie spermie
a snizeni schopnosti pohybu spermii) na osmometru.

Osmometry- 2 principy: odpafovaci a vymrazovaci

Vyhody: jednoduché obsluha, rychlost

Nevyhody: drahy jednoucelovy pfistroj, vysledek nemusi odrazet kvalitu spermatu, ale
je pouze dopliikovym ukazatelem.

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



Chemické a fyzikalni metody

Méreni obsahu ATP ve spermiich

Princip: méteni obsahu ATP ve spermiich (jako zakladni energetické latky potfebné
pro bunku) bioluminometrem z extraktu lyzovanych spermii

Postup:
* stanoveni koncentrace spermii (pocitanim v Burkerové komirce)

» lyzovani spermii a extrakce ATP v horkém HEPES pufru (95°C)

e odstfedéni bunécne drté

e ptidani luciferin luciferazy ke vzorku a méteni na bioluminometru
» vypocet koncentrace ATP (nM na 108 spermii)

Vyhody: pfimé z;jiSténi obsahu ATP

Nevyhody: nakladna technika i provoz (chemikalie),

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



Biologické metody - testy fertility
Piimé otestovani spermatu na jikrach - miskové pokusy

Predpoklady:

e kalkulace poctu spermii na 1 jikru (nejlépe motilnich spermii)
 kalkulace objemu aktiva¢niho média

VWhodnocovani:

 oplozenost ve stadiu 8-32 blastomer (vysledek ovlivni vyskyt
partenogeneze a polyspermie)

e oplozenost po 24 hodinach (makroskopicky) z poCtu nasazovanych
Jjiker v %

 celkova lihnivost pladku z po¢tu nasazovanych jiker v %

* % vyskytu deformaci plidku z mnoZzstvi vylihlého plidku

Vyhody: hodnotime ptimo oplozovaci schopnost spermii, nikoliv pouze
nepiime parametry; levné a nendrocna metoda.

Nevyhody: vysledek ovlivnén dalSimi proménnymi - kvalitou jiker,
podminkami inkubace; vysledek je znam s Casovym odstupem.

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018



Pri volbé vhodné metody hodnoceni kvality spermatu u ryb je tfeba
zohlednit:

e ucel
e technické moznosti a zkuSenosti

e ¢asovou narocnost

M.Rodina, O.Linhart, U¢ebni text
Reprodukce ryb, 2018
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