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1.UVOD
1.1. Cil technologie

Cilem je jednoduse popsat technologii zmrazovani spermatu jesetera malého pro ucely
uchovani genofondu tohoto druhu.

1.2. Vlastni popis technologie

Technologie poskytuje VaV uZivatelim, veterindrnim Ustavim a pracoviStim, které
zmrazuji sperma pro ucely dlouhodobého uchovani postup jak zmrazit sperma jestera
malého.

1.3. Srovnani ,,novosti technologie*

Technologie zmrazovani spermatu je v CR a EU zcela nova propracovana do detailu pro
uzivatele vysledkd, ktera pfi dodrzeni celého postupu garantuje dosazeni oplozenosti
jiker a lihnivosti plidku.

1.4. Popis uplatnéni technologie

Technologie najde uplatnéni ptedev§im na pracovistich odpovédnych za zmrazovani
spermatu ryb, ale rovnéz na pracovistich, které chovaji ve vét§im méftitku generacni
hejno jesetrl a ¢ast genofondu chtéji uchovat ve zmrazeném stavu.

2. ZAKLADNI ZNALOSTI Z OBLASTI SPERMATOLOGIE A ZMRAZOVANI
SPERMATU

2.1. Uvod do spermatologie sladkovodnich druhii ryb

Spermie patii mezi specializované bunky, které u druhti s vnéjSim osemenénim jsou
obvykle vypuzeny do vnéjsiho prostiedi, tedy do sladké vody. Spermie jsou nuceny se
vyrovnat s extrémné odliSnym prostiedim v podobé¢ sladké vody, pti¢emz jejich ochrana
proti vnéjSimu prostiedi je na daleko hors$i urovni nez u jiker.

Prevazna vétSina znalosti o struktufe spermii ryb a fyziologii pohybu spermii
byla zdokumentovana na pstruhu duhovém (Billard 1970; Morisawa and Suzuki 1985;
Boitano and Omoto 1992; Cosson et al. 1999; Alavi et al. 2008). V kontrastu s vysledky
u pstruha duhového, mnohem méné informaci je zndmo o charakterizaci spermii
chrupavcitych druhii tedy u veslonosa amerického nebo jeseterovitych ryb, které nejsou
fylogeneticky pfili§ vzdaleny spermiim sav€ich druhti (PSenicka et al. 2009, obrazek. 1).
Naproti tomu spermie kostnatych ryb maji fylogeneticky primitivni spermie, tzn.
kulatou hlavi¢ku bez akrozomu s velmi tenkym bi¢ikem (PSenicka et al. 2006).
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Obrazek 1. Ultrastruktura spermie jesetra malého porizena skenovacim
elektronovym mikroskopem (SEM) ukazuje na obrazku a) celou spermii (meéritko
10um), Sipky vyznacuji zacatek a konec lemu na biciku, na obrazku b) vetsi detail
hlavicky spermie, stredni casti s casti biciku (méritko Sum) a na obrazku c)
s detailem akrozomu na hlavicce spermie (méritko 100 nm). Akrosom (A), jadro -
nukleus (N), stiedni cast (MP), bicik (F), PSenicka et al. 2009).

2.2. Kli¢ové faktory aktivujici a inhibujici motilitu spermii jeseterii a akrozom

Spermie pievazné vétsiny druhili ryb nejsou pohyblivé ve varlatech a v celém genitalnim
traktu s koncentraci spermii 10'°. Vyznaduji se kratkou periodou pohybu ve vn&j§im
prostiedi, tedy sladké vodég, (Cosson et al. 1999) s dobou pohybu 10-60 s u kostnatych
sladkovodnich ryb, nékolika minut (3-9) u chrupavcitych ryb a zhruba 30 minut u
moiskych druhl ryb (Ginsburg 1968; Billard et al. 2004; Cosson et al. 1999). Spermie
pstruha duhového byly pouzivany jako specificky model sladkovodnich druhd ryb.
Faktory prosttedi jako jsou ionty, pH nebo osmolalita, zpasobuji depolarizaci
bunéénych membran a stimuluji motilitu spermii. Scheuring (1925) byl prvni kdo
poprvé podal informace o skuteénosti, Ze ionty Na*, Ca*" a Mg redukuji inhibiéni
ginnost K iontu u spermii pstruha obecného (Salmo trutta) s principem vyssi u¢innosti
bivalentnich kationtii oproti Na" iontim. Synergicky efekt mezi ionty vedl k vytvofeni
demonstra¢ni studie sledujici kontrolu motility zménou membranového potencidlu
kombinaénim efektem rGznych iontl (Gatti et al. 1990; Boitano and Omoto, 1991).
Osmoticky tlak, koncentrace K+ spolu se sachar6zou a pH semenné plasmy niz§im nez
7 jsou hlavni inhibicni faktory motility spermii u lososovitych ryb (Morisawa et al.



1983). U kaprovitych ryb a motskych druhii ryb je hlavnim kontrolnim faktorem
motility spermii osmoticky tlak (Linhart et al. 1991, Redondo-Miiller et al. 1991,
Billard et al. 1995, Perchec et al. 1997; Morisawa and Suzuki 1980). Motilita spermii u
chrupavcitych ryb a n€kterych kostnatych je z €asti kontrolovana osmotickym tlakem a
z ¢asti iontovym efektem (Linhart et al. 1995, 2002; Billard et al. 1999). Motilita
spermii veslonosa amerického je inhibovana zvySenou Urovni velmi malé koncentrace
K" pti pH 7.0, bez doprovodného kumulativniho efektu Ca*" jak diive ukazali u
lososovitych ryb Scheuring (1925), Cosson et al. (1986, 1989), Christen et al. (1987).
Baynes et al. (1981) zdokumentoval, Ze roztoky K™ (nebo K" a Na"), které b&zné
neindukuji motilitu spermii u pstruha duhového slouzi jako soucast aktivacnich roztoki
po pfidani malého mnozstvi Ca®". Spermie pstruha duhového vykazuji okamzité po
aktivaci a po celou dobu pohybu spermii cirkularni trajektorii. Bylo prokazano, ze Ca*
ionty v pribéhu periody kratkého pohybu jsou odpovédné za cirkuldrni drahu spermie
pstruha duhového (Cosson et al. 1989; Boitano and Omoto 1992) a slouZi rovnéz k
eliminaci inhibi¢niho efektu K™ na motilitu spermii. Rozdilny efekt Ca*" iontd byly
pozorovany u intaktnich a demembranovanych spermii mnoha kostnatych ryb Alavi et
al. 2008.

2.3. Uvod do kryokonzervace - zmrazovani spermii ryb

Technika zmrazovani, tj. hluboké zmrazovani spermii a jejich uchovani v kapalném

dusiku (-196°C) je jedna z biotechnickych metod aplikovanych v akvakultufe (Stoss

1983; Rana 1995; Gwo 2000). Sperma zmrazené v akvakultufe muize byt nasledné

vyuzito: 1) pro produkci referencni chovatelské zasoby, 2) pro produkci hybridi (s

reprodukei v rizném obdobi), 3) v pfipad¢ rozdilného obdobi reproduce mli¢aka a

jikernacek, 4) snizeni ekonomické narocnosti spojené sudrzovanim generacnich

mlicakd, 5) genetické zlepSeni v selekéné Slechtitelskych programech, 6) opakovani
vytéru s vyuzitim specifickych mli¢ak, 7) uchovavani genetickych rezerv u kulturnich

druhii a 8) pro mezinarodni vyménu spermatu (Gwo 2000).

Hluboké zmrazovani spermii ryb je metoda, jejiz Gspéch zavisi na velkém mnozstvi
proménnych, které ve vysledku ovliviuji schopnost spermii oplodnit vajicko. Jde
jednak o kvalitu odebraného spermatu, a déle o faktory, které ptisobi v pritbéhu ptipravy
a vlastntho mrazeni spermatu (vnéjsi faktory). Témito faktory jsou predevSim
(Ciereszko et al. 2000; Brown and Mims 1999; Leibo and Bradley 1999; Linhart et al.
1993, 2000, 2005, 2006; Rodina et al. 2007):

1. Vhodny extendor a iedéni spermii. Extendor, tedy redici roztok, je roztok
obsahujici spermidlni plasmé podobné organické a anorganické latky a pH.
Extendor umoznuje nafedéni hustého spermatu (koncentrace spermii je béznd u
kaprovitych ryb na urovni 10’ spermii) a kratkodobé uchovani pii +4 °C. Chemické
sloZeni extendorti pouzivanych pro zmrazovani je velmi Siroké. Pfed zmrazovanim
se sperma fedi extendorem na urovni od 1:1 do 1:20 v zavislosti na koncentraci
spermatu a specificité druhu.

2. Kryoprotektiva _a_jeho koncentrace. Kryoprotektiva jsou piidavany k spermatu
zdivodu zvySeni pfeziti spermii v prubéhu zmrazovani. Hlavni vlastnost
kryoprotektiv spo¢ivad ve vyvazani vody s redukci formovani krystali v prubéhu
zmrazovani nebo v strukturovani uniformnich krystald. Dalsi vlastnost spociva ve
vazani elektrolytd, ¢imz dochdzi k zamezenim tvorby koncentrovanych residualnich
nezmrazenych roztokll a tim 1 sniZeni bod tuhnuti v pribéhu zmrazovani. U velkého




mnozstvi latek byly identifikovany schopnosti kvalitnich kryoprotektiv. Napf.
dimethylsulfoxide (DMSO), ethylene glykol (EG), glycerol, methanol a propandiol.
Koncentrace kryoprotektiv v kryoprotektivnich mediich nebo po finalnim natredéni
spermatu je odli$na druh od druhu s obvyklym rozhranim od 5 do 15%.

3. Rychlost zmrazovani je hodnocena jako velmi kritickd proménna ovlivitujici Gspéch
zmrazovani. Nejpouzivanéjsi technikou je u spermii a ostatnich bunék vyuZziti
pomalého zmrazovani (od +4 °C do —70 °C rychlosti 1-10°C za minutu). V priab&éhu
zmrazovani jsou krystaly ledu formovany v extraceluldrnim roztoku, voda se
uvolnuje zbunék s vyrovnavanim osmotickych trovni az po dosazeni tzv.
osmotické ekvilibrace. Pti tom dochazi ke krystalizaci i1 uvnitf spermii. Po dosazeni
nizké vnitini intracellularni teploty na —70°C je mozné buiiky bezpeéné uchovavat
v kapalném dusiku pfi —196° C. Optimalni zmrazovaci rychlost je druhové
specifickd, musi byt vzdy ovéfena pro uréity druh a kombinaci extenderu,
kryoprotektiva, objemu a formy (pejeta, peleta, kryozkumavka) zmrazované davky

4. Rychlost rozmrazovdni je stejné dulezita jako rychlost rozmrazovani. Zde plati ¢im
rychlej$i rozmrazemi, tim Iépe. Pfi pomalém rozmrazovani hrozi pfedevS$im
rekrystalizace vody a mechanické poskozeni rozmrazovanych bunék.

Optimalizaci vnéjSich faktori béhem kryokonzervace sledujeme zachovani integrity a
funkce bunky a bunécnach organel, ktera je dana predev§im zachovanim bunécnych
membran a filamentd. U chrupavc€itych ryb (jeseterti) je kritické uchovani akrosomu
v prib¢hu zmrazovani a rozmrazovani, . PoruSeni akrosomu v pritbéhu zmrazovani je
mozné kontrolovat elektronovou mikroskopii nebo fluorescenénim zvyraznénim. Tyto
metody jsou ov§em pomérné zdlouhavé. Jako vhodné a experimentalné dostacuji se jevi
kontrola akrosomové reakce viditelné v podobé filamentu mezi hlavickou spermie a
podloznim sklem (Dzyuba a kol., nepublikovano).

Velké mnozstvi studii bylo publikovdno o zmrazovani spermii u odliSnych kostnatych
ryb (Stoss 1983; Rana 1995; Gwo 2000). V oblasti zmrazovani chrupavcitych ryb tzn.
jesterovitych a veslonosa existuje pouze nckolik publikaci (Tsvetkova et al. 1996;
Ciereszko et al. 1996a,b; Brown and Mims 1999).



3. VLASTNI TECHNOLOGIE
3.1. Odbér spermatu

Mlic¢éci jesetera malého jsou pfipravovani k spermiaci v nadrzich pii teploté 14-15 °C
po dobu 6-7 dnil. Vlastni odbér spermatu se obvykle provadi 48 h po injikci mlicakt
kapti acetonovanou hypofyzou v davce 3-4 mg/1 (Gela a kol., 2008).

Sperma jestera je odebirano po zasunuti hadicky (koénicky sefiznuté o praméru 4 mm,
délce 50 cm) do urogenitélni papily (obrazek 2) a jimdno do odbérné plastové nadobky
o objemu 50 nebo 200 ml. Plastové nadobky se plni objemem do 20 ml spermatu a
thned po odbéru se vkladaji do polystyrénové krabice s ledem (obrazek 3). Sperma se
po celou dobu po odbéru do zmrazeni uchovava v aerobnim prostiedi pti teploté 0-2°C,
pfiCemZ dbame na to, aby sperma mezmrzlo nebo nadobka neleZzela piimo na
premrzlém ledu.

Obrazek 2: Odber spermatu jesetra malého.

Pfi odbéru se musi postupovat rychle a opartné, jinak dojde k ,,vystiikani” spermatu.
Tzn. po odloveni mli¢dka z nadrZe se prstem ,,ucpe” urogenitalni papila, osusi se misto
kolem papily a okamzité zasune katetr (hadicka do papily) a odebird sperma. Masazi v
blizkosti papily se pomaha odbéru spermatu. Zhruba za 3 h je mozné opakovat odbér
spermatu . Objem spermatu, ktery ziskame od mli¢dka hmotnosti 1 kg je na urovni do
20 ml.



Obrazek 3: Uchovavani spermatu jestera malého v plastovych
nadobkach na ledu, tedy pri teplote 0-2°C.
Pohled do otevieného prepravniho boxu

3.2. Kontrola kvality spermatu

Sperma jesetera malého je bélava az mlécné bila tekutina vodnaté konzistence.
Koncentrace spermii se obvykle pohybuje vrozmezi 0,1-1 x 10° spermii v 1 ml.
Kontrola kvality zahrnuje odhad motility spermii (podilu pohyblivych spermii) a ur¢eni
koncentrace.

Motilita spermii se odhaduje subjektivné mikroskopicky pted zmrazenim, pficemz
procento pohyblivych spermi musi byt vyssi nez 80 % (Linhart a Pokorny, 1984).
Pokud je procento pohyblivych spermii nizsi, sperma se nehodi k zmrazovéni.

K lepSimu odhadu procenta pohyblivych spermii je vhodné pouzit mikroskop s tmavym
polem, stroboskopickou lampu, objektiv 20x s vhodnou CCD kamerou a monitorem jak
detailné popsal Linhart a kol. (2002) ve své publikaci. Procento pohyblivych spermii se
odhaduje zhruba pti zvétSeni 200x, pfi¢emz na podlozni sklo se da 49,5 ul aktiva¢niho
media (AM), (AM = 10 mmol.I"' NaCl + ImM CaCl, + 10 mmol.I" TRIS-HCI, pH 8.5,
s 0.1 % pluronicu) a vmisi 0,5 pl spermatu. Findlni fedéni predstavuje pomér 1:100.
Pluronic se ptidava z divodu zamezeni adheze mezi spermii ¢i akrozomem a podloznim
sklem, které mtze zkreslit vysledek. Vysledek pohybu spermii musime odhadnout do
10 s po aktivaci spermii.

V pftipadé, Ze jsme vybaveni zdznamovou technikou tzn. videm, DVD ¢i pocita¢em s
dostate¢nou kapacitou, mizeme pohyb spermii zaznamenat a nasledné¢ pomérné velmi
objektivné vyhodnotit. K vyhodnceni se pouzivd riizného software, které ve své



podstaté urci procento pohyblivych spermii a jejich rychlost s dal§imi zhruba dvaciti
parametry (viz. obrazek 4).

Micre lmsse - umitled10 (1/1)
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Obrazek 4: Ukdzka vyhodnocovani spermatu jestera malého analyzou
obrazu firmy Olympus.

Koncentrace spermatu se urcuje pocitanim v pocitaci komirce, nejcasteji Biirkerove, po
predchozim nafedéni 400x v neaktivujicim roztoku (napft. fyziologicky roztok s 10 mM
KCl).

3.3. Redéni spermatu kryoprotektivem a plnéni do pejet

Sperma jestera malého se musi pfed zmrazenim natedit fedicim roztokem obsahujici
kroprotektivni latky. Redici roztok obsahuje 30 mM cukrézy, ImM KCI, 25 mM Tris-
HCI, pH 8.5 a 10% kroprotektiva - metanolu.

POZOR: metanol je toxicky !!

Redici roztok s kryoprotektivem o teploté 0-2 °C se postupné velmi pomalu “po
kapkach” napipetuje do spermatu o téze teplot¢ (obrazek 5). Nafedéné sperma se
okamzité nasaje za pomoci pipety (1ml) do pfipravenych a oznacenych pejet o objemu
0,5 ml. Kazda pejeta nese oznaceni druhu ryby, €. ryby, a dne zmrazovani.
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Obrazek 5: Postupné piikapavani fediciho roztoku s
kryoprotektivem do spermatu.

Obrazek 6: Nasavani natedéné¢ho spermatu mikropipetou
do oznacenvch peiet.
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3.4. Vlastni mrazeni spermatu

Vlastni mrazeni davek spermatu se provadi v parach nad hladinou tekutého dusiku v
»termoboxu”. Pfikladem pouZitelného termoboxu je pfepravni polystyrénovy box na
akvarijni ryby rozmérti 60x40x35 cm s vikem a tloustkou stény 4 cm. Pejety naplnéné
nafedénym spermatem se ukladaji na pfedem pfipraveny polystyrénovy ramecek
(tloustka 3cm) — fungujici jako plovak ktery se po naplnéni pienese do boxu na hladinu
kapalného dusiku a box se na 20 minut uzavie (obrazek 8). Cely proces plnéni vSech
pejet nesmi trvat déle nez 5 minut. Teplota v oblasti pejet na rimecku po uzavieni boxu
se pohybuje na Urovni -130°C. Po 20 minutich se box otevie a pejety se preklopi do
kapalného dusiku tedy teploty -196 °C.

Obrazek 7: Ramecek s oznacenymi a Obrazek 8: Polystyrénovy box o
naplnénymi pejetami na ledu (0-2 °C) hloubce 35 cm s vyskou hladiny
kapalného dusiku 7-10 cm

3.5. UloZeni zmrazenych davek

Pejety se prenesou pinzetou do predem oznacenych gobleti (plastovych nebo
papirovych tubusti pro uloZeni pejet) (obrazek 9), které usnadiiuji manipulaci s
pejetami. S goblety se pracuje pod hladinou kapalného dusiku o teploté -196 C tak, aby
nedoslo ke znehodnoceni davek jejich ,,zahtatim* na vice nez -80°C. Goblety s pejetami
se ukladaji do kanistri v kontejnerech s kapalnym dusikem (obrazek 10). Dlohodobost
uchovani davek prestavuje nékolik let, ¢i desitek - stovek let.

P¥i praci v kapalném dusiku dodrZujeme bezpec¢nostni predpisy !!

Obrazek 9: Ukladani pejet do gobletit pod
hladinou kapalného dusiku
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Obrazek 10: Umisténi gobletii s pejetami do kanistru
v konteineru.

3.6.Evidence zmrazenych davek
Zmrazené davky se eviduji v protokolu, viz obrazek 11. V protokolu se eviduji veSkeré

detaily o pavodu mlicdka, metodé¢ zmrazovani az po koncentraci spermii a rovni
oplozenosti dosazené po rozmrazeni davky.

PROTOKOL O KRYOKONZERVACI €.

DRUH: DATUM: CHOVATEL:
DATUM ODBERL: CAS ODBERU: ODBEROVE MEDIUM: ZPUSOB OOBERY
REDICI MEDIUM: POMER REDEN: KRYOPROTEKTIVUM: KONCENTRACE:
ZPUSOB MRAZENI: CAS MRAZENI: MRAZICI PROGRAM: ZAMRAZIL:
ZNACEN|
DAVEK:
EVIDENENI ElsLo KONCENTRACE POEET DAVER ULDZEN| DAVEK TEST OPLOZENOSTI
OOHAD
RATAVNIHO OBJEM
INDEVIDUALNE POHYBLIVOST! FONCENTRACE FRO PRO OPLOZENDST
CHOWHA SKUPINA, |DENTIFIKATGR NATIVNIHO SPERI;A’TIU DAVIY (18P v i) Dfﬂ\:::r wLaen| TESTY DRIAKY | KAMISTR |[KONTEJNER| DATUM )
SPERMATU % *

Obrazek 11: Protokol o kryokonzervaci spermatu ryb.
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3.7. Rozmrazeni zmrazenych davek

Zmrazené davky se vyjmou v gobletu z kanistru kontejneru a vlozi do manipulaéni
polystyrenové nadoby s kapalnym dusikem. Pomoci pinzety se v kapalném dusiku
vyjme piislusnd pejeta (pejety) z gobletu a vlozi do 14zné o teploté 40 °C. Pejeta se
rozmrazuje za mirné¢ho pohybu v teplé lazni po dobu 6 s (obrazek 12).

Po 6s se pejeta vyjme z teplé 1azn€, osusi a odstfihne niizkami konec pejety, ktery neni
opatien zatkou. Konec se odttihne z diivod kontaminace vodou (obrazek 13).

Obrazek 12: Lazer o teploté 40°C Obrdazek 13: Odstizent
pripravend pro rozmrazovani kontaminovaného konce
pejety vodou

Po odstiizeni kontaminovaného konce se
pejeta odsttizenou ¢asti vlozi do zkumavky
a odstfihne se zatka na pejeté viz. obrazek
14. Obsah pejety se necha samovoln¢ vytéct
do zkumavky. Zkumavky s rozmrazenym
spermatem se okamzité pouzivaji k oplozeni
¢i k testu pohyblibosti spermii. U jestera
malého bychom méli vzdy dosahnout
minimalni pohyblivosti na rovni 20 %.
Dosazitelna uroven pii optimalni kvalité
spermatu je az 80 %.

Obrazek 14: Umistéeni pejety do zkumavky
a nasledné odstrizeni zatky na pejete.
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3.8.Pouziti rozmrazeného spermatu k oplozeni

U jesetera malého jako u dalSich jesetrovitych se pouziva tzv. ,,mokra metoda”
osemenéni. Jinymi slovy, rozmrazené sperma se nejprve aktivuje smisenim s vodou a
okamzité se smisi s jikrami (obrazek 15; Gela a kol., 2008). Pii osemenéni dbame na
to, aby mnoZstvi spermii na jednu jikru bylo vySSi neZ pfi pouziti Cerstvého tedy
nezmrazeného spermatu. Jestlize se pii pouziti Cerstvého spermatu bézné¢ pouziva
160000-320000 spermii na 1 jikru , je tfeba pocitat s potfebou 320000-640000
rozmrazenych spermii na 1 jikru, coz napt. v pfipad¢ spermatu po rozmrazeni (o nativni
koncentraci 1 x 10 ® na ml ) &ini 24 — 48 ml spermatu na 1 kg jiker.

Obrazek 15: Michani jiker s predem aktivovanym
spermatem ¢i soucasnée aktivovanym spermatem s
pridanim jiker.

15



4. SEZNAM POUZITE LITERATURY:

Alavi, S.M.H., Linhart, O., Coward, K., Rodina, M., 2008. Fish spermatology:
Implication for aquaculture management. In: Fish Spermatology, Alavi, SSM.H.,
Cosson, J., Coward, K., Rafiee, R. (Eds.). pp. 397-460. Alpha Science Ltd,
Oxford, UK.

Baynes SM, Scott AP, Dawson AP, 1981. Rainbow trout Salmo gairdnairi Richardson,
spermatozoa: Effects of cations and pH on motility. J.Fish Biol. 19, 259-267.

Billard R. 1970. Ultrastructure comparée de spermatozoides de quelques poissons
téléostéens. In: Baccetti, (Ed.), Spermatologia comparata. Quaderno 137: 71-80.

Billard R, Cosson J, Perchec G and Linhart O, 1995. Biology of sperm and artificial
reproduction in carp. Aquaculture 129, 95-112.

Billard R, Cosson J, Fierville F, Brun R, Rouault T and Williot P, 1999. Motility
analysis and energetics of the Siberian sturgeon Acipenser baerii spermatozoa. J.
Appl. Ichthyol. 15, 199-203.

Billard R., Cosson J., Noveiri SB. and Pourkazemi M. 2004. Cryopreservation and

short-term storage of sturgeon sperm, a review. Aquaculture 236 (1-4): 1-9.

Boryshpolets, S., Dzyuba, B., Rodina, M., Li, P., Hulak, M., Linhart, O., 2009. Freeze-
thawing as the factor of spontaneous activation of spermatozoa motility in
common carp (Cyprinus carpio L.). Kryobiology, 59: 291-296.

Brown GG. and Mims SD. 1999. Cryopreservation of paddlefish Polyodon spathula
milt. Journal of World Aquaculture Society 30: 245-249.

Christen R, Gatti JL and Billard R, 1987. Trout sperm motility: the transient movement
of trout sperm is related to changes in the concentration of ATP following the
activation of the flagellar movement. Eur. J. Biochem. 166, 667-671.

Ciereszko A., Dabrowski K. and Ochkur SI. 1996a. Charactrization of acrosin-like
activity of lake sturgeon (4.  fluvescences) spermatozoa. Molecular
Reproduction and Development 45: 72-77.

Ciereszko A., Toth GP., Christ SA. and Dabrowski K 1996b. Effect of cryopreservation
and theophylline on motility characteristics of lake sturgeon (4 fulvescens)
spermatozoa. Theriogenology 45: 665-672.

Ciereszko A., Dabrowski K, Mims SD. and Glogowski J. 2000. Characteristics of sperm
acrosin-like activity of paddlefish (Polyodon spathula W.). Comparative
Biochemistry Physiology B-Biochemistry and Molecular Biology 125: 197-203.

Cosson MP, Billard R, Carré D, Letellier L, Christen R, Cosson J and Gatti JL, 1986.
Control of flagellar movement in “9+2” spermatozoa: calcium and cyclic AMP
dependence, chemotactic behavior. Cell. Motil. Cytosk. 6, 237.

Cosson MP, Billard R and Letellier L, 1989. Rise of internal Caaccompagnies the
initiation of trout sperm motility Cell Motil. Cytoskel. 14, 424-434.

Cosson J., Billard R., Cibert C., Dréanno C. and Suquet M. 1999. Ionic factors
regulating the motility of fish sperm In: Gagnon C., (Ed.), From Basic Science
the Male Gamete to Clinical Application. Cache River Press Vienna IL USA,
pp-161-186.

Gela, D., Rodina, M, Linhart, O. 2008. Rizena reprodukce jeseteri. Edice metodik
VURH JU, Vodiany, 78, 1-24.

Ginsburg AS. 1968. Fertilization in fishes and the problem of polyspermy. Moscow:
Nauka, (in Russian).

16



Gwo JC. 2000. Cryopreservation of aquatic vertebrates semen, review. Aquaculture
Res. 31: 259-271.

Leibo SP. and Bradley L. 1999. Comparative cryobiology on mamalian spematozoa. In:
Gagnon C., (Ed.), The male gamete: From basic science to clinical applications,
Cache River Press, Vienna, IL, USA pp. 501-516.

Linhart O. a Pokorny J. 1984. Hodnoceni &erstvého spermatu ryb. Edice metodik VURH
JU, Vodnany, 14, 1-13.

Linhart O., Slechta V. and Slavik T. 1991. Fish sperm composition and biochemistry.
Bull. Inst. Zool. Academia Sinica 16: 285-311.

Linhart O., Billard R. and Proteau JP. 1993. Cryopreservation of European catfish
(Silurus glanis L.) spermatozoa. Aquaculture 115: 347-359.

Linhart O., Mims SD. and Shelton WL. 1995. Motility of spermatozoa from shovelnose
sturgeon (Scaphirhynchus platorynchus R.) and paddlefish (Polyodon spathula
W.). Journal of Fish Biology 47: 902-909.

Linhart O., Rodina M. and Cosson J. 2000. Cryopreservation of sperm in common carp
Cyprinus carpio: Sperm motility and hatching success of embryos. Cryobiology
41: 241-250.

Linhart O., Cosson J., Mims SD., Shelton WL. and Rodina M. 2002. Effects of ions on
the motility of fresh and demembranated paddlefish (Polyodon spathula)
spermatozoa. Journal of Reproduction 124: 713-719.

Linhart, O., Rodina, M., Flajshans, M., Gela, D. and Kocour, M., 2005.
Cryopreservation of European catfish Silurus glanis sperm: Sperm motility,
viability and hatching success of embryos. Cryobiology, 51, 250-261.

Linhart, O., Mims, S.D., Gomelsky B., Cvetkova, L.I., Cosson, J., Rodina, M., Horvath,
A. and Urbanyi, B., 2006. Effects of cryoprotectants and male on motility
parameters and fertilizabilization rate in paddlefish (Polyodon spathula) frozen-
thawed spermatozoa. Journal of Applied Ichthyology, 22 (Supl. 1), 384-388.

Mims SD. 1991. Evaluation of activator solutions, motility duration and short-term
storage of paddlefish spermatozoa. Journal World Aquaculture Society 22: 224-
229.

Morisawa M. and Suzuki K. 1980. Osmolality and potassium ion: their roles in
initiation of sperm motility in teleosts. Science 210: 1145-1147.

Morisawa M, Susuki K, Shimizu H, Morisawa S and Yasuda K, 1983. Effects of
osmolality and potassium on motility of spermatozoa from fresh water cyprinid
fishes. J. Exp. Biol. 107, 95-103.

Perchec-Poupard G, Gatti JL, Cosson J, Jeulin C, Fierville F and Billard R, 1997.
Effects of extracellular environment on the osmotic signal transduction involved
in activation of motility of carp spermatozoa. J. Reprod. Fertil. 110, 315-327.

Psenicka, M. Rodina, M., Nebesarova, J., Linhart, O. 2006. Ultrastructure of
spermatozoa of tench Tinca tinca observed by means of scanning and
transmission electron microscopy. Theriogenology, 66, 1355-1363

Psenicka, M., Vancova, M., Koubek, P., Tesitel, J., Linhart, O., 2009. Fine structure and
morphology of sterlet (4. ruthenus) spermatozoa and acrosin localization.
Animal Repro. Science, 111: 3-16.

Rodina, M., Gela, D., Kocour, M., Alavi, SM.H, Hulak, M., Linhart, O., 2007
Cryopreservation of tench, 7Tinca tinca, Sperm: Sperm motility and hatching
success of embryos. Theriogenology, 67, 931-940.

17



Rana JK. 1995. Cryopreservation of fish spermatozoa. In: Day JG., Lellan MR., (Eds.),
Cryopreservation and Freeze-Drying Protocols, Humanna Press, Totowa, New
Jersey, pp. 151-166.

Redondo-Miiller C., Cosson MP., Cosson J. and Billard R. 1991. In vitro maturation of
the potential for movement of carp spermatozoa. Molecular Reproduction
Development 29: 259-270.

Scheuring L, 1925. Biologische und physiologishe untersuchungen an forellensperma.
Arch. Hydrobiol. Suppl. 4, 181-318.

Stoss J. 1983. Fish gamete preservation and spermatozoan physiology. In: Hoar WS.,
Randall DJ., Donaldson EM., (Eds.), Fish Physiology New York, London.
Academic Press pp. 305-350.

Tsvetkova LI., Cosson J., Linhart O. and Billard R. 1996. Motility and fertilizing
capacity of fresh and frozen-thawed spermatozoa in sturgeons (Acipenser baeri
A. Ruthenus). Journal of Applied Ichthyology 12: 107-112.

Oponent za statni spravu

Odborny oponent:

Ing. Jan Poul

LINEQ s.r.0.

V Horce 178

252 28 Cernosice
E-mail: lineq@lineq.cz

Osvédcéeni o uplatnéni certifikované metodiky

Adresa autorského kolektivu

prof. Ing. Otomar Linhart, DrSc. (linhart@vurh.jcu.cz), mgr. Boris Dzuba, PhD., mgr.
Sergey Boryspolets, Ing. Marek Rodina, PhD.,

JihoGeska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Fakulta rybafstvi a ochrany vod, Zatisi
728/11, 38925 Vodnany

18



