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VIiv mrazici kiivky na kvalitativni charakteristiky
beraniho semene po kryokonzervaci

Souhrn

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv mrazici kiivky na oplozovaci schopnost spermii
malych pfezvykavci. V pribéhu experimentu se naskytla moznost vyuzit k této praci 1 kozla,
a proto byly hodnoceny vzorky od dvou berant a jednoho kozla.

Oplozovaci schopnost spermii byla méfena pomoci pritokové cytometrie. Oplozeni
schopna spermie byla definovana jako spermie s neposkozenou cytoplazmatickou
membranou, neposkozenym akrozomem a s aktivnimi mitochondriemi. Dale byly hodnoceny
vlivy na tyto jednotlivé parametry. Hodnoceni bylo provedeno u spermatu po ekvilibraci a po
rozmrazeni.

Byla porovnavana konven¢ni metoda, vyuzivana pro mrazeni inseminacnich davek
malych piezvykavctl, 4 cm nad hladinou tekutého dusiku (k¥ivka 1), s riznymi modifikacemi
fizen¢ho poklesu teploty, ktery byl regulovan vzdalenosti pejet od hladiny (primérna rychlost
poklesu teploty u mrazici kiivky II: 17 °Cxmin™, III: 12 °Cxmin™, IV: 10 °Cxmin™,
V: 7 °Cxmin™). Pro mrazeni byl vyuzit polystyrenovy box, ktery byl modifikovan k tomu,
aby toto bylo mozné.

Oplozovaci schopnost spermii po kryokonzervaci byla pfi pouziti mrazici kiivky
I, I, IV a 'V bez pritkkazného rozdilu. Vliv kfivky na jednotlivé sledované parametry nebyl
statisticky vyznamny rozdil, pouze pti pouziti mrazici kiivky II bylo namétfeno statisticky
vyznamn¢ nizsi poSkozeni akrozomu (59,28 + 0,91 %).

Jako prukazné horsi se jevi metoda, pii které bylo sperma v pejetach mrazeno 4 cm
nad hladinou tekutého dusiku. Pii tomto postupu si oplozovaci schopnost zachovalo primérné
479+ 0,45 % spermii. PoSkozenou cytoplazmatickou membranu mélo 84,97 + 0,41 %,
poskozeny akrozom 73,34 +0,68 % a nizkou mitochondrialni aktivitu 85,57 + 0,55 %
spermii.

Kli¢ova slova: sperma, kryokonzervace, mrazici kiivka, pritokova cytometrie



Impact of freezing curve on qualitative
characteristics of cryoconserved ram sperm

Summary

The aim of this study was to evaluate the effect of the freezing curve on the fertilizing
competence of small ruminant sperm. During the experiment it was possible to also use a
buck for this thesis, and therefore samples from two Wallachian rams and one Anglo-Nubian
goat buck were evaluated.

Sperm fertilizing competence was measured by flow cytometry after sperm
equilibration and after thawing. Fertilizing competent spermatozoa was defined as
spermatozoa with an intact cytoplasmic membrane, an intact acrosome, and high
mitochondrial activity. The effect of the freezing curve on these individual parameters was
also evaluated.

Conventionally, the sperm from small ruminants are cryopreserved in plastic
cryostraws by their exposition to the vapors of liquid nitrogen at the distance of 4 cm above
the liquid nitrogen surface. In the present study, the freezing curve (,,Curve I*) specific for the
conventional method of the cryopreservation of insemination doses from small ruminants was
precisely measured. This curve was compared with several different freezing curve
modifications. For freezing curve modification, the distance from liquid nitrogen surface was
set so, that the average freezing rate of “Curve II* was 17 ° mein'l, for ,,Curve III*:
12 ° Cxmin, for ,,Curve IV 10 ° Cxmin™, and for ,,Curve V¢: 7 °© Cxmin™.

Statistically, there was no significant difference observed between the sperm
fertilizing competence after cryopreservation using the freezing curves II, IlI, 1V, and V.
Between these curves, there was no statistically significant difference observed for the impact
of the freezing curve on the individual monitored parameters. This except for the freezing
curve II, for which significantly lower acrosome damage was observed (59.28 + 0.91 %).

The sperm fertilizing competence after cryopreservation using the freezing curve | was
significantly lower if compared to any curve modification. For freezing curve I, an average of
4.79 £+ 0.45% of sperm fertilizing competence was observed. Furthermore, for freezing curve
I, there was 84.97 £ 0.41% of spermatozoa with the damaged cytoplasmic membrane,
73.34 £ 0.68 % with the damaged acrosome, and 85.57 + 0.55 % of sperm with the low
mitochondrial activity.

Keywords: cryopreservation, freezing curve, flow cytometry, sperm
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1 Uvod

Ovce a kozy jsou jednim z nejstarSich druhd hospodaiskych zvitat. Diky jejich chovu
muze ¢lovek vyuzivat jejich produkty, jako je naptiklad mléko, maso, vinu, nebo kiizi.

V Ceské republice, v porovnani s ostatnimi odvétvimi Zivo&isné produkce neni pocet
chovanych ovci a koz tak vysoky. K 1.4.2020 zde bylo chovano 203 612 kust ovci a
28 919 koz.

Pro dosazeni vysoké produkéni urovné jsou dilezité vyborné reprodukéni ukazatele.
Jednim z dilezitych faktorti jsou dobii plemenici, ktefi jsou vyuZivani pro pfirozenou
plemenitbu, nebo pro vyrobu insemina¢nich davek.

V chovech ovci a koz se vyuziva spiSe pfirozend plemenitba a uméla inseminace
Vv tomto odvétvi neni dostate¢né optimalizovana, jak tomu je napiiklad u skotu nebo prasat.
Kazdé noveé poznatky jsou v tomto sméru velmi piinosné.



2 Védecka hypotéza a cil prace

Hypotézou je ptedpoklad, ze riizny pokles teploty pii kryokonzervaci semene beranti
ovliviiuje jeho kvalitativni charakteristiky.

Vyuziti biotechnologickych metod u malych pfezvykavci je velmi omezené. Proto
vSechny informace vedouci ke zlepSeni dil¢ich postupt jsou diilezité pro potencialni rozvoj
tohoto odvétvi. Prabéh kryokonzervace je zdsadné dan poklesem teploty v prubéhu mrazeni.
Pfedmétem diplomové prace bude optimalizovat mrazici kiivku s ohledem na nasledné
ukazatele kvality ejakulatu u vybranych plemenikii.
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3 Literarni reSersSe

3.1 Anatomie pohlavnich organii

Anatomie pohlavni soustavy berant a kozli je podobna jako u ostatnich piezvykavci.
Je tvofeny varlaty, vyvodnymi cestami, pfidatnymi pohlavnimi zlazami a penisem (Pugh a
Baird, 2012).

Varlata maji vejéity tvar s postrannim zplo§ténim. Hmotnost obou varlat dospélych
samci Se pohybuje v rozmezi 200400 g. Dosahuji délky ptiblizné¢ 10 cm (Marvan, 2007,
Pugh a Baird, 2012). Pro spermatogenezi je nutné, aby teplota varlat byla o n€kolik stupiti
nizsi, nez je télesna teplota. Z toho diivodu jsou ulozena mimo panevni dutinu, v Sourku
(Hafez a Hafez, 2000). U piezvykavcu je Sourek ulozen ve stydké krajin€, mezi stehny. Ma
lahvovity tvar a je pfi u své baze zietelné zaskrceny. Varlata jsou v ném ulozena ve svislé
poloze (Jelinek a Jelinek, 2002; Marvan, 2007).

Odvodné tubuly se sbihaji a tvofi nadvarle. Zde dochazi k dozravani spermii a jejich
uskladnéni. Nadvarlata jsou tvofena celkem ze tii ¢asti— hlavy, téla a ocasu. Hlava lezi na
dorzokaudalnim konci nadvarlete. Ocas, ktery vznika rozsifenim téla nadvarlete, je mozné
najit na opa¢ném polu. Celé nadvarle ma strukturu zakroucené trubice a miiZze dosahovat
délky az 70 m (Hafez a Hafez, 2000; Yungquist a Threlfall, 2007).

Hlava nadvarlete volné prechazi v chamovod. Ten ma tvar trubice a na svém konci
usti do mocCové trubice. V panevnim useku se u prezvykavct chadmovody rozsifuji a vytvari
ampule chamovodu. Tyto Zlazy produkuji sekret hlenovité konzistence (Marvan, 2007).

Do vyvodnych cest usti ptidatné pohlavni zlazy. U malych ptezvykavcl je mozné najit
semenné vacky, prostatu i bulbouretralni zlazy (Pugh a Baird, 2012).

Penis je fibroelastického typu. Dosahuje délky 30-50 cm a je pomérné tenky. Pokud je
Vv klidovém stavu, vytvari ptiblizn€ v poloviné své délky esovitou klicku. Na Zaludu vystupuje
mocova trubice na povrch a vytvairi nékolikacentimetrovy vybézek. (Bonet, 2013; Marvan,
2007; Pugh a Baird, 2012). Tento vybézek se muze pii ejakulaci pohybovat a diky tomu
rozptylit sperma po celé oblasti délozniho krcku (Reece, 2009).

3.2 Sperma

Sperma je tekuta bunééna suspenze, ktera obsahuje spermie a semennou plazmu, je
produktem zlaz samciho reprodukéniho traktu (Hafez a Hafez, 2000). Sperma malych
ptezvykavcel je charakteristické malym objemem a velkou koncentraci spermii (Maxwell and
Evans, 1987).

3.2.1 Spermie

Spermie vznikaji v semenotvornych kandlcich varlat a jsou kone¢nym produktem
spermatogeneze. Ta Vv sobé zahrnuje mitotické déleni, meotické déleni a nasledné dozravani
(Plant a Zeleznik, 2014). Ze spermatogonie vznikne jedna stejnd bunka, kterd zlstava uloZena
na svém piivodnim misté a druhd, ktera se nazyva spermatogonie typu A. Spermatogonie A se
déale mitoticky déli po n€kolik generaci, az z nich vznikaji spermatogonie typu B, které se
poslednim miotickym délenim pfeméni na primarni spermatocyty s poctem chromozomi 2n.
Ty se meioticky déli na spermatidy s haploidnim poctem chromozomi (Reece, 2009).
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Spermatidy se v blizkosti lumen kandlku postupné z nepohyblivych bunék pireméiiuji na
potencialné pohyblivé, s jiz vytvofenym bi¢ikem. Dozralé spermatidy jsou uvolnény do
lumen semenotvornych kanalkli jako spermie. Tyto jeSté nepohyblivé spermie jsou pomoci
kontraktilnich elementi a tekutiny, jez je secernovana semenotvornymi kanalky,
transportovany do nadvarlat, kde nasledn¢ ziskavaji schopnost se pohybovat (Noakes a kol.,
2001; Youngquist a Threfall, 2007).

Spermie se sklada ze dvou hlavnich ¢asti, hlavicky a bi¢iku. Hlavicka ma ovalny tvar a
je zplostéla. Uvniti ni je kondenzovany chromatin, obsahujici DNA. Piedni ¢ast hlavicky je
pokryta akrozomem. Akrozom ma strukturu dvojité membrany a obsahuje enzymy, které se
podili na fertilizaci. Bi¢ik se sklada z krCku, stiedni, hlavni a koncové ¢asti. Obsahuje
mitochondrie a cytoskeletarni struktury, diky nimz se spermie miZze pohybovat (Hafez a
Hafez, 2000).

3.2.2 Semenna plasma

Semenna plasma je tekutou slozkou spermatu. Je produktem ptidatnych pohlavnich
zlaz, varlat a nadvarlat. Zajistuje pro spermie ochrannou funkci, slouzi jako tekuté médium,
obsahuje zdroje energie pro metabolismus spermii, udrzuje osmoticky tlak, obsahuje ionty a
dalsi chemické latky, spojené s fertilizaci (Hafez a Hafez, 2000; Juyena a Stelletta 2011;
Youngquist a Threfall, 2007).

3.3 Odbér spermatu

3.3.1 Uméla vagina

Odbér spermatu pomoci umélé vaginy je u prezvykavca hojné vyuzivana metoda. Pti
jejim pouziti je mozné odebrat sperma, jehoz kvalita je srovnatelnd s kvalitou spermatu pii
piirozené plemenitbé (Abril-Sanchez a kol., 2019).

Zatizeni se sklada z vnéjSiho pouzdra, které je vyrobené z tvrdého plastu a vnitini
gumove vlozky. Vnitini vlozka se vlozi do pouzdra a vytvoii hladkou trubici bez zahybu.
Vznikly prostor se naplni vodou, jejiz teplota by pii odbéru mé¢la byt 40—42 °C. Strana, kde
dochazi k vniknuti penisu je vhodné nalubrikovat latkou, ktera nema spermicidni uc€inek. Na
opacny konec se pfipevni sbérna zkumavka (Romano a Christians, 2009).

V zavislosti na vyrobci mohou mit sbérna zatizeni rizné rozméry (napi. 110 x 55 mm,
200 x 58 mm). Z dtivodu zamezeni ztrat odebiranych vzorkl zpisobenych ulpénim na vnitini
vloZce, se doporucuje pouzit vaginu s krat§imi rozméry (Romano a Christians, 2009).

3.3.2 Elektroejakulace

Pii elektroejakulaci se sperma ziskava pomoci rektalni sondy s elektrodami, ktera je
zavedena do kone¢niku. Tyto elektrody vydavaji elektrické impulzy, které drazdi nervy
inervujici organy pohlavni soustavy. To vyvolava erekci penisu a ndslednou ejakulaci
(Brindley, 1981). Pti aplikaci by elektrody mély byt orientovany ventralné. Velikost sond se
muze podle typu lisit, ale obvykle se velikost pohybuje pfiblizné 22 cm na délku a primér 2,4
cm. Zatizeni vydava elektrické¢ stimuly v n€kolikasekundovych intervalech. Obvykle je
dostacujici napéti do 10 V. Je mozné aplikovat stimuly o ur¢itém napéti, nebo ho postupné
navysovat, dokud beran neejakuluje (Ledesma a kol. 2018; Damian a Ungerfeld, 2010).
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Pted odbérem je nutné rectum zbavit vykali a ocistit oblast pfedkozky (Jiménez-
Rabadén a kol., 2016).

Vyhodou je moznost odbéru spermatu od zvifat, u kterych nelze pouzit umélou
vaginu. Jsou to napiiklad samci divokych druht, samci mimo chovnou sezonu u druhu, které
vykazuji sezonni sexualni aktivitu, nebo samci, ktefi na odbér pomoci umélé vaginy nejsou
nauceni (Abril-Sanchez a kol., 2019; Lincoln a Davidson, 1977; Wulster-Radcliffe et al.,
2001; Santiago-Moreno et al., 2009).

Problémem této techniky je v bolestivosti, kterou mtize pusobit elektricky proud.
U zvitat Ize pozorovat fyziologické procesy, typické pro stresové situace, svalové kiece, jejich
poskozeni a hlasové projevy spojené s bolesti (Abril-Sanchez a kol., 2017; Malejane a kol.,
2014). Aby se alesponl ¢astecné predeslo témto problémim, je mozné pouzit anestezii (Abril-
Sanchez a kol., 2019).

3.3.3 Odbér epididimalnich spermii post-mortem

Touto metodou se spermie odebiraji z ocasu nadvarlete. Je nutné vzorky zpracovat co
nejdiive po smrti zvitete. V ptipadé€, Ze to neni mozné, varlata se zchladi na teplotu 4,5-6 °C
(Wachida a kol., 2019).

Pomoci skalpelu se provede n¢kolik malych fezi, které umoZzni ziskani vzorku. Ten je
nasledné shromazdén do fedidla (Abu a kol., 2016). Pro omezeni kontaminace je vhodné, aby
vzorek neobsahoval krev, jeji sraZzeniny a cizi tkan¢€. Je vhodné vyhnout se feziim skrze cévy,
poptipadé z nich predem odstranit krev (Alvarez a kol., 2012; Kaabi a kol., 2003).

Odbér epididimalnich spermii je moznost, jak ziskat geneticky material geneticky
cennych zvifat, nebo zvirat ohrozenych druht, ktera nahle zemi‘ela (Hajihassani a kol., 2019).

Pti spravném zachdzeni s materidlem je mozné s témito vzorky provadét umélou
inseminaci az 48 hodin po smrti zvirete (Wachida a kol., 2019).

3.4 Hodnoceni spermatu

3.4.1 Makroskopické hodnoceni spermatu

Pti makroskopickém hodnoceni spermatu se posuzuje zejména jeho barva, objem,
zapach a pfitomnost cizich piimési (Gamcik a Kozumplik., 1992).

Sperma beranii by mélo mit mlé€né krémovou barvu. Sperma kozIi miize byt také
lehce nasedlé, nebo nazloutlé. Odstiny Cervené barvy signalizujici ptitomnost krve a mohou
diagnostikovat zdravotni problémy. Konzistence a barva také zéavisi na koncentraci
spermii (Hafez a Hafez, 2000).

Objem spermatu odebraného od dospélého berana by mél dosahovat 0,5-2 ml, u
mladych zvifat 0,5-0,7 ml. U kozli je objem spermatu 0,5-1,2 ml. MnoZstvi mize byt
ovlivnéno metodou odbéru, kondici zvifete, rocnim obdobim, zkuSenosti odebirajici osoby a
frekvenci odbéru. Sperma odebrané pomoci elektroejakulace vétSinou dosahuje vétSiho
objemu a mize byt zneciSténo moci (Hafez a Hafez, 2000).

Odebrané sperma miize byt zneciSténo chlupy, predkozkovymi necistotami, vazelinou,
koznimi parazity, prachem, piskem, krvi, moci, nebo hnisem. K dal§imu vyuziti je vhodné
zpracovat sperma bez znecisténi (Gamcik a Kozumplik., 1992).
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3.4.2 Mikroskopické hodnoceni spermatu

Pii mikroskopickém hodnoceni spermatu posuzujeme jeho koncentraci, motilitu
spermii, vifivy pohyb a morfologické vady (Hafez a Hafez, 2000).

Koncentrace spermatu by se méla pohybovat v rozmezi 3,5x10° az 6x10° spermii
vem® u beranitt a 2,5x10° az 5x10° spermii v cm® u kozli. Koncentraci je mozné uréit
riznymi metodami. Jednou z nejpfesnéjSich je stanoveni koncentrace pomoci
hematocytometru. Tato metoda miize byt Casoveé naroc¢na. Dal§i moznosti je spektrofotometr,
ktery byl kalibrovan podle hematocytometru. Vyhodou je jeho piesnost a rychlost (Hafez a
Hafez, 2000). Lze ji také métit pomoci pratokového cytometru (Martinez-Pastor a kol., 2010).

Motilita se nejcastéji posuzuje pomoci svételného mikroskopu pii 200 az
400nasobném zvétseni u natedéné¢ho vzorku. V kvalitnim vzorku by mélo byt 70-90 %
pohyblivych spermii. Pro hodnoceni byla vyvinuta pocitacova analyza spermatu (CASA),
ktera dokaze objektivné hodnotit mnozstvi parametra (Hafez a Hafez, 2000).

Vitivy pohyb je pozorovan na kapce Cerstvého spermatu o objemu 5 pl, nanesené na
predehiaté podlozni sklicko pii nizkém zvétSeni mikroskopu. Lze pak vidét shluky spermii,
které se pohybuji ve vinach. Tento pohyb je hodnocen na stupnici 0-5 (0 — Zzadny vitivy
pohyb, 1 — individualni pohyb, 2 — velmi pomaly pohyb, 3 — pomaly pohyb, 4 — stfedné
rychly pohyb, 5 — velmi rychly pohyb) (David a kol., 2015).

Morfologické vady spermii je mozné rozliSit na dva typy — primarni a sekundarni.
Primarni zmény vznikaji béhem spermatogeneze, az do ptichodu spermii do nadvarlete. Mezi
tyto zmény muzeme zatradit degenerativni formy spermii, zmény tvaru hlavicky, akrozomu,
bi¢iku a mnoho dalsich vyvojovych anomalii. Sekundarni zmény vznikaji pti ptili§ dlouhém
pobytu spermii v nadvarleti, béhem ejakulace ve vyvodnych cestach, Spatnou manipulaci a
piipravou vzorku. Mezi tyto zmény patii zmény hlavicky, akrozomu a bi¢iku (Gamcik a
Kozumplik., 1992).

Mezi morfologickymi vadami a fertilitou zvifat existuje korelace. Sperma s obsahem
abnormalnich spermii ptfesahujici 15 %, by nemélo byt vyuzivano pro umélou inseminaci.
Nejmensi mnozstvi morfologickych abnormalit je mozné pozorovat béhem rozmnozovaciho
obdobi (Hafez a Hafez, 2000).

3.4.3 Hypoosmoticky test (HOST)

Integrita plasmatické membrany je zdsadni pro Zivotnost spermie a jeji fertilizacni
schopnost. Hypoosmoticky test slouzi k jejimu hodnoceni (Leboeuf a kol., 2006). Pokud je
spermie vystavena hypotonické prostiedi, reaguje stocenim membrany a bobtnanim. Procento
téchto spermii naznacCuje mnozstvi spermii s neporuSenou membranou (Ramu a Jeyendran,
2013).

Jako hypoosmotické prostiedi je moZné pouzit roztok citratu sodného a fruktozy. U
beranti je doporucené hodnoceni testu po 30 minutach (Nalley a Arifiantini, 2014).
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3.4.4 Tepelny test prezitelnosti

Tento test hodnoti dlouhodobou piezitelnost spermii pfi teploté 37 °C. Touto teplotou
jsou simulovany podminky v reprodukénim traktu samice (Sonar a kol., 2014). K projeviim
poskozeni spermii vlivem kryokonzervace nemusi dojit ihned po rozmrazeni. Kumar a kol.
(2009) hodnotili vliv inkubace na berani sperma. Vzorky byly hodnoceny 0, 1, 2, 3 a 4 hodiny
po rozmrazeni. S pribyvajicim ¢asem se parametry motility a integrita akrozomu zhorSovaly.

3.4.5 CASA

CASA (computer assisted sperm analysis) je systém, ktery se sklada z mikroskopu,
kamery a pocitace se softwarem, ktery zpracovava potrizené snimky (Talarczyk—Desole a kol.,
2017).

Timto zpusobem Ize zkoumat koncentraci, motilitu a morfologii spermii. Vyhodou je,
7e rozbor je vice objektivni a pfesny nez pti hodnoceni ¢lovékem. Béhem kratkého ¢asového
intervalu dokaze analyzovat velké mnozstvi spermii. Nevyhodou tohoto systému je vySsi
pofizovaci cena a nutnost standardizace parametrt ptistroje pro dany druh pfed pouzitim. Na
pfistroji je mozné nastavit frekvenci potizovani snimku (15-60 Hz), zvétseni mikroskopu,
velikost sledovanych objektti, které budou vyhodnoceny jako hlavicka spermii, pocet a
velikost sledovanych poli (Tsakmakidis, 2010).

Analyzou motility je mozné vyhodnotit kiivkovou rychlost (VCL), coz je primérna
rychlost méfena na draze, kterou spermie urazi z bodu A do bodu B, primérnou rychlost
(VAP), primérnou piimocCarou rychlost (VSL), ktera piedstavuje pramérnou rychlost
méfenou na piimce z bodu A do bodu B, amplitudu posunuti hlavicky v um (ALH),
frekvenci, se kterou hlavicka spermie protne primérnou drahu spermie (BCF). Z téchto
hodnot Ize vypocitat ptimost (STR; STR = VSL/VAP v procentech) a linearitu (LIN; LIN =
VSL/VCL v procentech) (Verstegen a kol., 2002).

Olivares a kol. (2017) pfi svém experimentu s beranim spermatem meéli parametry
piistroje nastavené na 25 snimkd za sekundu, stonasobné zvétSeni mikroskopu. Rozbor byl
provadén pod podloznim sklickem 24x24 mm, ve vzorku o objemu 10 pl. Hodnocena byla tii
zorna pole. Plocha objekti, kterou pocita¢ vyhodnotil jako hlavicku spermie, byla 18—-60 pmo.
Vzorek byl pii analyze udrzovan pii teploté¢ 37 °C. Dle VCL byly spermie zatfazovany do
skupin, pod 10 um/s byly klasifikovany jako nepohyblivé, 1045 um/s stiedné pohyblivé a
rychlé, nad 75 pum/s. Jako spermie s progresivnim pohybem byly klasifikovany ty, které
dosahovaly STR nad 80 %.
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Obrazek €. 1: Parametry motility v systému CASA
Zdroj: Verstegen a kol., 2002.

3.4.6 Hodnoceni spermatu pomoci prutokové cytometrie

3.4.6.1 Priitokova cytometrie a jeji princip

Pritokova cytometrie je relativné nova a rychle se rozvijejici technologie, ktera
umoziuje rychlou, vice parametrickou analyzu az desitek tisic bunck, které jsou rozptyleny
v roztoku. Je to vykonny nastroj, ktery nachdzi uplatnéni v Sirokém spektru obort, jakymi
jsou napf. cytologie, virologie, molekularni biologie a rizna odvétvi mediciny, véetné
andrologie (Brito a kol., 2016; Mandy a kol., 1995; McKinnon, 2018).

Pratokovy cytometr se sklada z tii hlavnich ¢asti: fluidiky, optiky a elektroniky. Pro
analyzu je nutné, aby byly buiiky rozptyleny v tekuting, ktera je pod tlakem vstfikovdna na
misto, kde je vzorek analyzovan.

Optika se sklada ze soustavy lasert, filtri a detektor. Lasery vyzatuji zafeni o urcité
vlnové délce. Moderni pritokové cytometry obsahuji vice laserd, které produkuji svétlo
riznych vinovych délek. NejCasteji se pouzivaji lasery, které vyzatuji svétlo o vinové délce
488 nm (modra), 405 nm (fialova), 532 nm (zelena), 552 nm (zelena), 561 nm (zlutozelend),
640 nm (Cervena) a 355 nm (ultrafialova).

Kazda castice je pak analyzovana na rozptyl svétla a jeden nebo vice nebo vice
parametri fluorescencnich emisnich signali. Méfeni fluorescence je mozné diky oznaceni
bunék fluorescenénimi barvivy, fluorescenéné konjugovanymi protilatkami, nebo diky expresi
fluorescen¢nich proteinti. Pfi prichodu buriky skrz paprsek laseru je méfen rozptyl svétla ve
dvou riznych smérech, v pfimém (Forward Scatter-FSC) a bo¢nim (Side Scatter-SSC), pod
uhlem 90 °. Diky pfimému rozptylu je moZné méfit relativni velikost buiiky, pomoci analyzy
boc¢niho rozptylu mizeme urcit strukturu a €lenitost povrchu bunky. Vicelaserové systémy
jsou schopny méfit az 20 riznych parametru (Brito a kol., 2016; Hossain a kol., 2011; Mandy
a kol., 1995; McKinnon, 2018).

Rutinni pouzivani pratokové cytometrie je vSak omezeno vysokou pofizovaci
nakladnosti, potfebou zkuSeného operitora a relativné sloZitou pfipravou vzorkli a
vyhodnoceni dat. To v souc¢asné dobé vede k pouziti této techniky predev§im pro vyzkumné
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ucely. Pouziti ve velkych stfediscich ovSem v poslednich letech za¢ina vzriistat (Brito a kol.,
2016).

3.4.6.2 Odstranéni nespermatickych c¢asti

Jednim z hlavnich problémt, se kterym je mozné se setkat béhem analyzy spermatu
pomoci pratokového cytometru, je piitomnost nespermatickych ¢astic. Mohou to byt bakterie,
krvinky, epytelarni buiiky, rizné cizorodé Castice a znecisténi, nebo soucasti fedidla (napf.
vajecny zloutek).

Je n€kolik moznosti, jak tyto Castice z analyzy odstranit. Mohou vykazovat rozdilny
FSC nebo SSC v dusledku rozdilné velikosti a tvaru. Dal$i moznosti je vyuzit fluorescenénich
barviv, ktera se vaznou na DNA, jako je naptf. Hoechst 33342 nebo kombinace SYBR-14 a
propidium iodid (Pl) (Martinez-Pastor a kol., 2010).

3.4.6.3 Hodnoceni Zivotaschopnosti spermii a poSkozeni membrany

Hodnoceni Zivotaschopnosti spermii pomoci fluorescenéniho barveni a pritokoveé
cytometrie je mozné dvéma zpiisoby. PouZitim barviv pro oznafeni mrtvych, nebo zivych
bunék. Integrita plazmatické membrany je brana jako ptedpoklad k tomu, ze je buiika ziva
(Gillan a kol., 2005).

Mezi nejcastéji pouzivané barvivo, které barvi poskozené bunky, je propidium jodid
(PI) (Dolnik a kol., 2019). Toto barvivo se vaze na buné¢nou DNA, kterou barvi na ¢erveno,
je schopno prochazet do bunky jen pokud je plazmaticka membrana poSkozena (Oldenhof a
kol., 2011).

Do zZivotaschopnych, metabolicky aktivnich bunék jsou schopna pronikat napt.
barviva karboxyfluorescein diacetait (CFDA) nebo SYBR-14. Takto oznacené buiiky pak
emituji zelené svétlo (Dolnik a kol., 2019).

Kombinaci barviv je mozné rozlisit t¥i typy bundk. Zivé spermatické buiiky, emitujici
zelené svétlo v dusledku ptitomnosti CFDA nebo SYBR-14, mrtvé bunky, emitujici ¢ervené
svétlo vlivem PI a poskozené bunky, které emituji oba typy fluorescence (Magistrini a kol.,
1997).

3.4.6.4 Mitochondrialni aktivita

Mezi prvni barviva, hodnotici mitochondrialni aktivitu byl Rhodamin 123 (R123).
Hromadi se v mitochondriich a jeho intenzita zavisi na poctu funkénich mitochondrii
(Hossain a kol., 2011).

Dal$im dasto pouzivanym barvivem je 5,5,6,6-tetrachlor-1,1,3,3-
tetraethylbenzimidazolylkarbocyanin jodid (JC-1). Diky tomuto barvivu jsou spermatické
bunky se snizenou mitochondridlni aktivitou jsou vizualizovany zelen¢ a vysoce
mitochondrialné aktivni buniky ¢ervené (Dolnik a kol., 2019).

Barviva MitoTracker jsou skupinou barviv, hromadici se v aktivnich mitochondriich,
které barvi. Jsou vysoce specifické a dostupné v Sirokém rozsahu emisniho spektra
(MitoTracker Green, MitoTracker Red FM, MitoTracker Red CM-H2TMRos a MitoTracker
Deep Red FM) (Martinez-Pastor a kol., 2010).
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3.4.6.5 Integrita akrozomu

Jednou z nejbéznéjsich metod hodnoceni integrity akrozomu je pouziti rostlinnych
lektind, které se vazou na skupiny sachariddi v akrozomalni struktufe. Tyto latky nemohou
projit nepoSkozenou membranou akrosomu a obarveny jsou tedy pouze spermie
S poskozenym akrozomem (Dolnik a kol., 2019).

Mezi nejvyuzivanéjsi lektiny patfi aglutinin semen podzemnice olejné (PNA), nebo
hrachu (PSA) (Tao a kol., 1993). Tyto lektiny jsou fluorescencné oznaceny, napiiklad
zelenym fluorescein isothiokyanatem (FITC), nebo oranzovym fykoerythrinem (PE)
(Martinez-Pastor a kol., 2010; Nagy a kol., 2003).

3.4.6.6 Poskozeni DNA

Miru poskozeni DNA je mozné hodnotit pomoci testu struktury chromatinu spermii
(sperm chromatin structure assay—SCSA). Pro SCSA se vyuziva barviva akridinové oranze a
jeho posunu fluorescence od zelené k Cervené. Nativni dvoufetézcova DNA emituje zelené
zéafeni, zatimco denaturovand DNA cervené. Vysledkem analyzy je index rozsahu
fragmentace, ktery udava pomér Cerveného zéateni k celkové intenzité fluorescence. Vysoka
hodnota vtomto indexu koreluje s vysokym poskozenim DNA (Dolnik a kol, 2019;
Hossain a kol., 2011).

Dal$im parametrem, ktery je mozné stanovit pomoci SCSA je pomér spermii,
vykazujici vysokou zelenou fluorescenci. Tyto spermie maji mén¢ nahustény chromatin, coz
miuiZe signalizovat jejich nezralost (Dolnik a kol., 2019; Hossain a kol., 2011).

3.4.6.7 Hodnoceni koncentrace s vyuzitim pritokové cytometrie

Pritokovy cytometr je schopen béhem kratkého casu analyzovat velmi vysoké
mnozstvi ¢astic rozptylenych v tekutin€. Diky tomu je mozné ho vyuzivat také ke stanoveni
jejich koncentrace (Martinez-Pastor a kol., 2010).

Christenen a kol. (2004) tuto metodu porovnavali s bézn¢ uzivanymi metodami pro
pocitani bun¢k jako je hematocytometr, spektrofotometr, nebo elektronického pocitadla
bunék. Uvadi, ze pomoci priutokového 1ze dosdhnout nejpiesnéjSich a nejméné variabilnich
vysledki stanoveného poctu zvifecich spermii. Podobné vysledky uvadi také Prathalingam a
kol., (2006).

3.4.7 Sexace spermii

Ttidéni spermii pracuje na principu sledovani mnozstvi DNA. Spermie nesouci
chromozom X obsahuji v&tsi mnoZstvi DNA neZ spermie s chromozomem Y.

Spermie jsou nejprve oznaleny barvivem, naptiklad Hoechst 33342. Pii prichodu
prutokovym citometrem jsou pak kapicky suspenze, které emituji hodny fluorescenéni signal
pomoci elektromagnetického pole vychyleny do sbérnych zkumavek.

Vyuziti sexovanych inseminacnich davek mulZe zlepSit efektivitu v Zivo€isné vyrobé
v ekonomickém, ale i biologickém ohledu v odvétvich, kde jsou vice preferovani jedinci
jednoho pohlavi, jako jsou napiiklad chovy skotu nebo prasat (Hossain a kol., 2011).
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3.5 Faktory ovliviiujici parametry spermatu

3.5.1 Sezonnost

V mirnych zemépisnych S$itkach severni polokoule (nad 40° severni S$iiky) rocni
obdobi ovliviiuje reprodukéni aktivitu, sexudlni chovani, hormonalni funkce, velikost varlat,
kvalitativni a kvantitativni ukazatele spermatu (D’Alessandro a Martemucci, 2003). Nejvyssi
sexualni aktivitu berani a kozli vykazuji na podzim, se zkracujicimi se svételnymi dny, béhem
obdobi rozmnozovani (Hafez a Hafez, 2000). Plemena ovci a koz, pochazejici z tropickych
oblasti vykazuji jen malou, nebo dokonce zadnou seznnost (Avdi a kol., 2004).

Karagiannidis a kol. (2000) hodnotili vliv ro¢niho obdobi na parametry spermatu
(objem, koncentrace, celkové mnozstvi spermii, motilitu a morfologii). Nejlepsich parametra
dosahovalo sperma na konci léta a na podzim. Uvadi vsak, Ze i pfes rozdily v pribéhu roku
dosahuje sperma dostatecné kvality, aby ho bylo k umélé inseminaci pouzit kdykoli.

Dle Avdi a kol. (2004) ma ro¢niho obdobi Vvliv na velikost varlat beranti. NejveEtsi
velikosti dosahovala varlata od ¢ervence do srpna, nejmensi od tnora do dubna. Parenchym
varlat je z vétSiny tvofen spermatogenni tkani, a proto jejich objem miZe ovliviiovat
spermatogenni aktivitu.

3.5.2 Metoda odbéru

Odbér do umélé vaginy (AV) je uvadén jako nejspolehliveéjsi metoda a je doporucovan
(Malejane a kol., 2014). Pi1 odbéru do AV dosahuji vzorky men$iho objemu a veétsi
koncentrace oproti elektroejakulaci (EE) (HoSek, 2016). Rozdily v parametrech ejakulatu za
pouziti AV a EE porovnaval Matthews a kol. (2003). Dle této studie Ize pomoci AV
shromazdit kvalitnéjsi vzorky, dostacujicich parametra se ovSem da dosahnout i pomoci EE.

Jiménez-Rabadan a kol. (2016) ve své studii porovnavali vliv metody odbéru spermatu
od berani a kozIli na mrazitelnost. Po rozmrazeni byla hodnocena motilita spermii, integrita
membrany, mitochondridlni aktivita a poskozeni DNA. Negativni vliv na tyto parametry m¢l
u kozli odbér pomoci EE.

3.5.3 Vék

Proces spermatogeneze zac¢ind béhem obdobi pohlavniho dospivéani — puberty, ve véku
4-6 mesict. Kvalitni sperma vSak plemenici produkuji az ve vy$§im véku (Youngquist a
Threfall, 2007).

Dle Benia a kol. (2018) maji berani i ve v€ku 18 mésici stale hor$i motilitu a
koncentraci spermii nez dospéli plemenici ve véku 3—4 let. Akpa a kol. (2012) tvrdi, ze k
plemenitbé by méli byt pouzivani berani star§i nez 24 mésicl, protoze mladsi berani maji
vétsi mnozstvi morfologickych abnormalit spermii.

Kozli od 8 mésicii zacinaji produkovat kvalitni ejakulat s motilitou a morfologii
spermii srovnatelny se samci starymi 1-5 let, objem a koncentrace se ovSem zvySuje az do 2
let (Youngquist a Threfall, 2007).

Dostatecné kvalitni sperma lze od berani odebirat aZz do vysokého véku. Ntemka a
kol. (2019) uvadi, ze i berany staré 13 let je mozZné pouzivat pro umelou inseminaci.

19



3.5.4 Frekvence odbéru

Ariakol. (2011) ve své studii porovnavali kvalitu spermatu dvou skupin beranti. Prvni
skupiné¢ bylo sperma odebirdno v jednodennich intervalech a druhé ve c¢tyfdennich
intervalech. V parametrech Cerstvého spermatu odebiraném v odlisnych intervalech nebyl
vyznamny rozdil. Zietelné lepsich vysledkd pti pouziti kryokonzervace ovSem dosahovalo
sperma odebirané v jednodennich intervalech. Spermie, které jsou déle nahromadény
v nadvarleti, mohou mit snizenou kvalitu oproti spermiim zvifat, ktera ejakuluji pravidelné,
V niz$im intervalu.

Dle Yotov a kol. (2011) je pro kratkodobé uchovani pii ¢tyfech odbérech
V desetiminutovych intervalech nejlepsi pouzit sperma ziskané z druhé ejakulace, které
vykazuje nejvyssi prezitelnost. S kazdou dalsi ejakulaci ovSem klesa objem a koncentrace.

Pt1 zvySujici se frekvenci ejakulace také klesa také motilita spermii a méni se iontové
a enzymatické sloZzeni semenné plasmy (Kaya a kol., 2002).

3.5.5 Zdravotni stav

Fertilitu samcii miize negativné ovlivnit zhorSeny zdravotni stav zplisobeny Spatnou
péci o zvifata, vlivem rtiznych bakteridlnich ¢i virovych onemocnéni, parazitii, intoxikaci a
jinych Cinitelt (Tsakmakidis, 2010).

Gouletsou a Fthenakis (2015) ve své praci uvadi souhrn Castych mikrobialnich chorob
malych piezvykavcl. Mezi né patii zanéty varlat a nadvarlat (orchitida, epididymitida),
pridavnych pohlavnich zlaz, penisu, pfedkozky a Sourku.

Jako nejCastéj$i puvodce zanétt varlat a nadvarlat uvadi bakterie rodu Brucella a
Truperella. Brucella ovis zptisobuje chronické onemocnéni, charakterizované zménamy varlat
a nadvarlat, které mizou vést az ke ztraté plodnosti (Iwaniak, 2002). Carrera-Chavez a kol.
(2016) porovnaval ejakulat zdravych beranii s ejakulatem beranti nakaZzenych bakterii
Brucella ovis. Ejakulat nakazenych plemeniki vykazoval horS§i charakteristiku. Dle
Youngquist a Threfall (2007) je Brucella ovis hlavni pfi¢inou snizené plodnosti v Australii, na
Novém Z¢land€ a na zapadé USA.

Virus nestovic zptisobuje viedy, jezZ se mohou nachazet na riiznych Castech téla, véetné
penisu a predkozky. Tento virus je celosvétoveé rozsifen, miize napadnout vice druhl zvirat a
ma zoonoticky potencidl. Pribéh onemocnéni se mize lisit od sublklinického az po tmrti
zvitete. V misté viedd hrozi infikovani jinymi patogeny (Gouletsou a Fthenakis, 2015).

V ptipadé zjisténi ndkazy je nutné vyhodnotit, zda je vhodna lécba, poptipadé zvolit
utraceni zviiete. Pokud se pfistoupi k 1é¢bé, voli se vhodna antibiotika, antivirotika, poptipadé
antiparazitika (Gouletsou a Fthenakis, 2015)

3.5.6 Télesna kondice

Maurya a kol. (2010) se zabyval reprodukénimi ukazateli beranti v souvislosti s
télesnou kondici. Bylo zkouméno sexudlni chovani, parametry ejakulatu, rozméry Sourku a
hormony. Zvifata byla rozdélena do tfi skupin a nasledné jim byl upraven rezim krmné davky,
dokud nedosahly pozadované kondice. V prvni skupiné byli berani s télesnou kondici 2,5, v
druhé 3,0 a ve tfeti 4,0. T¢lesna kondice byla hodnocena na stupnici 1-5, kdy 1 pfedstavuje
Upln€ vyhubla a 5 velmi ztu¢néla zvifata. Zvifata ve vSech tfech skupindch prokazovala
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plodnost, ovsem nejlepsich reprodukcnich ukazateld dosahla zvifata s primérnou télesnou
kondici, ato 3 a 3,5.

3.5.7 Dédicnost

Dle Furstoss a kol. (2007) ma hlavni vliv na ukazatele ejakulatu vnéjsi prostiedi. Ve
své studii urcoval u kozli plemene francouzské alpské kozy a saanské. Koeficient dédivosti
pro rizné ukazatele spermatu. Hodnoty koeficientu dédivosti u zjistovanych parametrii se
pohybovaly v rozmezi 0,05-0,32 pro plemeno Saaren a 0,03-0,34 u plemene Alpine. Podobné
hodnoty zjistil Bodin a kol. (2007) také u beranii plemena Lacaune a Manech tete rousse.

Lze také pozorovat meziplemenné rozdily v plodnosti. Mohammed a kol. (2013) k#izil
plemeno koz aradi (A) s plemenem damascus (D). Parametry ejakulatu byly sledovany u
Cistokrevnych zvifat a u kfizenci DA a 3%DY%A. Ukazatele parametri spermatu
Cistokrevnych zvirat a hybridi téchto dvou plemen vykazovaly rozdilné hodnoty.

3.6 Zpracovani spermatu
3.6.1 Redéni

Redidla pouzivand k fedéni spermatu malych piezvykavci, stejné jako u jinych
zivoc¢iSnych druhu byla vyvinuta k tomu, aby chranila a udrzovala spermie béhem zpracovani
a skladovani. Vytvafi optimalni podminky pro prodlouzeni Zivotnosti spermii, zachovani
jejich fertilizacni schopnosti a zvySuji objem spermatu pro naslednou vyrobu inseminac¢nich
davek. M¢la by mit odpovidajici pH, pufrovaci schopnost, vhodnou osmolalitu a méla by
chranit spermie pted kryogennim poskozenim (Maksimovic a kol., 2018; Salmon a Maxwell,
2000). Jsou to latky na bazi citratu, cukrq, tris, glycerolu, vaje¢ného zloutku, nebo tepelné
oSetfeného mléka (Faigl a kol., 2011). Koneény pomér spermatu a fedidla zavisi na
koncentraci a metod¢ zpracovani spermatu (Faigl a kol., 2011).

Pro skladovani spermatu v tekutém stavu pouzivaji fedidla na bazi mléka, zloutku a
tris (Kasimanickam a kol., 2011). Nejvyuzivanéjsi kryoprotektantni latkou je glycerol.
Vyuziva se v koncentraci 6-8 % pfi rychlém mrazeni spermatu ve formé pelet a v koncentraci
3-6 % pii pomalém mrazeni v pejetach (Salmon a Maxwell, 2000).

Pfi pouziti latek zivoc¢iSného ptivodu, jako je mléko nebo vajecny Zloutek piindsi
riziko mikrobidlni kontaminace. Alternativou vaje¢ného Zloutku miize byt sojovy lecitin, jako
napt. v komer¢nim fedidle BioXCell (Gil a kol.,, 2003). Jako prevence znehodnoceni
mikrobidlni kontaminaci se také vyuziva ptidavku antibiotik (Salmon a Maxwell, 2000).

Komeréné vyrabénd fedidla bez zivociSnych latek lze na trhu najit pod nazvem
Andromed, Andromed CSS | a I, Biociphos, Biadyl, Optidyl, s zivo¢isnymi komponenty pak
Triladyl a Ovipro (Heged{iSova a kol., 2012).

Hlavnim problémem uchovavani kozliho spermatu je pfitomnost slozek semenné
plazmy které zhorSuji zivotaschopnost spermii uloZenych v fedidle obsahujici mléko a
zloutek. Toxickéd interakce s vajeCnym Zloutkem je zplisobena enzymem EYCE (eqq yolk
coagulating enzyme), ktery je vylucovan bulbouretralnimi zlazami. Podobné u¢inky ma také
enzym BUSgp60. Tento enzym hydrolyzuje triglyceridy a trioleiny v mléce na volné mastné
kyseliny, které siln¢ inhibuji motilitu a poskozuji membrany (Gseh a kol., 2012). Odstranénim
semenné plasmy je mozné zlepsit prezitelnost spermii (Leboeuf a kol., 2000).
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3.6.2 Chlazeni

Cilem snizeni teploty je zpomaleni metabolismu a prodlouzeni zivotnosti spermii od
ejakulace po inseminaci (Faigl a kol., 2011).

Pro kratkodobé uchovani je mozné ho uchovat pti teploté 4-5 °C. Sperma skladovné
pii této teploté si je schopné udrzet oplozovaci schopnost po dobu nékolika dni. Kvalita
spermatu se vSak zacne vyrazné snizovat po 24 hodinach (Falchi a kol., 2018; Salmon a
Maxwell, 2000). Salmon a Maxwell (2000) uvadéji, Ze pii dobie nacasované laparoskopické
inseminaci lze po pfidani antioxida¢nich €inidel pouzit sperma staré az 8 dni.

Nevyhodou uchovani smermatu v tekutém stavu je jeho omezena Zivotnost spermii a
nemoznost transportu na velké vzdalenosti. K inseminaci je vS§ak mozné vyuzit relativné malé
mnozstvi spermii, 1ze oplodnit velké mnoZstvi samic a metodu 1ze jednoduse vyuzit v terénu
(Faigl a kol., 2011).

3.6.3 Ekuvilibrace

Pied kryokonzervaci je nutné, aby se sperma po dobu 1,5-2 hodin pomalu zchladilo na
teplotu 5 °C. Pii této teploté¢ by méla probéhnout 2—4 hodiny ekvilibrace. Béhem ekvilibrace
se spermie prizplsobi snizenému metabolismu, kryoprotektanty vstoupi do bunc¢k a dojde
k rovnovaze osmoticky aktivnich latek (Lv a kol., 2019).

3.6.4 Kryokonzervace

Kryokonzervace je proces, pii kterém je sperma uskladnéno pii velmi nizkych
teplotach. Diky tomu je mozné jeho dlouhodobé skladovéni a pfeprava (Galarza a kol., 2019).

Pfi mrazeni spermatu ve formé pelet se pouziva suchy led nebo plastova deska
S prohlubnémi, ochlazend na -80 °C. Do prohlubni se wvnese 0,1-0,2 ml spermatu
(Lv a kol., 2019).

Pti mrazeni spermatu v pejetach se sperma se sperma ukldda do trubicek z PVC o
objemu 0,25, nebo 0,5 ml (Maxwell a kol., 1995). Ty se nasledné vlozi do tekutého dusiku.
Rychlost, kterou jsou pejety mrazeny, lze regulovat vzdalenosti od hladiny (Salamon a
Maxwell, 2000). Tato rychlost ma vliv na parametry spermatu po rozmrazeni a jeho
naslednou fertiliza¢ni schopnost (Byrne a kol., 2000; Ferriera a kol., 2019).

Bé&hem kryokonzervace se obvykle Zivotnost spermii sniZi o vice nez 50 %. PoSkozeni
spermii je zplsobeno tepelnym Sokem, tvorbou ledovych krystall, dehydrataci, zménou
koncentrace soli a osmolality (Galarza a kol., 2019). Berani spermie jsou nejvice nachylné
k poskozeni pii teploté od -10 do -25 °C (Byrne a kol., 2000).

3.6.5 Lyofilizace

Lyofilizace je konzervaéni metoda, pfi které je materidl po smichani s lyofylizaénim
médiem vysuSen na hodnoty, pfi kterych nebudou probihat biologické pochody a chemické
reakce. Spermie jsou nejprve zmrazeny pomoci tekutého dusiku. Poté nasleduje dvoufazové
suseni, které probih4 za velmi nizkého tlaku. Led pfi ném sublimuje pfimo na vodni paru (Gil
a kol., 2014; Jennings, 2002).

22



Lyofilizované spermie se se rehydratuji pfiddnim ¢isté vody, jejiz objem by mél mit stejny,
jako objem suspenze pied lyofylizaci. K fedéni rehydratovanych vzorkl lze pouzit jakykoli
fyziologicky roztok. Koncentrace ve finalnim rehydratacnim médiu by méla byt takova, aby
bylo snadné vyhleddvani jednotlivych spermii pro tucely ICSI (intracytoplazmaticka
injekcinjektaz spermie) (Gil a kol., 2014).

Nevyhodou je fakt, Zze spermie, které byly uchovany pomoci lyofilizace ztraci svou
motilitu, a proto je nutné pro oplodnéni oocytu pouzit ICSI (Wakayama a Yanagimachi,
1998). Dalsim vyraznym omezenim je poskozeni integrity DNA vlivem plisobeni DNA4az a
oxidacniho stresu (Olaciregui a kol., 2017).

Jednou z hlavnich vyhod lyofilizace oproti kryokonzervaci je sniZzeni nakladii na
uskladnéni a ptepravu, které jsou spojeny s potfebou neustdlého ptisunu tekutého dusiku.
Vzorky je mozné skladovat pii teploté 4 °C nebo pii pokojové teploté az jeden rok (Anzalone
a kol., 2018; Gil a kol., 2014, Olaciregui a kol., 2017). Anzalone a kol. (2018) uvadi, ze
priblizné tfetina oocyti injektovanych lyofilizovanymi spermiemi oproti mrazenému
spermatu doroste do faze blastocysty.

3.6.6 Vitrifikace

Metoda je zaloZena na rychlém zmrazeni bunék, pfimym ponofeni do kapalného
dusiku (Jiménez-Rabadan a kol., 2015). Sperma je mozné mrazit v pejetach, nebo piimou
aplikaci kapek spermatu do tekutého dusiku (Arando a kol., 2019; Jiménez-Rabadan a kol.,
2015).

Vyhodou vitrifikace je jeji jednoduchost a cCasovd nenarocnost, diky Cemuz je
jednodussi touto metodou konzervovat sperma i v polnich podminkach (Pradié a kol., 2018),
faktem ale je, Zze u malych piezvykavci tato metoda nevykazuje uspokojivé vysledky jako u
jinych druhti a je nutné ji dale rozvijet (Arando a kol., 2019).

3.6.7 Rozmrazeni

Rozmrazeni pelet se provadi pii teploté 35-40 °C po dobu 30-60 sekund ve
zkumavce, suchou nebo mokrou metodou. Pii mokré metodé¢ se pelety vlozi do predehratého
roztoku (Lv a kol., 2019).

Rozmrazeni spermatu, které je uloZené v pejetach se provadi ve vodni 14zni o teploté
3740 °C po dobu 30 sekund (Kumar a kol., 2003; Ferriera a kol., 2019).

Vlivem teploty pfi rozmrazeni na spermatické buiiky se zabyvali S6derquist a kol.
(1997). Pejety sberanim spermatem byly rozdéleny do tfi skupin, kdy prvni byla
rozmrazovana pii teploté 70 °C po dobu 5 sekund, druha 50 °C 9 sekund a tieti 35 °C 12
sekund. Niz§i poskozeni membrany a vyS§i motilita byla zaznamenana u prvni a druhé
skupiny.

Obecné lIze tedy fict, ze pejety se spermatem je mozné rozmrazovat po krat$i dobu
Vv l4zni o vyssi teploté a naopak.
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3.7 Uméla inseminace

3.7.1 Vaginalni inseminace

Tuto metodu je mozné provadét s Cerstvym, nebo chlazenym spermatem. To se
deponuje co nejhloubéji do pochvy (Faigl a kol., 2011). Vyuziva se k tomu katetr, ktery je
stejného typu jako u skotu, ma jen mensi rozméry (Anel a kol., 2006). Technika je rychla a
1ze ji za uspokojivych vysledki provést i v polnich podminkach (Faigl a kol., 2011).

3.7.2 Intracervikalni inseminace

Pomoci poSevniho zrcadla se identifikuje Usti d€lozniho kanalu. Do néj se bez
nadmérného pouziti sily zavede inseminaéni katetr, do nejhloub&ji dostupného mista, obvykle

5-12 mm. Tato metoda prinasi spolehlivéjsi vysledky nez vagindlni inseminace (Faigl a kol.,
2011; Anel a kol., 2006).

3.7.3 Transcervikalni intrauterinni inseminace

Pti této technice je nejprve nutné zvire zafixovat ve hibetni poloze s hlavou smétujici
dold. Insemina¢ni davka je deponovana do dé€lohy skrze kanal déloZzniho kréku (Faigl a kol.,
2011). Pomoci posevniho zrcadla se identifikuje dé€lozni hrdlo, které se uchopi pomoci klesti
a zavede se skrze n¢j inseminacni katetr (Yungquist a Threlfall, 2007).

Problém této techniky spociva v anatomické stavbeé délozniho hrdla ovci, diky které
neni mozné se snadno dostat do d€lohy, jako je tomu naptiklad u krav (Casali a kol., 2017;
Kershaw a kol., 2005), coz muze vést k poranénim reproduk¢nich organt, poptipadé i
preruseni nasledné biezosti vlivem mozného traumatu délozniho krcku (Faigl a kol., 2011).

3.7.4 Laparoskopicka inseminace

Stejné, jako u transcervikalni metody je zvife zafixovano ve hibetni poloze s hlavou
sméfujici doli (Yungquist a Threlfall, 2007). Sperma je laparoskopicky, skrze bfi$ni sténu
uloZzeno pfimo do dé€loznich rohti. Z tohoto divodu Ize k inseminaci vyuzit jeho mensi
mnozstvi. Pfi sprdvném provedené je mozné¢ dosdhnout 60-75% uspésnosti (Faigl a kol.,
2011). Diky vyssi spolehlivosti této metody lze k inseminaci vyuzit méné kvalitni sperma,
epididimalni spermie, nebo sexované davky (Anel a kol., 2006). Laparoskopie mize byt také
souCasné¢ vyuzita k diagnostice reprodukcniho traktu a pfipadnému odhaleni zdravotnich
problémt (Anel a kol., 2005).

Navzdory tomu, ze je laparoskopickd inseminace minimalné invazivni postup, je pro
jeji praktikovani nutné mit veterindrni odbornost (Casali a kol., 2017). Tato metoda miize byt
diky své naro¢nosti ekonomicky nevyhodna (Anel a kol., 2006).

Metoda inseminace Objem Minimalni pocet motilnich spermii
Vaginalni 0,2ml 400 x 10°
Intracervikalni 0,2 ml 200 x 10°
Transcervikalni intrauterinni 0,5ml 200 x 10°
Laparoskopické 0,05 ml 20 x 10°

Tabulka €. 1: MnozZstvi spermatu a jeho koncentrace pro rizné metody inseminace
Zdroj: Cseh a kol., 2012
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4 Material a metodika

4.1 Charakteristika plemenikii

Pro ucely této prace bylo sperma odebirano od dvou beranti valasské ovce (usni
znamka 77808/072, nar. 14. 1. 2014, linie Beskyd; usni znamka 74801/081, nar. 31.3. 2016,
linie Juras) a kozla anglo-nubijského plemene (usni znamka 08650/037, nar. 25. 3. 2015, linie
Black). Zvitata byla ustdjena na pracovisti Demonstratni a pokusné staje Ceské Zemédélské
Univerzity v Praze (50.1296047N, 14.3692311E). Zvitata byla voIné ustajena ve skupinovych
kotcich s moznosti venkovniho vyb&éhu. Ustajovaci plochy a technologické vybaveni
odpovidalo platné legislativé dle zakona ¢. 208/2004 Sb. Zakladem krmné davky v pribéhu
celého roku bylo luéni seno (ad libitum) z vlastni vyroby a granule (1580 OVCE UNI, De
Heus a.s., Budovice, CR). Mnozstvi piikrmu regulovano dle kondiéniho stupné zvitat.
Mineralni lizy a pitnd voda byly k dispozici ad libitum. T¢lesna kondice plemenikii se
pohybovala vrozmezi 3,5 a 4,0 (Russelakol., 1969). Vsichni plemenici byly pod
permanentnim veterindrnim dohledem a v pribéhu pokusu nevykazovaly ptiznaky jakychkoli
onemocnéni.

4.2 Odbér a zpracovani

Vzorky spermatu byly odebirany v pribéhu dvou mésici, od 21. ledna do 20. unora
2020 v pravidelnych casovych intervalech definovanych v ptiloze ¢. 2 diplomové prace.
K odbéru byla pouzita standardni uméla vagina pro odbér spermatu malych ptezvykavcl
(Minitiib GmbH, Tiefenbach, Némecko). Jako sbéra¢ byl pouzit latexovy prezervativ
navleCeny pres umélou vaginu. Tento prezervativ byl pfed odbérem vyplachnut fosfaitovym
pufrem (PBS) a nalubrikovan vazelinou.

Ihned po odbéru bylo sperma nafedéné fedidlem AndroMed® (Minitiib GmbH,
Tiefenbach, Némecko) o teplot¢ 38 °C vpoméru 1:4. Pii této teploté byly vzorky
V pfenosném polystyrenovém termoboxu pieneseny do laboratofe k hodnoceni. Zde byly
vzorky uloZeny pfi pokojové teploté. Pii této teploté se s nimi také manipulovalo.

Na ptedehiaté podlozni sklo byla nanesena kapka nativniho ejakulatu, na kterém bylo
pod mikroskopem provedeno subjektivni hodnoceni vitivého pohybu dle David a kol. (2015).
Dale byla hodnocena koncentrace za pouziti Biirknerovy komirky a pomoci spektrofotometru
(Genesys™ 10vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

Po zhodnoceni koncentrace bylo sperma dale fedéno na findlni koncentraci
200-300 x 10° cm ™ (Alvarez a kol., 2012). Takto nafedéné sperma bylo uloZeno do pejet
(Minitib GmbH, Tiefenbach, Némecko) o objemu 0,25 ml. Pejety byly uzavieny pomoci
plniciho prasku (IMV Technologies, L'Aigle, Francie). Cela tato procedura byla dokoncena
do 2,5 hodin po odbéru ejakulatu.

Naplnéné pejety byly ulozeny do chladiciho boxu, kde pfi teploté¢ 5-10 °C po dobu
2—4 hodin probihala ekvilibrace.

25



4.3 Hodnoceni vzorki pred mrazenim

Po ekvilibraci byla provedena kontrolni analyza spermatu pfed mrazenim pomoci
priatokového cytometru (NovoCyte 3000, Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, California,
USA), ktery byl vybaven laserey emitujici fialové (405 nm), modré (488 nm) a Cervené
(640 nm) zateni.

25 ul spermatu (koncentrace 200-300 x 10° cm ®) v objemu 225 p1 PBS bylo obarveno
2,5 ul fluorescenc¢niho barviva Hoechst-33342 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o
finalni koncentraci 10 pg/mL, 2,5 ul PI (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni
koncentraci 8 pg/mL, 2,5 ul PNA-FITC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) o finalni koncentraci 0.5 pg/mL, 5 pl Mitotracker Deep Red (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) o finalni koncentraci 80 nM. Vzorky byly nasledné inkubovany po dobu 10
minut ve tmé, pii teploté 38 °C.

Od kazdého vzorku bylo analyzovano minimalné 20 000 castic, nizkou rychlosti
analyzy. Pro automatizované nastaveni cytometru, sbér dat a vyhodnoceni byl pouzit software
NovoExpress, verze 1.3.0 (Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, Kalifornie, USA). Nebyla
vyzadovana zadna kompenzace na filtrech optického systému cytometru. Pro separaci signalu
nespermatickych ¢astic bylo vyuzito parametru FSC, SSC a barviva Hoechst-33342.

Bylo sledovano poskozeni cytoplazmatické membrany pomoci barviva PI, poSkozeni
akrozomu pomoci PNA-FITC a mitochondridlni aktivita pomoci Mitotracker Deep Red.
Nastaveni softwaru pro uroven signali a definovani jednotlivych parametri je detailné
zobrazeno v piiloze Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..

Pro naslednou kryokonzervaci bylo vyuzito sperma, které obsahovalo vice nez 50 %
spermii schopnych oplozeni. Spermie, ktera ma schopnost oplodnéni byla definovana jako
bunika s neporusenou cytoplazmatickou membranou, neporusenym akrozomem a vysokou
mitochondridlni aktivitou

4.4 Mrazeni

Mrazeni pejet se spermatem probihalo v parach tekutého dusiku, za pouziti
polystyrenového boxu, ktery byl specialné¢ modifikovan tak, aby bylo mozné kontrolovat
vzdalenost mezi pejetami a hladinou dusiku (Ptacek a kol., 2019) a regulovat tak rychlost
mrazeni. Pejety byly rozdéleny do tii skupin, kdy kazda skupina byla kryokonzervovana
podle definované mrazici kiivky (Graf €. 1: Pouzité mrazici kiivky a nize defionovana
vzdalenost pejet od hladiny tekutého dusiku). Teplota v pribéhu kryokonzervace byla méfena
pomoci termometru (HH506A, Omega Engeneering INC., Norwalk, USA), jehoz ¢idla byla
umisténa uvnitt naplnénych pejet.
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Graf ¢. 1: Pouzité mrazici kiivky

Kiivka I

Vzorky byly mrazeny konvencni metodou, kterd je uzivana pro mrazeni spermatu malych
piezvykavcu. Sperma bylo umisténo 4 cm nad hladinu tekutého dusiku, kde bylo po dobu 10
minut. Po této dobé byly pejety ponofeny do tekutého dusiku (Ferreira a kol., 2019).

Krivka I1
Vzorky v této skupiné byly mrazeny metodou, pii které se pejety postupné piiblizovaly
k hladin¢ dusiku. Pokles teploty byl fizen vzdalenosti pejet od hladiny (Ptacek a kol., 2019).

e (0-3 min: 15 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 3-5min: 9,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 5-6 min: 5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 6-8 min: 1,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 8 min: <0,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

Kiivka 111
Tato skupina byla mrazena stejnym postupem jako skupina II, intervaly zde 1,5krat
prodlouzeny.

e (0-4,5 min: 15 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 45-7,5min: 9,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 7,59 min: 5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 9-12 min: 1,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 12 min: <0,5 cm nad hladinou tekutého dusiku
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Kiivka IV
Tato skupina byla mrazena stejnym postupem jako skupina II, intervaly zde byly dvakrat
prodlouzeny.

e (-6 min: 15 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 6-10 min: 9,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 10-12 min: 5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 12-16 min: 1,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 16 min: <0,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

Krivka V
Tato skupina byla mrazena stejnym postupem jako skupina II, intervaly zde byly tfikrat
prodlouzeny.

e (0-9 min: 15 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 9-5min: 9,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 15-18 min: 5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 1824 min: 1,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

e 24 min: <0,5 cm nad hladinou tekutého dusiku

4.5 Rozmrazeni a hodnoceni vzorkua

Rozmrazeni vzorki probéhlo minimalné¢ 48 hodin po mrazeni a nasledné
kryokonzervaci v kontejneru s tekutym dusikem. Pejety byly vloZeny do vodni lazné o teploté
38 °C po dobu 30 sekund (Arando a kol., 2019). Pii této teploté se se vzorky také nadale
manipulovalo.

Kvalita rozmrazenych inseminacnich dévek byla méfena pomoci priutokového
cytometru, stejnym postupem jako po ekvilibraci, viz kapitola 0

4.6 Statisticka analyza dat

Jako zavisle proménné bylo sledovdno procentudlni zastoupeni oplozeni schopnych spermii
po kryokonzervaci, dale procento spermii s poSkozenou cytoplazmatickou membranou,
akrozomem a nizkou mitochondrialni aktivitou.

Statisticka analyza byla provedena softwarem SAS 9.4. (SAS/STAT, 2011) obecnym
linearnim modelem (GLM), metodou nejmenSich ¢tvercl. Nasledujici statistické modely byly
pouzity pro vyhodnoceni dil¢ich proménnych vlastnosti:
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Modelova rovnice pro jednotlivé ukazatele po kryokonzervaci

Yijkim = i + Aj + Bj + C¢ + Dy + b*1 nebo b*2 nebo b*3 nebo b*4 + ejjum

Yijkm = Zavisle proménna (procento oplozeni schopnych spermii; procento spermii
s poskozenou cytoplazmatickou membranou po Kryokonzervaci; procento spermii
s poskozenym akrozomem po kryokonzervaci; procento spermii s nizkou
mitochondrialni aktivitou nizkou mitochondrialni aktivitou po kryokonzervaci)

u = obecnd hodnota zavisle proménné

A, = fixni efekt i — tého dne odbéru (i= 1. odbérovy den, n = 32; i = 2. odbérovy den,
n =40; i = 3. odbérovy den, n = 20; i = 4. odbérovy den, n = 40; i = 5. odbérovy den,
n =40; i = 6. odbérovy den, n = 28; i = 7. odbérovy den, n = 56; i = 8. odbérovy den,
n=24;1=9. odbérovy den, n = 40; i = 10. odbérovy den, n = 40)

Bj = fixni efekt j — tého druhu (j = beran, n = 264; j = kozel, n = 96)

Ck = vnoreny efekt k — tého plemenika (k = plemenik 1 (beran), n = 208; k =
plemenik 2 (beran), n = 56; k = plemenik 3 (kozel), n = 96)

D, = fixni efekt 1 — té mrazici kiivky (I = kiivka I, n = 156; | = kiivka Il, n = 76;
| = ktivka Ill, n = 36; | = kiivka IV, n = 76; | = kiivka V, n = 16)

b*1linearni regrese na procentualni zastoupeni oplozeni schopnych spermii pied
kryokonzervaci (pouze pro procentualni zastoupeni oplozeni schopnych spermii po
kryokonzervaci), b*2 = linearni regrese na procentualni zastoupeni spermii s
poskozenou cytoplazmatickou membranou pifed kryokonzervaci (pouze pro
procentudlni zastoupeni spermii s poskozenou cytoplazmatickou membranou po
kryokonzervaci), b*3 = linearni regrese na procentualni zastoupeni spermii s
poskozenym akrozomem pied kryokonzervaci (pouze pro procentualni zastoupeni
spermii s poSkozenym akrozomem po kryokonzervaci), b*4 = linearni regrese na
procentudlni zastoupeni spermii s nizkou mitochondridlni aktivitou nizkou
mitochondrialni aktivitou pied kryokonzervaci (pouze pro procentualni zastoupeni
spermii s nizkou mitochondridlni aktivitou nizkou mitochondridlni aktivitou po
kryokonzervaci)

eijkim = zbytkové chyba.

Statisticky prikazné rozdily byly definovany podle Tukey — Kramerova testu na hladiné
vyznamnosti P<0,05.
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5 Vysledky
5.1 Zakladni statistické udaje

V tabulce Tabulka ¢. 2 jsou uvedeny zakladni statistické udaje. Zastoupeni spermii,
které byly vyhodnoceny jako oplozeni schopné, poskozeni membrany, poskozeni akrozomu a
nizkd mitochondrialni aktivita bylo méfeno u 360 vzorkli. Hodnoty byly méfeny pied
kryokonzervaci a po kryokonzervaci. Z vysledki je patrné, Ze oplozovaci schopnost spermii
se vlivem kryokonzervace zna¢né snizuje. Jejich primérné zastoupeni v insemina¢ni davce po
ekvilibraci bylo 66,95 % a po rozmrazeni 8,3 %, doslo pfiblizné k osminasobnému poklesu.
Tento trend tedy Ize zakonité pozorovat také u jednotlivych ukazatelt, na jejichz zakladé byla
oplozovaci schopnost spermii hodnocena. PoSkozeni cytoplazmatické membrany a akrozomu
vzrostlo piiblizné tfikrat a k poklesu mitochondridlni aktivity doSlo piiblizné¢ u cCtyfikrat

vétSiho mnoZstvi spermii.

Aritmetick

Proménna Cetnost ¢ primér Smérodatna Minimalni Maximalni
J p[% 1 odchylka [%] hodnota [%]  hodnota [%]
Oplozeni schopné 360 66,95 6,66 54,52 78,88
Pied Poskozeni membrany 360 25,97 3,92 17,93 32,33
kryokonzervac
i Poskozeni akrozomu 360 20,28 4,20 14,27 28,02
Nizkd mitochondridini 21,59 6,99 1,40 32,35
aktivita
Oplozeni schopné 360 8,30 8,15 0,00 39,37
Po Poskozeni membrany 360 84,70 9,37 57,91 98,01
kryokonzervac
[ Poskozeni akrozomu 360 64,34 13,26 24,14 90,66
Nizka mitochondrialni 360 81.49 11.13 4845 99,56

aktivita

Tabulka ¢. 2: Zakladni statistické udaje
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5.2 Procentualni zastoupeni oplozeni schopnych spermii po
kryokonzervaci

5.2.1Popis modelu

Pouzity model vysvétloval proménlivost ukazatele z 76,9 % a byl prukazny
(P<0,0001). V modelové rovnici byl statisticky prukazny vliv vSech jednotlivych faktort, tedy
odbérového dne (P<0,0001), druhu zvitete (P<0,0001), plemenika v ramci druhu (P<0,0001)
a mrazici kiivky (P<0,0001).

5.2.2 Vliv jednotlivych faktori
5.2.2.1 Vliv odbérového dne

Byly shledany statisticky vyznamné rozdily mezi nékterymi jednotlivymi dny.
Nejvyssi kvalitu mél ejakulat odebrany 8. den. Tento den byl vyrazné lepsi nez vSechny
vzorkt z 10. dne, nebyly vSak statisticky horsi, nez vzorky z 1., 3. a 7. dne. Rozdily mezi
jednotlivymi dny maji houpavou tendenci bez jasného trendu. VSechny hodnoty pro
jednotlivé kontrolni dny sledovani jsou uvedeny v tabulce Tabulka ¢. 3.

Den Oplozeni schopné [%] LSM + SEM
1(n=32) 450 + 0,83 af
2 (n = 40) 1290 £ 0,78 b
3(n=20) 3,13 + 1,23 acf
4 (n = 40) 13,82 £ 0,79 b
5 (n = 40) 820 + 0,75 d
6 (n=28) 995 + 1,02 cd
7 (n =56) 2,14 + 0,66 af
8 (n=24) 21,70 £ 1,13 e
9 (n=40) 3,77 £ 0,79 acd
10 (n = 40) -1,05 + 085 f

Tabulka €. 3: Procentudlni zastoupeni oplozeni schopnych spermii v jednotlivych odbérovych
dnech

LSM + SEM

a—f = Odlisna pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)
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5.2.2.2 Vliv druhu

Oplozovaci schopnost spermii po kryokonzervaci byla U beranti jednozna¢né lepsi, jak
je znazornéno v grafu Graf ¢. 2. Obecné u berani dosahovala 9,94 + 0,52 % zatimco u kozla
hodnota byla 5,05 + 0,86 %. Toto tvrzeni je demonstrovano prikazné vyssim rozdilem (+4,89
%) praveé u berand ve srovnani s kozlem.

12

10 L

Beran M Kozel

Graf ¢. 2: Procentudlni zastoupeni oplozeni schopnych spermii dle druhové ptislusnosti
Beran, n = 264; Kozel, n = 96

LSM + SEM

a—b = Odlisna pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)

5.2.2.3 Vliv plemenika vV ramci druhu

Oplozovaci schopnost spermii plemenika 1 (beran) byla 12,58 + 0,40 %, plemenika 2
(beran) 7,31 £ 0,81 % a 5,5+ 0,86 % u plemenika 3 (kozel). Nejvétsi mnozstvi oplozeni
schopnych spermii bylo zaznamenano u berana. Plemenik 1 (beran) mél tedy statisticky lepsi
hodnoty (P<0,05) ve srovnani s druhym beranem i kozlem. Druhy beran, plemenik 2, se vSak
prikazné nelisil od plemenika 3 (kozel), nicméné jeho hodnoty byly o téméf 2 % vyssi.
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Graf ¢. 3: Procentudlni zastoupeni oplozeni schopnych spermii u jednotlivych plemenikt
Plemenik 1 (beran), n = 208; plemenik 2 (beran), n = 56; plemenik 3 (kozel), n = 96)
LSM + SEM

a—b = Odlisna pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)

5.2.2.4 Vliv mrazici kiivky

Statisticky nejhorsi vysledky byly zaznamenany u ktivky I, standardné vyuzivané ke
kryokonzervaci malych piezvykavci, V porovnani se vSemi ostatnimi modifikovanymi
mrazicimi kiivkami. Mezi kiivkami II, III, IV a V nebyl zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil a vykazovaly témét srovnatelné procentudlni zastoupeni oplozeni schopnych spermii.
Urcity potencidl lze shledat u kiivky V. Pfi pouziti této kiivky bylo dosazeno vysSich
vysledku. Statisticky neprikazny rozdil muze byt dat nizkym poétem pozorovani (n=16).

12

mi aill mil aiv \

Graf ¢. 4: Procentudlni zastoupeni oplozeni schopnych spermii dle pouZité mrazici kiivky
LSM + SEM

kiivka I, n = 156; ktivka I, n = 76; kiivka III, n = 36; kiivka IV, n= 76; kiivka V,n= 16
a—b = Odlisna pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)
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5.3 Procentualni zastoupeni spermii s poSkozenou
cytoplazmatickou membranou, poSkozenym akrozomem a
nizkou mitochondrialni aktivitou po kryokonzervaci

5.3.1 Popis modelu

Pouzity model pro poskozeni cytoplazmatické membrany vysvétloval proménlivost
ukazatele z 79,2 %, pro poskozeni akrozomu ze 73,18 % a pro nizkou mitochondrialni
aktivitu vysvétloval ze 74,07 %. VSechny modely byly prikazné (P<0,0001). Na kazdy
jednotlivy ukazatel mél statisticky prikazny vliv odbérovy den (P<0,0001), druhova
ptislusnost zvifete (P<0,0001), plemenik Vramci druhu (P<0,0001) a mrazici kiivka
(P<0,0001).

5.3.2 Vliv jednotlivych faktori

5.3.2.1 Vliv odbérového dne

Mezi vysledky v ramci odbérovych dna byly shledany statisticky vyznamné rozdily.
Pramérné hodnoty jsou uvedeny v tabulce Tabulka ¢. 4. Procentualni zastoupeni spermii v
prubehu jednotlivych odbérovych dni.

Nejvyssi poskozeni cytoplazmatické membrany spermii bylo naméfeno u vzorki
odebranych 9. (90,13 £+ 0,79 %) a 10. den (91,71 + 0,80 %). Nejlepsich vysledk bylo
dosazeno 8. den (68,01 £ 1,06 %). Tento den byl statisticky vyznamné lepSi nez ostatni
odbérové dny a vysledky byly o 23,7 % lepsi nez u vzorki z 10. dne.

Podobné¢ velké rozdily mezi hodnotami z nejhorsiho a nejlepSiho odbérového dne byly
nameéfeny také u spermii s nizkou mitochondrialni aktivitou.

Mnozstvi spermii s poSkozenym akrozomem bylo nejvyssi 9. den (81,66 = 1,36).
Nejlepsi vysledky byly naméteny 6. den (48,54 = 1,75 %). Rozdil mezi témito dny je témef
ttetinovy (33,12 %).

Odbérovy den Poskozeni membrany % Poskozeni akrozomu % Nizka mtch. aktivita %
1(n=32) 81,64 + 0,93 bg 73,36 + 1,70 a 87,76 + 1,27 ag
2 (n = 40) 79,02 + 0,80 b 6055 + 141 c 70,81 + 1,18 ce
3 (n=20) 84,36 + 1,12 ecg 58,14 + 1,90 c 86,53 + 2,49 ab
4 (n = 40) 72,05 + 0,77 f 57,18 + 1,29 c 72,41 + 1,07 ce
5 (n =40) 78,10 + 0,82 Db 66,11 + 1,32 Db 83,93 + 1,12 ab
6 (n =28) 77,20 £ 121 b 4854 + 1,75 d 83,04 £ 1,35 ab
7 (n =56) 88,56 + 0,67 ac 64,45 + 1,10 c 93,45 + 0,96 ce
8 (n =24) 68,01 + 1,06 d 64,72 = 1,72 bc 69,11 + 1,53 d
9 (n =40) 90,13 + 0,79 ac 81,66 = 1,36 a 84,57 + 1,05 ab
10 (n = 40) 91,71 + 0,80 a 7356 £ 1,32 b 93,78 + 1,09 eg

Tabulka €. 4: Procentudlni zastoupeni spermii v pritbéhu jednotlivych odbérovych dni
LSM + SEM
a—g = Odli$na pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)
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5.3.2.2 Vliv druhu

Poskozeni cytoplazmatické membrany spermii bylo u berana 86,04 + 0,48 %. U kozla
mélo poskozenou membranu 77,42 + 0,58 % spermatickych bunék. Pouze v tomto parametru
po kryokonzervaci vykazoval kozel statisticky vyznamné lepsi hodnoty, nez berani.

Poskozeni akrozomu a nizka mitochondrialni aktivita byla kozla vy$si nez u berant.
Berani méli 60,85 £ 0,76 % spermii s poskozenym akrozomem a kozel 71,42 + 0,98 %.

Nizka mitochondridlni aktivita byla u 79,07 = 0,77 % beranich a 87,26 £97 % u
kozlich spermii. VSechny hodnoty jsou podrobn¢ uvedeny v Graf ¢. 5: Procentudlni
zastoupeni spermii u jednotlivych druhti
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Graf ¢. 5: Procentudlni zastoupeni spermii u jednotlivych druhti

LSM + SEM

Beran, n = 264; Kozel, n = 96

a—b = Odlisna pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)

5.3.2.3 Vliv plemenika v ramci druhu

Vliv plemenika v ramci druhu na jednotlivé parametry maji stejny charakter, jako
druhové pfiisluSnost. Mnozstvi spermii s poSkozenou cytoplazmatickou membranou bylo
nejmensi u plemenika 3 (kozla). Ostatni ukazatele byly statisticky prikazné lepsi u plemenik
1 a 2 (berani). Statisticky vyznamné rozdily vSak lze pozorovat i mezi plemeniky v ramci
jednoho druhu. VSechny parametry, tedy poSkozeni membrany, akrozomu a mitochondrialni
aktivita jsou lepsi ve prospéch plemenika 1. VSechny hodnoty jsou podrobné uvedeny v Graf
¢. 6: Procentudlni zastoupeni spermii u jednotlivych plemenika
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Graf ¢. 6: Procentualni zastoupeni spermii u jednotlivych plemenika

LSM + SEM

Plemenik 1 (beran), n = 208; plemenik 2 (beran), n = 56; plemenik 3 (kozel), n = 96)
a—C = Odlisna pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)

5.3.2.4 Vliv mrazici krivky

Mrazici kiivka I méla statisticky vyznamné nejhorsi vysledky u vsech sledovanych
parametri konzervovaného beraniho a kozliho semene. Na poskozeni cytoplazmatické
membrany a mitochondridlni aktivitu mély vSechny ostatni pouzité kiivky srovnatelny vliv.
(59,28 + 0,91 %), oproti kiivce I, kdy mélo poSkozeny akrozom 73,34 + 0,68 spermii. Tato
kiivka je v tomto ohledu také lepsi nez kiivka III (63,64 + 1,35 %) a IV (63,25 + 0,91 %).
Mezi kiivkou Il a V (64,62 + 2,07 %) neni rozdil prikazny, pravdépodobné z diivodu nizkého
poctu pozorovani, ovSem i v tomto piipad€ bylo dosaZzeni o 5,34 % lepSich vysledkii.
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Graf €. 7: Procentudlni zastoupeni spermii pii pouziti odlisnych mrazicich kiivek
LSM + SEM
kiivka I, n = 156; ktivka II, n = 76; ktivka III, n = 36; kiivka IV, n = 76; kfivka V, n= 16
a—C = Odlisna pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)
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6 Diskuze

Cilem prace byla optimalizace postupu kryokonzervace spermatu malych ptezvykavci
tim, ze bude urCena ideadlni mrazici kiivka pfi vyrobé inseminacnich davek bez pouziti
programovatelného mraziciho zafizeni. Sperma bylo mrazeno v polystyrenovém boxu a
priabéh mrazeni byla fizen vzdalenosti pejet od hladiny tekutého dusiku. Idedlni mrazici
postup byl ur€en na zaklad¢ nejvyssiho mnozstvi spermatickych bunék, které si zachovaly
oplozovaci  schopnost, definovanou neporusenou cytoplazmatickou membranou,
neposkozenym akrozomem a vykazujici vysokou mitochondridlni aktivitu (Dolnik a kol.,
2019; Martinez-Pastor a kol., 2010).

Dle wvysledki této prace neni statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi
modifikacemi mraziciho postupu dle Ptacek a kol. (2019). Pii pouziti kiivky Il rozmrazené
pejety obsahovaly primérmné 8,33 =+ 0,57 % zivotaschopnych spermii, u kiivky
118,30 £ 0,81 %, 8,39+ 0,57 % u kiivky IV a 9,71 + 1,21 % u kiivky V. Statisticky horsich
vysledkl bylo vSak dosazeno pii vyuziti kiivky I, tedy metody, pfi niZ jsou pejety umistény
nad hladinu tekutého dusiku, bez fizeného poklesu teploty, a to 4,79 = 0,45 %.

Stejny trend vykazuje vliv mrazici kiivky na jednotlivé sledované vlastnosti
spermatickych bunék. Nejhorsich vysledkli bylo vzdy dosazeno pti pouziti kiivky I. Mezi
ostatnimi pouzitymi kiivkami neni Zadny statisticky vyznamny rozdil. Jedinou vyjimku zle
najit u akrozomalniho poskozeni, kdy pti pouziti kiivky II bylo mnozZstvi takto poskozenych

Galarza a kol. (2019) se ve své studii zabyvali vlivem prubéhu mrazeni na berani
spermie. Byly porovnavany t¥i mrazici kiivky. Kiivka 1 kopirovala pokles teploty, pfi
kterému dochazi pti nekontrolovaném mrazeni v parach tekutého dusiku, pii pouziti kiivky 2
byl prib&h mrazeni od +5 °C do —5 °C (4 °Cxmin™), od —5 °C do —110 °C (25 °Cxmin™) a
od =110 °C do —140 °C (35 °Cxmin™) a u kiivky 3 od +5 °C do —10 °C (5 °Cxmin™) a od
—10 °C do —130 °C (60 °Cxmin™). Nejlepsi vysledky byly dosazeny pii pouziti kiivky 3 a
poskozeni spermii bylo dosazeno diky rychlosti poklesu teploty 0 60 °C*min™ v rozmezi -10
az -25 °C, kdy dochazi k nejvét§imu poSkozeni bunck. V nasi préci, stejné jako ve studii
Galarza a kol. (2019), se jevi nejméné vhodna metoda statické mrazeni pejet nad hladinou
kapalného dusiku, ackoli se pokles teploty v této praci znaéné liSil od hodnot, které
doporucuji (pramérna rychlost poklesu u jednotlivych kiivek v rozmezi -10 az -5 °C: 1I: 5,5
°Cxmin™;

111: 3,8 °Cxmin™; IV: 2,7 °Cxmin™!; V: 2,2 °Cxmin™).

Také Jha a kol. (2019) uvadé¢ji podobné vysledky. V jejich préaci byly tfi skupiny
vzorkll mrazeny riznou rychlosti. Prvni skupina byla mrazena 5 cm nad hladinou tekutého
dusiku po dobu 9,5 minut, od 5 °C do —140 °C pramérnou rychlosti -15,26 °Cxmin™. Druha
skupina byla mrazena od 5 °C do —80 °C rychlosti -11,33 °Cxmin™ a od -80 °C do -140 °C
rychlosti -30 °Cxmin™. Tieti skupina od 5 °C do -80 °C rychlosti -11,33 °Cxmin™, od -80°C
do -120 °C rychlosti -26,66 °Cxmin™ a od -120 °C do -140 °C rychlosti 13,33 °Cxmin™. Jako
nejspolehlivéj$i metoda se dle této prace jevi postup, kterym byla mrazena tieti skupina

v v

které byly mrazeny statickym umisténim nad hladinu tekutého dusiku.
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I kdyZ je v nas$i praci neni pokles teploty u fizeného mrazeni mirné totozny jako ve
vyse uvedenych studiich, tak jsou ktivky II, III, IV a V lepsi nez mrazeni v parach tekutého
dusiku. Pravdépodobnym odivodnénim muze byt pozvolnéjsi charakter poklesu teploty
V pocatecnich fazich mrazeni.

Leboeuf a kol. (2000) pro mrazeni kozliho spermatu doporucuji ponechat pejety 4—
5 ¢m nad hladinou tekutého dusiku po dobu 4—5 minut a nasledné ponofit, popfipadé umistit
pejety 16 cm nad hladinu po dobu 2 minut a nasledné pfemistit 4 cm nad hladinu a zde nechat
3 minuty. Choe a kol. (2006) vsak udavaji jako vhodngjsi postup mrazit pejety 5 cm nad
hladinou po 10 minut oproti poklesu z 5 °C na -5 °C rychlosti -0.5 °Cxmin™, zde nechat po
dobu 10 minut, dale rychlosti -1 °Cxmin™ ochladit na -30 °C a vlozit do tekutého dusiku.
Jako dalsi méné vhodny zpiisob, oproti statickému mrazeni, uvadi ochlazeni vzorkl z 5 °C na
-5 °C rychlosti -0.5 °Cxmin?, zde ponechat 10 minut, nasledn¢ zchladit na -15 °C rychlosti
-1 °Cxmin™ a poté umistit 5 cm nad hladinu po dobu 10 minut a pak vlozit do dusiku. Také
Kiiciik a kol. (2014) ve své praci mrazili kozli sperma 4 cm nad hladinou dusiku po
dobu 7 minut.

Vliv druhové ptislusnosti na oplozovaci schopnost byl statisticky vyznamny. U
berant dosahovala 9,94 + 0,52 %, u kozla 5,05 + 0,86 %. Jednotlivé sledované vlastnosti byly
v pripadé¢ kozla také horSi. Jedinou vyjimku piredstavuje poSkozeni cytoplazmatické
membrany, které bylo u kozla niz§i neZ u obou beranii. Celkové v§ak kozel v nasem piipadé
vykazuje nizsi toleranci ke kryokonzervaci.

Mezi jednotlivimi plemeniky lze také pozorovat statisticky vyznamné rozdily.
Priimérné mnozstvi oplozeni schopnych spermii u plemenika 1 (beran) predstavovalo 12,58 +
0,40 %, u plemenika 2 (beran) 7,31 + 0,81 %, oproti 5,5 = 0,86 % u plemenika 3 (kozel). To
odpovida Agossou a Koluman (2018), kteti uvadéji, ze krom pouzitého fedidla,
kryoprotektantu a rychlosti mrazeni a rozmrazeni hraje vyznamnou roli také individualita
zvitete a jeho tolerance ke kryokonzervaci.

V ramci jednotlivych odbérovych dnii se kvalita liSila a mezi jednotlivymi dny se
vyskytovaly prukazné rozdily. Primérné mnozstvi oplozeni schopnych spermii se pohybovalo
od téméf nulovych hodnot az po ptiblizné 20 %.

V mirnych zemépisnych §ifkach, nad 40 ° severni polokoule, Ize pozorovat jasnou
sezonnost. NejlepSich reprodukénich ukazateli byva dosazeno zpravidla v pribéhu
reproduké¢ni sezony, tedy na konci 1éta a v pribéhu podzimu (D’Allesandro a Martemucci,
2003). Autofi uvadéji, ze inseminaéni davky, vyrobené ze semene, které bylo odebrano v toto
obdobi ma lepsi mrazitelnost.

V préci, kterou provadéli Ptacek a kol. (2019) bylo sperma odebirano v pribéhu roku,
a to v srpnu (pted zacatkem reprodukéniho obdobi), v fijnu (v pribéhu reprodukéniho obdobi)
a v prosinci (po skonceni reprodukéniho obdobi). Prokazatelné lepsi parametry motility po
kryokonzervaci mély spermie, obsazené ve vzorcich odebranych v prub&hu fijna. Tento trend
byl pozorovatelny u vzorkd, které byly hodnoceny ihned po rozmrazeni a také pii analyze
provedené 2 hodiny po rozmrazeni.

Vzorky pro nasi praci byly odebirany v pribéhu zimy, v lednu a v unoru. Provedeni
odbérii v doporu¢ené obdobi by potencialné mohlo zlepsit vysledky. Karagiannidis
a kol. (2000) vsak na zakladé své prace uvadeji, ze i navzdory sezonnosti, lze berany vyuzivat
k rozmnoZzovani po cely rok.
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Ari a kol. (2011) uvadéji, ze jednodenni interval mezi odbéry spermatu, které je
nasledné¢ vyuzivano pro kryokonzervaci je vhodnéjsi oproti ¢tyfdennimu intervalu. To je
Caste¢né v souladu s vysledky nasi prace. Pro nasi praci byl odbér provadén vzdy v atery a ve
Ctvrtek (viz Ptiloha ¢. 2: Jednotlivé odbérové dny). Lze pozorovat, Ze v témét kazdy tyden,
jsou vysledky lepsi ve ¢tvrtek, tedy az ve druhy odbérovy den.

Vliv na kvalitu vzorki po rozmrazeni ma také zptsob, kterym byly schlazeny pted
ekvilibraci a samotnd ekvilibrace. Jako idedlni teplota, pii které by mély byt vzorky
ekvilibrovany, se uvadi 5 °C (Kumar a kol., 2009). V chladicim boxu, ktery byl pouzit pro
tuto praci, se teplota pohybovala v rozmezi od 5 do 10 °C. To, Ze teplota chladiciho boxu neni
stale konstantni mohlo také ovlivnit variabilitu vysledkl v jednotlivych odbérovych dnech.

Dalsim aspektem, ktery ovliviiuje kvalitu vysledkl je rychlost, jakou jsou vzorky
ochlazeny pred ekvilibraci. Aby se piedeSlo poskozeni spermii vlivem chladového Soku, je
vhodné, aby byla rychlost poklesu teploty piiblizng -0,15 °C*min™ (Kumar a kol., 2009).
Ke chlazeni je moZné pouzit programovatelné chladici zafizeni, nebo je mozné idealniho
poklesu teploty dosahnout vlozenim pejet do optimalizovaného objemu vody o stejné teploté
jako je teplota vzorkl a naslednym vloZenim do chladiciho boxu, ve kterém je teplota 5 °C.
V této praci byly vzorky jen vloZeny do chladiciho boxu a pokles zde probihal netizené.
Naslednym méfenim byla zjistén pramérny pokles teploty 0 1,5 °C*min™. V nasi praci
dosahly vzorky teploty, pii které probihala ekvilibrace, primérné za 10 minut.

To potvrzuji také Joshi a kol. (2008). Ve své praci porovnaval vzorky, které byly na
5°C ochlazeny rychlosti -0,15 °C*min” a vzorky ve druhé skuping byly chlazeny
nekontrolovanou rychlosti vlozenim do chladiciho boxu s teplotou 5 °C. Spermie chlazené
kontrolovanym poklesem teploty vykazovaly lepsi motilitu a integritu akrozomu.

Sledované vlastnosti byly hodnoceny pomoci prutokového cytometru. Dle
Martinez-Pastor a kol. (2010) je doporucovana kombinace vice metod, jako napiiklad metody
vyuzivajici fluorescencni barveni a CASA. Vysledky na$i prace vSak koreluji s vysledky
Ashrafi a kol. (2011). Ti ve své praci porovnavali pomoci CASA motilitu beranich spermii,
které byly umistény po dobu 15 minut, 4 cm nad hladinou tekutého dusiku oproti vzorkiim, u
kterych byl pokles teploty kontrolovan a mél nizsi rychlost. Dle autort je pomoci fizené¢ho
poklesu teploty mozné dosahnout vyrazné lepsich pohybovych charakteristik spermii.

Na zéklad¢€ nasi prace 1ze doporucit, Ze modifikace mrazici kiivky, pti které je pokles
pozvolnéjsi. Oproti pfimému vlozeni do par tekutého dusiku je fizeny pokles teploty ve vSech
variantach prodlouZeni jeho prib&hu lepsi. Potencialné nejvyhodnéjsi se jevi mrazici kiivka
V, tedy modifikace, kdy je doba ttikrat prodlouzena oproti kiivce II. 1 pfes to, ze nebyl
shledan statisticky vyznamny rozdil s ostatnimi modifikacemi, primérné mnozstvi oplozeni
schopnych spermii bylo vys§i. Nutno vSak piihlédnout k faktu, ze pii této metod¢é nebylo
hodnoceno tak vysoké mnoZzstvi vzorki jako v ostatnich piipadech.
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V budoucnosti by tedy bylo vhodné se touto skute¢nosti zabyvat a zjistit, zda mrazici
kiivka V piindsi skute¢né lepsi vysledky, demonstrované statisticky prukaznymi rozdily
oproti ostatnim postupim. Vysledky kazdopadné naznacuji alternativu ke standardné
provadénému zplsobu zmrazovani pejet nad hladinou tekutého dusiku. Mrazeni za pouziti
alternativnich kiivek bylo uspésné testovano V provoznich podminkach, kam jsou tyto
mobilni kryoboxy primarné urceny. Statiaticky neprikazné rozdily mezi kiivkami II, III, IV a
V naznacuji, ze i1 v piipadé, ze nejsme v provozu schopni dosdhnout zcela uniformniho
zpusobu mrazeni, kvalita inseminacnich davek by neméla byt nijak vyznamné negativné
ovlivnéna.
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[ Zavér

Cilem prace bylo optimalizovat postup pro mrazeni inseminacnich davek malych
prezvykavel, bez vyuziti programovatelného mraziciho zatfizeni. Bylo porovndvano pét
mrazicich kfivek. Mrazeni bylo provedeno pomoci polystyrenového boxu upraveného tak,
aby bylo mozné pribéh mrazeni regulovat vzdalenosti pejet od hladiny tekutého dusiku.

U vzorkd bylo hodnoceno poskozeni plazmatické membrany, poSkozeni akrozomu a
mitochondridlni aktivita. Pokud byla buiikka bez poskozeni, s vysokou mitochondridlni
aktivitou, byla vyhodnocena jako oplozeni schopna. M¢teni probihalo pomoci pritokové
cytometrie.

Nejhorsich vysledka bylo jednozna¢né dosazeno pii pouziti mrazici kiivky I (4 cm nad
hladinou tekutého dusiku). Pfi tomto postupu bylo naméfeno nejmensi mnozstvi oplozeni
Mezi ostatnimi mrazicimi kiivkami, kdy byl pokles teploty regulovan (kfivka II: primérné 17
°Cxmin™, Nl: 12 °Cxmin™, 1V: 10 °Cxmin™, V: 7 °Cxmin™) nebyl statisticky vyznamny
rozdil.

Pro vyrobu insemina¢nich davek malych pfezvykavcl v polnich podminkéach lze na
zéklad¢ této prace doporucit jakykoli mrazici postup, pii kterém byl pokles teploty regulovan
zménou vzdalenosti od hladiny tekutého dusiku (II, III, TV, V). Na zédklad¢ statisticky
neprukaznych rozdilli mezi témito postupy lze usoudit, ze inseminacni davky lze vyrobit bez
ztraty kvality 1 v piipadé, ze nejsme schopni dosdhnout zcela uniformniho zptisobu mrazeni.
dosazeno nejvysSiho mnozstvi oplozeni schopnych spermii. Pomoci tohoto postupu vsak bylo
mrazeno nejmensi mnozstvi vzorkt. V budoucnu by tedy bylo vhodné potvrdit, zda je mozné
pomoci kiivky V vyrobit inseminacni davky nejvyssi kvality.
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9 Samostatné prilohy

9.1 Priloha ¢. 1: Nastaveni softwaru pro analyzu pritokovym

cytometrem
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Obrazek ¢. 2: Spermatické bunky dle SSC a FFC (R3)
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Obrazek ¢. 3: Spermatické bunky na ziklad¢ intenzity fluorescence barviva Hoechst-33342
Pacific Blue (Spermatic)
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Obrazek ¢. 4: Spermatické bunky s neposkozenou cytoplazmatickou membranou (PI low) na
zéklad¢ intenzity fluorescence barviva propidium iodid
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Obrazek ¢. 5: Spermatické bunky s poSkozenym akrozomem (Acrosome damaged) a

intaktnim akrozomem (Acrosome intact) na zaklad¢ intenzity fluorescence barviva PNA-
FITC
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Obrazek ¢. 6: Spermatické buiky s vysokou mitochondridlni aktivitou a neposkozenou

plazmatickou membranou (Q4-1) na zaklad¢ intenzity fluorescence barviva Mitotracker Deep
Red a propidium iodid
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Obrazek ¢. 7: Spermatické buniky s vysokou mitochondridlni aktivitou a nepoSkozenou

plazmatickou membranou (MTR high) na zaklad¢ intenzity fluorescence barviva Mitotracker
Deep Red a propidium iodid
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Obrazek ¢. 8: Oplozeni schopné spermie (Competent)
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Obrazek ¢. 9: Spermatické buniky s poskozenou cytoplazmatickou membranou (PM damaged)
na zaklad¢ intenzity fluorescence barviva propidium iodid
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Obrazek ¢. 10: Spermatické buiky s poSkozenym akrozomem (Acrosome damaged) na
zaklad¢ intenzity fluorescence barviva PNA-FITC
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Obrazek ¢. 11: Spermatické butiky s nizkou mitochondrialni aktivitou (MTR low) na zékladé
intenzity fluorescence barviva Mitotracker Deep Red
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9.2 Priloha ¢. 2: Jednotlivé odbérové dny

1 21.1.2020

3 28.1.2020

5 4.2.2020

7 11.2.2020

9 18.2.2020
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9.3 Priloha ¢&. 3: Uplné vysledky

Odbérovy

den P<0,05

2 12,90 + 0,78 b

4 13,82 £ 0,79b

6 9,95 + 1,02 cd

8 21,70 £ 1,13e

10 -1,05 =+ 0,85f

Beran 994 + 0,552a

Druh Plemenik P <0,05

Beran 2 7,31 + 0,81b

Kfivka P < 0,05

I 8,33 + 0,57a

v 8,39 + 0,57 a

Tabulka €. 5: Oplozovaci schopnost spermii
a - = 0dlisna pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)
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Odbérovy

den P < 0,05

2 79,02 + 0,80b

4 72,05 £ 0,77 f

6 77,20 £ 1,21b

8 68,01 + 1,06 d

10 91,71 + 0,80a

Beran 86,04 + 0,48a

Druh Plemenik P <0,05

Beran 2 88,09 + 0,81b

Kfivka P < 0,05

I 79,85 £ 0,55a

v 80,15 + 0,55a

Tabulka €. 6: PoSkozeni cytoplazmatické membrany
a - = 0dli$na pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)
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Odbérovy

den P <0,05

2 60,55 + 141c

4 57,18 £ 1,29c¢c

6 4854 + 1,75d

8 64,72 £ 1,72 bc

10 7356 + 1,32b

Beran 60,85 + 0,76 a

Druh Plemenik P <0,05

Beran 2 65,01 + 1,25b

Kfivka P < 0,05

I 59,28 + 0,91a

v 63,25 + 0,91b

Tabulka €. 7: Poskozeni akrozomu
a - d = Odli$na pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)
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Odbérovy

den P < 0,05

2 70,81 + 1,18ce

4 72,41 + 1,07ce

6 83,04 + 1,35ab

8 69,11 + 1,53d

10 93,78 + 1,09eg

Beran 79,07 £ 0,77a

Druh Plemenik P <0,05

Beran 2 81,40 + 1,18b

Kfivka P < 0,05

I 81,18 + 0,73a

v 81,95 + 0,73a

Tabulka ¢. 8: Nizkd mitochondridlni aktivita
a - e = Odlisna pismena potvrzuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)
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