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SOUHRN

Cilem této prace je zpracovani struc¢né literarni kompilace problematiky fyziologie,
ziskavani, vysSetfovani a konzervace kanciho ejakulatu.

Kanci ejakulat, ¢ili sperma, je bunécna suspenze slozend ze spermii, zralych samcich
pohlavnich bun¢k, a tekuté slozky, nazyvané semenna plazma, tvotfené sekrety piidatnych
pohlavnich zlaz kancu.

Produkce spermii je vysledkem spermatogeneze, zakladniho procesu v reprodukci
kanct, ke které dochazi v semenotvornych kanalcich kan¢ich pohlavnich zlaz — ve varlatech.
Nasledné dozravani spermii probiha v kanalku nadvarlat, kde spermie ziskavaji pohybové a
oplozovaci schopnosti. Dochézi zde také k zahust'ovani a uskladnéni spermii. Spermie patii k
nejvice specializovanym zivoCiSnym bunkdm s fadou jedinecnych vlastnosti. K
nejvyznamnéj$im patii schopnost samostatného pohybu, schopnost oplozeni a pienos
dédiéného materialu, vazaného na DNA.

Nejrozsitengj$im zpiisobem ziskévani kanciho spermatu je metoda manudlniho odbéru.
U odebraného spermatu makroskopicky hodnotime barvu, pach, konzistenci, objem a cizi
piimési. Mikroskopicky vySetfujeme motilitu spermii, jejich koncentraci, Zivotaschopnost a
morfologii. Provadi se i fada dalSich vySetfovacich metod, véetné pocitaCovych. Zpracovani
spermatu spociva predevSim v jeho fedéni a konzervaci, sméSovani spermatu a vyrobé
individudlnich inseminacnich dévek. V soucasnosti se vyrdbi inseminacni davky pro
kratkodobé uchovani po dobu 2 az 3 dni a pro stfednédobé uchovani po dobu 4 az 10 dni. Pro
dlouhodobé uchovani se provadi kryokonzervace, jejiz S$ir§Si pouziti je vSak prozatim
biologicky a ekonomicky limitovéno.

Kvalita inseminacnich davek je ovlivnéna fadou faktorl, jako jsou jednak dédi¢né
zalozeni, zdravotni stav, vék a kondice kance, jednak vné&j$i vlivy, mezi né€z poc¢itame zejména
uroven vyZivy a napajeni, mikroklimatické podminky, zplsob ustijeni a oSetfovani. V
neposledni tadé ovliviiuje jakost inseminacnich davek i zplisob ziskévani, hodnoceni a
zpracovani kanciho spermatu. Pro chovatele z toho vyplyva nutnost v€novat pozornost viem
témto faktoriim, nebot’ chyba v kterémkoli z nich se mize negativné projevit na vysledné

jakosti insemina¢nich ddvek a nasledné zhorSenim vysledkl reprodukce.

Klicova slova : kanec — sperma — spermie — konzervace — fedidla



SUMMARY

The aim of this work is the processing of brief literary compilation of physiology, the
acquisition, the investigation and preservation of boar ejaculate.

Boar ejaculate is a cell suspension, composed of sperms, mature male sex cells, and the
liquid component, called seminal plasma, formed by secretions from accessory sex glands of
boars.

The production of sperms is the result of spermatogenesis, the basic process in the
reproduction of boar that occurs in the seminiferous tubules of boar gonads - the testis. The
subsequent ripening of sperms takes place in epididymides, where sperm acquire the
capabilities of movement and fertilization. There is also a concentration and storage of sperm.
Sperm belongs to the most specialized animal cells with a number of unique properties. The
most important is the ability of a separate motion, the ability of the conception and the
transmission of hereditary material linked to DNA.

The most widespread way of getting boar semen is a method of manual collection.
Collected semen is macroscopically investigated of colour, the smell, of texture, volume and
all foreign matter. Microscopically investigate sperm motility, their concentration, viability
and morphology. Shall be carried out and a number of other investigative techniques,
including computer. A processing of semen lies mainly in its dilution and preservation,
mixing semen and production of the individual insemination doses. At present, there produced
preserved semen for short-term preservation for 2 to 3 days and for medium-term retention for
a period of 4 to 10 days. For long-term preservation is carried out by cryopreservation, whose
wider use is being limited by biologically and economically.

Quality of insemination doses is affected by many factors, including both genetic
foundation, health status, age and condition of a boar, both external influences, which we
expect especially the level of feeding and watering, micro-climatic conditions of housing and
care. Finally, influences the quality of insemination doses and the method of acquisition,
processing and evaluation of boar semen. For farmers this implies the need to pay attention to
all these factors, for an error in any of them may negatively affect the final quality of

insemination doses and subsequent deterioration of the results of reproduction.

Keywords : boar — semen — sperm — preservation — diluent



Lo UVOD e e 1
2 CIL 1
3. LITERARNI RESERSE .....ctvimiiimiiiiiieisssessess st 2
3.1. Funk¢ni anatomie pohlavni Soustavy Kance ..........coceviiiiiiiiiiiinniiie e 2
B.L L VATTAA. .. 2
3.1.2. VYvodneé pohlavid CESTY.......uciiiiiiiiiiiiiiieiiee e 3
3.1.3. Piidatné pohlavni ZIAZY.........cccooviiiiiiiiiiieii e 5

B L Py ettt b r et 5
3.1.5. SPEIMALOGENEZE ... vvveeiiie ettt ettt sttt e e sbb e e s sbb e e s nbe e e s bbeeanbeeeannns 6
3.1.6. Rizeni reprodukEniho SYSLEMUL.........c..cvrueueeeereereesessessiessessesseseesesseesssesseseeseeseeneans 7

3.2. Vlastnosti Kanciho SPermMatl...........cccveiiiiiiiiiiiiiie e 8
KB TS 1< 11 11 RSO S S SUOSPRRSRI 9
3.2.2. SeMENNA PlaZMA ........oeiiiiiiiiiiee e s 16

3.3. Odbér, hodnoceni a zpracovani kanc¢iho Spermatl ............coecvvvveiiiienieninie e 19
3.3. 1. OdDET SPETINALUL......euveeuvieiriitee ittt nne e 19
3.3.2. HOANOCENT SPErMAtU .....ccuviiviiiiiiiiie e 22
3.3.2.1. Makroskopické vySetfeni SPEIMALU ..........ccoccviiieiiiiiiiiciii e 23
3.3.2.2. Mikroskopické vySetfeni Spermatl.........ccccerviriieiinienienec e 24

3.3.3. ZPracoVANT SPETTNALU. .......ccuiereerriireesreesee e e e e enns 30
3.3.3.1. Redidla Kandiho SPErMAatll.............cc.ccuvvreeveereerereeiciceeseeseeseessse s, 31
3.3.3.2. MrazZeni SPermatl .........cccccueiuiiiiiieiiiii e 35

4. ZAVER ... 37

5. SEZNAM LITERATURY .ttt 38



1. UVOD

Tak, jako ve vétsing evropskych zemi, stejné i v Ceské republice tvofi vyznamnou &ast
zemédelské vyroby chov prasat, ktery zajistuje vyrobu ptiblizné poloviny spotfeby masa. Pro
zajisténi tohoto ukolu v soucasné nelehké ekonomické situaci je tieba, aby se chovatelé prasat
vyrovnali s nékolika zakladnimi podminkami. Jednou z nich je reprodukce. Dosazeni
vybornych vysledkii v reprodukci prasat je nezbytnosti pro tspéch v dalSich oblastech chovu
prasat a je stézejni pro ekonomiku celého chovu.

Uroven reprodukce zavisi jednak na podminkach odchovu prasnic a jejich kvalits,
jednak na urovni odchovu a kvalit¢ plemennych kanci. Reprodukce prasat v dneSnim
zeméd¢lstvi je v prevazné mife zalozena na umélé inseminaci, proto jeji vysledky zavisi také
na kvalité insemina¢nich davek, tedy na kvalit¢ odebrané¢ho a konzervovaného kanciho

ejakulatu.

2. CIL

Cilem této bakalaiské prace bylo zpracovani struéné literarni kompilace problematiky
fyziologie, ziskavéni, vySetfovani a konzervace kanciho ejakuldtu. Prace se zamétfuje na tii
oblasti, a to na funkéni anatomii pohlavni soustavy kance, vlastnosti kanc¢iho spermatu a

odbér, vySetfovani a zpracovani kanciho spermatu.



3. LITERARNI RESERSE

3.1. Funk¢ni anatomie pohlavni soustavy kance

Pohlavni organy kance se skladaji z pohlavnich zlaz, vyvodnych cest, pfidatnych
pohlavnich zlaz a kopula¢niho orgénu (Gamcik a Kozumplik, 1984).

Reprodukéni organy kance maji plnit tfi hlavni funkce. Za prvé produkci spermii ve
varlatech, za druhé zrani, uchovani a transport spermii, a za tieti ulozeni spermatu Vv
pohlavnim Ustroji prasnice prostfednictvim penisu. Podobné kanc¢i hormony maji tfi funkce, a
to fizeni spermatogeneze, ovliviiovani samc¢iho chovani (libido, agrese) a vyvin samcich
télesnych znakt (Noakes et al., 2001).

V puberté jsou vSechny slozky reprodukéniho Gstroji natolik vyvinuté, ze umoziuji
funkci celého systému jako celku. VEk, pti kterém reprodukéni astroji dosahne plné sexualni

zralosti a kanec je povazovan za sexualné dospélého je asi 30 tydni (Hafez and Hafez, 2000).

3.1.1. Varlata

Kan¢i varlata jsou umisténa v Sourku, téméf v horizontalni poloze. Jsou velka, ale
pomérné mekka (Gordon, 1997). Jsou ulozena v cavum vaginale, jenZ je vyplnéno menSim
mnozstvim serdzni tekutiny stejného sloZeni jako tekutina bfi$ni dutiny. Jejich podélna osa
probiha Sikmo, hlavovy konec sméfuje ventrokranialné a margo liber (volny okraj)
ventrokaudalné (Gamcik a Kozumplik, 1984). Hmota varlat je tvofena dvéma hlavnimi druhy
tkdni: semenotvornymi kanalky a intersticidlni tkdni. Lumen semenotvornych kanalki
obklopuji dvé fady bun€k semenotvorného epitelu. Jsou to Sertoliho buiky (Noakes et al.,
2001), sahajici od bazalni membrany po lumen semenotvornych kanalkl, jejichz bocni
bunééné membrany tvofi tzv. krevni varletni bariéru (Pinart et al., 2000), a zarode¢né bunky v
rizném stadiu vyvoje. Od intersticidlni tkané je odd€luje bazalni membréna s myoidnimi
buiikami. Intersticialni tkan se skladd z mnozstvi Leydigovych buné€k, krevnich a drobnych
lymfatickych cév, bunék a vlaken pojivové tkané (Noakes et al., 2001; Franca et al., 2005).

Tyto tkan€ plni dvé rizné funkce. V tocitych semenotvornych kandlcich se vytvari
spermie - Cinnost exkretoricka (Gamcik a Kozumplik, 1984), pficemz Sertoliho burnky
poskytuji chranéné prostredi pro vyvijejici se zarodecné bunky rozdélenim semenotvornych

kanalkti pomoci tésného bazalniho spojeni, vyzivuji je a uvoliuji posledni spermatidy do



lumen kanalkd (Franca et al., 2005). V intersticialni tkani, v Leydigovych bunkach se vytvari
androgeny - ¢innost inkretoricka (Gamcik a Kozumplik, 1984).

Po embryondlnim vyvoji v bfisni dutin€ se varlata st€¢huji smérem ke svému kone¢nému
umisténi v Sourku. Tento proces je nazyvan sestup varlat a dochdzi k nému asi po 85 dnech
biezosti (Noakes et al., 2001).

Obcas varlata do Sourku nesestoupi. Tento jev nazyvame kryptorchismus. Za téchto
podminek neni dosazeno zvlaStnich termalnich potfeb pro varlata a nadvarlata, piestoze
endokrinni funkce varlat je neporusena. Proto mé oboustranny kryptorchid vice nebo mén¢
normalni sexudlni chovani, ale je sterilni. Ptilezitostné mohou nékteré biisni organy projit
otvorem pfi vaginalnim procesu a dostat se do Sourku. Dochazi tak k Sourkové kyle, ktera je u
prasat pomérné bézna (Hafez and Hafez, 2000).

U kance je Sourek umistén piimo pod fitnim otvorem (Gordon, 1997). Je to dulezity
termoregulacni organ, ktery reaguje na chlad smr$ténim a na teplo uvolnénim stén (Gamcik a
Kozumplik, 1984). Pro ucinnou funkci musi varlata udrzovat teplotu nizsi, nez je teplota
celého t¢la (Hafez and Hafez, 2000). Vyssi teploty vSak nemaji vliv na inkretorickou ¢innost
varlat, tedy na produkci samciho pohlavniho hormonu (Gamcik a Kozumplik, 1984).
Anatomicka stavba varlat a Sourku dovoluje regulaci teploty varlat. Kize varlat je bohaté
vybavena rozsahlymi potnimi zlazami, a jeji svaly umoziuji upravit silu a povrch varlat a
ménit blizkost kontaktu varlat s télni sténou. U vSech hospodatskych zvitat tvoti varletni
tepna slozitou strukturu ve tvaru kuzelu, jehoz zakladna se opird o jeden z polu varlat.
Tepenna krev, ptichazejici do varlat je ochlazovana Zilnou krvi opoustéjici varlata. UloZeni zil
a tepen blizko povrchu varlat poméha zvétSovat piimou ztratu tepla z varlat. U kance neni
Sourek tak zavésen jako u jinych zvifat, je vice pfisedly k t€lu a poceni je méné G¢inné (Hafez
and Hafez, 2000).

3.1.2. Vyvodné pohlavni cesty

Semenotvorné kanalky konci v rete testis, v némz Usti 10 az 12 vyvodnych kanalkt a
spojuje se v nadvarletni trubici (Gordon, 1997).

Nadvarle je dulezity reprodukéni organ, ve kterém nezralé spermie po vytvoieni ve
varlatech prochéazi kone¢nym dozravanim a ziskavaji zde oplozovaci a pohybové schopnosti
(Noakes et al., 2001; Manaskova-Postlerova et al., 2011). Sklada se z hlavy, ulozené blizko
semenné¢ho provazce, uprostied umisténého téla a ocasu, ktery pirechazi v chamovod. Vlastni

nadvarle tvofi jednoducha, vysoce stoCena nadvarletni trubice (Noakes et al., 2001), o



primémé délce 63 m (Gordon, 1997), podle jinych pramenti 54 m (Hafez and Hafez, 2000).
Spermie jsou posunovany pres jeji lumen peristaltickymi pohyby svalnaté stény nadvarletni
trubice. Tkan nadvarlete ma velmi aktivni sekre¢ni a absorpéni Cinnost (Manaskova -
Postlerova et al., 2011). V hlavé nadvarlete dochazi k odnimani tekutiny, ktera vyplavuje
spermie z varlete, a k zahusténi spermii (Gamcik a Kozumplik, 1984). Kazda ¢ast nadvarlete
sekretuje jiné komponenty, nejaktivnéjsi je hlava a télo nadvarlete, kde se syntetizuje asi 80 %
slozek nadvarletni tekutiny (Gatti et al., 2004). Nadvarletni tekutina obsahuje ionty,
aminokyseliny, malé organické molekuly, proteiny, glykoproteiny a velké mnoZzstvi enzymu.
Béhem prichodu nadvarletem jsou spermie piimo vystaveny putsobeni této nadvarletni
tekutiny. Slozky této tekutiny, zejména proteiny, maji okamzity vliv na zrdni spermii nebo se
mohou vazat na povrch spermii a hrat roli v dalSich krocich reprodukce jako kapacitace,
rozpozndni gamety, navazani se a prinik zonou pellucidou (Manaskova-Postlerova et al.,
2011). Je zndmo vice nez sto proteinl, produkovanych nadvarletem, mezi hlavni patii
napiiklad laktoferrin, klusterin, manosiddza, hexosaminiddza. Mnoho z téchto proteint,
obsazenych ve spermatu bylo popsano jako esencidlni pro oplozeni (napft. fertilit, cyritestin
atd.). Enzymy pfitomné ve varletni tekutiné jsou schopny kontrolovat zmény na povrchu
spermii. Motilita spermii v nadvarleti je vyvazovana dvémi dilezitymi slozkami. Jednak je to
zrani pohybového mechanismu bic¢iku, na druhé strané kontrola udrZeni spermie v
nepohyblivém stavu (Gatti et al., 2004).

Dozravani spermii probihd v prvnich dvou segmentech (Hafez and Hafez, 2000). Ocas
nadvarlete slouzi jako zasobarna plné vyzralych spermii (Noakes et al., 2001), obsahuje okolo
75 % vSech spermii z nadvarlat. Spermie uskladnéné v nadvarlatech si uchovavaji oplozovaci
schopnost po nékolik tydnt (Hafez and Hafez, 2000).

Cinnost nadvarlete je vysoce zavisld na androgenech. Proto se snizeni hladiny
androgent okamzité projevi na preruseni jejich funkce (Noakes et al., 2001).

Z ocasu nadvarlete vystupuje chamovod, ktery dale prochazi Sourkovou dutinou a
tfiselnim kandlem do dutiny bfiSni, kde pokrauje smérem k mocovému meéchyii a na
semenném hrbolku usti do mocové roury (Gamcik a Kozumplik, 1984). Chamovod je
pomérn¢ silnosténna trubice, jez také slouzi k ulozeni spermii a jejich postupu z nadvarlete do
penisu. Chamovod spolu s nervy, zilami a tepnami zasobujicimi varlata vytvaii semenny
provazec (Noakes et al., 2001), vedouci z hlavy nadvarlete do tfiselného kanalu (Gamcik a
Kozumplik, 1984).



3.1.3. Pridatné pohlavni Zlazy

U kance nachdzime tyto pfidatné pohlavni zlazy: semenné vacky, ptfedstojnou zlazu
(prostatu) a Cowperovy zlazy. Béhem ejakulace vymésuji do mocové roury sekret, tvorici
semennou plazmu, podstatnou a dilezitou soucast spermatu (Gamcik a Kozumplik, 1984).

Vezikularni zlazy (méchytkovité zlazy, vacky semenné) vypadaji jako vacky, ptilehlé
ke krcku mocového méchyie. Jejich sekret byva vodnaty a vyznamné piispiva k objemu
semene (Noakes et al., 2001). Jejich vyvod samostatné tGsti do moc¢ové trubice na semenném
vrcholku (Gamcéik a Kozumplik, 1984).

Prostatu tvoii dvé ¢asti obepinajici kréek moc¢ového méchyie a mocovou trubici, do niz
usti nékolika otvory. Jeji sekret je vodnaty (Noakes et al., 2001).

Bulbouretralni (Cowperovy) Zzlazy jsou vyrazné vyvinuté, velké, cylindrické, lezici
podél mocové trubice (Kliment, 1983; Noakes et al., 2001). U kance dosahuji délky 12 cm,
vysky 15 cm a Sitky 3 cm. Maji laliickovou strukturu a jsou ze stran zplostélé. Do mocové

trubice Usti na kazd¢ strané jednim vyvodem (Gamcik a Kozumplik, 1984).

3.1.4. Pyj

Pyj (penis) je samc¢i pafici pohlavni orgdn. Za¢ina v sedacim oblouku a pokracuje pres
hraz a stydkou krajinu az do pupecni krajiny. Podkladem pyje je topofivé téleso pyje. Na
hibetu topotivého télesa je mélky zlabek, ve kterém prochazeji cévy a vazy pyje. Na spodiné
je mnohem hlubsi Zlabek, ve kterém probiha mocova trubice. Topofivé téleso je obaleno
tlustou blanou z fibrézniho vaziva, od niz pronikaji dovnitf topofivého télesa Cetné tramce,
které rozdéluji topofivé téleso v krypty. Do téchto krypt usti tepenné a Zilni vétve, privadéjici
a odvad¢jici krev. Na zaklad€é poméru mezi fibroelastickou tkani tramcl a tkani kaverndzni
fadime kanci pyj k tzv. intermediarnimu typu kopula¢nich organti s vyrovnanym podilem
obou druht tkani. Kan¢i mocova trubice vystupuje vnitinim otvorem z mocového méchyie,
prochazi panevni dutinou, v sedacim oblouku vstupuje do hlubokého Zlabku a usti zevnim
otvorem na vrcholu zaludu pyje. Tkan tvofici hrot pyje neni pfili§ vyznacena (Gamcik a
Kozumplik, 1984). Hrot pyje je Sroubovité¢ zatoCen doleva, jako zrcadlové piizplsobeni se
tvaru délozniho krcku prasnice. Tato adaptace umozinuje zachyceni pyje v déloznim krcku, pfi
kterém dochazi k ejakulaci pres délozni kréek do délohy (Gamcik a Kozumplik, 1984; Noakes
etal., 2001).

Penis ma kranidlné od Sourku umisténou protdhlou, esovitou klicku. Béhem erekce

vstupuje do penisu pomérné malo krve, ale jeji tlak v dobé ejakulace presahuje 40 000 mm



Hg. Diky tlaku krve je penis pln¢ vysunut z Gzkého otvoru pfedkozky. Vyrovnani esovité
klicky a pohyb penisu vpied je umoznén velmi volnym uspofadanim vazivové tkane,
obepinajici penis a piedkozku. Kopulace u kance trva pomérné dlouho, mezi 5 az 15
minutami. Erekce je ukonéena pieruSenim ishio-kavernozni svalové kontrakce, penis je
zatdhnut zpét do predkozky kontrakei retraktoru penisu, ktery obnovi esovitou klicku (Noakes
etal., 2001).

Piedkozka je ochranné kozni pouzdro na spodiné bficha, ve kterém je v dobé klidu
zatazen pyj. Je tvofena koznim obalem a wvnitinim piedkozkovym listem (Gamcik a
Kozumplik, 1984). Je ukoncena uzkym otvorem s tvrdymi S§tétinami. V horni sténé
piedkozkové dutiny je otvor tstici do vej¢itého vaku, prepucialniho divertikula. Pfedkozkovy
vak obsahuje smés rozklddajici se moc¢i a macerovanych epitelovych bunék, kterd ma

charakteristicky a velmi neptijemny silny kanc¢i pach (Gordon, 1997).

3.1.5. Spermatogeneze

Spermatogeneze je zakladni proces Vv reprodukci kanct, jejimz vysledkem je produkce
spermii. Probihd v semenotvornych kanalcich dospé€lych varlat a zahrnuje tfi hlavni procesy.
Nejprve pomérné nediferencovana spermatogonie prochazi mitézou, multiplikaci a délenim
(Noakes et al., 2001). Tato pocateéni faze se nazyva spermatocytogeneze (Youngquist and
Threlfall, 2007). Nasleduje meioticka redukce z diploidniho na haploidni genom. Nakonec
postmeotické buniky prochazi morfologickou preménou spermiogenezi, vrcholici vytvoifenim
hotové spermie (Noakes et al., 2001).

Spermatogonie jsou ploché buiiky lezici v t€ésném vztahu s bazalni membranou. Béhem
diferenciace ziskavaji ovalny profil a ztraci kontakt s bazalni membranou. Spermatocyty jsou
okrouhlé bunky pohybujici se z bazalniho kompartmentu semenotvorného epitelu do
adluminalniho kompartmentu. U spermatid dochazi ke komplexu morfologickych zmén,
vedoucich ke vzniku spermii (Pinart et al., 2000).

Spermie prochéazi fyziologickymi, morfologickymi a biochemickymi zménami pii
priachodu nadvarletnim kanalkem. Doba tohoto priichodu je odhadovana na dva tydny.
Makromolekuly dulezité pro oplozovaci schopnost a pro pohyb kanc¢i spermie jsou ziskany v
pocatecnim segmentu nadvarlete. Tyto na membrany vazané molekuly jsou nasledné pokryty
proteiny v distalnéjsich segmentech nadvarlete (Gordon, 1997). Tyto zmény na
cytoplazmatické membrané spermii pravdépodobné ptispivaji ke stabilizaci akrozému beéhem

pobytu spermii v pohlavnim ustroji prasnice, redukci povrchové imunogenicity spermie a



zvyseni schopnosti cytoplazmatické membrany spermie navazat se na zonu pellucidu (Noakes
etal., 2001).

Blizko hlavicky spermie zlstava zpocCatku umistén zbytek protoplazmy. Ten se v
prabéhu cesty na konec téla nadvarlete posunuje distaln€, az se nakonec Upln¢ ztraci v ocasu
nadvarlete (Noakes et al., 2001).

Doba trvani spermatogeneze, tj. ¢as mezi délenim spermatogonie a vytvorenim spermie
je u kance ptiblizné 35 dni (Youngquist and Threlfall, 2007). Prichod nadvarletem trva
dalsich 8 az 14 dni (Noakes et al., 2001). Proto je mozné o¢ekavat 6 az 7 tydenni prodlevu
pied obnovenim normalniho spermiogramu po naruseni spermatogeneze (Youngquist and
Threlfall, 2007).

Ackoliv spermie uskladnéné v ocasu nadvarlete maji kapacitu pro pohyblivost,
opravdovou pohyblivost ziskavaji az béhem ejakulace. Proto spermie v nadvarleti projevuji
nepatrnou motilitu, ktera je rychle aktivovana po smichani se semennou plazmou béhem

ejakulace (Noakes et al., 2001).

3.1.6. Rizeni reprodukéniho systému

Cinnost reprodukéniho systému je zahajovana, koordinovdna a regulovana dvéma
samostatnymi systémy — endokrinni a centralni nervovou soustavou. Nervova soustava fidi
télesné funkce pomoci rychlych elektrickych impulsii, endokrinni soustava uziva chemickych
latek a hormont (Hafez and Hafez, 2000).

Pohlavni organy kance jsou inervovany vlakny autonomnich (sympatickych a
parasympatickych) nervi, vystupujicich z oblasti panevni nervové pletené. Do varlat vstupuji
nervy semennym provazcem podél varletni tepny. Aferentni vladkna z Sourku a pfedkozky
vedou hlavné¢ v genitofemoralnim nervu (Hafez and Hafez, 2000). Ejakulac¢ni reflex je
stimulovan nervovymi senzory v Zaludu, odkud je dorzalnim nervem pienasen vzruch do
michy. Poté je erekce a ejakulace koordinovana jako spindlni reflex v dolni bederni patefi
(Noakes et al., 2001).

Gonadotropni releasing hormon reagujici na negativni zpétnou vazbu z gonad. Patii k
neurohormontim, stimuluje uvoliiovani FSH a LH. Folokulo-stimula¢ni hormon (FSH)
stimuluje spermatogenezi. Luteiniza¢ni hormon (LH) stimuluje sekreci testosteronu. Je
produkovan hypofyzou. Testosteron je produkovan Leydigovymi bunkami ve varlatech.

Podporuje rust, vyvoj a funkci pfidatnych pohlavnich Zlaz, vyvoj druhotnych pohlavnich



znakl, sexualni chovani, libido, stimuluje pozdni faze spermatogeneze, prodluzuje zivotnost
spermii v nadvarlatech, ma anabolické G¢inky. Prostaglandin F,, je sekretovan témét vSemi
tkanémi téla, pomaha pii transportu spermii v pohlavnich cestach prasnice. Aktiviny jsou
obsazeny V tekutiné rete testis, stimuluji sekreci FSH. Inhibiny byly nalezeny v Sertoliho
bunkach, ovliviuji hladinu FSH (Hafez and Hafez, 2000).

3.2. Vlastnosti kan¢iho spermatu

Sperma (téz semeno, cham, ejakulat) je bunécna suspenze slozena ze spermii, saméich
pohlavnich bunék, a tekuté slozky, nazyvané semennd plazma, tvofené sekrety piidatnych
pohlavnich zlaz.samct. Jeji fyziologickou funkci po ejakulaci je zajistit proces oplozeni
samic¢ich oocytu II. fadu ve vejcovodu a podilet se tak na vzniku novych jedinct a na udrzeni
druhu (Kliment, 1983; Hafez and Hafez, 2000).

Semeno kance obsahuje také rosolovitd zrna, ze kterych se po kopulaci vytvaii v
pohlavnich organech samice zatka, branici zpétnému vytékani semene z vaginy. Ejakulat
kance se sklada ze tfi vzajemné se liSicich frakci. Prvni, predspermiova frakce je
pravdépodobné uretralniho plivodu a obsahuje menSi mnozstvi rosolovitych zrn z
Cowperovych 7laz. Na celkovém objemu ejakulatu se podili 5 - 50 % ( v priméru asi 10).
Druhd frakce je bohatd na spermie a tvoii 30 - 50 % objemu ejakulatu. Tteti frakce je
relativné chuda na spermie a obsahuje pfedevsim sekret méchyikovitych a Cowperovych zlaz.
Na objemu ejakulatu se podili 35 - 60 %. Tyto tii frakce tvoti ejakulacni vinu, ktera se muze
nékolikrat opakovat (Gaméik a Kozumplik, 1984).

Normalni sperma je bila az Sedobila tekutina, mlécn& neprithlednd (Youngquist and
Threlfall, 2007), pfevazné mlééné konzistence, nevyrazného (po vajecném bilku) nebo slabé
specifického pachu (Gamcik a Kozumplik, 1984). Celkovy objem spermatu se v praméru
pohybuje mezi 240 az 250 ml, z tohoto objemu tvoii asi 20 % zelatina a 20 az 30 % spermie
(Hafez and Hafez, 2000). Objem ejakuldtu je ovlivnén fadou faktorti, naptiklad. plemenem,
genetickym zaloZenim, intenzitou pohlavniho vyuzivani, stupném pohlavniho vydrazdéni,
technikou odbéru, urovni uzitkovosti, krmeni, oSetfovani, rocnim obdobim, zdravotnim
stavem kance a vyrovnanosti jeho organismu v daném prostfedi (Véznik a kol., 2004).
Normalni kan¢i sperma méa 60 az 90 % pohyblivych spermii (Hafez and Hafez, 2000).
Koncentrace ve spermiové frakci se blizi 6 az 10 x 108 spermii na ml, v kone¢né koncentraci

je nizsi vzhledem k objemu predspermiové a postspermiové frakce (Hafez and Hafez, 2000).



Navic se vyskytuji vrozené rozdily mezi jednotlivymi kan¢imi spermaty (Youngquist and
Threlfall, 2007). Naptiklad u plemene bilé uslechtilé se uvadi primérna koncentrace spermii v
ejakulatu asi 221 000 spermii na 1 mm®, u plemene landrace 330 000 a u plemene duroc
520000 spermii na 1 mm® (Gamcik a Kozumplik, 1984). Normalni kanci sperma obecné

vykazuje méné nez 15 az 20 % abnormalnich spermii (Youngquist and Threlfall, 2007).

3.2.1. Spermie

Spermie patii mezi nejvice specializované zivoc¢isné bunky (Haden et al., 2000), tvofené
v semenotvornych kanalcich varlat (Hafez and Hafez, 2000). Jsou to zralé samc¢i pohlavni
buiiky, jez maji v porovnani s jinymi bunikami zvlastni stavbu, podminénou jejim specifickym
poslanim — schopnosti samostatného, aktivniho pohybu a oplozovaci schopnosti (Marvan,
2007). Maji podlouhly tvar, tvofi je zplostéla hlavicka a ocasek (Hafez and Hafez, 2000).

Spermie ptezvykavcu se tvarem, délkou, Sitkou a tloustkou podobd miniaturni tenisové
raketé. Spermie kance se v zakladnich rysech podoba spermii sudokopytniki, od by¢i spermie
se lisi predevsim tim, ze je krat$i, ma uz§i pomér mezi $itkou a délkou hlavicky a tim, ze
akrozom zaujima vétsi plochu hlavicky. Kanci spermie ma pramérnou celkovou délku 50 um,
délku hlavicky 8,5 um, Sitku hlavi¢ky 4,25 pum, délku spojovaciho oddilu 10 pum a délku
hlavniho oddilu 30 pum. Podil hmotnosti v hlavi¢ce je 51 % a v biciku 49 % z celkové
hmotnosti spermie (Kliment, 1983).

Mezi jednotlivymi samci v rdmci jednoho druhu existuje tvarova proménlivost. Pro
kazdého samce je vSak tvar hlavicky spermii relativné konstantni a pravdépodobné geneticky
kédovan (Veéznik a kol., 2004).

Ukézalo se, Ze rozméry hlavicky spermii se méni v zavislosti na sexudlnim vyvoji
kance. Spermie kancti nad 18 mésici maji delsi hlavicku, ale Sifku, plochu a obvod maji
mensi nez mladi kanci (Quintero-Moreno et al., 2009).

Hlavicka spermie kance je tém¢ft pravidelné ovalny, ze stran zplo§tély utvar, ktery je na
apikalnim konci $ir$i a v misté spojeni s bic¢ikem se zuzuje (Kliment, 1983). Zakladni slozku
hlavicky spermie tvofi jadro pohlavni bunky obalené jadernou membranou. Ptfedni pol
hlavicky kryje cepickovity obal — akrozom. Povrch celé hlavicky 1 bic¢iku pokryva dvojita
cytoplazmatickd membrana (Marvan, 2007).

Hlavicka se skladd znukleoplazmy, struktur nukledrniho ptvodu, akrozomalniho
systtmu a postakrozomalni cepicky. Vzhledem k lokalizaci dédi¢ného materidlu

vV nukleoplazmé ma hlavicka v procesu oplodnéni nezastupitelné misto (Kliment, 1983).



Akrozém je membranovy utvar, pokryvajici u kance az 70 % jadra (Véznik a kol.,
2004), ktery je zakoncen ekvatoridlnim segmentem polomésicitého tvaru. Akrozém ma
podobu cCepicky zvelmi jemné dvojité blanky, jejiz vnéjSi membrana se priklada
k cytoplazmatické membrané a vnitini membrana piiléha k jaderné membrané. Je to dulezity
aparat, ktery urcuje tvar hlavicky. Ma vyznamnou ulohu pii oplodnéni (Marvan, 2007).
Uvniti akrozomu se nachazi akrozémova hmota obsahujici mnozstvi mukopolysacharida
vazanych na bilkovinu, fruktézu, manozu, galaktézu a hexosamin. Dale obsahuje lipidy,
draslik, alkalickou a kyselou fosfatazu aj. (Kliment, 1983) a fadu enzymu (hyaluronidaza,
proakrozin, akrozin aj.), podilejicich se na pronikéni spermie do ovoplazmy pii oplozeni
vajicka (Marvan, 2007). V akrozomech spermii byla zjisténa také proteindza samciho semene.
V semeni kance byly zjistény dvé formy proakrozinu a tfi druhy akrozinu (alfa, beta a gama),
které se od sebe lis§i molekularni hmotnosti. Nachédzeji se jen v akrozému spermii. V Cerstvém
ejakulatu kance se nachazi prevazné jen proakrozin. K aktivaci akrozinu dochazi béhem
kapacitace v sami¢im pohlavnim ustroji. Akrozin zji§tujeme v semenné plazmé i po poruseni
akrozoému v prubéhu konzervace semene (Gamcik a Kozumplik, 1984). Zadni ¢ast akrozomu
je identicka s ekvatorialnim segmentem nebo se stiedni ¢asti hlavicky spermie (Kliment,
1983). Ekvatoridlni segment zahajuje fizi s membranou oocytu pii oplozeni (Hafez and
Hafez, 2000). Je zde snizeny obsah akrozomalni hmoty (Véznik a kol., 2004). Na konci této
¢asti obé membrany splyvaji. Akrozom nema tak pevnou konzistenci jako ostatni Casti
hlavicky spermie. Je citlivy na osmotické zmény venkovniho prostfedi (Gamcik a Kozumplik,
1984).

Akrozom je penetracni organ, ktery umoziuje proniknuti spermie do vaji¢ka ptisobenim
akrozomalnich enzymi, které ucinkuji pii penetraci. Buniky zevniho obalu oocytu II. fadu
(corona radiata) jsou pevné ksobé tmeleny kyselinou hyaluronovou. Po prasknuti
akrozomalni membrany depolarizuje akrozomalni hyaluroniddza kyselinu hyaluronovou,
ktera tmeli buniky corony radiaty, ty se od sebe oddéli a tak mtze spermie proniknout k zoné
pellucidé. Akrozin se potom podili na proniknuti spermie do jadra ptes zonu pellucidu a
vlastni cytoplazmatickou membranu. Akrozém je velmi labilni systém, ktery se snadno
poskodi pii patologickych procesech na pohlavnim ustroji, ale i ptfi ndhlych zménach
osmotického tlaku, pH, pfi nahlych termickych zménéach pti procesu fedéni a konzervace
spermatu. Spermie kance jsou citlivé na hluboké zmrazovani, pfi kterém je poSkozovéano
velké mnozstvi akrozomil. Akrozém spermie vSak muze byt poSkozen i pii styku
s neadekvatnim cervikalnim hlenem nebo neadekvatnim déloznim prostfedim. Pak dochézi

k vaznym degenerativnim zménam, které jsou charakterizovany nabobtnanim akrozému, jeho
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zifasenim, prasknutim, svleCenim aj. V takovych pfipadech zanikd oplozovaci schopnost
spermie, i kdyz si spermie uchovava svij aktivni pohyb (Kliment, 1983).

U normalnich spermii je akrozom sotva vidét. Po poskozeni cytoplazmatické membrany
pfijima vodu, nabobtnava a stava se viditelnym. MiiZze se uvolnit nebo praskat (Kliment,
1983).

Na kaudélnim konci akrozému se vytvoii substance zvana nuklearni prstenec (Marvan,
2007). Postakrozémova cepicka obaluje zadni ¢ast jadra od ekvatorialniho segmentu po bazi
(asi 40 % délky jadra). Ma miskovity tvar a proto se nazyva miska. Sklada se z jednovrstevné
palisady mikrotubuld. U zadniho okraje jadra se pfipojuje k jaderné a cytoplazmatické
membrané. Mezi postnukledrni ¢epickou a jadernou membranou je nepravidelnd vrstva
hustého materidlu. Mezi apikalnim koncem jadra a akrozomem se nachézi ty€inkovy utvar
oznaceny jako perforatérium (Kliment, 1983).

Celé jadro hlavicky spermie vypliuje nukleoplazma, kterd je pii malém zvétSeni
homogenni a pii velkém zvétSeni ma zrnité vlaknity charakter (Marvan, 2007). Je nositelem
otcovského dédi¢ného materialu vazaného v kondenzované formé na DNA, kterd se vaze na
bazalni nukleoprotein. V jadfe se nachazi chromozomy (haploidni pocet sjednim sex-
chromozdémem) v chromatinové form¢. V nukleoplazmé spermii muzeme prilezitostné
pozorovat vétsi €1 menSi prazdna mista, tzv. vakuoly, nejcastéji na apikalnim okraji a
Vv ekvatoridlnim segmentu hlavicky spermie (Gamcik a Kozumplik, 1984).

Primérnd délka jadra kanci spermie je 8,3 — 9,1 um a primérna §itka 4,2 — 5,0 pm.
Struktura jadra je homogenni, kompaktni. V jadru spermii je otcovsky dédicny material
vV kondenzované form¢ vazan na kyselinu desoxyribonukleovou (DNA), ze které je tvoren
husté¢ nahlouc¢eny chromatin (Kliment, 1983). DNA tvofi pfiblizn€¢ polovinu chromatinu,
druhou polovinu tvofi proteiny (Hafez and Hafez, 2000). Jadro je uzavieno v dvojité
nukledrni membrané, kterd je velmi elastickd, a je velmi nesnadné ji poSkodit fyzikdlnimi
prostfedky. Jadro spermie kance obsahuje primémé 2,62 . 10%%g DNA (Kliment, 1983).
Zmeéna obsahu DNA, stejné jako jeji poSkozeni, mize vést k porucham az k Gplné ztraté
oplozovaci schopnosti spermii (Gam¢ik a Kozumplik, 1984). U samct s poruchami plodnosti
klesa hodnota DNA v jadru az na polovinu. Jako protiklad k DNA neni kyselina ribonukleova
(RNA) ptitomna v nukleoplazmé vyzralych spermii (Kliment, 1983).

Protejny vdzané na DNA v jadru spermie jsou bazického typu a jde o protaminy a
histony (Kliment, 1983), dilezité pro kondenzaci a stabilizaci DNA v chromatinu (Hafez and
Hafez, 2000). Béhem spermiogeneze pietvaii vysoce kondenzované jadro spermie do

kompaktniho hydrodynamického tvaru umoziujiciho spermii pohyb a prunik do oocytu (De
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Jonge and Barratt, 2006). Krom¢ bazickych protejnii obsahuje jadro vzdy také néjaké
nebazické nebo rezidudlni proteiny. Ty na rozdil od protaminti a histonti obsahuji tryptofan
jako charakteristickou aminokyselinu (Kliment, 1983).

Na sagitalnim fezu hlavi¢ky jsou utvary lamelové struktury, lezici paralelné¢ s délkou
konvexni casti spermie. Na jejich povrchu jsou smyckovita zdrsnéni, ktera zabezpecuji
kompaktni vazbu membran. Jadro obaluje hruba elasticka jaderna blana. Tvoti dvojvrstevny
obal, na kterém je mozno vidét vyrazné invaginace mezi hlavickou a bi¢ikem. Na malém
prostoru v okoli bazalnich télisek se nachazi jaderné pory. Predpoklada se, ze v tomto misté
nastava syntéza informa¢ni RNA (Kliment, 1983).

Bic¢ik spermie je organ pohybu, ktery zprostiedkuje transport spermie na misto oplozeni
(Gamcik a Kozumplik, 1984). Mezi hlavickou a bi¢ikem vznikd spojeni v podobé kloubu
(Kliment, 1983). Bazalni ¢ast hlavi¢ky je prohloubena v podobé& implanta¢ni jamky hlavicky,
do niz se vklada hlavice biciku, kterd slouzi ke spojeni bi¢iku s hlavickou (Marvan, 2007).
Implantacni jamka hlavicky ptesné kopiruje implantacni hlavici biciku (Kliment, 1983).

Skladba bi¢iku je uzplsobena k pohybu spermie. Pfedni konec bi¢iku zasunuty do
implantac¢ni jamky zesilené bazalni ploténkou tvoii proximalni a distalni centriol a po jeho
stranach segmentové provazce. PIn€ zachovaly proximalni centriol se nachazi v homogenni
cytoplazmatické hmoté v implanta¢ni jamce hlavicky. Tato ¢ast je nékdy oznacovana jako
kréek nebo centriolovy & implantaéni oddil. Cast distalniho centriolu je na konci spojovaci
¢asti biciku a tvofi tzv. prstenec. Na distalni centriol navazuje osové vlakno (axonema), které
tvofi podklad celého biciku a méa stejny charakter jako v fasince. Osové vldkno je obklopeno
utvary rozdélenymi podle oddilu bi¢iku. Popisujeme tak spojovaci, hlavni a koncovou ¢ast
bic¢iku. Stfedem osového vlakna probiha centralni dvojice mikrotubulfi, obklopena vnitinim
kruhem deviti dvojic filament (Marvan, 2007). Tyto dvojice jsou oznaovany jako dublety,
slozené z elementu A, ktery je pevné vlakno a elementu B, tvofenym dutym mikrotubulem.
Z kazdého elementu A vystupuji dvé styéna raménka k elementu B sousedni dublety.
Raménka obsahuji bilkovinu dynein, ktera se i€astni v procesu pohybu biciku (Véznik a kol.,
2004). Na povrchu osového vlakna probihaji témét celym bi¢ikem (mimo koncovou Cast)
hladké provazce, uspofadané na pifi€ném fezu do vnéjSiho kruhu. Tyto hladké provazce maji
podobu deviti silnych, plnych podélnych vlaken, kterd v proximalnim tuseku bic¢iku maji
segmentovany charakter. Tvoii zde jiz vySe uvedené segmentové provazce (Marvan, 2007).

Spojovaci (mitochondrialni) ¢ast bi¢iku se pfipojuje na kréek spermie a na distdlnim

konci ho ohranicuje Jensentv prstenec (Kliment, 1983).
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Je nejsilnéjsi, protoze osové vlakno a hladké provazce obaluje mitochondrialni pochva,
mitochondrialni membrana, vznikld seskupenim mitochondrii do souvislého, levotocivé
spiralovité¢ probihajiciho vlakna. Mitochondrialni pochva obsahuje ATP a enzymy, které jsou
nezbytné pro pohyb spermie (Marvan, 2007). Je to respiracni aparat spermie. Formuje se z
rizného poctu (65 — 90) mitochondrii. Mitochondrie spiraly se 1isi od mitochondrii
somatickych bun€k nejen tvarem, ale i ultrastrukturou. Vytvaii se v nich mezimembranové
prostory, okolo kterych se rtizné kondenzuje matrix. Posledni zavit spiraly je u Jensenova
prstence, ktery ma na podélnych fezech tvar dvou rovnoramennych trojuhelniki (Kliment,
1983).

Hlavni ¢ast bi¢iku je nejdelsi a je kryta fibrézni pochvou (Marvan, 2007). Jeho osu tvori
jiz zminéna vlakna — fibrily (2 + 9 + 9). Tloustka dvou centralnich vlaken a 9 vlaken
vnitiniho kruhu je pfiblizné pétkrat mensi nez tloustka vlaken vnéjsiho kruhu. Vlakna se
postupné ztencuji a rozdily v jejich sile se vyrovnavaji (Kliment, 1983). Hladké provazce se
postupné vytraceji. Koncova (termindlni) ¢ast bi¢iku ma za zéklad jen osové vlakno (Marvan,
2007), nebot’ keratinoidni spirala - helix kon¢i na hlavni ¢asti bi¢iku. Osové vldkno na konci
biciku ztraci charakteristické uspofadani, mize tu byt rozpleteno na jednotlivé filamenty.
Cely povrch spermie pokryva souvisla dvouvrstevnad cytoplazmaticka membréna, citliva na
osmotické poméry (Kliment, 1983).

Spermie obsahuji 20 — 25 % suSiny. Vice neZ polovinu hmotnosti spermii tvoii
bilkoviny. Déle obsahuji volné aminokyseliny a nerozpustné proteinové slozky membrany
spermie. Tyto protejny jsou rozliSitelné vysokym obsahem siry a podobaji se keratinu.
Mineralni latky se podileji az 2 % na hmotnosti spermie; jsou hlavné ve formé fosfore¢nand,
castecné 1 jako chloridy a sirany. Vyznamnou slozkou je fosfor, ktery je vdzdn na DNA a na
plazmalogen. Sira je vazana na thioaminokyseliny. Spermie obsahuje sodik, draslik, vapnik,
zelezo, méd’ a zinek. Hoi¢ik je obsazen ve formé fosfatu a sulfatl. Zelezo, méd’ a zinek jsou
pfevazné vazany na spojovaci oddil bi¢iku. Zelezo se vyskytuje jako hematin, hlavné ve
formé cytochromu, ktery se podili na oxidacnich procesech. Spermie obsahuje rovnéz fadu
enzymi, mezi n¢z patii dehydrogenazy, hyaluronid4dza, akrozin, adenozintrifosfatiza,
hexokindza, acetylcholinesteraza, nukleaza, cytochromoxidaza aj. Hlavicku, kréek a spojovaci
¢ast biciku pokryva dvouvrstevna cytoplazmatickd membrana, kterd je bohatd na cystin,
arginin a histidin. Je acidorezistentni a u zivé spermie permeabilni. Je velmi citliva na zmény
osmotického tlaku a lehce se poruSuje jiz napt. vypiranim spermii v roztoku NaCl. Tim jsou
odkryty labilni enzymové systémy — akrozoém a mitochondrialni spirdla, s odumfenim spermie

vzristd permeabilita membrany. Tento jev je podkladem vySetieni na zivé a mrtvé spermie.
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Zatimco zivé spermie nepfijimaji barvivo, mrtvé spermie se obarvi napt.eozinem (Kliment,
1983).

V ocasu nadvarlete jsou spermie v ¢asteéné anabidze piipraveny k ejakulaci a svoje
fyziologické vlastnosti si zde uchovavaji po dobu 3 — 4 tydnd. Pokud nedojde k ejakulaci,
spermie degeneruji, odumiraji a dochazi k jejich resorpci. Fyziologické vlastnosti spermii jsou
dany jejich morfologickou strukturou a cytochemickym slozenim, které podmifuji tfi
zakladni funkce spermii. Za prvé se spermie svym aktivnim pohybem (ale i za pomoci
d€loznich stahil) musi dostat na misto oplozeni vajicka do horni tfetiny vejcovodu. K tomu
slouzi pohybovy organ spermie — bic¢ik a jeho spojovaci ¢ast, kterd je motorem pohybu
spermii. Druhym ukolem spermii je aktivné pronikat do oocytu IL.fadu pies obaly — zonu
pelucidu a coronu radiatu. K tomu slouzi akrozom spermii a v ném obsazené enzymy,
zejména hyaluronidaza, akrozin a enzym podobny trypsinu. Tteti funkei spermii je pfenést
otcovsky dédi¢ny materidl na potomka, tj.chromozémy v rozptylené formée, které jsou vazany
na zakladni genetickou slozku DNA a které jsou obsazeny v jadru hlavicky spermie (Kliment,
1983).

Spermie pfispiva do zygoty nejen otcovskymi chromosomy, ale také centrozOmem,
perinuklearni hmotou a pravdépodobné 1 messengerovou ribonukleovou kyselinou. Vyvolava
aktivaci oocytu a tim 1 aktivaci mateiské hmoty, obsazené¢ v ooplasmé¢ (De Jonge and Barratt,
2006).

Pohyb spermie je umoznén bic¢ikem, ktery mu poskytuje pohybovou energii (De Jonge
and Barratt, 2006). Bic¢ik je spojen s hlavickou krékem. Spojovaci oddil bi¢iku je bohaty na
proteiny, lipoproteidy a enzymy. Hlavni slozku tvofi plazmalogen, obsahujici molekulu
mastné kyseliny, molekulu aldehydu mastné kyseliny a molekulu glycerylfosforylcholinu.
Uvolnéna mastna kyselina mize byt oxidovana, a tak se stane endogennim substratem, ktery
umoznuje spermiim respiraci i pohyb po oddéleni spermii od semenné plazmy a
energetického zdroje (inositolu u kance). Spojovaci oddil bi¢iku obsahuje vétsi koncentraci
lipidt a z nich velky podil reprezentuje lipoproteid. Zde je také lokalizovan cytochromaticky
prokazovat endogenni dehydrogendzy. VétSina enzymt fidicich aerobni a anaerobni
metabolismus spermii je obsaZena ve spojovacim oddilu a zvlastni vyjimku tvoii pravé
hyaluronidaza, ktera je lokalizovana v akrozomu. Osova vlakna biciku, jejichZ kontrakcemi je
umoznén pohyb spermii, se sklddaji ze 2 druhti disulfidovych polypeptickych fetézcii.
Retézce o vysoké molekularni hmotnosti (42 000 — 72 000 daltontl) jsou bohaté na kyseliny

asparagovou, glutamovou a Lucin. Retézce o nizké molekuldrni hmotnosti (28 — 31 000
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Daltonil) jsou bohaté na cystin a prolin. Ve spojovacim oddilu je vyssi koncentrace lipidd,
z nichz velky podil reprezentuje lipoprotein. Zde je lokalizovan cytochromaticky systém,
latkové a dychani spermii se uplatiiuje také enzym indofenoloxidaza a cytochromoxidaza
(Gamcik a Kozumplik, 1984).

Pohyb spermii je vyvolavan kontrakcemi osovych vldken bi¢iku, kinetick¢ impulsy
vychézeji z bazalnich télisek na krCku spermie a spermie ke svému pohybu potiebuje
energeticky zdroj (fruktozu, inositol, ergothionein apod.), ktery miize ziskavat i ze svého
prostiedi, a dale enzymy (dehydrogenazy), které jsou lokalizovany ve spojovaci ¢asti biciku.
Po jejich vypotiebovani nebo toxické blokade (napt. Zn) dochazi k zastavé pohybu spermii
(Kliment, 1983).

Pohyb spermii je ovliviiovan fadou dalSich faktorti. Z endogennich faktori je to
napiiklad vek kance, ¢as skladovani spermii v nadvarlatech, doba mezi a po ejakulaci. Dale je
to morfologicka, fyziologickd a biochemicka zralost spermii, zasoba a transport energie,
povrchové aktivni latky jako protilatky, receptory, aglutina¢ni faktory. Z exogennich faktort
jsou to napiiklad teplota, pH, viskozita, osmoticky tlak, nadvarletni tekutina, semenna
plazma, tekutiny pohlavniho ustroji prasnice, stimulace a inhibice hormony, farmatiky,
anorganickymi ionty (Cu, Zn, Cd, Mn, Hg), zplodinami vylucovani a enviromentalni
znecisténi (Hafez and Hafez, 2000).

Spermie u domécich zvifat vykonavaji rotujici pohyby kolem podélné osy spermie. Za 1
s spermie provedou 3 — 15 otacek a fyziologicky pohyb spermie sméfuje progresivné vpied za

v

hlavickou. Dfive ptfevladal nazor,ze ¢im rychlejsi je pohyb, tim kvalitngjsi je spermie. Po
interval, po ktery si spermie uchovavaji svij progresivni pohyb. Pti velmi rychlém a
intenzivnim pohybu spermie rychle ztraceji své enzymy a takové sperma musi byt po odbéru
co nejrychleji uvedeno do anabidzy. Riznymi autory byla sledovana rychlost pohybu
spermii.Variace uvedenych primérmych hodnot se pohybovaly az + 30 %. Schopnost pohybu
spermii u kance se uvadi 2,5 mm za 1 minutu. Pii pohybu se odbourdvaji sacharidy
(fruktolyzou, glykolyzou) a vytvareji se kyselina pyrohroznova, kyselina mlééna a COy.
Proces respirace probiha pouze za ptfitomnosti kysliku. Ptitom dochazi postupné
k okyselovani spermatu, poklesu hodnoty pH a k naslednému zastaveni pohybu spermii.
Energie uvoliovana pfi odbouravani fosforylovanych cukri se kumuluje v
makroenergetickych vazbach adenozintrifosfatu (ATP). Pouze 40 % volné energie, kterd se

muze uvolnit pfi preméné glukoézy na kyselinu mléénou, mize byt spermiemi vyuzito. Pfi
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respiraci (dychani) mohou spermie ziskat energetické zdroje za ptitomnosti kysliku preménou
kyselin mlééné a pyrohroznové za vzniku CO; a H;O (exogenni dychani). Ztrata
energetickych zdroji je rychla. Proto musi spermie vyuzivat i sacharidy, kyselinu mlé¢nou a
plazmalogen v uterinnim prostedi, jinak by nemohly uskute¢nit proces dekapacitace. Pii
biochemické neadekvatnosti uterinniho prostiedi (napf. nizka hladina glukézy u
vysokouzitkovych plemenic v poporodnim obdobi) se podstatné snizuje doba piezitelnosti
spermii v sami¢im pohlavnim ustroji (Kliment, 1983).

Béhem spermiogeneze, zrani a skladovani v nadvarlatech musi spermie zlstat stabilni.
Aby mohlo dojit ke spojeni s oocytem, musi byt v dobé oplozeni jeji cytoplazmaticka
membrana v nestabilnim stavu. Musi dojit k procesu, znamému jako kapacitace spermii
(Gadella and Harrison, 2002), skladajictho se zfady biochemickych zmén, pii kterych
spermie ziskaji schopnost oplodnit oocyt. Kapacitace vyvolavd zmény ve struktufe
cytoplazmatické membrany, vedouci kjeji vétsi tekutosti a propustnosti (Vadnais and
Althouse, 2011). Tento pfipravny proces membranoveé destabilizace spermie musi
probéhnout v pohlavnich cestach prasnice pted jejim setkanim s oocytem. (Gadella and
Harrison, 2002).

Produkce spermii je siln€ ovlivnéna vé€kem kance, stoupé az do staii 3,5 roku. Plodnost
kance je zavisla na zménach béhem vyvoje jedince. Casné zahdjeni reprodukéni aktivity u
mladého kance byva pfi¢inou sniZzené plodnosti v prubéhu jeho celého Zivota. Kvalita
spermatu se rovnéz méni v priabéhu ro¢nich obdobi, kdy nejnizsi byva v 1ét¢ (Smital, 2009).
Tepelny stres zplisobuje vysoké mnozstvi poSkozenych spermii. Obdobi vysokych okolnich
teplot v kombinaci s vysokou vlhkosti miize zptisobit sam¢i sterilitu az na Sest tydnt. Velké
mnozstvi abnormalnich spermii se objevuje v ejakulatech odebiranych v obdobi
rekonvalescence. Poskytnuti odpovidajiciho stinu a ¢isté chladné vody pomize minimalizovat
efekty tepelného stresu (Hafez and Hafez, 2000). Také riiznd plemena se odliSuji v
jednotlivych parametrech (Smital, 2009).

Na kvalitu spermatu ma velky vliv vyziva. Napf. nedostatek zinku mize zpusobit
poskozeni az degeneraci semenotvorného epitelu a morfologické zmény Sertoliho a

Leydigovych bunék (Cigankova a kol., 2008).

3.2.2. Semenna plazma
Semenna plazma je tvofena sekrety, produkovanymi ptidatnymi pohlavnimi Zlazami, u

kance méchyikovitymi zlazami, prostatou a bulbouretralnimi (Cowperovymi) zlazami. Pii
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ejakulaci se tyto sekrety smisi se spermatem, tekutinou nadvarlete, chamovodu, mocové
trubice, a vytvoii semeno (Reece, 1998; Marvan, 2007).

Tvorba semenné plazmy v pfidatnych pohlavnich zldzdch neni plynula, tvoii se a
uvoliiuje reflektoricky ve chvili odbéru spermatu. Jeji mnozstvi z velké cCasti zavisi na
produkci testosteronu a na stupni pohlavniho podrazdéni plemenika. Semenna plazma je za
fyziologickych podminek vhodnym prostiedim pro zivot spermii, energetickym zdrojem pro
aktivni pohyb spermii, ma pufrovaci schopnost a vyrovnava a udrzuje chemickou reakci ve
slabé kyselych hranicich. Semenna plazma dale ochranuje spermie, udrzuje jejich tvar,
rozptylenost a vnitini napéti, odebird zplodiny latkového metabolismu. U populace spermii
uchovavanych in vitro jsou pocet pohyblivych spermii a intenzita motility ovliviiovany
semennou plazmou. Sekrety semennych vackt u kanctu podporuji depresivni Géinek
mimonadvarletnich slozek semenné plazmy na motilitu spermii. Tyto sekrety maji také vliv
na motilitu a oplozovaci schopnost spermii (Kliment, 1983).

U kance se semenna plazma podili na objemu ejakulatu az 98 %. Z chemickych latek,
které obsahuje semenna plazma, je v metabolismu spermatu nutno vénovat pozornost
vysokému obsahu cholinu (volny i vdzany), jenZ v pfevazné mite tvoii u domacich zvirat
glycerylfosforylcholin, ktery pochazi vétsinou z nadvarletni sekrece (Kliment, 1983).

Semennd plazma obsahuje také latky, které plisobi 1 na organismus samici a tim i na
zlepSeni procesu oplozeni (prostaglandiny aj.). Z biologicky aktivnich latek se v semenné
plazmé vyskytuji 1 estrogeny a androgeny. V semenné plazmé byla prokazéana i fada antigent,
z nichz nékteré se vaZi na povrch spermie pii styku semenné plazmy se spermiemi. Antigenni
vlastnosti byly vsak zjistény i u spermii samotnych (Gam¢ik a Kozumplik, 1984).

Bilkoviny jako koloidy pfispivaji k udrZzeni osmotického tlaku v chdmu dodavaji
ochranu spermiim proti nepfiznivé ¢innosti elektrolytii semenné plazmy, déale se jako pufry
ucastni stabilizace pH semene. Specifickd hmotnost semene zavisi pfevazné na koncentraci
bilkovin semenné plazmy. Cim vyssi je tato specifickd hmotnost, tim lepsi je pohyblivost a
dlouhovekost spermii. Zmény v bilkovinach semenné plazmy plemenikt s nizkou plodnosti
jsou vyrazem humoralni reakce organismu. Zvysena koncentrace bilkovin byva v souvislosti
funkénimi poruchami a se zanéty prostaty. Elektroforeticky Ize rozliSit 11 frakci, z nichz tfi,
které tvoii vétSinu, odpovidaji sérovym alfaglobulinim. Kdyz dojde k vzestupu albuminu nad
3 %, dochazi ke snizeni schopnosti oplozeni. Je znamo, Ze pfitomnost albuminu v fedidlech,
zejména z nepasterizovaného mléka, plisobi nepfizniveé na vitalitu spermii (Kliment, 1983).

Sekret nadvarlat ma pomérné vysokou koncentraci vodikovych iontd (pH 5,6 - 6,6),

drasliku a oxidu uhli¢itého, ale nizkou koncentraci iontii chloru, sodiku a dalSich. Tato
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skutecnost a nizsi teplota v nadvarleti udrzuji u spermii stav anabidzy, takze si spermie
uchovévaji oplozovaci schopnost i déle nez jeden mésic. Sekret obsahuje asi 1-2 % pfevazné
nizkomolekularnich bilkovin a relativné vysoky obsah nebilkovinného dusiku a volnych
aminokyselin (Gamc¢ik a Kozumplik, 1984).

Sekret uretralnich 7laz se vyznaGuje vysokym pH (az kolem 8,0). Casto byva
kontaminovan i sekrety Cowperovych zlaz, prostaty nebo sekrety jinych ¢asti pohlavniho
ustroji, coz ztézuje piesné urceni jejich chemického slozeni. Proto se také uvadi chemické
slozeni predspermiové frakce, kde tvofi jeji nejpodstatnéjsi slozky (Gamcik a Kozumplik,
1984). Glykoproteiny sekretované bulbouretralnimi zlazami se ucastni ochrany a lubrikace
mocové roury, mohou se podilet pfi regulaci metabolické aktivity spermii a pii zachovani
strukturalni integrity akrozomové a cytoplazmatické membrany (Badia et al., 2005). Skupina
téchto glykoproteidl se vaZe na homologické proteiny zony pellucidy. Jsou také spojovany s
hemaglutina¢ni aktivitou kanéi semenné plazmy a predpoklada se, Ze hraji roly v regulaci
rychlosti kapacitace spermii a jejich pfezivani v reprodukénich organech prasnice (Parry et
al., 1992).

Cowperovy zlazy produkuji sekret, ktery ma H' kolem 7,5 log molc, je husty a mlééné
zkaleny, ma bilkovinny charakter a ve styku se sekretem ostatnich pfidatnych zlaz vytvaii
zelatinové hrudky, které ucpavaji délozni krcek prasnice a zamezuji zpétnému vytoku semene.
Sekret obsahuje N, Na, K, Ca a P (Kliment, 1983).

Prostata produkuje sekret, ktery obsahuje kyselou fosfatdzu, volné aminokyseliny,
mucindzu, transamindzu, fibrinogen aj. Je také zdrojem pfitomnosti adrenalinu,
prostaglandinu a vazogglandinu v semenu, které ovliviiuji délozni kontrakce. Z iontl
obsahuje Na, K, Ca a hlavné vysoky podil Zn (Kliment, 1983).

Hodnota pH sekretu prostaty je u kance 7,0-8,0. Obsahuje kyselinu citronovou 1,98
nmol/l. Sekret prostaty se podili na celkovém objemu ejakulatu asi 30 % (Gamcik a
Kozumplik, 1984).

Sekret méchytkovitych zlaz je bohaty na bilkoviny, kterych obsahuje asi 10 %.
Obsahuje také flaviny (0,47-7,50 mg/l), které podmifiuji i silnou fluorescenci v ultrafialovém
svétle. U kance tvori 10-30 % celkového objemu ejakulatu. pH sekretu kolisd v rozmezi od
pH 6,7 do 7,4. V pomérné velkém mnozstvi jsou Vv sekretu zastoupeny sacharidy, jez slouzi
spermiim v ejakulatu jako hlavni zdroj energie. Hladina fruktézy v méchytkovitych zlazach
zavisi na hormonalni aktivité¢ varlat. Toho se vyuziva k nepfimému hodnoceni androgenni
aktivity jedinct, nejcastéji vSak ve spojeni s jinymi testy (napt. hladiny kyseliny citronové

nebo kyselé fosfatazy). Uloha kyseliny askorbové (vitaminu C) neni dosud jednoznaéné
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objasnéna, vyse jeji hladiny je davéana spiSe do souvislosti s potenci nez s plodnosti. Kyselina
citronova je zastoupena v pomérné¢ vysoké koncentraci. Vyskytuje se vSak také v sekretu
prostaty a dalSich tsekii pohlavnich organt. Uplatiuje se zejména pii procesech spojenych
s koagulaci ejakulatu nékterych samcii a Castecné je také spermiemi metabolizovana. Jeji
funkce je v souvislosti se schopnosti vazby vapniku se semennou plazmou. Ma i vliv na
udrZeni osmotické rovnovahy ve spermatu, a to ve spojeni s ionty Na a K. Tvorba a sekrece
kyseliny citronové se déje hlavné pod vlivem testosteronu, avSak vztah mezi hladinou
kyseliny citronové a plodnosti nebyl potvrzen. Inozitol je charakteristicky pro sekret
meéchytkovitych zldz kance. Hladina zjisténa v tomto sekretu je nejvyssi, jaka kdy byla
Vv prirod¢ na stejny objem latky stanovena. V ejakulatu kance slouzi pravdépodobné k udrzeni
osmotického tlaku, protoze je zde velmi malo chloridu sodného (Gamcik a Kozumplik, 1984).
Nachazi se zde ve volné form¢ a nahrazuje fruktézu jako hlavni energeticky zdroj pro aktivni
pohyb spermii (Kliment, 1983). Ergotionein velmi u¢inné chrani spermie proti paralyzujicimu
vlivu tézkych kovt. V sekretu méchyikovitych zlaz byly zjistény i Cetné anorganické latky :
draslik 43,49 - 63,95 nmol/l, sodik 26,10 - 34,8 nmol/l, vapnik 1,99 - 3,49 nmol/l, chlor 3,39
nmol/l, hoi¢ik 4,11 nmol/l (Gam¢ik a Kozumplik, 1984).

3.3. Odbér, hodnoceni a zpracovani kanc¢iho spermatu

3.3.1. Odbér spermatu

Na inseminacnich stanicich se ziskava ejakulat po vyskoku kance na fantom. Fantom je
zatizeni, které imituje télo prasnice. Nékteré fantomy svym tvarem ¢i obrysem pripominaji
télo prasnice, jiné vypadaji spiSe jako jednoduché lavice (Kliment, 1983). Odbérovy fantom
by mél byt vyskove nastavitelny a mit po stranach opory, o néz se muze kanec pti odbéru
opiit prednimi koncetinami (Youngquist and Threlfall, 2007). M¢l by byt stabilni a pevné
fixovan k podlaze. Je velice dulezité, aby byl kolem fantomu neklouzavy povrch podlahy, na
kterém se muze kanec pii skoku bezpecné odrazit, jako dievéné hobliny, piliny, nejlépe
perforované pryZové rohoze (Hafez and Hafez, 2000).

Je vhodné umistit fantom do rohu kotce nebo jednim koncem proti zdi, aby mohl byt
kanec snadnéji na fantom navadén. Kotec pro odbér spermatu by mél byt navrzeny tak, aby
personalu umoznil ut€k na né€kolika stranach kotce v piipadé€, Ze se kanec stdva agresivnim.
Vstup i vystup obsluhy z odbérového kotce by mél byt snadny, bez nutnosti otevieni ¢i

zavieni branky, ale mél by omezit kance v odbérovém kotci. Odberovy kotec by mél byt 1,8
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az 2,4 m Siroky a 2,4 az 2,75 m dlouhy. Odbérovy kotec s fantomem by mél byt umistén
oddélené od kanct a dalSich ruSivych podnétd, jez by odvadéli pozornost odebiraného kance

od fantomu (Youngquist and Threlfall, 2007).

Mladé kance je potifeba nejprve na odbéry navyknout. Nékdo navrhuje umisténi tzv.
“zahfivaciho* kotce v tésné blizkosti odbérového kotce. Ten slouzi k ¢ekani dal$iho kance,
ktery zde mtlize pozorovat a slySet kance pii odbéru. Tyto stimuly mohou pomoci rozrusit
kance, ktery po pfivedeni do pfipoustéciho kotce reaguje rychleji na fantom a odbér semene je
efektivnéjsi (Youngquist and Threlfall, 2007).

Po ptfivedeni do odbérové mistnosti je tfeba poskytnout kanci dostatek Casu na
seznameni se s okolim. Pfi nacviku kance k odbéru na fantom se doporucuje trpélivost. Mlze
byt uzitecné nechat nezkuSeného kance piihlizet odbéru v sousednim kotci. Jakmile kanec
rozezna fantom a ukaze o n¢j zajem, néktery snadno naskoci a zacne ptirdzet, zatimco ostatni
je tfeba opatrné navadét zezadu nebo z boku k fantomu. Jemnou masazi prepucia stimulujeme
erekci. Pevné uchopime penis za spirdlovité stoceny konec, tlakem prstd stimulujeme
ejakulaci (Youngquist and Threlfall, 2007). Po dobu nacviku a odbéru spermatu je nutno se
vyvarovat nahlych pohybti a hlasitych zvukl, aby se ptedeSlo piekvapeni kance a tim
k pferuseni odbérii narusenim pohlavnich reflexti kance (Kliment, 1983).

Doba nacviku by neméla byt delSi neZ 15 minut jedenkrat denn€. Denni néacvik
opakujeme dokud neni odbér semene usp&iny. Uspé&sny odbér opakujeme alespoii dva po
sob¢ jdouci dny, nez kance zafadime do pravidelného odbérového cyklu (Youngquist and
Threlfall, 2007).

Pfi odbéru spermatu se ma pouzit takova metoda, kterd spliiuje nékolik zakladnich
kriterii. Je to ziskdni Cistého ejakulatu, zachycené¢ho v jeho celém objemu, neporuSeni
Zivotnosti, morfologie a plodnosti spermii, zabranéni Skodlivého vlivu na zdravotni stav a
plodnost kance a zabranéni rozSifovani pohlavnich nakaz (Kliment, 1983; Gamcik a
Kozumplik, 1984).

Semeno je mozno od kance ziskat nékolika metodami. Nejstarsi z nich je odbér pomoci
umélé vaginy. Dnes nejpouzivanéjsi je metoda manudlniho odbéru a prakticky jen vyjimecné,
pro diagnostické ucely pouzivana, je elektroejakulace (Gamcik a Kozumplik, 1984).

Pti odbéru ejakulatu pomoci umélé vaginy musi mit Spravné ptfipravend uméla vagina
pfiméfenou teplotu, tlak a kluzkost, aby se vytvarely podnéty kvalitativné shodné s podnéty

V pochv¢ prasnice. VSechny typy umélych vagin jsou v podstaté stejné. Skladaji se z tuhého
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valce, zelastické vlozky a ze sbérace (kolektoru) riznych typl, napt. sacktu z PVC,
pfipeviiovanych objimkami nebo vkladanych do vaginy (Kliment, 1983).

Mezisténa umélé pochvy se plni teplou vodou tak, aby byla pochva v dobé odbéru
spermatu vyhtata na 40 az 42 °C. Protoze pii kryti dochazi u prasnic ke kontrakcim délozniho
kréku, doporucuji nékteti autofi ménit tlak uvnitf umélé pochvy pomoci pulsatoru. U
nékterych typt jsou fasy kréku imitovany spirdlou nebo kovovymi prstenci a pruzinami. Tato
zafizeni, vCetn¢ elektrického vyhtivani pochvy, jsou pomérné slozitd, zdrazuji provoz, a
prabeh ejakulace podstatné neovliviiuji (Gamcik a Kozumplik, 1984).

Manualni odbér semene je nejobvyklejsi metoda odbéru kanéiho spermatu, kdy je odbér
provadén tlakem na penis, vyvinuty prsty ruky v rukavicich z nespermicidniho materialu
(napf. vinyl, nitril). Bylo zjisténo, ze napiiklad latex je pro kanci sperma spermicidni.
Odebirajici pracovnik by mél mit dvé rukavice na odebirgjici ruce. Jakmile kanec vyskoc¢i na
fantom a zacne pfirazet, pracovnik mu za¢ne masirovat ptedkozku. Masaz predkozky umozni
vytlateni kontaminované prepucialni tekutiny a pomize ztopofeni penisu (Youngquist and
Threlfall, 2007). Piedkozkovy vak ocistime a vysuSsime papirovym ru¢nikem (Hafez and
Hafez, 2000). Po ztopofeni penisu vrchni rukavici zahodime. Nadobku na odbér spermatu
(pfedehtatou, izolovanou, s filtrem ptes otvor) drzime ve volné ruce bez rukavice, klekneme
vedle kance a rukou v cisté rukavici uchopime kance za spiralovité stoceny konec penisu.
Prsty vyvijime staly tlak tak, Ze penis je ,,uzamknut* v ruce. Tento Gchop napodobuje tlak
délozniho kr¢ku, ke kterému dochazi pfi pfirozeném pareni. Tlak na jiném misté penisu mize
vyvolat negativni reakce. Pokud vyvijime odpovidajici tlak, kanec reaguje pozitivné plnym
vysunutim penisu (Youngquist and Threlfall, 2007). U kancu je tlak, spiSe nez teplota, hlavni
smyslovy podnét pro receptory v pyji (Gordon, 1997). Tento tlak, stimulujici kance
k ejakulaci, je proménlivy, rizné silny u kazdého kance (Hafez and Hafez, 2000).

Ejakulace u kance probiha v nékolika frakcich. Zacina nékolika odsttiky predspermiové
frakce, ktera je prisvitna a snadno rozeznatelna, obsahuje vétsi mnozstvi mikrobt a je chuda
na spermie. Proto ji pro U€ely umélé inseminace neodebirame. Nésledujici na spermie bohaté
1 chudé frakce odebirame, pficemz gelovou frakci filtrujeme ptes filtr nebo gdzu na odbérové
nadobce. Dalsi husta, mléén¢ bélava nepriihlednd tekutina je nazyvana spermiovou frakci.
Tato je nasledovana post-spermiovou frakci, vzhledové podobnou predspermiové frakei, ale
je méné prisvitnd s vétsi koncentraci spermii, Sed€ bilé barvy (Gamcik a Kozumplik, 1984;
Hafez and Hafez, 2000; Youngquist and Threlfall, 2007).

Je dulezit¢ udrzovat pravidelny odbérovy tad. Jak pretéZovani, tak nevytizeni kanct

Vv umélé inseminaci muze mit negativni dopad na plodnost prasnic (Youngquist and Threlfall,
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2007). Nadmérné sexudlni vyuzivani mize vést az k naruseni systému, chranicimu spermie
proti poskozeni (Bronicka and Dembinski, 1999). Proti tomu po 2 az 3 tydennim a del$im
klidovém obdobi ziskame, v disledku starnuti spermii, ejakulat horsi kvality (Gamcik a
Kozumplik, 1984). Doporucena frekvence odbéra u kancti pifi umélé inseminaci je v zavislosti
na libidu kanct 1 odbér tydné ve v€ku 6 az 8 mésicl, 1 az 2 odbéry tydné ve veéku 8 az 12
mesicll a vice nez 4 odbéry za 2 tydny u kanct starSich nez 13 mésict (Youngquist and
Threlfall, 2007). Podle jiného schématu se od kance ve véku okolo 1 roku odebira sperma
jednou tydné. V 16 mésicich je mozno piejit na 5 az 6 odbérti za mésic a ve veéku 1,5 az 2
roky je mozno frekvenci odbérii zvysit na 8 az 12 mési¢né. Pifi snizujici se koncentraci
spermii je nutné pocet odbéri pfiméfené snizit (Gamcéik a Kozumplik, 1984). Piijatelné
mnozstvi spermii se objevuje po tiidenni sexualni pauze, zasoba spermii se obnovuje po 5 az
7 dnech a k plnému obnoveni produkce spermii dochazi po 10 az 11 dennim klidovém

intervalu (Smital, 2009).

3.3.2. Hodnoceni spermatu

Nejptresnéjsi hodnoceni plodnosti kancli je podle procenta zabfeznuti a poctu ziveé
narozenych selat. Ackoliv kan¢i sperma miZe spliiovat nékolik kritérii, odpovidajicich vysoké
kvalité, jeho oplozovaci potencidl nemusi byt optimélni. Hledani jednoduchych in vitro
parametrt, predpovidajicich kanc¢i plodnost stale pokracuje (Hafez and Hafez, 2000).

Dobré kvalita kan¢iho spermatu je zakladem pro uspokojivé vysledky plodnosti stada.
Podle nejnovéjsich studii se béZn€ posuzuje kazdy odebrany ejakuldt (Youngquist and
Threlfall, 2007). Standardni metoda hodnoceni plodnosti plemennych kancti, kromé ptimého
posuzovani jejich schopnosti oplodinovat, je vySetfovani jejich spermatu. Diagnostickd
analyza kanciho spermatu zahrnuje ziskdni maxima informaci o fyziologickém stavu
testikularnich a epididymalnich funkci vySetfovanim jednoho nebo vice ejakulati (Hafez and
Hafez, 2000). Zakladnim parametrem pfi vySetfovani spermatu je hodnoceni motility spermii,
zivotaschopnosti a morfologie (Banas et al., 2006). Z fyziologického hlediska existuje vice
podminek nutnych k tomu, aby spermie oplodnila oocyt (Youngquist and Threlfall, 2007).
Ejakulat kanct je pfirozen¢ heterogenni, ne vSechny spermie spliuji veskeré tyto podminky,
potiebné pro oplodnéni a zahdjeni Casného vyvoje embrya (Rodriguez-Martinez, 2001).
K témto podminkam patfi zejména progresivni motilita, pfijatelnd morfologie, schopnost
projit kapacitaci (napf. modifikace cytoplazmatické membrany), schopnost probéhnuti

akrozomové reakce (napt. vezikulace, exocytoza), schopnost penetrovat cumulus investments,
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schopnost navazat se a penetrovat zonu pellucidu, flize cytopazmatické membrany spermie a
ovocytu (Youngquist and Threlfall, 2007).

Pii posuzovani jednotlivych ryst spermii ¢i ejakulatu jsou ve vztahu k urcité mife
membranova a akrozomova integrita, stupenn stability chromatinu a mnoZzstvi obsaZenych
nekapacitovanych spermii (Rodriguez-Martinez, 2001). Pifedpovédni hodnota jednotlivych
semennych parametrti na zabieznuti a plodnost je velmi mala. Na druhou stranu ptedpovédni
hodnota urcitych sdruzeni riznych semennych parametri je vyznamna (Vyt et al., 2008).
Protoze tyto semenné vlastnosti ptisobi komplexné, je jasné, ze idealné by stanoveni kvality
spermatu me¢lo obsahovat testy na vSechny tyto jednotlivé atributy. Bohuzel prakticky a
jednoduchy in vitro test, provadény pied zpracovanim spermatu, ktery by byl schopen urcit
jeho kvalitu (napt. oplozovaci potencidl), je jesté stale ve vyvoji. N&kolik in vitro testi je jiz
dostupnych, avSak vySetfuji pouze jednotlivé vlastnosti spermii nezbytné pro pfirozené
oplozeni. Ackoliv jednotlivé maji tyto testy omezenou pouzitelnost pii uréeni oplozovaciho
potencialu, dohromady maji schopnost ur€it zjevné slabou kvalitu spermatu (Youngquist and
Threlfall, 2007).

Standardni test hodnoceni kan¢iho semene zahrnuje zbézné vySetteni barvy a pachu,
podrobngjsi analyzu motility spermii, morfologii spermii, koncentraci spermii, objem a
celkovy pocet spermii (Youngquist and Threlfall, 2007). Vzorky odebirame suchymi,
sterilnimi pomiickami do 15 minut po odbé&ru, teplota spermatu nesmi klesnout pod 30 °C.
Barvu, pach a konzistenci hodnotime smyslové, cizi piimési smyslové i mikroskopicky (CSN

467114, 1996).

3.3.2.1. Makroskopické vySetieni spermatu

Po odbéru by méla byt u ejakulatu vizualn€ posouzena barva (Youngquist and Threlfall,
2007). Ta musi byt mlééné bild az Sedobila (CSN 467114, 1996). Pokud u ejakultu
pozorujeme abnormalni barvu (napi. hnédou, Zlutou, ¢ervenou), o¢ekavame jeho znecisténi.
PonévadZ mnoha z téchto znecisténi vykazuji spermicidni aktivitu, musi byt tyto ejakulaty
vyfazeny (Youngquist and Threlfall, 2007). Kanc¢i sperma nesmi obsahovat cizi piimé&si jako
krev, mo¢, hnis, tekutinu prepucialniho vaku a jiné neéistoty (CSN 467114, 1996).

Konzistence ejakulatu zavisi na koncentraci spermii. VéEtSinou byva konzistence
mlécna, velmi husté ejakulaty maji konzistenci smetanovitou a fidké ejakulaty zcela vodnatou

(Gamcik a Kozumplik, 1984).

23



Stanoveni objemu spermatu je jeho zékladni a nejsnadnéjsi vySetteni (Véznik a kol.,
2004). Obecné¢ minimalni objem pravdépodobné plodného kanciho spermatu by mél byt
nejméné 60 az 75 ml (Hafez and Hafez, 2000). Objem spermatu se méni s vékem kance a u
dospélého jedince nesmi byt jeho filtrovany podil mensi nez 100 ml (CSN 467114, 1996;
Véznik a kol., 2004), u mladych kanci do véku 12 mésicti nesmi byt mensi nez 80 ml (CSN
467114, 1996). Stanovuje se pouze objem z frakci urCenych k pouziti. Objem se méfi
v kalibrovanych odmérnych nadobach nebo vazenim netto hmotnosti ejakulatu (Véznik a kol.,
2004) s presnosti + 10 ml nebo + 10 g (CSN 467114, 1996).

Kanéi ejakulat musi byt bez zapachu (CSN 467114, 1996), ptipadné méa nevyrazny nebo
slabé specificky pach. Ostfe pachnouci ejakulat byva vétsinou znecistén moci nebo sekretem
prepucialniho vacku. Hnilobny pach ukazuje na zanétlivé procesy pohlavnich organt

(Gamcik a Kozumplik, 1984).

3.3.2.2. Mikroskopické vySetieni spermatu

Na velikost vrhu a pocet Zivé narozenych selat md vyznamny pozitivni vliv procento
pohyblivych spermii. Pfesné vyhodnoceni motility inseminacni davky je proto dilezité pro
odhad plodnosti (Vyt et al., 2008). Hodnoceni pohyblivosti spermii se provadi u Cerstvého i
nafedéného spermatu. Hodnoceni Cerstvého spermatu je ukazatelem vykonnosti spermii ve
vlastnim roztoku pohlavnich zlaz. Motilita spermii je extrémné citliva na podminky prostiedi,
proto je nezbytné chranit sperma pted analyzou proti chemickému (voda, zbytky mydla, lih),
tepelnému (nadmérné teplo a chlad) a svételnému (ultrafialové zafeni) znecisténi (Hafez and
Hafez, 2000; Youngquist and Threlfall, 2007).

Procento pohyblivych spermii obvykle zjiStujeme pomoci mikroskopické analyzy
svételnym mikroskopem se zabudovanou nahtivaci destickou a optikou s fazovym kontrastem
(Hafez and Hafez, 2000). Pfesnost tohoto subjektivniho hodnoceni vysoce zavisi na piipravé
vzorku, kvalit¢ mikroskopu, zkuSenosti a pfirozenych schopnostech posuzovatele. K
minimalizaci dopadl lidskych omyli by méla byt pfiprava vzorki a mikroskopické vySetieni
standardizovano. Nejcast¢jsi technikou je kapnuti 7 — 10 pl vzorku semene na mikroskopické
sklicko vyhtaté na 37 °C a prekryti krycim sklickem. Pti prohliZzeni pod mikroskopem se ma
vzorek ukéazat jako jednovrstevna vrstva bunék, ve které je snadno rozeznatelny pohyb
jednotlivych spermii. V nékterych piipadech mize byt Cisté sperma pfili§ koncentrované na
to, aby mohlo byt posouzeno bez prvotniho nafedéni vzorku stejné¢ velkou kapkou

izotermniho fedidla pted pfikrytim krycim sklickem. Pohyblivost spermii se odhaduje na
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nejblizsich 5 %, podle zobrazeni aktivity na alespoii ¢tyfech riznych polich na sklicku pti 200
nebo 400 nasobném zvétSeni a pak se bere primér z téchto méfeni pro ziskani kone¢ného
odhadu motility (Youngquist and Threlfall, 2007).

Parametry motility zahrnuji procento pohyblivych spermii, procento spermii
S progresivnim pohybem, rychlost spermii (zalozené na libovolném méfitku od 0 (bez
pohybu) do 4 (rychl¢), dlouhovékost pohyblivosti spermii ¢erstvého spermatu (pii pokojové
teploté 20 az 25°C), a dlouhovékost pohyblivosti spermii nafedéného spermatu pii pokojové
teploté nebo pii teplote 4 az 6°C. Obecné se za pravdépodobné plodné kanci sperma povazuje
sperma s minimaln¢ 65% motilitou (Hafez and Hafez, 2000). Pohyblivost a Zivotaschopnost
spermii obvykle klesa béhem skladovani, proto ma ejakulat vykazovat alesponn 70 az 80 %
hrubé motility, aby byl povazovan za vhodny k dalSimu zpracovani (Youngquist and
Threlfall, 2007), podle CSN musi obsahovat alespoii 70 % aktivnich spermii (CSN 467114,
1996). Minimalni doporucené ukazatele kvality Cerstvé odebraného kanéiho semene
zpracovavaného a uzitého pro umélou inseminaci jsou hrubd motilita nenafedéného spermatu
> 70 % pro pouziti do 48 hodin a > 80 % pro pouziti nad 72 hodin (Youngquist and Threlfall,
2007).

Jsou popisovany ruzné typy motility. Nejbéznéjsim typem motility spermii v fedéném
spermatu je dlouhy polooblouk. Redidlo miZe lehce zménit motilitu, obvykle zvysenim
rychlosti. Po pocate¢nim nafedéni muze vysoké procento spermii ukéazat kruhovy vzor
pohybu, jez se obvykle rozptyli po 5 az 10 minutach po nafedéni. Pokud je mezi podloznim
krycim sklickem pfiliS mnoho tekutiny, objevuje se reflexni svétélkovani spermii jako
nasledek jejich spiralniho, prevraceného pohybu vpted. V ptipadé¢ malého mnoZstvi tekutiny
spermie piedvadi pohyb ve dvourozmérném vzoru. Hyperaktivni spermie reaguji tvorbou X-
tvaru. Pokud spermie plavou v tésném kruhovém pohybu, znadi to, ze byly vystaveny
chladovému soku. Kmitavy pohyb miize byt definovan jako starnouci ¢i vysychajici spermie.
U neplodnych kancii nebo u kancii s malou plodnosti je Casto zjisStovan vibracni pohyb,
kruhovy, Sikmy, bez progrese, mnohdy asymetricky nebo chaoticky, Casté jsou aglutinace
spermii, minimalni ¢i Zadny pohyb. Je vyvijeno nékolik postupt pro objektivni, nestranné
posuzovani motility spermii. Casosbémé fotomikrografy umozitujici vizualizaci drahy
spermii, ramecek po ramecku piehravané videomikrografy, pritokové cytometry, které
mohou detekovat viditelné spermie zalozené na zaslepeni fluorescencnimi barvivy,
spektrofotometry a pocitacové analyzy (Hafez and Hafez, 2000).

Analyza CASA (Computer asisted semen analysis) je poloautomatickd pocitacova

metoda pro hodnoceni morfologie a motility spermii. Pouziva se zejména k rozliSeni
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pohyblivych a nepohyblivych spermii a k analyze drahy jednotlivych spermii. Pfi analyze
pohyblivosti spermii jsou stanoveny tyto ukazatele: VCL (curvilinear velocity) — rychlost
hlavicky na skute¢né draze, VAP (average-path velocity) — rychlost hlavicky na napiimené
draze, VSL (straight-line velocity) — rychlost hlavicky na ptimé draze mezi pocate¢nim a
konecnym bodem méteni, ALH (amplitude of lateral head displacemant) — maximalni §itka
oscilace hlavicky, LIN (linearity) — linearita skute¢né drahy, WOB (wobble) — stupen oscilace
skute¢né drahy, STR (straightness) — pifimost napiimené drahy, BCF (beat cross frequency) —
kolikrat je skute¢na draha ptektizena napfimenou drahou. Je to velmi piesna metoda k uréeni
pohybovych charakteristik spermii, vyzadujici spravné a ptesné nastaveni, piipravu vzorkl a
vyhodnoceni vysledkli (Véznik a kol., 2000). Systémy pro pocitacovou analyzu spermatu jsou
pouzivany v referen¢nich laboratofich jako objektivniho zptsobu hodnoceni pohybu spermii.
Automatické systémy jsou piesné, ale jejich relativné vysoka cena limituje jejich bézné

vyuziti v komerénich laboratotich (Hafez and Hafez, 2000).

Dalsim krokem pfi hodnoceni ejakulatu je stanoveni koncentrace spermii. Nejbéznéjsi
metodou pii stanoveni koncentrace spermii ve filtrovaném kanc¢im spermatu je méfenim
stupn¢ prihlednosti vzorku pomoci fotometru. Prisvitnost kanc¢iho spermatu zavisi na poc¢tu
bunék spermii a dalSich komponenti semenné plazmy, jeZ zasahuji do priniku svétla
vzorkem. Kanci sperma je normalné pfili§ neprithledné pro snadny priichod svétla skrz. Proto
maly vzorek kanciho spermatu nafedime na izotonicky roztok pfed vlastnim méfenim
(Youngquist and Threlfall, 2007). Roztok pouzivany k fedéni ejakulatu je 2,9 % citrat sodny
a 5 ml 10 % formalinu na litr. Standardni kiivka méfeni koncentrace oproti 0,5 % zvysSeni
propustnosti svétla davd pottebny rozsah pro meéfeni koncentrace. AvSak  fotometry
vV kontaminovaném spermatu nejsou presné a pridani zakaleného fedidla pfed stanovenim
koncentrace mize zkreslit vysledky (Hafez and Hafez, 2000). Aby bylo fotometrické méfeni
relativné presné, je nezbytné, aby kalibrace ptistroje byla druhové specifickd. Navic kvali
vlastnim rozdilim mezi fotometry by pifevodni tabulky nemély byt vyménovany mezi
jednotlivymi pfistroji. K neptesnostem pii fotometrickém méteni mize dojit, pokud hodnoty
spadaji mimo pracovni rozsah pfistroje, nebo vinou lidského omylu (napt. nespravné fedéni,
nespravné zahtivani, chybna manipulace, opozdéné cteni). MéEla by byt dodrzovana
doporuceni vyrobce (Youngquist and Threlfall, 2007).

Koncentrace spermii kan¢iho spermatu miize byt stanovena také pomoci fedicich
pfistroji a scitaci komory, hemocytometru, ackoliv to neni obvyklé (Youngquist and

Threlfall, 2007). Hemocytometr je mikroskopické skli¢ko s pfesné narysovanymi komdrkami.
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Pocet spermii v komtrce je manudlné pocitan. Je to metoda velmi naro¢né na cas, ale velmi
presna (Hafez and Hafez, 2000). Cast ¢istého spermatu je nejprve nafedéna 1 : 200 pomoci
spermie —znehybnujiciho isotonického roztoku. Touto smési je potom naplnéna kazda komora
hemocytometru. Po péti minutach, kdy nechdme spermie usadit na povrchu miizky,
hemocytometr umistime pod mikroskop a pfi 200 az 400 nasobném zvétSeni pocitame
spermie. Pocitime minimalné 5 velkych (80 malych) ctverci ve stiedu (RBC) miizky
hemocytometru. Pouze hlavicky spermii (ne ocasky) dotykajici se horniho a levého okraje
velkého Ctverce se zapocitavaji do souctu, hlavicky dotykajici se spodniho a pravého okraje se
nepocitaji. Ze dvou souctl se udéla pramér, pokud jsou od sebe v rozmezi 10 %. Pokud se lisi
vice nez 10 %, vypocty se zrus$i a hemocytometr se pfipravi k dalsimu pocitani na dvou
stranach, dokud se vysledky nelisi vice nez 10%. Toto ¢islo je vloZzeno do vzorce dodaného
prodejcem hemocytometru pii fedéni 1:200 k uréeni po¢tu bunék spermii v jednom mililitru
semene (Youngquist and Threlfall, 2007).

Koncentraci spermii stanovujeme u kazdého spermatu, Vv ¢eské republice se provadi
fotometricky, vyjimecné spenziodenzimetrem podle Karase. Spravnost vypoctu fotometrem
kontrolujeme pomoci Biirkerovy komurky minimalné¢ 1 x za pil roku, spenziodenzimetrem
alesponl 1 x za ctvrt roku. Koncentrace spermii nesmi byt nizsi nez 150 000 v 1 mm?® (CSN
467114, 1996). Obecné se za pravdépodobné plodné kan¢i sperma povaZuje sperma s
koncentraci alespont 100 miliénd spermii na 1 ml (Hafez and Hafez, 2000).

Cas potebny pro poéitani hemocytometrem v kombinaci se zdlouhavosti prace jej ¢ini
nepraktickym pro vétSinu laboratofi. Fotometricka analyza ziistavd nejbéznéj$i metodou pro
urovani koncentrace spermii v mililitru filtrovaného spermatu (Youngquist and Threlfall,
2007).

Koncentrace spermii je dale uZivana k urceni celkového mnoZstvi spermii v ejakulétu.
Celkové mnozstvi spermii se vypocita nasobenim celkového objemu filtrovaného ejakulatu
koncentraci spermii. Objem ejakulatu se obvykle uréuje hmotnosti ejakulatu za predpokladu,
ze 1 g odpovida 1 ml (Youngquist and Threlfall, 2007). Pfesn¢ stanoveny pocet spermii a

objem ejakulatu urcuje, kolik prasnic mize byt inseminovano (Hafez and Hafez, 2000).

Jakmile je urCena pohyblivost spermii, méla by byt vyhodnocena jejich morfologie
(Youngquist and Threlfall, 2007). Kazdy vzorek spermatu obsahuje néjaké abnormalni
spermie. Morfologické abnormality spermii maji nejvétsi vztah k plodnosti hospodaiskych
zvitat. Procento spermii s neporusenou akrozomalni membranou je povazovano za dilezity

parametr kvality spermatu. Pravdépodobn¢ plodné kan¢i sperma by mélo obsahovat méné nez
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20 % morfologickych abnormalit (Hafez and Hafez, 2000). Kanc¢i sperma musi obsahovat
maximaln¢ 25 % morfologicky abnormalnich spermii, v¢etné protoplazmatickych kapének
(CSN 467114, 1996).

V chovech prasat se pouziva dvou zplisobi — mokré a suché piipravy vzorku pro
objektivni kvantifikaci morfologickych abnormalit spermii. Pfi mokré pfipravé se spermie
znehybni pomoci pufrovaného formaldehydu nebo roztokem glutaraldehydu. Vzorky jsou
dale vysetfovany pod mikroskopem, jenz jim poskytne jejich vlastni vnitini kontrast
(napt. fazovy kontrast). Rlizné kontrastni latky jsou pouzivany pro suchou ptipravu vzorku.
Radny kontrast zvyrazni obrys spermie, ¢imZ umozni snadn&j$i vizualizaci a identifikaci
normalnich a abnormalnich spermii pod svétlem mikroskopu. Na piipravu barvenych
kontrastnich vzorki kdpneme vedle sebe na podlozni sklicko stejné mnozstvi (napt. 7 — 10 ul)
barviva a vzorku. Obé kapky jemné promichdme pomoci okraje druhého sklicka. Po
promichani smichany vzorek timto okrajem rozetfeme do tenké vrstvy, kterou nechame na
vzduchu uschnout. Pod olejovym piekrytim pak posuzujeme morfologii spermii. Pfi mokré i
suché technice by mélo byt morfologicky posouzeno a zafazeno minimalné 100 spermii
(Youngquist and Threlfall, 2007).

Svételné mikroskopy dovoluji omezené zvétSeni a proto limituji hodnoceni morfologie
spermii. Jemné abnormalita ve struktufe spermii mohou byt detekovany sniménim nebo
pfenosem elektronovym mikroskopem. Ackoliv jsou ndkladné, ob& tyto mikroskopické
metody nabizi vysoké rozliSeni detaili dovolujici bliz§i vySetfeni morfologie spermii.
Trojrozmérné zobrazeni celé spermie pozorované snimanim nebo pienosem elektronovym
mikroskopem dovoluji zobrazeni prifezu spermii odhalujici detailné jeji ultrastrukturu (Hafez
and Hafez, 2000).

Nedavno byl predstaven pocitacové automatizovany systém semenné analyzy
specificky pro chov prasat. Kromé provedeni posouzeni motility a koncentrace spermii, tento
systém ptichdzi se softwarem na posouzeni morfologie spermii. S pomoci technika ma tento
pocitacovy systém schopnost hodnotit ejakulat, pocitat celkovy pocet spermii a urcit mnozstvi
fedidla k pridani do ejakulatu k dosazeni pozadovaného mnozstvi spermii v jedné davce. Diky
jejich rychlosti pfi posuzovani semene a vzrustajici presnosti oproti stavajicim metodam jiz

nekolik velkych chovi zavedlo tento systém do provozu (Youngquist and Threlfall, 2007).

Bylo vyvinuto nékolik dalSich testi pro posuzovani kvality kanciho spermatu, napiiklad
rizné spermio-aglutinaéni testy, hypo-osmoticky test, test osmotické rezistence, vybrané

biochemické testy spermii a semenné plazmy a fluoroforni testy. Tyto testy mohou posoudit
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faktory spojené se spermii ¢i ejakulatem jinak nez ziskané pii béZném posuzovani motility,
morfologie a koncentrace spermii. Kvuli Casové zdlouhavosti a nakladim spojenym
s provadénim téchto zkousek, je jich bézné pouzivani v provozni praxi limitovano
(Youngquist and Threlfall, 2007).

Test struktury chromatinu spermie (SCSA) jsou pratokové cytometrické postupy,
vyvinuty pro hodnoceni strukturdlni integrity spermiového chromatinu méfenim pomeérné
¢asti dvouvlaknové 1 jednovlaknové DNA v populacich spermii. SCSA muze byt uzitecny pii
uréeni nékterych forem neplodnosti. SCSA muze zobrazit 5000 az 10 000 spermii béhem
nékolika minut (Hafez and Hafez, 2000).

Nové fluorescencni metody byly zkoumany na hodnoceni jejich spolehlivosti pii
funkénich testech spermii pomoci mikroskopu nebo pritoéného cytometru. Tyto testy se
mohou stat velmi hodnotnymi doplitkovymi testy kvili jejich schopnosti poskytovat detailni
informace o specifickych funkcich spermii, jako je akrozomdlni integrita, integrita
cytoplazmatické membrany a potencial mitochondrialni membrany (Hafez and Hafez, 2000).

Jednoduchou cytochemickou metodou je moZno ve spojovacim oddilu biciku
prokazovat pfitomnost endogennich dehydrogendz, které se jevi jako tmava vyrazné granula,
pravidelné usporadana v priabéhu spojovaciho oddilu bi¢iku. S postupujicim pohybem ztraceji
spermie tyto enzymy a po jejich uplné ztraté je spermii znemoznén jeji aktivni pohyb. K
prikazu téchto endogennich dehydrogenaz se pouziva tetrazoliova stl Nitro BT (Kliment,
1983).

Dalsi metodou zkoumani kvality spermatu je test protilatek vytvarenych proti spermiim.
K tvorb¢ téchto protilatek mize dochdzet pii imunitni odpovédi vyvolané odchodem spermii
(nebo jejich haploidnich pfedchtidcti) z adluminalniho oddéleni semennych tubuld,
imunologicky privilegovaného mista, obchézejiciho imunologické tutoky, vnémz je
dokonCovano zrani spermii. Urychlujicimi faktory pro tento imunologicky ttok mohou byt
trzné rany, biopsie, nadory, poranéni a degenerativni zmény varlat. Protilatky proti spermiim
narusuji oplozovaci proces, ale specifické mechanismy jejich €innosti jsou stale nevyteSeny
(Hafez and Hafez, 2000).

Biochemicka analyza semenné plazmy, zahrnujici naptiklad stanoveni koncentrace
elektrolyti, koncentrace bilkovin nebo specifického slozeni bilkovin semenné plazmy
neposkytuje dobré informace pro piedpovéd motility konzervovaného spermatu (Hafez and

Hafez, 2000).
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3.3.3. Zpracovani spermatu

Zpracovani spermatu zaéind jeho fedénim a konzervaci. Ukolem konzervace je co
nevice prodlouzit vitalitu spermii a zaroven zachovat jejich oplozovaci schopnost. Uchovani
vitality a oplozovaci schopnosti spermii je mozné pouze ve stavu anabidzy. Pii anabidze jsou
silné utlumeny vSechny Zivotni pochody, zejména metabolismus a pohyblivost. Odstrani-li se
podminky, vyvolavajici stav anabidzy, obnovi se zivotni pochody V plném rozsahu.
K dosazeni stavu um¢lé anabidzy spermii u fedéného spermatu je potteba poznat fadu faktora,
ovlivitujicich metabolismus spermii. Mezi nejvyznamnéjsi z nich patii teplota, koncentrace
vodikovych iontl, osmoticky tlak, stupen fedéni atd. Za optimalni je pokladano prostiedi pfi
pH okolo 7. Nizs§i teploty zase umoziiuji zachovani Zivotné dilezitych vlastnosti spermii po
delsi dobu, nasledkem utlumeni jejich metabolismu (Gamcik a Kozumplik, 1984).

Kromé prodlouzeni zivotnosti, reaguji spermie na fedéni pocate¢nim zvysenim aktivity,
nasledovanym snizenim motility a nartstem poskozeni membran. Pfi nadmérném tedéni
dochazi ke znacné ztraté zivotaschopnosti spermii, zplUsobené sniZzenim koncentrace
dulezitych slozek semenné plazmy. Tomuto jevu lze zabranit pfidanim albuminu do fedidla
(Johnson et al., 2000).

Mezi hlavni diavody fedéni spermatu patii zvétSeni jeho objemu. Kanci ejakulat
obsahuje vice spermii, nez je potfeba k zabieznuti. Nafedénim ejakuldtu umoZnime jeho
opakované vyuZiti na inseminaci vice prasnic. DalSim divodem je pufrovaci schopnost
fedidla. Spermie maji izké rozpéti tolerance na zmény pH, proto je nutné ptfidavat pufr do
fedidel, ve vétsin€ z nich tvofi jejich podstatnou ¢ast (Noakes et al., 2001). Bé&znymi pufry
Vv kan¢ich fedidlech jsou uhli¢itan sodny a citrat sodny (Gordon, 1997), v nékterych fedidlech
chlorid draselny (Johnson et al., 2000). Tietim divodem je udrzovani osmotického tlaku.
Dulezita je také dodavka energie, nezbytna pro zachovani metabolismu spermii po celou dobu
uchovavani spermatu, zejména u nezmrazeného spermatu, u né¢hoz je poteba energie po delsi
dobu. Energetické substraty u vétsiny fedidel jsou tvofeny jednoduchymi cukry, jako glukoza,
fruktéza, man6za nebo arabindza. Dalsim divodem je zvysSeni antimikrobialni aktivita. Do
vétsiny fedidel jsou pfidavana antibiotika proti pfenosu patogennich bakterii a k redukci
ucinkii nepatogennich mikroorganismt, kontaminujicich sperma. (Noakes et al., 2001).
Uzivana antibiotika jsou napf. penicilin, streptomycin a gentamycin (Gordon, 1997).

Pokud vzorek spermatu vykazuje alespon 65 % motilitu a méné nez 20 % abnormalnich
spermii, miZe byt sperma nafedéno 8 dily fedidla na 1 dil spermatu pro odpovidajici

koncentraci pro umélou inseminaci (Hafez and Hafez, 2000). Kone¢na koncentrace spermii se
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stanovuje na zaklad¢ ocekdvané doby skladovani spermatu pied pouzitim. Obecné pravidlo je,
ze pokud ejakulat spliiuje minimalni kritéria pro ¢isté kanci sperma uréené pro umélou
inseminaci, potom se na kazdy den skladovani po¢ita s 1 miliardou spermii v insemina¢ni
davce (napf. pokud nafedény vzorek budeme skladovat 2 dny, pouziji se 2 miliardy spermii/l
inseminaéni davku; na 3 dny pouzijeme 3 miliardy spermii/l insemina¢ni davku; na 4 dny 4
miliardy spermii/l insemina¢ni davku atd.).V zavislosti na kapacité fedidla se pouziva pomér
fedéni od 1 : 4 do 1 : 25 (pomér spermatu k fedidlu). Pokud nemutze byt pro ejakulat
stanovena koncentrace spermii, m¢l by byt pouzit fedici pomér 1 dil spermatu na 4 az 7 dila
fedidla, sperma by mélo byt spotiebovano do 24 hodin po nafedéni. Pro zachovani
zivotaschopnosti Cerstvého spermatu béhem zpracovani, mélo by byt pouzito isotermalni
fedidlo béhem procesu fedéni (Youngquist and Threlfall, 2007).

Koncentrace spermii v jedné inseminacni davce by méla byt v rozmezi 2 X 10° az 3 x
10° pro optimalni plodnost (Hafez and Hafez, 2000). PIn& nafedéné kanéi sperma by mélo mit
kone&nou koncentraci spermii od 25 x 10° do 80 x 10° bun&k spermii na 1 ml (Youngquist and
Threlfall, 2007). Kratkodobé konzervované kanc¢i sperma musi obsahovat nejméné 1,5 x 10°
aktivnich spermii v jedné inseminaéni davce (CSN 467114, 1996).

Rezistence spermii jednotlivych kancti na urcity stupen fedéni se lisi a vétSinou se
neprojevuje ihned po natfedéni. Neptiznivy vliv fedéni se projevuje i na morfologickych
zménach spermii, u kterych zjiStujeme vysSi procento porusSeni struktury akrozému
(bobtnani). Nadmérny stupen fedéni vede také k Soku z fedéni (ztraté pohyblivosti) (Gamcik a
Kozumplik, 1984).

K minimalizaci fyzického poSkozeni spermii by nafedéné sperma mélo byt uchovavano

pfi teploté nad 15 °C, coZ vSak narusuje jeho oplozovaci schopnost (Gordon, 1997).

3.3.3.1. Redidla kan¢iho spermatu

Redici roztoky je mozno podle u¢innosti rozdélit do tii skupin na extendory, protektory
a implementory. Extendory slouzi pouze ke zvétSeni objemu spermatu, pouzivaného
bezprostiedné po odbéru. Protektory mimo zvySeni objemu spermatu zajistuji jeho vyZzivu a
ochranu spermii v prostiedi mimo organiSmus po delsi dobu. Implementory jsou v podstaté
protektory s ptidavkem latek, pisobicich na pohlavni organy prasnice a ptiznivé ovliviujici
prachod spermii a oplozovaci proces (Gamcik a Kozumplik, 1984).

Redidla pro uchovavani kan¢iho spermatu jsou snadno dosazitelna u fady komerénich
dodavatelti. V zavislosti na typu fedidla, fedéné kanc¢i sperma muize byt uchovavano po dobu

6 dni bez vyrazné ztraty oplozovaciho potencialu. V posledni dobé jsou uvadéna na trh
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fedidla spermatu, jez tdajné udrzi zivotaschopnost spermii az po dobu 10 dni. Zkousky
plodnosti jsou vsak v soucasnosti nejednoznacné. Obecné vétSina provoznich farem pouziva
fedéné kanci sperma po dobu 3 az 4 dni od vyroby. VétSina fedidel spermatu ptichéazi
v praskové formé a je rozpousténa v destilované vodé (NCCLS/CAP Reagent Grade Type | a
I1). Rozpusteéné fedidlo semene by mélo byt zahiivano na 37°C po dobu 45 az 60 minut, aby
se vyrovnalo pH pted pouzitim ve spermatu (Youngquist and Threlfall, 2007).

K okamzitému pouziti se velmi dobfe osvédCuje glukdzosolny roztok, ke kratkodobé
konzervaci fedidla obsahujici Zloutek nebo mléko. Pro konzervaéni teplotu 10 - 16 °C se
doporucuje pouzivat fedidla obsahujici chelaton - C1oH140gNa;N,H,0 (Gamcik a Kozumplik,
1984).

Jedno z mnoha bézné uzivanych ftedidel, vyvinutych pro inseminaci prasat, bylo
zaloZeno na etylendiamintetraacetatu (EDTA) a zndmé jako fedidlo Kiev (také Merk nebo
Varohm).Toto fedidlo se stalo popularnim pro svou jednoduchost ptipravy a pouzitelnost
kanciho spermatu az po tfi dny bez vyrazné ztraty oplozovaci schopnosti (Gordon, 1997).

K dal$im tedidlim uzivanym pro kratkodobou konzervaci patifi napf. na jednostupiiové
fedéni BTS (JOHNSON), BL-1 (PURSEL), na dvoustupiiové fedéni KARE I a II, KORINAT
I a II, ZORLESCO (Véznik a kol., 2000), pticemz fedidlo BTS (Beltsville Thaw Solution)
patii mezi jedno z nejpopularnéjSich fedidel na svété pro kratkodobé uchovani kanciho
spermatu Vv kategorii fedidel s 2 az 3 dennim konzerva¢nim Géinkem (Smital, 2001). Dalsi
pouzivana fedidla jsou Modena, Zornobsa a Guelph. K tomu Khan at al. (2006) uvadi, ze
fedidla BTS a Modena jsou pro konzervaci kanc¢iho spermatu povazovana za vhodngjsi nez
Zornobsa a Guelph.

U nas je také pouzivano tekuté fedidlo Safe Cell (Farmapo, 2012) a fedidla fady VIP
s obsahem Sirokospektralnich antibiotik Gentamycin a Neomycin. Redidlo VIP 3 je
kratkodobé, kompletni fedidlo kanciho spermatu s mozZnosti pouZiti inseminacnich davek do 3
dni po nafedéni (Hema, 2012). Pro prodlouzeni piezitelnosti spermii pii kratkodobé
konzervaci se doporu€uje pouzivat fedidla ANDROHEP (VézZnik a kol., 2000). Androhep
Endura Guard je fedidlo s pouZitim insemina¢ni davky 7.-10. den. To umoziiuje vétsi vyuziti
ejakuldtu, kdy je mozno uchovat a distribuovat navic vyrobené inseminacni davky,
konzervovat 1 piebyte¢né mnozstvi ejakulatu, vyuzit 1 tzv. kondi¢ni skoky, otestovat
inseminacni davku napt. na PRRS jesté pred pouzitim v chovu apod. Androhep Plus je nové
fedidlo obsahujici specidlni ochranny faktor, projevujici se zvySenou odolnosti proti teplotnim

vlivim a ochranou membrany akrozomu (Selko, 2012).
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Na nas trh je uvadéno vice fedidel odvozenych od Androhepu. Androstar a Androstar
Plus jsou levnéj$imi variantami fedidla Androhep s pouzitim do 5 az 6 dnu (Selko, 2012).
Redidlo VIP 5 je sttednddobé fedidlo androhepového charakteru inhibice spermii, s moznosti
pouziti inseminacnich davek do 5-ti dnli po nafedéni. U kvalitnich ejakulat Ize insemina¢ni
davky selektivné po kontrole pod mikroskopem pouzit az do 7 dnti od jejich vyroby (Hema,
2012).

Vysetfovanim kanciho spermatu, konzervovaného tfedidly pro stiednédobou konzervaci,
se zabyvala také Frydrychova a kol. (2010), podle niz bylo jako nejlepsi z péti vySetfovanych
fedidel oznaceno fedidlo Androhep, dalsi v potadi byla fedidla Androstar, Androstar plus, M
Il (Minitub) a LD (Magapor).

Po nafedéni spermatu odpovidajicim fedidlem, ndasleduje vyroba individualnich
inseminacnich davek.V soucasné dob& se pouzivaji tfi rGzné typy obald pro uchovani
fedéného kanciho spermatu: lahvicky, tuby a sacky. Tyto obaly jsou vyrabény
Z nepropustnych plastovych materidli a nesmi byt toxické pro spermie. Jsou konstruovany,
aby byly spiSe pruzné nez tuhé, tak, aby pfirozené povolovaly kdyZ prasnice odebiraji sperma
(Youngquist and Threlfall, 2007). Minimalni objem insemina¢ni davky kratkodob¢
konzervovaného spermatu musi byt 80 ml (CSN 467114, 1996). V soucasnosti jsou na trhu
nejrozsitenéjsi obaly na inseminacni davky o objemu od 100 do 125 ml. Soucasné davky,
uzivané pro inseminaci do délozniho krc¢ku maji objem 70 az 85 ml. Kone¢na koncentrace
spermii, pocet spermii na davku a objem davky mohou byt v budoucnu redukovany
(Youngquist and Threlfall, 2007) pomoci vhodnych insemina¢nich postupt, pii dosazeni
vysoké plodnosti. Inseminaci za délozni kréek je mozné dosahnout trojnasobného snizeni
poctu spermii v inseminacni davce, hlubokéd nitrod€lozni inseminace umoZzni sniZeni poctu
spermii v insemina¢ni ddvce 5 az 20 nasobné u chlazenych inseminacnich davek a
Sestindsobné¢ u mrazeného spermatu. Laparoskopickd inseminace do vaje¢niku umoZiuje

inseminovat pouze se 300 000 tfidénych spermii (Vazquez et al., 2008).

Michéni a sméSovani spermatu od rtiznych kanci se stdvd béZznou technikou pfi
zpracovani kan¢iho spermatu pro umélou inseminaci. Bylo zjiSténo, ze smiSené sperma
zlepSuje vysledky plodnosti prasnic. Vyhody sméSovani spermatu jsou dvoji. Za prvé smiSené
sperma ma tendenci zvySovat ucinnost prace v laboratoii tim, ze umozni soucasné
zpracovavani vétsiho poctu kancich ejakuldth. Za druhé poskytuje vyrobei prostiedky k
omezeni, ¢i dokonce k odstranéni, vlastnich rozdilli v plodnosti nachdzené¢ mezi spermaty a

mezi kanci. Miseni spermatu je jednoduchy proces. U Cerstvé odebrané¢ho ejakulatu je
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vySetfena jeho kvalita a je vyfazeno zjevné nekvalitni sperma. Zpracovani ejakuldtu pro
smiSené sperma miize byt provadéno ne€kolika rozdilnymi zplsoby. Jedna z béznych metod je
natfedéni kvalitniho spermatu fedidlem v poméru 1 : 1 a jeho umisténi do vodni lazné ( 20 az
37°C , v zavislosti na laboratornim zpiisobu zpracovani, typu fedidla, vykonnosti laboratote
atd.) pro udrzeni konstantni teploty po dobu odbéru, posouzeni a zpracovani druhého
ejakulatu, ktery ma byt ptidan ke stdvajicimu. Dalsi metoda sméSovani spociva v pridavani
ejakulatu do fixniho mnozstvi fedidla (napt. 500 ml) dokud neni dosaZeno cilového poctu
davek. U obou metod by pocet kancich ejakulati sméSovanych dohromady nemél prekrocit
objem kapacity, kterou je provozovatel chopen zpracovat najednou. Doporucuji se minimalné
3 ejakulaty na jedno miseni. Kdyz je do smésné nadoby ptidan posledni ejakulat, je tento
smiSeny ejakulat nafedén na konecné vypocitané mnozstvi zbyvajicim fedidlem a nadale je
zpracovavan a uchovavan podle standardnich pravidel. Pro velké objemy muze byt potiebné
zajisténi stalého michani spermatu béhem baleni, aby se zabranilo usazovani spermii, coz by
vedlo Kk odlisnym koncentracim spermii mezi jednotlivymi davkami (Youngquist and
Threlfall, 2007).

Ve snaze zvysit celkovou plodnost se provadi pfidavani dalSich komponent do semene
pfed inseminaci, napfiklad rozmanitych hormondlnich sloucenin (estrogeny, oxytocin,
prostaglandiny atd.). Testované slou¢eniny byly vybirany na zaklad¢ jejich znamych ucink
na fyziologické procesy, které jsou dualezit¢é pro uspéSnou reprodukci. Prozatim jejich
pfidavani do spermatu nepfineslo jednozna¢né vysledky. Fyziologicky zéklad pro zmény
pozorované v reakci na tyto latky neni zndm a vyZaduje dal$i studium (Youngquist and

Threlfall, 2007).

Filtrace spermatu pfes Sepadexovou kolonu slouZi ke zvySeni kvality spermatu zejména
u kanct se snizenou plodnosti, zlepSenim morfologie a vitality spermii, bez funkénich zmén
na spermiich. Pomoci filtrace je mozné dosahnout zvySeného mnoZstvi zralych spermii a
zivotaschopnych spermii s neporuSenym akrozomem, jddrem a mitochondridlni pochvou.
Filtraci je moZné snizit procento spermii s proximalni a distalni kapickou a aglutinovanych
spermii (Bussalleu et al., 2008).

Ditlezité pro zachovani kvality spermatu jsou také podminky pii jeho skladovéani.
Funkce spermii béhem skladovani ovliviiuje zejména teplota po nafedéni a podminky v
konzerva¢nim médiu. Kanci spermie jsou velmi citlivé na chladovy $ok, k némuz dochazi pii
rychlém ochlazeni spermatu z télesné teploty na teplotu pod 15 °C, zvlast¢ kdyz rychlé

ochlazovani pokracuje az k 1 — 2 °C (Johnson et al., 2000).
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Rozsah teplot pro skladovani konzervovaného kanciho spermatu je od 15 do 18 °C.
Expozice nafedéného kanciho spermatu vy$$im teplotam muze zvysit vyuziti jednotlivych
komponentti fedidla, mtze vyvolat terminalni biochemické modifikace na bunécnych
membranach spermii a muize zvySit pomnozovani bakterii v kontaminovanych vzorcich.
Naopak teploty pod 10 °C mohou zpisobit nevratné poskozeni pohyblivosti spermii a
integrity akrozomové vrstvy. V zavislosti na typu fedidla by se skladované sperma mélo
alespon dvakrat denné¢ jemné protiepat, a tak proplachnout spermie fedidlem (Youngquist

and Threlfall, 2007).

3.3.3.2. MraZeni spermatu

Jednotna pravidla pro Uspé$né mrazeni a rozmrazovani kanc¢iho spermatu stale nejsou
bézné k dispozici. Ur€iti kanci a plemena vykazuji lepSi schopnosti spermii k mrazeni nez
poskozeni DNA spermii je mnohem nachylnéjsi plemeno Yorkshire nez plemeno duroc (Jiang
et al., 2007). Nevyhodou je také snizend trvanlivost mrazené¢ho a rozmraZeného kanciho
spermatu Vv reprodukénich organech prasnic. Celkové uziti mrazené¢ho kanciho spermatu
snizuje velikost vrhii a prodrazuje odchov. Mrazené sperma ma svou hodnotu predevsim pfi
dlouhodobé konzervaci hodnotné genetiky, pohodli pfi zahrani¢ni prepravé po mezindrodnich
linkach a dostupnosti pfi nouzovém vyuziti farmami, kdyz je pteruSen pfistup ke kratkodobé a
sttednédobé konzervovanému spermatu (Youngquist and Threlfall, 2007).

Kanci sperma obecné nereaguje dobie na kryokonzervaci. Zotaveni po roztati je slabé a
vysoce variabilni mezi jednotlivymi kanci, rovnéz oplozovaci schopnost je vzdy podstatné
niZ8i nez u fedéného semene. Proto pifi pouZziti mraZzeného spermatu miZe byt inseminovano
pouze okolo péti prasnic z jednoho ejakulatu. Kryokonzervace udrzuje oplozovaci schopnost
spermatu teoreticky neomezené, prestoze velky podil spermii nedokdze piezit znacny stres pii
mrazeni a roztavovani (Noakes et al., 2001). Semennd plazma obsahuje urcité faktory, které
pozménuji pred mrazenim sperma, a snizuji jeho mrazitelnost a penetrac¢ni schopnost spermii
po rozmrazeni (Kawano et al., 2004). Aby sperma pfezilo mrazeni, je potieba, aby bylo
nafedéno fedidlem obsahujicim nejen latky chrénici proti chladovému Soku, ale také
kryoprotektanty, které je chrani pfed Skodlivymi nésledky mrazeni, jako napiiklad glycerol
(Noakes et al., 2001), exythriol, xylitol, adonitol, acetamid a DMSO. Mimo toho fedidla
vyvinuta ke kryokonzervaci obecné obsahuji jesté cukry, proteiny a lipoproteidy, pufry a jina
aditiva (Johnson et al., 2000). Pro dlouhodobou konzervaci zmrazenim se pouziva kubanské

nebo Zloutkocitratové tfedidlo (Véznik a kol., 2000), nyni spiSe fedidla jako Androhep
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CryoGuard CF, coz je fedidlo uréené pro chlazeni a mrazeni kanciho semene, jako
rozmrazovaci médium se uziva Androhep CryoGuard Thaw (Selko, 2012).

Pro zlepSeni vysledkii pfi inseminaci mraZzenym kan¢im spermatem se provadi fada
vyzkumu. Napiiklad Maldjian et al. (2005) uvadi, ze pro zlepSeni mrazitelnosti spermatu se
bézné pouzivaji vajecné zloutky. Ve svém vyzkumu porovnéval dva typy zloutkd, uzivanych
jako slozky tedidel pro kryokonzervaci, a to Zloutky se standardnim slozenim mastnych
kyselin a Zloutky obohacené kyselinou docosahexaenoicovou (DHA). Yi et al. (2002a) zase
srovnaval lakt6zo-zloutkové fedidlo (LEY) a laktozo-Zloutkové fedidlo s N-acetyl-D-
glucosaminem (LEN). Zjistil, ze pfidani rozpustného N-acetyl-D-glucosaminu v 0,05 %
koncentraci zvySuje kryokonzervaci spermii (Yi et al., 2002b). Rovnéz teplota ptidavaného
N-acetyl-D-glucosaminu je dilezita pii ochrané spermii béhem mrazeni a rozmrazovani (Yi et
al., 2002c). Jsou také studovany zmény kvality spermii a zmény ve slozeni a metabolismu
tukti spermii pii kryokonzervaci (Cerolini et al., 2001). Dalsi vyzkum sledoval vliv ptidani
lipoproteint o nizké hustoté do fedidla, kdy jejich 9 % koncentrace vyrazné zlepSuje celkovou
pohyblivost spermii a ma kladny efekt na kvalitu mrazen¢ho kanc¢iho spermatu (Jiang et al.,
2007). Byl také vySettovan vliv mrazicich fedidel s riznou Grovni osmolarity na ptezitelnost
spermii pfi mrazeni, pro kryokonzervaci kan¢ich spermii se jevi vyhodné&jsi hypertonicka
tedidla (Zeng et al., 2001).

Jsou pouZivany rizné mrazici metody jako pelety, mald brcka (napt. 0,5 ml), velka
brcka (3 nebo 5 ml) a flatpaky. U prasat inseminac¢ni davky obsahuji casto ohromné mnozZstvi
spermii (napt. 6 az 8 miliard), vyZadujici uchovéavani davek ve stiedné velkych objemech
(Youngquist and Threlfall, 2007), pouzivaji se davky o objemu 50 ml (Vé&znik a kol., 2000).
Ke zpracovani této velikosti inseminacnich davek je zddouci mrazici metoda uZivajici velka
brécka a flatpacky. Soucasné postupy vyzaduji piepravu mrazeného kanéiho spermatu
Vv lahvich, obsahujicich fedidlo. Tyto mrazené, fedéné inseminacni davky jsou vhodné pro
inseminaci do délozniho krcku, jako pfi inseminaci Cerstvym, fedénym spermatem. Nedavno
se v chovech zacalo experimentovat s novym typem zavadécu pro nitrod€lozni inseminaci.
Pokud se tato metoda ukaze byt lepsi v ptipadé zavedeni spermatu do téla délohy nebo do
délozniho rohu, nitrodélozni uméla inseminace miiZze usnadnit vyuzivani mrazeného kanciho

spermatu (Youngquist and Threlfall, 2007).
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4. ZAVER

Reprodukéni soustava kance je velice slozity a citlivy systém, reagujici na jakékoliv
vykyvy podminek vnéjsiho prostfedi, a v zévislosti na nich i na zmény, ke kterym dochazi
uvnitf  organismu. Proto je nezbytné kancim vytvofit co nejoptimalnéjsi podminky,
umoziujici zejména nenaruSeny prubeh spermatogeneze. Je tieba sledovat nejen celkovy
zdravotni stav, ale také stav a funkci reprodukcnich organii, zejména varlat a nadvarlat, ve
kterych dochazi k rozhodujicim zménam, uréujicim mnozstvi a kvalitu vytvofeného spermatu.

Ukolem nasledného ziskavani a zpracovani spermatu je v co mozna nejvétsi mife tuto
kvalitu udrzet a prodlouzit dobu jeho pouzitelnosti. Na vysledné jakosti inseminacnich davek
se podili hygienicky odbér, pifesné a spravné vysetieni spermatu, dodrzeni technologickych
postuptl pii jeho zpracovéani a dodrzeni optimalnich podminek pro jeho uchovéni, zejména
teploty.

Hlavni diraz je pfitom kladen na slozeni fedidel spermatu. V soucasné dobé je
k dispozici fada komeréné vyrabénych fedidel, vytvofenych na podobném zakladu, u kterych
je ptesné slozeni jejich komponentli majetkem obchodnich spole¢nosti. Jsou dod4vana fedidla
pro kratkodobé uchovani insemina¢nich davek 2 az 3 dny a pro stfednédobé uchovani po
dobu 4 az 10 dni. Specialni kapitolou je dlouhodobé uchovani insemina¢nich davek pomoci
kryokonzervace kanciho spermatu, kterd v§ak ma pred sebou jesté fadu nevyieSenych otazek.
Sir§imu vyuziti mrazové konzervace stale brani horsi vysledky plodnosti a vyssi ekonomicka
narocnost.

Kvalita insemina¢nich davek je ovlivnéna fadou faktorti, jako jsou jednak dédi¢né
zalozeni, zdravotni stav, v€k a kondice kance, jednak vnéjsi vlivy, mezi néZ pocitime zejména
uroven vyzivy a napdjeni, mikroklimatické podminky, zplsob ustajeni a oSetfovani. V
neposledni fad¢ ovliviiuje jakost inseminacnich davek i1 zpusob ziskavani, hodnoceni a
zpracovani kanciho spermatu. Pro chovatele z toho vyplyva nutnost vénovat pozornost v§em
témto faktorim, nebot’ chyba v kterémkoli z nich se miize negativné projevit na vysledné

kvalité inseminacnich davek a nasledné zhorSenim vysledkii reprodukce.
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