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Hodnoceni vybranych reprodukénich ukazateli dojnych
koz v zavislosti na inseminaci chlazenymi ¢i zmrazenymi
iInseminaénimi davkami

Souhrn

Ziskani novych informaci o asistované reprodukci koz by bylo piinosné, jelikoz by
pomohly usnadnit reprodukci malych piezvykavcl, zejména v komerénich chovech i pfi
zachranném programu genetickych zdrojt zvifat.

Cilem prace bylo ovéfit, zda zplsob uchovani inseminacnich davek kozll
(chlazené (5 °C) nebo krykonzervované) ovlivni poskozeni spermatickych bun€k, coz se
projevi na vybranych reproduk¢nich parametrech koz pii testovani dané insemina¢ni metody.
Dalsim cilem bylo ovéfit vysledky kvalitativnich testl spermii in vitro, které byly zjistény
pomoci pratokové cytometrie a pocitaCové asistované analyzy spermii na vybranych
reprodukénich ukazetelich. Pro ucel této diplomové prace byla ve vybraném chovu dojnych koz
provedena jednoducha intracervikalni inseminace (chlazenymi a kryokonzervovanymi
insemina¢nimi davkami) u vzorku 20 koz. Z reproduk¢nich ukazatelti bylo sledovano procento
okozlenych koz (pocet okozlenych koz/pocet inseminovanych koz) a procento plodnosti (pocet
narozenych kizlat/pocet okozlenych koz).

Bylo zjisténo, ze pouzitd um¢ld inseminace je relevantni a snadnou metodou v
asistované reprodukci koz. Pii vyuziti chlazenych insemina¢nich davek bylo mozné dosdhnout
71,4 = 15,7 % okozlenych koz. Inseminaci kryokonzervovanych inseminacnich davek
signifikantné kleslo okozleni na 15,4 + 11,5 %. Zptsob uchovavani inseminacnich davek nem¢l
vliv na plodnost samic. Zpétné po okozleni koz bylo hodnoceno, zda kvalitativni parametry
spermii maji vliv na okozleni a plodnost koz. Nebyl prokazan signifikantni vliv spermii a jejich
parametri na plodnost koz. Kdezto kvalitativni parametry spermii prokazatelné ovliviiovaly
procento okozleni. Korelacni koeficient mezi okozlenim a parametry spermii byl r = 0,56.
Soucasti prace bylo 1 navrhnuti statistickych modela pro odhad reprodukénich ukazateld.

Zjisténa data méla charakter prvotnich vysledkd. Navrhuji pokracovat ve studiich, které
se budou zabyvat sbérem dat tykajicich se pouzit¢ metody umélé inseminace Koz
i kvalitativnich testti spermii in vitro ke zpfesnéni prediktivnich modeli. Zjisténé informace

mohou pomoci k dalsimu zdokonalovani metod asistované reprodukce v chovech koz.

Klic¢ova slova: okozleni, CASA, prutokova cytometrie, asistovana reprodukce koz, kvalitativni

parametry spermii



Evaluation of selected reproductive indicators of dairy
goats depending on insemination with chilled or frozen
Insemination doses

Summary

Obtaining new information on assisted reproduction of goats would be beneficial as it
would help to facilitate the reproduction of small ruminants, especially in commercial farms as
well as in the rescue programme of animal genetic resources.

The aim of this study was to investigate whether the method of preservation of
insemination doses of bucks (chilled (5 °C) or cryopreserved) affects sperm cell damage, which
will be reflected in selected reproductive parameters of goats when testing a specified
insemination method. Another objective was to verify the results of qualitative tests of sperm
in vitro, which were determined by flow cytometry and computer-assisted semen analysis on
selected reproductive parameters. For the purpose of this thesis, simple intracervical
insemination (with chilled and cryopreserved insemination doses) was performed in a sample
of 20 does in a selected dairy goat farm. Among the reproductive parameters, kidding rate
(number of does kidding/number of does inseminated) and the percentage of fertility (number
of kids born/number of does kidding) were monitored.

The artificial insemination used was found to be a relevant and easy method in assisted
reproduction of goats. Using chilled insemination doses, it was possible to achieve
71.4+15.7 % of kidding rate. The insemination of cryopreserved insemination doses
significantly reduced the kidding rate to 15.4 + 11.5 %. The method of storage of the
insemination doses did not affect the fertility rate of the does. The effect of sperm quality
parameters on kidding rate and fertility rate of goats was evaluated retrospectively after the
does kidded. There was no significant effect of semen and its parameters on goat fertility rate.
Whereas sperm quality parameters were shown to influence the kidding rate. The correlation
coefficient between kidding rate and sperm parameters was r = 0.56. The work included the
design of statistical models for estimation of reproductive parameters.

The data found were preliminary results. | propose to continue studies, that will collect
data on the used method artificial insemination of goats as well as on in vitro qualitative sperm
tests to develop more precisely predictive models. The information found may help to further
improve assisted reproduction methods in goat breeding.

Keywords: kidding rate, CASA, flow cytometry, assisted reproduction of goats, sperm quality

parameters
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1 Uvod

Dojnéa plemena koz bild kratkosrstd koza patfi mezi genetické zdroje CR. Dle Svazu
chovatelil ovci a koz se v roce 2022 v Ceské republice nachazelo 1633 zvitat tohoto plemene.
K udrzeni zadanych parametri pro toto plemeno, jako je zejména mnozstvi mléka a jeho
slozeni, napomaha asistovana reprodukce.

Um¢la inseminace koz je dulezita biotechnologicka metoda, kterd umoznuje 1épe vyuzivat
geneticky material zvifat, zlepSovat reprodukéni parametry i zdravi zvitat, ale stale narazi na
mnoho metodickych problému. Jednou piekazkou je samotné provedeni umélé inseminace
a zavedeni inseminacni pipety do reprodukcniho traktu samice. Dé&lozni kréek koz tvoren
nékolika pevnymi chrupavcitymi prstenci spolecné s cervikalnim hlenem tvoii ochrannou
vrstvu pfed proniknutim cizich Castic do délohy. Tato ochrana také zabranuje snadnému
proniknuti inseminaéni pipety skrz délozni kréek. DalSim problémem jsou nedostatecné
informace o zpisobu uchovavani spermatu kozlt a parametrech spermii v kontextu jejich vlivu
na reproduk¢ni ukazatele u koz. Ziskavani téchto informaci je dilezité pro sbér dostatecného
mnozstvi dat na vytvoreni prediktivnich modelt pro odhad reprodukénich ukazatelt koz.

Z davodu vyse uvedené problematiky se méa diplomova prace bude zabyvat vyuzitim
jednoduché intracervikalni inseminacni metody u koz spoleéné s pouzitim rozdilnych
inseminacénich davek dle jejich konzervace. Bude hodnocena Gispé$nost insemina¢ni metody dle
vyuzité inseminacni davky, také bude zjistovan vliv kvalitativnich parametri spermii a jejich
vztah na vybrané reproduk¢ni ukazatele.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Predpokladdme, Zze zplisob konzervace inseminacni davky (chlazené nebo
zmrazené) ovlivni poskozeni spermatickych bun¢k v priibéhu konzervace, coz se projevi na
reprodukénich ukazatelich po nasledné inseminaci. Dale piedpokladame, Ze samotnou
inseminaci s pouzitim dvou riznych typt inseminacnich déavek (chlazené nebo zmrazené) lze
pouzit pro ovéteni vysledkt kvalitativnich testti spermii in vitro (jako je pocitacove asistovana
analyza spermii a prutokova cytometrie).

Cile prace: Vyuziti biotechnologickych metod (pfedev§im uméléd inseminace) u malych
piezvykavci a zejména u koz je velmi omezené. Jakékoli informace vedouci ke zlepSeni dil¢ich
postupi jsou proto dulezité s ohledem na potenciadlni rozvoj tohoto odvétvi nejen na mistni, ale
1 na celosvétové Urovni. Predmétem diplomové prace bude ovéfeni vyslovenych hypotéz,
navrzeni a ovéfeni zvoleného zptuisobu inseminace u dojnych koz a optimalizace metodiky in
vitro kvalitativniho stanoveni spermii.
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3 Literarni reSerse
3.1 Uméla inseminace koz

Um¢éla inseminace (UI) je metoda vyuzivana v chovu hospodaiskych zvitat, pii niz je
ziskano semeno samce, které je nasledné vpraveno pomoci specialnich nastroji do
reprodukéniho traktu samice. Pii umélé inseminaci tedy nedochazi k ptimému kontaktu samce
a samice (Evans & Maxwell 1987).

Uméla inseminace m& mnoho vyhod v chovu zvifat. Vyuzitim Ul dochazi ke
genetickému zlepSovani, jelikoz diky Ul je mozné selektovat a vyuZzivat pouze kvalitni
plemeniky. Z divodu fedéni a pfipravy inseminacnich davek (ID) je nasledné mozné ziskat
mnohonasobné vy§s§i mnozZstvi mlad’at po vybraném kvalitnim plemenikovi, nez by bylo mozné
béznym pafenim. Dalsim z dulezitych benefitti Ul je moznost transportu inseminacnich davek
po celém svéte, ktery je mnohem méné slozity a nakladny nez transport jednotlivych plemenik.
Timto zplisobem je mozné zvySovat geneticky zisk 1 na jinych mistech planety, nez se samotny
plemenik nachéazi. Inseminacni davky je mozné diky kryokonzervaci uchovavat na neomezené
dlouhou dobu a vyuzit sperma daného plemenika i po jeho smrti. Ul také piinasSi prevenci
nemoci, které si mohou samec se samici v pfimém kontaktu pfedat, ale i jiné nemoci, jelikoz
dochazi ke kontrole zdravotniho stavu plemenikt (Parkinson & Morrell 2019). Jsou zde i rizika,
kter¢ UI pfindsi. Jednim z nich je, Ze pii dlouhodobém vyuzivani Ul muze dochazet ke
snizovani plodnosti v populaci. Pomoci umélé inseminace je mozné vyuzivat i méné kvalitni
ejakulaty a tato geneticka informace je s témito ejakulaty pfendSena na potomky (Evans &
Maxwell 1987). Nejproblematic¢téjsim casti Ul je detekce vhodné doby k inseminaci. U malych
piezvykavci je detekce fije velmi slozitd, protoze nevykazuji zddné znamky fije a je potieba
vyuziti vasektomovanych samcii nebo fije musi byt vyvoldna farmakologicky hormony pro
synchronizaci ¢i indukei fije (Parkinson & Morrell 2019).

Umélé inseminace u koz mize byt smérovana do vaginy, do délozniho krcku nebo piimo
do d€lohy samice. Kazda metoda ma své vyhody a nevyhody, které se s pouzitou metodou lisi,
jako je narocnost a slozitost metody, ¢i procento okozleni (pocet koz, kterym se narodilo mladé/
pocet inseminovanych koz) (Evans & Maxwell 1987).

3.1.1 Vybaveni pro umélou inseminaci

Vybaveni pro vaginalni i cervikalni inseminaci koz zahrnuje plastovou inseminacni
pipetu piipojenou k injekéni stiikacce, ktera slouzi jako aplikator inseminacni davky. Pro
cervikalni metodu UI je dale potieba spekulum pro lepsi viditelnost délozniho hrdla. Nektera
spekula jsou opatfena zabudovanym svételnym zdrojem, pokud tomu tak neni, je mozné vyuzit
klasickou celovku. Plastové pipety jsou asi 30 cm dlouhé, maji vnitini primér cca 2,5 mm,
vnéjsi 4,5 mm a na konci se zuzuji pro lepsi zavedeni do délozniho krcku. Pro vagindlni metodu
je inseminacni pipeta opatfena pouze zaoblenou S$pickou, kterd chrani proti poranéni pii
inseminaci ,,naslepo®. Také je moZné pouZzit tzv. inseminacni pistoli, kterd aplikuje sperma
ptimo z brcka inseminacéni davky (Evans & Maxwell 1987).
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3.1.2 Vaginalni metoda inseminace

Inseminace vaginalni metodou spoc¢iva v ulozeni davky spermatu hluboko do pochvy.
U této metody se nehleda délozni ¢ipek samice, sperma je pouze deponovano hluboko do
pochvy, proto se nékdy nazyva také SID metoda (,,shot in the dark®). Jedna se o nejjednodussi
a nejrychlejsi metodou U, ktera ale vyzaduje vyssi davku spermatu (Evans & Maxwell 1987).

Vaginalni uméla inseminace (VUI) je sice levna a nenaro¢na, ale pouze s ¢erstvymi ID
dosahuje dobrych vysledkd oplozeni. Pfi pouziti rozmrazeného spermatu pii vaginalni
inseminaci dochazi k poklesu procenta oplozeni, tim padem tato metoda neni vhodnad pro
kryokonzervované ID (Leethongdee & Ponglowhapan 2014). Pfi vyuziti Cerstvého spermatu
pro vaginalni metodu Ul je mozné u Norské dojné kozy dosahnout okozleni az 74 % (Paulenz
et al., 2005), kdezto pii vyuziti mrazenych ID klesa procento okolozenych koz a pohybuje se
okolo 58 % (Nordstoga et al., 2010). Procento okozleni je obdobné pfi inseminaci koz
chlazenymi ID (50 %) (Bello et al., 2022). Idealni dobou pro vaginalni inseminaci je pied
ovulaci, tedy 12-18 h od zacatku fije (Evans & Maxwell 1987) s doporu¢enou koncentraci
spermii 200x10°% u erstvych ID (Paulenz et al., 2005) a koncentraci 400x10° spermii u
rozmrazenych ID (Nordstoga et al., 2010). Momentalné se vaginalni UI dostava do popiedi,
jelikoz cilem je rozsifit techniku inseminace koz, kterd je dostatetn¢ jednoducha, méné
nakladna, ¢asove nenaro¢na, chovatelé jsou schopni ji sami pouzivat a také je Setrnéjsi k welfare
zvirat (Paulenz et al., 2005).

3.1.3 Cervikalni metoda inseminace

o 24

vaginalni inseminace. Je to z diivodu anatomie délozniho krcku koz. Nachazi se zde 4 pevné
chrupav¢ité prstence (Dayan et al., 2010), které spolu s cervikalnim hlenem tvoii ochrannou
vrstvu pied proniknutim cizich ¢astic do d€lohy (Farin, 2015). Cervikalni inseminaci lze
dvou metod je intracervikalni metoda inseminace, pii které se pipeta zavadi do hloubky 1-3 cm
délozniho hrdla samice. Jelikoz az u 50 % koz je mozné se dostat inseminac¢ni pipetou az skrz
dé€lozni krcéek, 1ze provadét tzv. transcervikalni insemina¢ni metodu, pii které je ID deponovana
ptimo do délohy samice bez potieby chirurgického zakroku (Evans & Maxwell 1987).

3.1.3.1 Intracervikalni inseminace

Jak jiz bylo zminéno, intracervikalni uméld inseminace (IUI) je metoda, pii které se
inseminaéni pipeta zavadi do d€loZniho kr¢ku samice a zde je 1 deponovéana insemina¢ni davka
(Evans & Maxwell 1987). Pii IUI je procento okozleni ptimo zavislé na hloubce zavedeni
inseminacni pipety a deponovani semene do déloZzniho hrdla. Je znaény rozdil oplozenosti pfi
zavedeni pipety pouze 1 cm do délozniho krcku a pfi hluboké intracervikalni inseminaci (3 cm),
kdy s hlubsi deponaci se zvySuje procento oplozenych koz (Salvador et al., 2005). Paulenz et
al. (2005) pii zavedeni inseminacni pipety 0,5-1 cm hluboko do d€lozniho kréku s pouzitim
cerstvého spermatu dosahli vysledku 78 % okozlenych samic. Intracervikalni inseminace je
uspésna i pti vyuziti chlazenych ID, kdy je mozné ziskat az 73,1 % okozleni (Roca et al., 1997).
Pti inseminaci rozmrazenym spermatem lze také dosahovat vysokého procenta okozleni, pokud
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se inseminace provede hluboko do délozniho krcku samice (3 cm). Takto je mozné zajistit az
okolo 65 % koz, které porodi (Salvador et al., 2005). Idealnim ¢asem pro UIU je 55 hodin po
vyndani intravaginalnim progesteronovych tampont nebo 15-17 hodin po zacatku tije (Faigl et
al., 2012). Hloubka zavedeni inseminacni pipety je zavisla i na staii samice. Nuliparni (které
jesté nerodily) nebo primiparni (které jednou porodily) kozy maji izky délozni kréek s t€snymi
a nesoumérnymi cervikalnimi prstenci, které komplikuji prichod inseminacni pipety. Z téchto
divoda je u mladych samic vhodné pfistoupit k intracervikalni inseminaci, jelikoz pro tyto
samice neni transcervikalni inseminace vhodnou metodou (Farin, 2015).

3.1.3.2 Transcervikalni inseminace

Transcervikalni uméla inseminace (TUI) je jakasi nahrada za laparoskopii (viz kapitola
3.1.4), jelikoz v obou ptipadech se semeno deponuje do délohy samice, ale TUI je neinvazivni
metoda. Je vhodnd pro mrazené inseminacni davky ¢i méné kvalitni semeno, které maji horsi
motilitu ¢i oplozovaci schopnost. Samostatnd metoda totiz pfekondva pfirozenou bariéru
délozniho krcku, kterd méné kvalitnim spermiim zabranuje oplozeni vajicka. Diky bliz§Simu
uloZeni semene k mistu oplozeni vajicka se navySuje procento oplozeni oproti vaginalni
a intracervikalni metodé¢ (Evans & Maxwell 1987). Ritar a Salamon (1983) ve své studii
dosahovali vysledkli procenta okozleni 67,3 % pti vyuziti Cerstvych ID. Téchto vysledki
dosahovali i pfi stejné metodé inseminace, ale s vyuzitim mrazeného spermatu. Foxworth et
al. (2019) pozorovali snizeni procenta okozleni, pokud vyuZili chlazené inseminacni davky
(45,7 %).

Pfi TUI by se inseminacni pipeta ale neméla zavadét hloubéji nez 3,8 cm z diivodu
mozného poranéni délozni stény Spickou pipety (Faigl et al., 2012). Pipetu je mozné zavadét
hloubéji, pouze pokud se pipeta zavede ptes délozni kréek az do délozniho rohu. Takto je mozné
dosahovat 71 % okozleni pfi pouziti rozmrazené ID. Zajimavosti je, Ze pii kontrolnim
experimentu, kdy samice koz byly oplodiovany laparoskopicky, procento okozleni dosahovalo
pouze 53 %. Predpoklada se, Ze nizsi pocet biezosti po laparoskopické inseminaci (LUI) by
mohl souviset s docasnym odebranim krmiva a vody pied LUI a také se stresem, ktery je
spojeny s typickou polohou hlavou dolu pii provadéni LUI (Sohnrey & Holtz 2005).

3.1.4 Laparoskopicka metoda inseminace

Pti laparoskopické metodé inseminace dochazi k chirurgickému zakroku, pii kterém se
inseminacni davka deponuje do délohy samice pfes dutinu bfiSni. Pfed samotnym zékrokem je
samice znehybnéna a sedovana. Jakmile je potvrzena dostate¢na sedace, je zvife zvednuto
a ptipevnéno za predni i zadni koncetiny ke specidlni fixa¢ni kolébce pro laparoskopickou
inseminaci. Bficho je oholeno, o¢isténo a samice je pienesena do Trendelenburgovy polohy,
kdy zadni koncetiny jsou zvednuty, aby se bficho dostalo az do thlu 45° a smérovalo nahoru.
Nasledné je do mist, kde budou zavadény laparoskopické nastroje, injekéné podano lokalni
anestetikum. Do téchto mist jsou zavedeny trokar a kanyla, které jsou o praméru 5-7 mm.
Laparoskop se protahne kanylou a slouzi jako zdroj svétla v dutiné bfisni a také funguje jako
kamera (Sathe, 2018). Kanyla je pfipojena k plynové lahvi s CO2 a slouzi k nafouknuti
pobfisnicové dutiny plynem z divodu zviditelnéni bfisniho obsahu. Zde je potieba postupovat
opatrng, jelikoz nadmérné nafouknuti zptisobuje zvifeti nepiijemné pocity (Evans & Maxwell
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1987). Laparoskopickou inseminac¢ni pistoli se protahne kanylou a rychlym vpichem jehly se
deponuje semeno do jednoho nebo obou d€loznich rohd. Nésledné jsou vSechny néstroje
vytazeny a fezy jsou zaSity (Sathe, 2018). Samicim je nejméné 12 hodin pied chirurgickym
zakrokem odeptena voda a potrava. Tim se zmens$i obsah mocového méchyte a bachoru, ktery
muze branit lokalizaci délohy, a zabrani se navratu nestrdvené potravy bachoru béhem
laparoskopie (Evans & Maxwell 1987).

U laparoskopické inseminace je vyhodou vysoké procento zabiezavani koz i pfi pouziti
kryokonzervovanych inseminac¢nich davek. Pomoci LUI je tedy mozné dosahnout vys$si miry
bfezosti i Snekvalitnim a zmrazenym spermatem na rozdil od vétSiny ostatnich metod
inseminace, kde procento zabfeznuti pii pouziti takového spermatu je zpravidla nizsi (Sathe,
2018). Pii pouziti Cerstvého zfedéného spermatu dochazi prumérné k 80% okozleni (Bhoi
et al. 2020). Leil a EI-Shamy (2020) ve své studii zjistili, Ze pii pouziti kryokonzervovanych
ID o koncentraci 20 x 10° spermii mohou dosdhnout procenta okozleni az 71 %. Kdezto
Sohnrey a Holtz (2005) pozorovali pouze 53 % inseminovanych koz, kterym se po
laparoskopické inseminaci zmrazenym spermatem narodilo kuzle. Primérné tedy
laparoskopickd inseminace rozmrazenymi kryokonzervovanymi ID vykazuje okozleni 60 %
(Kulaksiz & Dagkin 2012) a rozdily mohou byt zptisobené napf. riznou koncentraci ID ¢i
plemenem. Pfi laparoskopické inseminaci chlazenymi ID u dojnych ovci je mozné dosahnout
40 % obahnéni (Gimenez-Diaz & Aslan 2011).

Cim dal ¢astgji se ale pfistupuje k jinym technikam umélé inseminace z déivodu nékterych
nevyhod, které tato metoda ptinasi. Jednou z nevyhod jsou vysoké naklady, a to jak na nastroje
a vybaveni potfebné k laparoskopické inseminaci, tak i ndklady spojené stim, ze pouze
kvalifikovani veterinarni I¢kaii mohou tuto metodu provadét. Dalsim problémem u LUI nastava
s ohledem na dobré Zivotni podminky zvifat a legislativu (Anel et al., 2006). To i vzhledem
k tomu, Ze v nékterych evropskych zemich, jako je napt. Norsko a Svédsko, je laparoskopicka
intrauterinni inseminace zakazana z dtivodu welfare zvitat (Faigl et al., 2012). Laparoskopie je
pro malé prezvykavce narocnym a stresujicim zakrokem. Laparoskopicky zékrok zplsobuje
zvySeni hladiny kortizolu v plazmé, a to i pokud dojde k sedaci samic (Stafford et al., 2006).
Samotna nasledna laparoskopickd inseminace neni pro samice natolik stresujici jako celkova
piiprava na laparoskopicky zakrok. Ditkazem tomu jsou samice, které pied pokusem nedostaly
zadné sedativum a byly pouze ptipoutany do fixacni kolébky, tak vykazovaly podobnou hladinu
kortizolu jako samice pii laparoskopické inseminaci bez sedativ. Reakce kortizolu byla na
Trendelenburgovu polohu a to naznacuje, Ze tato pievracend pozice ve fixacni kolébce je pro
samice malych ptezvykavci natolik nepfijemna, ze nasledna inseminace uz dal$i negativni
zazitek nepiidava (Khalid et al. 1998). Studie Sohnreyho a Holtze (2005) poukazuje na
negativni vliv LUI na plodnost koz (pocet narozenych kuzlat/pocet okozlenych koz). Stres
vyvolany odebranim krmiva a vody pied LUI a také typickou polohou hlavou dolu pfii
provadéni LUI snizuji plodnost koz v porovnani se samicemi, kterym se provedla TUI.
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Tab. €. 1: Primérné hodnoty procenta okozleni dle zvolené metody UI a uchovavani ID

Metoda Ul | Chlazené 1D Rozmrazené ID

VUI 50 % (Bello et al., 2022) 58 % (Nordstoga et al., 2010)
IUI 56 % (Mocé et al., 2022) 65 % (Salvador et al., 2005)
TUI 46 % (Foxworth et al. 2019) 71 % (Sohnrey & Holtz 2005)
LUI 40 % (Gimenez-Diaz & Aslan 2011) (ovce) | 60 % (Kulaksiz & Daskin 2012)

3.2 Faktory ovliviiujici kvalitu ejakulatu kozli

Hodnoty a vlastnosti ejakulatu kozll se 1isi jedinec od jedince a ani u stejného kozla
nepozorujeme konstantni hodnoty v prub&hu celého roku. Lze ale fici, Ze bézné se objem
ejakulatu kozll se pohybuje v rozmezi 0,5 — 1,5 ml o primérné koncentraci 4000 milionti/ml.
Primérné maji spermie kozlti motilitu 80 % a normalni morfologii spermii také 80 % (Goyal
& Memon 2007).

Na zmény ve kvalité ejakuldtu ma vliv mnoho faktorti, které vzajemné mezi sebou
souvisi. Ejakulaty nejsou v pribéhu roku jednotné, a to co se ty¢e objemu i kvality a motility
spermii. Kvalitu ejakulatu mohou dlouhodobé ovliviiovat rtizné vné&jsi vlivy, jako jsou
naptiklad vyziva (Martin & Walkden-Brown 1995), délka dne (Williams & Helliwell 1993),
stres (Garrido-Farina et al., 2016), teplotni stres (Ranjan et al., 2020), hormony (Martinez-
Madrid et al., 2021) ¢i potadi a Cetnost odbéru (Dhaher & Aziz 2021).

3.2.1 Sezoénnost

Sezonnost je hlavnim faktorem rozhodujicim o reprodukcnich vlastnostech vétSiny
plemen koz. Plemena stfednich a vysokych zemépisnych Sitek (vysSich nez 35°), tedy v kozy
v oblasti Ceské republiky, vykazuji vyraznou sezénnost. Oproti tomu kozy z tropickych
a subtropickych oblasti nevykazuji t¢émét zadnou reprodukeni sezonnost a 1ze u nich pozorovat
rozmnozovani po dobu celého roku. V naSich podminkach sezénni plemena koz vstupuji do
reprodukcéniho obdobi ke konci 1éta az pies podzim do zacatku zimy. Tim padem se prvni
kiizlata rodi v obdobi konce zimy az do zacatku jara (Chemineau & Xande 1982). Corsteel et
al. (1988) definovali obdobi rozmnozovani pro kozy ze severni polokoule jako obdobi od
poloviny zatfi do poloviny bifezna. Sezoénnost reprodukéniho cyklu koz je zplsobena
fotoperiodou, tedy s ménicimi se délkami denniho svétla v prubehu roku. Tyto projevy jsou
ovlivnény melatoninem, jelikoz se zkracovanim denniho svétla se malym pfezvykavcim
zvySuje tvorba tohoto hormonu a vstupuji do reprodukéniho obdobi (Williams & Helliwell
1993).

S ménici délkou denniho svétla v pribéhu roku souvisi i tvorba testosteronu u kozli.
V pribehu roku se méni koncentrace testosteronu obsazeného v krevni plazmé kozli. Vyssi
hladiny hormonu lze pozorovat v mésicich letnich a podzimnich mésicich, kdy v zafi je hladina
testosteronu nejvyssi. Nasledné zacne hladina testosteronu postupné klesat a v zimnich a jarnich
mésicich jsou hladiny testosteronu velmi nizké, kdy v dubnu je hladina hormonu nejniZ$i a poté
dochazi k opétovnému vzrustu (Todini et al. 2007; Martinez-Madrid et al. 2021). Injek¢ni
podavani testosteronu je jednou z moznosti, jak udrzet vyssi hladinu testosteronu v krvi kozlt
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v koncicim obdobi pafeni a tim toto obdobi prodlouzit. Injekéni podavani testosteronu
nezvysuje pouze hladinu hormonu v krvi, ale 1 zvySuje kvalitu spermii, a to zejména spermie,
které jsou rozmrazené po kryokonzervaci (Flores-Gil et al., 2020).

3.2.2 Teplota

S ménicim se ro¢nim obdobim souvisi i zména okolni teploty. Varlata savcii maji teplotu
ptiblizné o 2—7 °C nizsi, nez je té€lesna teplota (Wislocki, 1933), a diky tomu mize dochazet ke
spravné spermatogenezi. Pokud okolni prostfedi dosahuje vysokych okolnich teplot, varlata
jsou vystavovana vysSim teplotdm a neprobihd spravna spermatogeneze, coz negativné
ovlivituje kvalitu spermatu. Dochazi ke sniZovani pohyblivosti, tak 1 k zhorSeni morfologie
spermii ¢i k poSkozeni jejich DNA (Abdollahi et al. 2021; Shahat et. al 2021). Vliv okolni
teploty se hodnoti spolecné s vlhkosti vzduchu tzv. teplotné vlhkostnim indexem (THI —
Temperature Humidity Index), timto zptisobem je mozné sledovat vliv teplotniho stresu na
organismus (Ranjan et al., 2020). Zvyseni tepelného stresu v letnich mésicich vede k vys$im
sexualnim projeviim (Cichani k vulv€, moceni, flaimovani) a sexualni aktivité kozIi. Vede
i Kk zhorSeni kvality ejakulati. Dochazi ke snizeni objemu ejakulatu, koncentrace, pohyblivosti,
procenta Zzivych spermii, neporusenych akrozomii. Dale Ize pozorovat vyssi mnozstvi
abnormalnich spermii v ejakulatu i zhorseni mrazitelnostosti spermatu oproti zimnim mésictim.
Naopak v zimnich mésicich nedochazi k tepelnému stresu zvifat a i ptes snizené libido samcti
Ize pozorovat lepsi hodnoty a kvalitu ejakulatu i mrazitelnost spermii (Mohamed et al., 2023;
Ranjan et al., 2020).

Zmény teplot ovliviiuji kvalitu spermatu podle poc¢tu dnti, kdy pred ejakulaci k tepelnému
stresu doslo. Tepelny stres 12 dni pied ejakulaci pravdépodobné ovliviiuje fazi dozravani
spermii v nadvarleti. Kdezto pokud dojde k tepelnému vykyvu 50 dni pted ejakulaci, da se
predpokladat, ze dochazi ke zménam ve fazi spermiogeneze ve varlatech (Malama et al., 2013).
Pti vystaveni zvifat tepelnému stresu po dobu 4 dna lze pozorovat snizeni motility spermii
a k nejvyraznéjSimu snizeni dochazi ¢tyfi tydny po tepelném stresu (Shahat et al. 2021).

3.2.3 Vyziva

Spravna vyziva ma zéasadni vliv na kvalitni reprodukci zvifat. Zmény ve vyzivé kozli
ovliviiuji velikost varlat a s tim spojenou spermatogenezi. Nevhodné sloZeni krmné davky, kdy
kozli nemaji dostatek krmiva, zplsobuje zmenSovani jejich varlat a dochdzi ke snizovani
produkce spermii (Martin & Walkden-Brown 1995). Dulezitym prvkem ve vyzivé
hospodaiskych zvifat, ktery ma vyznamny vliv na sam¢i plodnost, je selen. Je dileZité udrzet
optimalni hladinu selenu ve stravé, jelikoZ nizké, ale 1 vysoké davky selenu maji negativni vliv
na zdravi a reprodukci samctl. Dulsledkem nevyvaZené suplementace selenu mohou byt
abnormality spermii, zhorSeni motility spermii a snizeni plodnosti (Ahsan et al. 2014).
Vyvazena suplementace selenu u kozli vede ke zvySeni objemu a koncentraci ejakulatu,
motilité spermii i Zivotaschopnosti spermii (Mojapelo et al. 2021).

3.2.4 Stres

Stres mé za néasledek zvySeni hladiny kortizolu v krvi zvifat a také zvySuje pfitomnost
nespermatickych bunék (neutrofily, exfoliované epitelové bunky) v ejakulatu. To naznacuje, Ze
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pfitomnost neutrofilli v ejakuldtu malych pfezvykavel nemusi byt indikatorem pouze
zangtlivych nebo infekénich procest reprodukénim traktu, ale mize také naznacovat stresoveé
podminky pro tato zvitata (Garrido-Farifia et al., 2016). Stres a bolest tedy vede ke zhorSeni
kvality spermatu. Jednim z vyvolavact mtze byt pouziti elektroejakulatoru (EE). Pii pouzivani
elektroejakulatu  dochazi ke stresu kozli a vyplavovani kortizolu do krve
(Ungerfeld et al. 2021). Sperma odebrané pomoci EE ma niz§i koncentraci nez sperma
odebrané do umélé vaginy (Memon et al.1986; Jiménez-Rabadan et al. 2016). EE také ovliviiuje
kvalitu spermii po rozmrazeni, kdy spermie odebrané pomoci EE maji horsi motilitu i horsi
vysledky z priatokového cytometru nez spermie odebrané do umélé vaginy (Jiménez-Rabadan
et al., 2016).

3.2.5 Poradi a Cetnost odebranych ejakulata

| potadi odebrané¢ho ejakulatu a cetnost odbérovych dni ma vliv na kvalitu spermatu.
S Castéjs$imi a pocetnéjs§imi odbéry se snizuje koncentrace spermii a objem ejakulatu, ale
zvysuje se kvalita spermii. Prvné odebrané ejakulaty vykazuji horsi kvalitu spermii nez druhé
ejakulaty, a to zejména co se tyce motility spermii. Naopak tfeti odebrané ejakulaty v jednom
tydnu vykazuji niz8i parametry pohyblivosti spermii nez z prvniho a druhého ejakulatu (Dhaher
& Aziz 2021). Yotov et al. (2011) vysvétluje zlepSeni kvality druhych ejakulati tim, ze prvni
ejakulaty obsahuji vyssi procento ,,starych® spermii. Jedné se o spermie, které uz jsou delsi
dobu zralé, nebo spermie, které brzy odumiou. U druhého ejakuléatu se predpoklada, ze dojde
k jakémusi proplachu starych spermii v prab¢hu prvni ejakulace a tim se zvysi procentualni
obsazeni kvalitnéjSich spermii v druhém ejakulétu. Snizeni motility u tfetich odebranych
ejakulatu by meélo byt zplsobeno ziskanim jeSté nezralych spermii, coz zapficinuje
procentualné nizs$i motilitu ejakulatu (Oyeyemi & Akusu 1998). Pro vyrobu insemina¢nich
davek je tedy nejvhodnéjsi pouzivat dva po sob¢ jdouci ejakulaty odebrané v intervalu jedné
hodiny v jednom dni (Dhaher & Aziz 2021).

3.3 Faktory ovliviiujici reprodukci koz

Je velmi obtizné najit vztah mezi okozlenim ¢i plodnosti a jednotlivymi laboratornimi
parametry spermii, jelikoZ procento okozlenych koz je multifaktorialni zalezZitost (Moc¢ et al.,
2022). Pocet mlad’at ve vrhu zavisi na po¢tu ovulovanych vajicek, poctu oplozenych vajicek
a jejich schopnost piezit. Pocet ovulovanych vajicek je ovlivnén genetickymi, ale
i negenetickymi faktory samice jako je vyziva samic (Nalbandov 1990).

Laboratorni testy pro analyzu a vlastnosti spermii nejsou stoprocentnim néstrojem
K uréeni vyslednému poctu mladat v chovu. I pfes to jsou laboratorni testy spermii velmi
dulezité, jelikoz mohou napiiklad pomoci k vyfazeni zcela nevyhovujicich vzorki spermii
a nevyuzit je k umélé inseminaci (Mocé et al., 2022). Spermie musi spliiovat nékolik vlastnosti,
aby byla schopna oplodnit oocyt. Spermie je schopna oplozeni pouze pokud je motilni; ma
aktivni mitochondrie, které jsou zdrojem energie pro pohyb spermie; nemé porusenou
akrozomalni membranu, je tedy schopna prochazet kapacita¢nimi zménami a tim projit
akrozomalni reakci pouze ve spravny okamzik; ma na sobé& receptory vazajici se na zonu
pellucidu a oolemu; jeji plazmaticka membrana je schopna splynout s oolemou; jadro spemie
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je schopné spravné dekondenzace, jaderné reorganizace a dokdze udrzet zygoticky
a embryonalni vyvoj (Graham & Mocé 2005).

Vysledky inseminace jsou ovlivnény nekontrolovatelnymi vnéj$imi faktory
I ovlivnitelnymi faktory jako jsou hodnoty spermatu ¢i vlastnosti samic (Mocé et al., 2022).
Z tohoto dtiivodu je tieba provadét laboratorni vySetieni spermii, ktera jsou dulezita k tomu, aby
vitbec mohlo dojit k interakci na riiznych tirovnich sami¢iho pohlavniho astroji, na obalu oocytu
I na oocytu samotném. Zcela spolehlivé Ize troven plodnosti spermii urcit po provedeni umélé
inseminace a nasledném vyhodnoceni. Tento postup je sice spolehlivy k uréeni kvality spermatu
Vv zavislosti na plodnost, ale jde o nakladny proces, ktery neumoziuje predikovat fertilizacni
potencial spermii, dokud k samostatné inseminaci nedojde. Muze tedy nastat situace, kdy
fertilizaéni schopnost je urena az po nenarozeni ani jednoho mladéte. Z tohoto divodu je
dualezité provadét a rozvijet laboratorni analyzy spermatu, které mohou predem urcit oplozovaci
schopnost spermii (Rodriguez-Martinez, 2003).

3.3.1 Motilita spermii

Hlavnim pfedpokladem oplozovaci schopnosti spermii je, ze jsou motilni. Spermie musi
vykazovat pohyb ve sméru hlavi¢ky, aby mohly projit pohlavnim Gstrojim samice a proniknout
do vajicka. Proto je mikroskopické zhodnoceni pohyblivosti jednim z prvnich krokl pro
zhodnoceni kvality spermatu i z diivodu, Ze patii mezi nendroc¢né laboratorni testy. Diky tomuto
jednoduchému testu lze okamzité vyloucit ejakulaty s nizkou ¢i zddnou motilitou, které jsou
zcela nevhodné K umélé inseminaci (Graham & Mocé 2005). Pro umélou inseminaci jsou
vhodné pouze vzorky vykazujici velké mnozstvi progresivné motilnich spermii, kdy rychlost
pohybu spermii je okolo 7 mm/min. Zmény rychlosti spermii, napf. zptisobené sezoénnosti,
odpovidaji zménam v okozleni (Evans & Maxwell 1987).

Zabteznuti inseminovanych koz pfimo umérné souvisi s procentem pohyblivych spermii
a s VAP hodnotou (upravena kiivka, nepfimo sleduje pohyb spermie; viz kapitola 3.4.1) ve
vzorku spermatu. Pro nejvysSi procento okozleni je doporuCeno vybirat mladé samice
druhorodicky a inseminacni davky, které obsahuji vysoké procento pohyblivych spermii
a vyssimi hodnotami pfimocarého pohybu spermii (Moc¢ et al., 2022). Dalsi parametr VCL
ptimo ovliviiuje zabtezavani samic. Se zvySujici VCL se zvySuje procento samic, které po
inseminaci porodily, a tento parametr je mozné vyuzit k predikci oplozeni malych piezvykavcu
(Santolaria et al., 2015). Furstoss et al. (2010) tvrdi, ze vyznamnou c¢ast variability oplozeni
schopnosti  kryokonzervovanych ejakulatd kozlti 1lze piedpovédét pouze z jednoho
laboratorniho testu. Timto testem je subjektivni mikroskopické hodnoceni procenta
pohyblivych spermii 120 minut po rozmrazeni a inkubaci pii 37 °C. Takto je mozné ze 70%
uspésnosti predikovat fertilizacni schopnost spermii.

3.3.2 Zivotaschopnost spermii

Zivotaschopné spermie jsou takové, u kterych byla zjisténa celistva plazmaticka
membrana. Hodnoceni neporusenosti plazmatické membrany spermie je mozné mnoha testy.
Star§i metodou je barveni eosinem, pii kterém barva eosin prochdzi do spermie
pies poskozenou plazmatickou membranou a tim jsou mrtvé spermie barevné oznaeny
(Jeyendran et al., 1984). Nov¢jsi metoda vyuziva barveni fluorescenénimi barvami
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a vyhodnocenim na pratokovém cytometru. Zde se nejcastéji pouzivaji barvy propidium jodid
a ethidium homodimer a funguji na stejném principu prostupuji do spermie skrz poskozenou
membranu (Martinez-Pastor et al., 2010).

Integrita a funk¢nost membrany spermii neni dilezitd pouze pro jejich metabolismus, ma
zasadni roli v prubéhu oplodnéni vajicka, at’ uz pfi kapacitaci spermii, akrozomové reakci, ale
i pfi mezibunéénych interakcich, jako je vazba spermie na epitel oviduktu ¢i vazba spermie na
vajicko a jeho obaly. Hodnoceni celistvosti membrany mtze byt tedy uzite¢nym indikatorem
oplozeni schopnosti spermii (Jeyendran et al., 1984; Rodriguez-Martinez, 2003). Celistvost
plazmatické membrany a motilita spolu tzce souvisi, jelikoz néktefi autofi uvadéji
zivotaschopné spermie ty, které se progresivné pohybuji vpied a maji celistvou plazmatickou
membranu i akrozom (Roca et al., 1997).

Celistvost plazmatické membrany spermii je pravé jednim z parametri, Ktery piimo
ovlivituje reprodukci samic. Vyssi procento zivotaschopnych spermii v inseminaéni davce
zvySuje Sanci narozeni mladéte (Santolaria et al., 2015).

3.3.3 Sezonnost

Sezonnost je jednim z vyznamnych faktort ovlivijici fertilitu malych ptezvykavci. Je
mozné pozorovat znaéné rozdily ve fertilité samic v reprodukénim obdobi @ mimo reprodukéni
obdobi. Pfi inseminaci V rozmnoZovacim obdobi zabtezavaji kozy Castéji, neZ je tomu mimo
reprodukéni sezonu (Anel et al., 2005).

Pokles zabieznuti mezi jednotlivymi obdobimi muize byt az poloviéni (Arrebola et al.,
2014). Sezbénnost neovliviiuje pouze samice, ma zna¢ny vliv i na reprodukci samci. Sezonnost
totiz ovliviiuje rychlost spermii, ktera, jak jiz bylo zminéno, piimo souvisi s jejich oplozovaci
schopnosti. Nevhodnéa doba inseminace mlze negativné ovlivnit vysledny pocet narozenych
mlad’at ve stad¢é (Evans & Maxwell 1987).

3.3.4 Cas inseminace

Pro dobrou vyuzitelnost inseminacnich davek je dtlezité inseminovat ve spravny ¢as, aby
vitbec mohlo dojit ke splynuti spermie s vajickem. Délka fije koz byva zpravidla 20-40 hodin
a k ovulaci dochazi po 30-36 hodinach od nastupu fije (Evans & Maxwell 1987). Inseminaci
koz je mozné provadét v intervalu 12-36 h od zacatku fije, ale pro vysokou Sanci zabieznuti je
idealnim casem 12—24 hodin od nastupu fije. AZ 5x se sniZuje Sance na zabteznuti, pokud je
inseminace provedena ihned po nastupu fije (Murtaza et al., 2020). Pfesny Cas inseminace
ovliviiuje i zvolena insemina¢ni metoda. Pfi inseminaci, kdy je semeno deponovano do vaginy,
je nejvhodnéjsi doba 12-18 hodin od zacatku fije (Evans & Maxwell 1987), ale pii ulozeni
spermatu do dé€loZniho krcku se interval posouva o par hodin, kdy nejidealnéjsim ¢asem je 15—
17 hodin od nastupu fije (Faigl et al., 2012). U laparoskopické um¢lé inseminace je nejvyssi
miry zabfezavani dosahovano pfi inseminaci 18,5 hodiny po nastupu fije (Malmakov et al.,
2022).
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3.4 Laboratorni vySetreni ejakulatu

Laboratorni vySetfeni ejakulatu jsou klicové pro zhodnoceni kvality plemeniki i jejich
jednotlivych ejakulatt. Vysledky jsou dilezité pro uchovnéni plemeniki, diagnostiku rtiznych
reprodukénich poruch a nemoci, charakteristiku spermatu na vyrobu inseminacnich davek,
a i pro jejich prodej. Diky jednotlivym metodam je mozné zjistit kvalitativni i kvantitativni
vlastnosti ejakulati. BéZna analyza kvality spermatu zahrnuje koncentraci a pohyblivost
spermii, coz jsou parametry, na jejichz zakladé se vypocitd pocet insemina¢nich davek
produkovatelnych z jednoho ejakulatu (Brito et al. 2016; Valverde et al.2020).

Mezi dalsi z hlavnich metod analyzy spermatu patii CASA, ktera umoznuje sledovat
kinetiku spermii, morfologii jejich hlavicky a koncentraci (Valverde et al. 2020). Dalsim
pfistrojem je pritokovy cytometr, ktery je schopen ucit koncentraci bunék ve vzorku, ale
zejména poskytuje kvalitativni informace o jednotlivych spermii ve vlozeném vzorku. Jedna se
naptiklad Zivotaschopnost, akrozomalni stav, mitochondridlni stav, poskozeni DNA, velikost
spermii, detekci riznych proteinti a mnoho dalSich faktort (Martinez-Pastor et al., 2010).

3.4.1 CASA - pocitacové asistovana analyza spermii

Tradiéné se analyza kvality spermatu, kterd zahrnuje hodnoceni koncentrace
a pohyblivosti, provadi subjektivné pod mikroskopem. Zavedeni automatizovanych systému
hodnoceni spermatu zalozenych na pocitatové analyze spermatu (CASA — computer-assisted
semen analysis) piedstavuje zna¢né zjednoduSeni analyzy a objektivnost vysledkd. Systémy
CASA umoziuji analyzu velkého poctu spermii v kratkém case a poskytuji informace
0 motilité, koncentraci, Kinematice spermii i o morfometrii hlavicky spermie. Motilita je
hodnocena jako procentualni zastoupeni pohyblivych spermii ve vzorku. Progresivni motilita
je procentualni zastoupeni spermii, které vykazuji ptimy pohyb vpted za hlavickou v pfimych
Carach nebo velkych kruzich (Valverde et al. 2020). Za dobie motilni je povazovano sperma,
které ma okolo 80 % pohyblivych spermii (Evans & Maxwell 1987). Kinematika spermii je
méfena pomoci vzdalenosti mezi jednotlivymi body na hlavi¢ce spermie v prubé¢hu doby
snimani. Timto zpisobem je mozné vykreslit trajektorii spermie (Gallagher et al., 2019).

CASA vyhodnocuje kinematické parametry:

Kfivocara rychlost (VCL — curvilinear velocity) je vypoctena rychlost z délky skuteéné
drahy, po které se hlavicka spermie pohybuje v daném casovém tuseku. Rychlost se udava
vV um/s a u kozIi je tato hodnota piiblizné okolo 140 pm/s.

Rychlost praimérné drahy (VAP — average-path velocity) je rychlost odvozena od VCL.
Jedna se o ki'ivku, ktera vyhlazuje odchylky nepifimého pohybu spermie doptedu. Kozli spermie
vykazuji hodnot pfiblizn€ 105 pm/s.

Piimocara rychlost (VSL — straight-line velocity) je takzvany "Cisty prostorovy zisk"
neboli jedna se o vzdalenost mezi vychozim a kone¢nym bodem drahy za dany ¢asovy usek,
ktera se muze pohybovat okolo 90 pm/s.

Linearita (LIN — linearity = VSL/VCL x 100) se udava v procentech, vypocita se
porovnanim piimocaré rychlosti ku kfivocaré rychlosti a vyjadiuje linearitu skutecné drahy.
Kozli spermie se pohybuji s linearitou cca 60 %.
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Piimocarost (STR — straightness = VSL/VAP x 100) porovnava mezi sebou piimoc¢arou
rychlost a rychlost primérné drahy. Urcuje, jak moc pfimocatfe se spermie pohybovala,
a hodnota byva 85 %.

Kmitani (WOB — wobble = VAP/VCL x 100) uvadi z kolika procent se spermie
nepohybovala rovné po zaoblené kiivce, ale vychylovala se pii svém kmitavém pohybu.
Kolisavost je okolo 75 %.

Amplituda bo¢niho pohybu hlavicky (ALH — amplitude of lateral head displacemant) je
maximalni pohyb hlavicky do stran pii kmitani spermie. Uvadi se v um a tento pohyb je
pramérné 4,8 um.

Frekvence bic¢iku (BCF — beat cross frequency) vyjadiuje frekvenci biciku neboli kolik
kmitujicich pohybl bi¢ik udéla. Frekvence bic¢iku se udava v hertzich a kozli spermie maji
pohyb biciku cca 43 Hz (Cox et al. 2006; Sundararam & Edwin 2007; Mortimer & De Jonge
2018).

BCF i
. ALH VAP

A

Obr. ¢ 1. Graf zobrazujici kinetické parametry spermii dle CASA (Mortimer
& De Jonge 2018)
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Obr. & 2: mCASA (archiv autora)

3.4.2 Pritokova cytometrie

Pritokovy cytometr je laboratorni pfistroj umoZiujici hodnotit jednotlivé bunky ve
vzorku. Je schopen urcéit jak koncentraci bungk, tak poskytuje zejména kvalitativni informace
o jednotlivych spermii ve vzorku. Jedna se naptiklad o Zivotaschopnost, akrozomalni stav,
mitochondridlni stav, poSkozeni DNA, detekci riznych proteinit a mnoho dalsich faktort
(Martinez-Pastor et al., 2010). Vyhodou oproti ostatnim laboratornim vySetienim je, ze
prutokovy cytometr umoziuje hodnoceni velkého poctu spermii (Gillan et al. 2005).

Pfi analyze pritokovou cytometrii jsou spermie oznaceny fluorescencnimi barvami,
nasledné se pohybuji v laminarnim proudu skrz lasery a u kazdé burniky se analyzuje rozptyl
viditelného svétla a emitované svétlo pro jeden nebo vice parametrii fluorescence. Rozptyl
viditelného svétla je nezavisly na fluorescenci a méfi se ve dvou riznych smérech. Smér
dopiedu (FSC — Forward Scatter) dodava informaci o relativni velikosti buniky, kdezto rozptyl
v uhlu 90° (SSC — Side Scatter) ukazuje vnitini slozitost nebo zrnitost bunky. Vybér
fluorescencénich barviv, které jsou ve vzorku pouzity, zavisi na zjistovaném parametru spermie
(McKinnon, 2018).
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3.4.2.1 Zivotaschopnost

Zivotaschopnost spermii se zji§tuje pomoci membranové nepropustnych sond, které se
vazou na nukleové kyseliny. Jedna se o fluorescencni barvy, které nejsou schopné projit skrz
neporusenou plazmatickou membranu. Pokud je plazmatickd membrana spermie porusena,
nezabrani témto sonddm proniknout do spermie, sondy jsou schopné obarvit jadro a tim je
spermie oznacena jako nezivotaschopna. Zivotaschopna spermie miize byt pouze takova, ktera
nema poskozenou svou plazmatickou membranu. Takovéto spermie nemohou byt touto
fluorescenéni barvou oznaceny, jelikoz barva nemohla projit skrz plazmalemu. Pro
vyhodnoceni zivotaschopnosti spermii se nejcastéji vyuzivaji fluorescenéni barvy propidium
jodid (PI) a ethidium homodimer (EH). Tato barviva Ize excitovat laserem o vinové délce 488
nm, Kterou vyuziva vétSina cytometri. Po pruniku poruSenou plazmatickou membranou
a navazani se na nukleové kyseliny spermii vyzatuji ¢ervenou fluorescenci (Pl - 636 nm; EH -
617 nm) (Gillan et al. 2005). Pro rozliSeni Zivotaschopnych a neZivotaschopnych spermii se
Casto vyuziva kombinace fluorescenc¢nich barev PI a SYBR-14. SYBR-14 barvi zivé spermie,
zatimco PI barvi pouze nezivotaschopné spermie s poskozenou plazmatickou membréanou.
Sonda SYBR-14 funguje na podobném principu jako PI. Vaze se na nukleové kyseliny, ale na
rozdil od PI ¢i EH je schopna prochazet neporusenou plazmatickou membranou. Pokud SYBR-
14 projde skrz plazmatickou membranu, navaze se na nukleovou kyselinu a oznac¢ena hlavicka
spermie za¢ne vyzatfovat zelenou fluorescenci (525 nm). PI rusi signal SYBR-14. Pokud PI
pronikne do spermii s poSkozenou membranou, vytésni a zhasne fluorescenci SYBR-14 a opét
vyzatuje ¢ervenou fluorescenci (Garner et al., 1994).

3.4.2.2 Celistvost akrozomu

NeporuSeny akrozom spermii je dulezity aspekt pro fertiliza¢ni schopnost spermie,
jelikoz bez celistvého akrozomu nemuze dojit k prichodu spermie skrz zonu pellucidu.
Fluorescencni sondy na zjisténi stavu akrozomu funguji na principu navazani se na vnéjsi
akrozomalni membranu. NeoznaCeny jsou tedy pouze spermie s neposSkozenym ¢i
nezreagovanym akrozomem. Piiprutokové cytometrii se jako sondy vyuzivaji lektiny.
Nejcastéji se vyuziva lektin PNA (peanut agglutinin) z Arachis hypogaea (podzemnice olejnd),
ktery se specificky vaze na cukr galaktosyl B-1,3 N-acetylgalaktosamin v akrozomadlni
membrané (Mortimer et al. 1987). Tyto sondy pro zjisténi akrozomalniho stavu jsou obvykle
sprazeny se zelenym fluorescenénim barvivem fluorescein isothiokyanat (FITC — 518 nm)
a vznika komplex FITC-PNA (Martinez-Pastor et al., 2010). Jelikoz FITC a SYBR-14 emituji
zafeni o podobné vinové délce, je mozné misto FITC-PNA vyuZit kombinaci PE-PNA. PNA
lektin je navazan s fluorescen¢ni barvou fykoerythrin (PE), ktery emituje oranzové zaieni (561
583 nm) a nedochazi k piekryvu pii pouziti barev pro zivotaschopnost spermii (Nagy et al.,
2003).

3.4.2.3 Nespermatické bunky
Pti pritokové cytometrii je problém odliSeni spermii od jinych bun¢k a necistot, které se

Vv ejakulatu mohou nachézet. Jedna se zejména o bakterie, krevni buiiky, buniky epitelu ¢i ¢astice
z fedidel, hlavné se jednd o zloutkové fedidlo. Nespermatické buiiky a necistoty mohou byt

23



z analyzy vytazeny diky FSC a SSC parametrim (podle jiné velikosti a slozitosti bun¢k), ale
toto rozliSeni necistot neni stoprocentni. Z tohoto diivodu se vyuziva fluorescencni barvivo
Hoechst 3334, které barvi jadra bunék. Emituje modré fluorescenéni zafeni (461 nm) a tim se
nepiekryva se zelenymi a Cervenymi zafenimi, které vyuzivaji SYBR-14 a Pl. Kombinace
barviva Hoechst 33342 a FSC/SSC lasery dokaze optimalné rozlisit spermie od jinych bunék
a necistot ve vzorku (Martinez-Pastor et al., 2010).

3.4.2.4 Mitochondrialni aktivita

Mitochondrie se nachazeji ve stiedni Casti spermie v mitochondrialni pochvé a jejich
hlavni funkci je dodani energie spermiim. Energii dodava ve formé ATP, které je dulezité pro
metabolismus spermie, membranovou funkci a zejména samotnou motilitu spermii (Pefia et al.,
2009).

Fluorescenc¢ni barviva k oznacovani mitochondrii pro pritokovou cytomerii funguji tak,
7e vstupuji do Zivych bunék a hromadi se v mitochondriich (Hossain et al., 2011). Casto jsou
barviva zavisla na membranovém potencialu spermii. Jedna se o barviva, jako jsou rhodamin
123, tetramethylrhodamin methyl ester (TMRM) a tetrametylrhodamin ethyl ester (TMRE),
kterd je mozné pouzit do té doby, dokud si mitochondrie udrzuje zaporny membranovy
potencial (Chazotte, 2011). Momentaln¢ nejpouzivanéj$i komer¢ni sondy pro barveni
mitochondrii MitoTracker® pasivné pronikaji plazmatickou membranou bun¢k a hromadi se
v aktivnich mitochondriich tim, Ze jsou chemicky reaktivni a vazou se na thiolové skupiny
v mitochondriich (Johnson & Spence 2010). Vyhodou MitoTracker® sond je velky barevny
vybér. V nabidce jsou barvy MitoTracker® Green FM, MitoTracker® Red FM, MitoTracker®
Red CM-H2TMRos a MitoTracker® Deep Red FM, coz dava moznost vybrat excitovanou
barvu, ktera se nebude piekryvat s jinymi jiz pouzitymi barvami ve vzorku (Johnson & Spence
2010; Hossain et al. 2011).

3.4.2.5 Nespermatické buiky

Pti prutokové cytometrii je problém odliSeni spermii od jinych bunék a necistot, které se
Vv ejakulatu mohou nachazet. Jedna se zejména o bakterie, krevni bunky, buiiky epitelu ¢i Castice
z fedidel, hlavné se jednd o Zloutkové fedidlo. Nespermatické buiiky a necistoty mohou byt
Z analyzy vyfazeny diky FSC a SSC parametriim, kter¢ tyto ¢astice rozezna podle jiné velikosti
a slozitosti bunck, ale toto rozliSeni necistot neni stoprocentni. Z tohoto divodu se vyuziva
fluorescen¢ni barvivo Hoechst 3334, které barvi jadra bunck. Emituje modré fluorescenéni
zatfeni (461 nm) a tim se nepiekryva se zelenymi a Cervenymi zafenimi, které vyuZivaji SYBR-
14 a PI. Kombinace barviva Hoechst 33342 a FSC / SSC lasery dokaZe optimalné rozlisit
spermie od jinych bunék a necistot ve vzorku (Martinez-Pastor et al., 2010).
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Obr. ¢. 3: Prutokovy cytometr (archiv autora)

3.4.3 Mass motility

Mass motility, neboli vifivy pohyb, je metoda hodnotici motilitu spermii. Jedna se
0 subjektivni posuzovani pohyblivosti spermii V nativnim ejakulatu, zejména vhodné jako
prvotni hodnoceni kvality ejakulatu v misté odbéru. Pozorovani se provadi pod
mikroskopem na okraji kapky ejakulatu, kterd je nanesena na vyhiivané podlozni skli¢ko.
Vitivy pohyb je zptisoben tim, ze spermie plavou riznymi sméry. Vifivost 1ze pozorovat pouze
u druhti s vysokou koncentraci spermii v ejakulatu, jako jsou ovce a kozy. Pohyb je hodnocen
od 0 do 5 (viz. tabulka) (Evans & Maxwell 1987).

Kapka nativniho ejakulatu je nanesena na piedehiaté podlozni skli¢ko o teploté 37 °C.
Okraj kapky je pozorovan mikroskopem pii malém zvétSeni (40x nebo 100x) na tepelné
fizeném stolku. Vhodné s inseminaci se povazuji spermie, které jsou hodnoceny 4 — dobré nebo
5 — velmi dobré (Evans & Maxwell 1987).

3.5 Uchovavani spermatu

Nastup umélé inseminace vedl K potiebé ejakulat néjak uchovavat, coz ma sva pozitiva.
Po natedéni je mozZné ejakulat kratkodobé ¢i dlouhodobé uskladnit a diky témto technikam je
mozné uchovavat ejakulat geneticky kvalitnich samcl a sperma piepravovat po celém svéte,
tim padem je mozné oplodnovat velky pocet koz malym poétem kvalitnich kozla. Sperma lze
Vv tekutém dusiku uchovéavat neomezené dlouhou dobu a prodluzuje reprodukéni obdobi samce
i po jeho smrti. Uméla inseminace a uchovavani spermatu tedy dava moznost ke genetickym
pokroktim v chovech hospodarskych zvitat (Parkinson & Morrell 2019).
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3.5.1 Redidla ejakulatu

Redéni ejakulatu je dilezité pro ziskani pozadované koncentrace spermii v inseminaéni
davce, ale zejména pro poskytnuti vhodného prostiedi pro spermie. Redidla dodavaji spermiim
ziviny, udrzuji vhodné pH a zajist'uji izotonické prostifedi. Obecné plati, ze fedidlo pro kozi
sperma obsahuje pufr, jeden nebo vice cukri, soli a antibiotika (Evans & Maxwell 1987).
Redidla musi obsahovat antibiotika (napf. penicilin), aby se zamezilo bakterialni kontaminaci
a jejich rustu (Schulze et al., 2020). Zdrojem energie v fedidlech je pfidany sacharid (fruktéza,
glukéza, mandza). Funkci pufru ma viedidle Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan)
a navozuje spravné pH (6,5-7,5) a soli, napt. ve form¢ citratu sodného ¢i kyseliny citronové
pomaha ke spravnému pH a zejména spravné osmolalité fedidla. Pokud se jedna o fedidla na
bazi zloutku, tak jeho lipoproteiny kromé ochrany pfed chladovym Sokem zabranuji poSkozeni
akrozomu béhem kratkodobého skladovani spermatu (Salamon & Maxwell 2000).

3.5.2 Kryoprotektanty

Hlavnim ukolem kryoprotektanti v fedidlech spermatu je chranit spermie pied
chladovym Sokem a poSkozenim zplsobenym nejen béhem zmrazovani spermii, ale 1 jejich
rozmrazovani. Kryoprotektanty (KP) se rozd€luji na dvé skupiny dle jejich penetrace skrz
membranu spermie. Permeabilni kryoprotektant je schopny projit skrz plazmatickou membranu
spermie a nahrazovat vétSinu intracelularni vody ve spermii. Prostupujici kryoprotektanty
tuhnou pfii nizsich teplotach nez voda, tim zamezuji tvorb¢ vnitrobunéénych ledovych krystala,
které mohou spermii poskodit. Nepermeabilni kryoprotektiva jsou obvykle polymery
S dlouhym fetézcem a kviili své velikosti nejsou schopna projit skrz plazmatickou membranu
spermie. Tyto kryoprotektanty pusobi tak, ze zvysuji osmolaritu extracelularniho prostoru, coz
vede k dehydrataci bun¢k, a tim snizuji mnozstvi vody v buiice a moZznost tvorby
intracelularnich ledovych krystal. Také jsou schopné se drzet na povrchu membrany a tim
zabranit tvorbé ledovych krystalti v tésné blizkosti spermii (Swain & Smith 2010).
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Obr. €. 4: Funkce kryoprotektantt. Upraveno dle (Swain & Smith 2010)

Mezi permeabilni kryoprotektanty patii glycerol, ethylenglykol nebo dimethylsulfoxid,
a mezi nepermeabilni se fadi mléko nebo vajeény Zloutek. Ke spermatu kozli se nejcastéji jako
kryoprotektant piidava glycerol v 6% koncentraci (Evans & Maxwell 1987).

3.5.3 Kratkodobé uchovavani spermatu

Kratkodobé skladovani umoznuje uchovat sperma pii snizené teploté. Pii teploté 0-5 °C
nebo 10-15 °C se sperma uchovava v fadech dnii. Cilem kratkodobého uchovavani spermatu je
prodlouzit jeho oplozovaci schopnost tim, ze se chladem vratné snizi nebo zastavi pohyblivost
a metabolismus spermii (Maxwell & Salamon 1993). Takto je mozné sperma uchovat 72 h, ale
oplodiiovaci schopnost spermii se vyrazné snizuje po 24 hodinach uchovani a po této dobé

insemina¢ni davky jiz nejsou zcela vhodné Kk vyuzit pro intracervikalni inseminaci (O’Hara et
al., 2010).

3.5.4 Dlouhodobé uchovavani spermatu

Pro dlouhodobé uskladnéni se dnes nafedéné sperma plni vyhradné do specialnich PVC
slamek (pejet) o velikosti 0,25 nebo 0,5 ml. Takto ptipravené insemina¢ni davky je mozné
uchovavat v tekutém dusiku pii teploté -195,8 °C a teoreticky na neomezené dlouhou dobu
(Salamon & Maxwell 1995). Salamon et al. (1996) provedli testy plodnosti, kdy
K intracervikalni inseminaci pouzili rozmrazené sperma skladované 3, 5, 7, 11, 16 a 27 let
v tekutém dusiku. Ve vsech letech se vysledky narozenych mlad’at pohybovaly mezi 52-62 %
(narozena mlad’ata/nainseminované samice). Lze tedy fici, ze doba skladovani insemina¢nich
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davek v tekutém dusiku nezhorSuje kvalitu spermatu ani jeho oplodnovaci schopnost, ale
snizuje jeho kvalitu oproti jinym metodam uchovavani spermatu.

Obr. ¢. 5: Kontejner s tekutym dusikem a ulozenymi insemina¢nimi pejetami rozdélené
V gobletach (archiv autora)

3.5.4.1 Chlazeni a ekvilibrace

Dulezitym faktorem pii uchovavani spermatu v tekutém dusiku je proces, kterym se
sperma postupné ochlazuje a zmrazuje. Postupné chlazeni je dilezité pro adaptaci spermii na
snizeny metabolismus. Ekvilibrace je ¢as, pii kterém jsou spermie v kontaktu
s kryoprotektivnim fedidlem, dokud nedojde k jejich zamrazeni. Tyto dva kroky je mozné
spojit, dochazi k ekvilibraci v ¢ase ochlazovani a jedna se o tzv. jednostupnovou techniku
ptipravy inseminacnich davek. Pfi tomto procesu se davky postupné ochlazuji na teplotu 5 °C
po dobu 1,5 — 2 hodiny (Evans & Maxwell 1987). Ke spermiim se dostavaji komponenty
kryoprotektivniho fedidla, které chrani spermie pted kryogennim poskozenim. V pribéhu
ekvilibrace glycerol osmoticky pronika do spermatickych bungk, odstrafiuje vnitrobunéénou
vodu a vytvari ochranu pfed mrazem (Salamon & Maxwell 2000).

28



3.5.4.2 Mrazeni spermatu

Po ochlazeni a ekvilibraci pfichazi na fadu samotné hluboké zmrazeni spermatu. Spermie
nejlépe snasi postupné zmrazovani podle kiivky namisto linearniho poklesu teploty. Této
paraboly je mozné dosahnout, pokud se sperma umisti 4-6 cm nad hladinu tekutého dusiku po
dobu 5 minut, poté je mozné pejety vlozit piimo do tekutého dusiku. Pro pejety o velikosti 0,25
ml je optimalni vyska 4 cm nad hladinou tekutého dusiku (Maxwell et al. 1995).

3.5.4.3 Rozmrazeni spermatu

Stejné jako pii zamrazovani, tak i pfi rozmrazovani prochazi spermie kritickou teplotni
z6nou -15 °C az -60 °C. Pii pruchodu touto teplotou je dulezity ¢as, ktery v ném spermie stravi.
Je potieba dat bunkam dostate¢ny Cas na jejich dehydrataci ¢i opétovnou hydrataci, ale pokud
doba v kritickych teplotach bude pfilis dlouhd, dochazi k tvorbé zminiovanych ledovych
krystalkt (Mazur, 1984). Semeno uchovavané v pejetach se zpravidla rozmazuje vloZzenim do
vodni lazn¢ piedehfaté na teplotu 38-42 °C po dobu ~ 30 sekund (Salamon & Maxwell 1995).

3.6 Synchronizace Fije

Pro synchronizaci ¢i vyvolani fije se samicim koz do pochvy zavadi intravagindlni
synchroniza¢ni tampony, které jsou napusténé syntetickym hormonem podobnym
progesteronu — kronolonem (flugeston acetat). Tampony jsou zavedeny po dobu 14 dnii, kde se
hormon ptes sténu pochvy uvoliuje do krevniho ob&hu. V reprodukénim obdobi hormon
docasné zabranuje ptichodu samice do fije tim, ze kronolon prodlouzi lutealni fazi a po vyjmuti
dochazi k ovulaci v dalsi folikularni vin€. Naopak mimo reprodukéni obdobi kronolon vyvola
f1ji u jesté necyklujici samice. Bé€zn¢ je progesteron produkovan zlutym téliskem po prasknuti
folikulu a udrzuje biezost tim, ze k dalSi ovulaci nedochazi. Vyjmuti synchroniza¢niho
tamponu zpusobi snizeni hladiny progesteronu v krvi a samice vstupuje do fije. Vyndavani
tamponti se obvykle poji spolecné s intramuskuldrnim injekénim podanim hormonu PMSG
a nasledné piiblizné za 48 hodin dochazi k nastupu fije (Intervet International B.V, 2009;
Schoenian, 2019). Sérovy gonadotropin biezich klisen (PMSG — Pregnant Mare Serum
Gonadotrophyn) je nehypofyzarni gonadotropni hormon, ktery ma stejnou funkci jako folikuly
stimulujici hormon (FSH) a luteinizacni hormon (LH), které stimuluji rtst ovarialnich folikult
a naslednou ovulaci. Ve vysSich davkdch se PMSG pouziva jako superovulacni ptipravek
(Somanjaya et al., 2021).
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4 Metodika
4.1 Popis zvirat

Pro ucely diplomové prace byly vzorky ejakulatu odebrany od 2letého kozla plemene bilé
kratkosrsté kozy. Kozel byl ustijen na pozemcich Pokusné a demonstraéni staje Ceské
zemédelské univerzity v Praze (50°07'47.6"N 14°22'07.0"E). Jednalo se o ustajeni se dvéma
dal§imi berany a jednim kozlem ve skupinovém kotci se stalym pfistupem k pastevnimu
vybéhu. Ustajovaci prostory, venkovni plochy a technologické vybaveni spliiovaly platnou
legislativu dle zakona ¢. 208/2004 Sb. Krmnou davku v pribéhu celého roku tvoftil z hlavni
¢asti pastevni porost s lu¢nim senem vlastni vyroby, které bylo zkrmovano ad libitum. Ptikrm
byl tvofen granulemi (1580 OVCE UNI, De Heus a.s., Bucovice, CR) v mnozstvi 300—
500 g/ks/den dle kondi¢niho stavu zvitete. K dispozici byla i pitnd voda a mineralni lizy ad
libitum. Pribézné byl monitorovadn vyzivny stav zvifete a télesna kondice se pohybovala
v rozmezi 3—4 body. Kozel byl po celou dobu pod veterinarnim dohledem a v ¢ase experimentu
nevykazoval pfiznaky Zadnych onemocnéni.

Kozy, které byly vyuzity pro experiment k diplomové praci, se nachazely ve vybraném
komer¢nim chovu v Libereckém kraji. Jednalo se o intenzivni dojny chov koz se vS§emi aspekty
charakteru téchto farem. Primérnd uZitkovost dojnic v danych podminkéach byla 652 kg
(3,4 % tuku, 3,27 % bilkovin, 4,5 % laktdzy) za normovanou lakta¢ni periodu. Zapousténi koz
probihalo pfirozenou plemenitbou béhem srpna a zéfi s tim, Ze kuzlata se rodila od zacatku
unora. Mlad’ata byla po narozeni uméle odstavovana a napajena mléEnymi krmnymi smésmi.
Od 2. tydne byla dale ptikrmovana startery. Odstav probihal po dosazeni 16 kg zivé hmotnosti.
Kozy byly od 5. dne véku dojeny 2 x denné a mléko zpracovavano faremn¢ ve form¢ syri. Ze
zékladniho stada koz byla vybrana skupina 24 koz. Krmna davka byla v pribéhu celého roku
Z hlavni cCasti tvofena travnim porostem s pifidavkem lucniho sena a senaze vlastni vyroby.
Jadrny piikrm byl pouzit pro motivaci koz ke vstupu do dojiren a kozy byly v pribéhu dojeni
piikrmovany.

4.2 Odbér ejakulatu

Odbér ejakulétu kozla bylo proveden ptfirozenou cestou za vyuziti um¢lé vaginy pro malé
ptezvykavce (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Némecko). Odbéry probihaly v pfipoustéci sezoné
v mésici zaii. K vyrob¢€ inseminacnich davek byl vyuzit pouze 1. odebrany ejakulat. Do um¢lé
vaginy byl navlecen latexovy prezervativ, ktery slouzil jako sbérac ejakulatu. Pied odbérem
byla um¢la vagina natemperovana teplou vodou na teplotu pohybujici se okolo 38-39 °C,
nafouknuta na pozadovany tlak a vnitini horni strana sbérace byla nalubrikovéna nespermicidni
vazelinou. OkamZité po odbéru byl ejakulat z sbérace ptenesen automatickou pipetou do 10 ml
uzaviratelné zkumavky a zde byl ejakulat natfedén v poméru 1:4 (ejakulat:fedidlo) komerénim
fedidlem OptiXcell o teploté¢ 38 °C, pfipravenym dle instrukci vyrobce IMV Technologies,
(L’Aigle, France). Takto pfipravené vzorky byly v polystyrenovém termoboxu o vnitini teploté
38 °C pteneseny do laboratofte.
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Obr. €. 6: Priprava na odbér ejakulatu pomoci umélé vaginy (archiv autora)

4.3 Priprava inseminacnich davek

V laboratofi probihala prace a hodnoceni spermatu pii pokojové teploté (25 °C). Prvnim
krokem bylo stanoveni objemu a koncentrace ejakulatu pro dal$i mozné zpracovani spermatu.
Zjisténi koncentrace bylo provedeno pomoci piedkalibrovaného spektrofotometru (Genesys
10S Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Nasledn¢ byly vzorky
dofedény na finalni koncentraci 200 x 10%/ml spermatozoi (Alvarez et al., 2012) pomoci
stejn¢ho fedidla OptiXcell.

Obr. &. 7: Spektrofotometr (archiv autora)
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4.3.1 Priprava chlazenych inseminacnich davek

Natedéné semeno bylo plnéno do pejet francouzského typu o objemu 0,25 ml (IMV
Technologies, L’ Aigle, France) pii pokojové teploté (cca 25 °C). Pejety s inseminacni davkou
byly uzavieny pomoci zatavovaciho prasku (IMV Technologies, L’Aigle, France). Takto
pripravené pejety byly vlozeny do laboratorni lednicky, kde byly pfi teploté 5 °C (primeérna
rychlost chlazeni 1 °C za minutu) ekvilibrovany a nasledné po dobu 24 hodin uchovavany, nez
byly pouzity k inseminaci.

4.3.2 Priprava kryokonzervovanych insemina¢nich davek

Inseminacni davky byly plnény stejnym postupem jako chlazené inseminacni davky.
Ptipravené vzorky spermatu v 0,25 ml pejetach byly nejprve schlazeny v laboratorni lednici
(z25 °C na 5 °C; pti praimérné rychlosti chlazeni 1 °C za minutu). Soucasné byly ve stejné
teploté 5 °C ekvilibrovany po dobu 2—4 hodin (Lv et al., 2019). Mrazeni insemina¢nich davek
probihalo v polystyrenovém mobilnim mrazicim boxu (modifikace komeréniho mraziciho boxu
Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA, USA), kde bylo mozné kontrolovat vysku
vzorkt nad hladinou tekutého dusiku a tim regulovat mrazici kiivku (Ptacek et al., 2019). Pejety
byly udrzovany v parach tekutého dusiku, prvni 3 minuty byly 15 cm nad hladinou tekutého
dusiku. Nasledné se vyska nad tekutym dusikem snizila na 9,5 cm po dobu 2 minut. Poté se
pejety priblizily 5 cm nad hladinu tekutého dusiku na 1 minutu, na zavér byly pejety pouze
1,5 cm nad hladinou tekutého dusiku 2 minuty a néasledné byly pejety vlozeny piimo do
tekutého dusiku (Savvulidi et al., 2021).

4.3.2.1 Rozmrazeni kryokonzervovanych insemina¢nich davek

Rozmrazeni kryokonzervovanych inseminacnich dévek probé&hlo tésné pfes samotnou
umélou inseminaci Ci laboratorni analyzou. Pejety byly rozmrazovany ve vodni lazni
temperované na 39 °C po dobu 30 sekund.

4.4 Zhodnoceni kvality inseminaé¢nich davek

Analyzy vzorkl byly provedeny po vyjmuti z lednice a ohtati na 39 °C u chlazenych
inseminacnich dévek a po rozmrazeni u kryokonzervovanych insemina¢nich davek. Analyzy
obou vzorku se provadély rano stejného dne, kdy davky byly vyuzity k inseminaci.

44.1 mCASA

Mobilni pocitacové asistovana analyza spermii — mMCASA (model iSperm, Aidmics
Biotechnology Co., LTD, Taipei City, Taiwan) vyhodnocovala parametry tykajici se motility
spermii. Opticka ¢ocka zabudovana v pfistroji byla zahfata pomoci specidlniho USB ohfivace
na teplotu 38 °C. Semeno bylo nafedéno fedidlem OptiXcell na koncentraci 20 x 108/ml
spermatozoi. Takto nafedéné semeno bylo v objemu 7 pl kédpnuto na specialni analyzacni
jednorazovou komiirku. Komtirka nasledné byla vloZena do predehiaté Cocky a CASA software
vyhodnotil motilitu spermii ve vzorku.
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4.4.2 Pritokova cytometrie

Vzorky spermatu byly nafedény PBS na koncentraci 20 x 10%ml spermatozoi (25 ul
spermatu + 225 ul PBS). Vzorky byly barveny ve tmé po dobu 10 min pii 38 °C s ptidavkem
fluorescencnich barviv:

2,5 pl fluorescen¢niho barviva Hoechst-33342 (H-342) (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) o finalni koncentraci 10 pg/ml pro identifikaci obsahu
DNA;

2,5 ul propidium jodidu (PI) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni
koncentraci 8 pug/ml pro posouzeni poskozeni plazmatické membrany;

2,5 ul PNA lektinu z Arachis hypogaea (PNA-FITC) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) o findlni koncentraci 0.5 pg/ml pro posouzeni
poskozeni akrozomu;

5 ul Mito Tracker Deep Red (MTR DR) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) o findlni koncentraci 80 nM pro posouzeni
mitochondrialni aktivity.

Po uplynuti doby barveni spermii byly vzorky analyzovany pomoci pratokového
cytometru NovoCyte, ¢islo modelu 3000 (Acea Biosciences, soucast spolecnosti Agilent, Santa
Clara, CA, USA). Pritokovy cytometr byl vybaven fialovym (405 nm), modrym (488 nm)
a cervenym (640 nm) laserem a prislusSnymi optickymi filtry pro detekci emitovanych
fluorescencnich signalt. Pro automatické nastaveni cytometru, sledovani vykonu, sbér dat
a analyzu ziskanych dat z prutokové cytometrie byl pouzit software NovoExpress, v1.3.0 (Acea
Biosciences, soucast Agilent, Santa Clara, CA, USA).

Zivotaschopnost spermii (VIA) byla hodnocena na zakladé tii parametrii z priitokového
cytometru. Zivotaschopna spermie byla definovana jako buiika s neporusenou plazmatickou
membranou, neporusenym akrozomem a vysokou mitochondriadlni aktivitou viz Tab.c.2

a Graf ¢&. 1.

Tab. ¢. 2: Hodnoceni zivotaschopné spermie

Barvivo Znaceni
Hoechst-33342 +
Pl -
PNA-FITC -
MitoTracker Deep Red +
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Graf ¢. 1. Gatovaci strategie pritokové cytometrie pro urceni zivotaschopnych spermii.
1) Castice obsazené ve vzorku byly nejprve identifikovany pomoci boéniho rozptylu SSC
a predniho rozptylu FSC. 2) Bunky byly identifikovany barvenim Hoechst-33342 (H-342)
urcujici obsah DNA. 3) Spermie byly hodnoceny na zakladé€ intenzity signalu propidium jodidu
(PI) pro neporusenost plazmatické membrany a PNA lektinu (PNA-FITC) pro celistvost
akrozomu. 4) Spermie pozitivni 1 na Mito Tracker Deep Red (MTR DR) byly povazovany za
zivotaschopné (Savvulidi et al., 2021)

4.5 Synchronizaéni program samic

Pfed umélou inseminaci byla samicim veterinarnim Iékafem provedena synchronizace
a stimulace fijového cyklu pomoci poSevnich tamponti (Chronogest, Intervet International
B.V.) s naslednou superovulaci pomoci intramuskularniho injek¢niho hormonélniho preparatu
(Sergon, Bioveta a.s.) podle schématu doporuceného vyrobcem:
« den 0 = aplikace poSevnich tampont;
eden 14 = vyjmuti poSevnich tamponti a aplikace stimulacniho media
v mnozstvi 500 m.j. na samici;
* 56 hod. po vyjmuti posevnich tamponti a po aplikaci superovulacniho piipravku byly
kozy 1x inseminovany intracervikalni metodou.

4.6 Cervikalni inseminace a hodnocené reprodukéni ukazatele koz

Kozy byly fixovany v ptipoustédle s kréni zadbranou a se zvednutou zadi v thlu cca 40°.
Po dezinfekci zevnich pohlavnich orgénti bylo jemné zavedeno spekulum, které slouzilo jednak
k vizuélnimu zhodnoceni optimdlni faze fijového cyklu zvifete, a jednak k detekei vstupu do
délozniho krc¢ku kozy. Nasledné byla jemné zavedena inseminac¢ni pipeta (MiniTube GmbH)
do tusti délozniho krcku a lehce manipulovana tak, aby insemina¢ni ddvka byla deponovana na
okraj 1. az 2. fasy dé&loZniho krcku. Nastroje pouzité pro cervikalni inseminaci jsou detailngji
vizualizovany na obr. ¢. 8. VSechny kozy byly inseminovany dvéma pejetami s vyslednou
koncentraci 100 x 108 spermii na inseminaci.

Z celkového poctu pfipravenych koz bylo inseminovano 20 koz, které byly vizudlné
posouzeny jako vhodné k inseminaci. Sedm zvifat bylo inseminovano chlazenym semenem
a 13 koz bylo inseminovano kryokonzervovanym semenem.
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4.6.1 Hodnoceni reprodukénich ukazateli

Po inseminaci byly kozy jeden pohlavni cyklus izolovdny a nésledné zatazeny do
ptfirozené plemenitby. Na zdkladé terminu porodu byla definovana tspéSnost inseminace.
Sledovana byla také Cetnost vrhu. V navazném statistickém vyhodnoceni a pii prezentaci
vysledki byly tyto ukazatele vyjadieny jako procento okozleni a plodnosti.

Pro ucel této prace byly hodnoceny nasledné reprodukéni ukazatele:
e procento okozlenych zvifat (pocet okozlenych koz/pocet inseminovanych
kozx100);
e procento plodnosti (pocet vSech narozenych kiizlat/pocet okozlenych kozx100).

Uspésnost okozleni byla hodnocena 1 — narozeni mladéte/mlad’at, 0 — nenarozeni Zadného

mladéte. U 7 koz byla nasledn€¢ hodnocena plodnost v rozmezi 1 — jedno narozené mladg,
2 — dv¢ narozena mlad’ata.
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Obr. €. 8: A. Instrumentaria pouzivana pti cervikalni inseminaci koz; B. Sestavena sada
pripravena k cervikalni inseminaci v¢etné naznaceni mista deponovani inseminacni davky
(archiv autora)

1. laboratorni nlizky na otevirani pejet; inseminacni pejeta o objemu 0,25 ml; 3. zkumavka
Eppendorf, do které se zachyti objem pejety a odkud se nasledné natahuje do inseminacni
pipety; 4. inseminacni pipeta Minitiibe se ziiZenou koncovkou pro zavedeni do tsti déloZzniho
krcku; 5. injekéni aplikator pro aplikaci inseminacni davky do délozniho kr¢ku; 6. spekulum se
svételnym zdrojem

4.7 Statisticka analyza dat

Statistické analyzy byly provedeny pomoci statistického programu SAS 9.4. (SAS/STAT,
2011).

Procedura GLM (zobecnény linearni model) byla pouZita pro vyhodnoceni procenta
okozleni a plodnosti v zavislosti na pouzitych inseminacnich déavkach (chlazenych vs.
mrazenych). Statisticky prikazné rozdily byly definovany podle Tukey — Kramerova testu na
hladin€ vyznamnosti p <0,05. Nize je uvedena modelova rovnice pro vyhodnoceni zéavisle
proménnych:

36




Yij=un+ VAR| + gj

Yij = hodnota zavisle proménné (okozleni a plodnost); p = primérnd hodnota zavisle proménné;
VAR = i-ta varianta metody konzervace ID (i = chlazené ID, n = 7; i = mrazené ID, n = 13); eij

= rezidudlni chyba.

Nasledna regresné-korelacni analyza byla provedena procedurami REG a CORR, kdy na
jedné stran¢ byly analyzovany reproduk¢ni ukazatele koz (okozleni a plodnost) ve vztahu
Kk cytometrickym parametrim spermii 8 mCASA parametriim spermii na strané druhé.
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5 Vysledky

5.1 Zakladni statistika

V tabulce Tab. ¢. 3 jsou uvedeny udaje, které jsou prezentovany jako zakladni statistiky

bez ohledu na zpiisob inseminace koz ¢i zptisobu uchovani insemina¢nich davek. U 20 vzorkt

inseminacnich davek byly hodnoceny kvalitativni parametry spermii.

Tab. €. 3: Zakladni statistické udaje

Proménna Cetnost Priamér Minimum Maximum
OKOZ. [ks] [20 0.35 0.49 0 1

PLOD. [ks] |7 1.43 0.53 1 2

VIA [%] 20 49.96 20.47 35.32 77.16
MITCH [%] | 20 61.52 20.75 33.95 76.36

MOT [%] 20 43.60 27.40 24.00 80.00
PROG [%] |20 32.99 20.03 18.66 59.60

VCL [um/s] |20 96.93 1.30 96.00 98.66

VAP [um/s] |20 80.03 0.98 79.33 81.33

VSL [um/s] |20 69.68 0.49 69.33 70.33

STR [%] 20 85.96 0.98 84.66 86.66

LIN [%] 20 70.77 0.33 70.33 71.00
Zkratky: o = smérodatna odchylka; OKOZ. — okozleni; PLOD. — plodnost; VIA —

zivotaschopnost spermii; MITCH — mitochondrialni aktivita spermii; MOT — motilita spermii;
PROG - progresivni motilita spermii; VCL — ki¥ivocara rychlost spermii; VAP — rychlost
prumérné drahy spermii; VSL — pfimocara rychlost spermii; STR — pfimocarost spermii;
LIN — linearita spermii
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5.2 VIliv kvalitativnich parametria spermii na okozleni koz

V grafu ¢. 2 je mozné pozorovat procento okozlenych koz po vyuziti chlazené ¢i
kryokonzervované inseminacni davky k jednoduché intracervikélni inseminaci. Pii pouziti
chlazeného semene doslo k narozeni kiizlat u 71,4 + 15,7 % koz, kterym byla provedena jedna
inseminace (bez reinseminace). Pfi pouziti kryokonzervovaného semene se stejnou metodou
inseminace narodilo alespon jedno kiizle 15,4 + 11,5 % inseminovanych koz. Z grafu je patrné,
ze zpusob uchovavani inseminaénich davek ma znacny vliv na jejich fertilizaéni schopnosti
astim spojené procento okozleni. Dle ocekavani vlivem kryokonzervace se statisticky
prikazné (p = 0,0102) snizovala oplozovaci schopnost spermii, a to ptiblizné ¢tyfaptilnasobné
oproti chlazenému spermatu.
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Graf ¢ 2: Procento okozlenych koz intracervikalni inseminaci chlazenymi
a kryokonzervovanymi insemina¢nimi davkami (ID). Rozdilna pismena a, b znaéi statisticky
prikazné rozdily na hlading vyznamnosti p <0,05
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5.2.1 Hodnoceni kvality spermii priitokovou cytometrii

Graf ¢. 3 zobrazuje vliv kvalitativnich hodnot spermii z pritokového cytometru na
okozleni koz. Regresni rovnice grafu ¢. 3—A. byla vypoctena z dat pritokového cytometru
0 zivotaschopnosti spermii. Z téchto dat, ktera méla minimalni a maximalni hodnoty v rozmezi
35,3 — 77,2 %, je mozné se statistickou prikaznosti p <0,05 konstatovat, ze se zvySujici se
koncentraci zivotaschopnych spermii ve spermatu o 1 % doslo ke zvyseni procento okozlenych
koz po inseminaci 0 1,3 %. Graf ¢. 3-B. znazornuje vliv koncentrace spermii s mitochondrialni
aktivitou obsazeny V inseminacnich davkach na okozleni. Se zvySujici se koncentraci
mitochondrialné aktivnich spermii ve vzorku o 1 % narostlo procento okozlenych koz o 1,3 %.
Také tento vztah byl dokumentovan statistickou prikaznosti p <0,05. Regresni rovnice
grafu ¢. 3-B. byla odhadnuta z dat pratokové cytometrie o Kkoncentraci spermii
S mitochondrialni aktivitou. Rozmezi této rovnice byly minimdalni a maximalni hodnoty
33,9 — 76,4 % mitochondrialné aktivnich spermii ve vzorcich. Stfedné silna korelace (r = 0,56;
p <0,05) byla detekovana mezi cytometrickymi parametry a procentem okozleni.
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Graf ¢. 3: Linearné-regresni vztah hodnoty okozleni v zavislosti na vybranych

cytometrickych parametrech
A. Vliv zivotaschopnosti (VIA) spermii na okozleni
B. Vliv mitochondrialni aktivity (MITCH) spermii na okozleni
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5.2.2 Hodnoceni z po¢itacové asistované analyzy spermii

V grafu €. 4 je mozné pozorovat vliv motility spermii zjisténou pocitacove asistovanou
analyzou spermii (CASA) na okozleni koz se statistickou priikaznosti p <0,05. V grafu ¢. 4-A.
byla na zaklad¢ ziskanych hodnot odhadnuta rovnice, ktera v daném rozmezi minimalni — 24 %
a maximalni — 80 % hodnot motility spermii dokumentovala, ze se zvySujici se motilitou
spermii o 1 % narostl pocet okozlenych koz také o 1 %. V grafu ¢. 4-B. mtizeme identifikovat,
7e S narustem progresivni motility spermii o jedno procento se pfimo imérné navysilo okozleni
0 1,4 %. Tato linearné-regresni rovnice byla odhadnuta na zékladé udaja progresivni motility
ve spermatu pohybujicimi se v rozmezi 18,7 — 59,6 %. Mezi pohybovymi parametry
z pocitaCove asistované analyzy spermii byla zjiSténa pozitivni a Stfedné silna korelace
(r =0,56; p <0,05).
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Graf ¢. 4: Linearné-regresni vztah hodnoty okozleni v zavislosti na parametrech pohyblivosti
zhodnocené pomoci CASA

A. Vliv motility spermii (MOT) na okozleni

B. VIliv progresivni motility kvality spermii (PROG) na okozleni
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Graf ¢. 5 zobrazuje vliv kinematickych parametrii spermii na okozleni koz se
statistickou prikaznosti p <0,05. Jednotlivé kinematické parametry spermii byly hodnoceny
pomoci pocitatove asistované analyzy spermii. V grafu ¢. 5—A. je rovnice pro vliv kiivocaré
rychlosti spermii (VCL). Rovnice znaci, ze se zvySujici se kfivoCarou rychlosti spermii
0 1 um/s se zvysilo okozleni o 21,1 %. Nicméné rovnice byla odhadnuta z dat, ktera méla
minimalni a maximalni hodnoty 96 — 98,7 um/s. Dalsi graf ¢. 5-B. vliv rychlosti primérné
drahy spermii (VAP) na okozleni byl vytvofen vstupnimi daty v rozmezi 79,3 — 81,3 um/s.
Z téchto dat byla odhadnuta rovnice, ktera zaznamenava, ze se vzrastajici rychlosti primérné
drahy spermii v inseminacni davce o 1 um/s bylo pozorovano vzrustajici procento okozleni
0 28 %. Rovnice grafu ¢. 5-C. znazoriuje, ze pii narustu piimocaré rychlosti spermii (VSL)
0 1 um/s doslo k 56% vyssi mife okozleni z minimalnich a maximalnich hodnot 69,3 — 70,3 %.
Pro graf ¢. 5-D. byly naméfeny minimalni a maximalni hodnoty v rozmezi 84,7 — 86,7 %
ptimocarosti spermii (STR). Pro vySe uvedené rozmezi bylo zjisténo, Ze se zvySujici se
piimocarosti spermii 0 1 % se zvySovala pravdépodobnost okozleni o 28 %. Na zaklad¢
odhadnuté rovnice pro graf ¢. 5-E. souvisel narust linearity spermii (LIN) 0 1 % S narustem
okozleni koz 0 83,6 %. Jedna se o rovnici, ktera je ohrani¢end minimalnimi a maximalnimi
hodnotami v rozmezi 70,3 — 71 %. | mezi parametry z pocitacové¢ asistované analyzy spermii
(VCL, VAP, VSL, STR, LIN) byla zjisténa stiedné silna korelace (r = 0,56; p <0,05).
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Graf & 5: Linearné-regresni vztah hodnoty okozleni v zavislosti na vybranych CASA
parametrech

moow>

Vliv kiivocaré rychlosti spermii (VCL) na okozleni

Vliv rychlosti primérné drahy spermii (VAP) na okozleni
Vliv pfimocaré rychlosti spermii (VSL) na okozleni

Vliv pfimocarosti spermii (STR) na okozleni

Vliv linearity spermii (LIN) na okozleni
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5.3 Vliv kvalitativnich parametra spermii na plodnost koz

Graf ¢. 6 je mozné pozorovat prumérnou plodnost koz v procentech dle pouzitého
zpusobu uchovavani inseminacnich davek, kdy 100 % znazornuje jedno narozené¢ mladé po
okozleni a 200 % jsou dvé narozend mlad’ata ve vrhu. Pfi inseminaci koz chlazenymi
insemina¢nimi ddvkami byla plodnost vpriméru 140 + 26 %. Pii inseminaci
kryokonzervovanymi insemina¢nimi davkami ¢inilo procento plodnosti 150 + 41,2 %. Nicméné
Z hlediska statisticky vyznamnych rozdila byly diference mezi primérnymi hodnotami
neprukazné (p = 0,8457). Zptisob uchovavani insemina¢nich davek nema vliv na pocet mlad’at
ve vrhu koz.
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Graf ¢ 6: Procento okozlenych koz intracervikdlni inseminaci chlazenymi
a kryokonzervovanymi insemina¢nimi davkami (ID). Pismena a znadi statisticky neprikazné
rozdily na hladin€é vyznamnosti p <0,05
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Dle tabulky ¢. 4 nebyl zadny statisticky model pro odhad plodnosti na zdkladé¢
kvalitativnich parametri spermii na hladiné vyznamnosti p <0,05 statisticky prikazny
(p = 0,8457). Mezi kvalitativnimi parametry spermii byla vypocétena nizka korelace, ktera
nebyla statistiky prukaznad na hladiné vyznamnosti p <0,05. Hodnoty kvality spermatu
Vv inseminac¢nich davkach neslo davat do souvislosti s timto reprodukénim ukazatelem a ani je
vyuzit k predikci plodnosti u sledovaného souboru koz.

Tab. €. 4: Statistické modely pro odhad plodnosti. n.s. = nesignifikantni, statisticky neprikazné
na hladiné vyznamnosti p <0,05

Statistické modely pro odhad plodnosti (PLOD.) na zakladé kvalitativnich parametra
spermii

p-hodnota korelace
PLOD.= 1,584"*-VIA%0,002"* n.s. -0,091"*
PLOD.=1,320"*+MITCHx0,002"* n.s. 0,091"*
PLOD.= 1,543"-MOTx0,002"* n.s. -0,091"*
PLOD.= 1,546"*-PROGx0,002"* n.s. -0,091"*
PLOD.=5,109"*-VCLx0,038"* n.s. -0,091"*
PLOD.=5,467"*-VAPx0,050"* n.s. -0,091"*
PLOD.= 8,433"*-VSLx0,100"* n.s. -0,091"*
PLOD.=-2,833"*+STRx0,050"* n.s. 0,091"*
PLOD.=-9,097"*+LINx0,149"* n.s. 0,091"*

n.s.—p>0,05; *-p<0,05; ** - p<0,01; *** - p <0,001

Zkratky: PLOD. — plodnost; VIA — Zivotaschopnost spermii; MITCH — mitochondrialni aktivita
spermii; MOT — motilita spermii; PROG — progresivni motilita spermii; VCL — ki¥ivocara
rychlost spermii; VAP — rychlost primérné drahy spermii; VSL — pfimocara rychlost spermif;
STR — pfimocarost spermii; LIN — linearita spermii
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6 Diskuze

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda zplisob konzervace inseminacnich davek
ovlivni poskozeni spermatickych bun¢k v prubéhu konzervace, coz se projevi na reproduk¢nich
ukazatelich po nasledné inseminaci. Vysledky mé prace tuto hypotézu potvrzuji u parametru
procenta okozlenych koz. Mrazené inseminacni davky vykazovaly niz8§i miru okozleni nez
chlazené inseminacéni davky.

Pfi  vyuziti jednoduché intracervikdlni inseminace bez reinseminace bylo
kryokonzervovanym spermatem dosazeno 15,4 % okozleni. Tyto vysledky koresponduji
s Ritarem a Salamonem (1983), ktefi stejnou insemina¢ni metodou dosahli 14,3 % okozleni po
pouziti mrazenych inseminac¢nich davek. Naproti tomu Salvador et al. (2005) pii shodné
hloubce inseminace do d€lozniho krcku koz mrazenymi spermatem byli schopni docilit
procenta okozleni kolem 52 %. Vyznamny rozdil ve fertilizacni schopnosti spermii po
rozmrazeni mohl byt zpiisoben jinym postupem mrazeni inseminacnich davek, ktery mohl byt
ke spermiim Setrn€j$i. Rozdil mohl byt také zplisoben odliSnou dobou inseminace ¢i rozdilnym
plemenem koz Murciano Granadina.

Pii vyuziti chlazenych inseminaénich davek bylo dosaZeno 71,4 % okozleni. Roca et
al. (1997) hodnotili uspéSnost zabieznuti koz po intracervikalni inseminaci chlazenym
spermatem. Jejich vysledky se shoduji s naSimi, mira zabfeznuti byla 73,1 %. Niz§i procento
okozleni s pouzitim chlazeného semene pozorovali dalsi autofi (Pamungkas 2009; Mohammed
et al. 2012; Ade Salim et al. 2020; Alvarado-Espino et al. 2022; Moc¢ et al. 2022), jejichz
procento okozleni dosahovalo hodnoty v rozmezi 41,1-66,7 %. Rozdily mohou byt zptisobené
riznou délkou uchovani spermatu (Pamungkas, 2009) nebo pouzitim jiného fedidla
(tfedidla — Tris, mléko) (Mohammed et al. 2012). Tyto zmé&ny mohou zna¢né ovlivnit vysledné
procento okozlenych samic. Je zfejmé, Ze v nasem pozorovani chlazené inseminacni davky
dosahovaly vyssiho procenta okozleni nez kryokonzervované inseminacni davky z divodu
poskozeni spermii procesem kryokonzervace (Kogan et al., 2018) a bylo vyssi, nez pozorovaly
ostatni studie.

Zpusob konzervace inseminacnich davek naopak nemél signifikantni vliv na procento
plodnosti koz (pocet narozenych kuizlat/pocéet okozlenych koz). Spermie nemaji zna¢ny vliv na
pocet narozenych mladd’at ve vrhu. Tento reprodukcni ukazatel je ovlivnén pfevazné samici,
jelikoz plodnost je ovlivnéna poctem ovulovanych vaji¢ek (Nalbandov 1990). Spermie tedy
nemohou zvysit pocet mlad’at, mohou pouze mit vliv na oplodnéni jiz ovulovanych vajicek.
Dalo by se pouze ptedpokladat, Ze kryokonzervace snizi kvalitu spermii a s tim spojenou jejich
fertiliza¢ni schopnost. Timto zpiisobem by kryokonzervované inseminacni davky mohly
vykazovat niz§iho procenta plodnosti nez chlazené inseminacni davky. V piipad€ naSich
vysledku tomu tak nebylo, a naopak kryokonzervované ID dosahovaly o 10 % vyssi plodnost
(150 %) nez chlazené ID (140 %). Pfedpokladam, ze tyto vysledky mohou byt ovlivnény
predevsim nizkym poétem pozorovani (n = 7).

Soucasti prace bylo 1 navrzeni a ovéfeni zvoleného zplsobu inseminace u dojnych koz.
Cilem bylo navrhnout zptsob inseminace, ktery by byl snadno proveditelny za pfedpokladu
vysokého procenta zabfeznutych koz. Jednalo se o jednoduchou intracervikalni metodu
inseminace koz bez reinseminace, pii které se inseminacni pipeta jemné zavedla do usti
délozniho krcku, aby sperma bylo deponovano na okraj 1. az 2. fasy délozniho kréku. Tato
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metoda inseminace koz byla spolehliva. Jak jiz bylo zminéno vyse, dosahovala 71,4 % okozleni
pti pouziti chlazenych inseminacnich davek a tento vysledek je vysSi nez vysledky vétSiny
dalich autort, ktefi pouzili obdobnou metodiku. Dalsi autofi Paulenz et al. (2005) nebo
Ritar a Salamon (1983) se nezabyvali intracervikalni inseminaci koz chlazenym spermatem, ale
zejména Cerstvymi insemina¢nimi davkami. V tomto pfipad¢ se procenta okozleni pohybovala
v rozmezi 42-78 %. Ve studiich zabyvajicich se jinymi metodami inseminace koz (s pouzitim
cerstvych ¢i chlazenych inseminaénich davek) se procenta okozleni pohybovala v hodnotach
50-74 % pii vaginalni inseminaci (Paulenz et al. 2005; Bello et al. 2022), 46-67 %
u transcervikalni inseminace (Ritar & Salamon 1983; Foxworth et al. 2019) a <80 %, pokud
byla pouzita laparoskopicka inseminace (Bhoi et al. 2020). Nase procento okozleni dosahovalo
horni hranice vysledkii téchto studii, z ¢ehoz vyplyva, Ze ndmi pouzitd intracervikalni
inseminace s chlazenymi insemina¢nimi davkami je relevantni metodou v reprodukénich

vvvvvv

vevr

(Sohnrey & Holtz 2005).

Dalsim cilem prace bylo ovéfit, zda samotnou inseminaci s pouzitim dvou riznych typt
konzervace insemina¢nich davek (chlazené nebo zmrazené) lze pouzit pro ovéreni vysledku
kvalitativnich testti spermii in vitro (jako je pocitacové asistovana analyza spermii a prutokova
cytometrie). | tato hypotéza byla potvrzena (p = 0,0102) u reproduk¢niho ukazatele okozlenti,
po inseminaci bylo mozné vyhodnotit, ze kvalitativni parametry spermii ovliviiuji procento
okozlenych koz na hladin€¢ vyznamnosti p <0,05. U druhého reproduk¢niho ukazatele nebyl
prokazan statisticky vyznamny vliv parametru spermii na plodnost koz (p = 0,8457).

Korelace mezi jednotlivymi kvalitativnimi parametry spermii a procentem koz, které
porodi mlad¢, je zpravidla nizka, jelikoz se jedna o multifaktorialni zalezitost (Mocé et al.,
2022). Nami zjisténé Pearsonovy korela¢ni koeficienty mezi kvalitativnimi parametry spermii
a procentem okozleni dosahovaly hodnot r = 0,56 (p <0,05), coz znamena, Ze mezi kvalitou
spermii a okozlenim je stfedné silna korelace. Tyto vysledky ukazuji na vyssi linearni zavislost
mezi témito dvéma hodnotami, nez tomu bylo u Mocého et al. (2022), ktefi pozorovali velmi
nizké hodnoty korela¢niho koeficientu parametri spermii v chlazeném spermatu na okozleni
koz plemene Murciano Granadina, jejich vysledky v absolutni hodnoté dosahovaly
maximalnich hodnot 0,34. V jejich studii linearita spermii (LIN) korelovala s okozlenim
slabé (r = 0,29) a stejné na tom byla progresivni motilita spermii (PROG) (r = 0,28), ostatni
parametry spermii vykazovaly je$té niz§i hodnoty korela¢niho koeficientu. Korelace obou
zminovanych parametrl byla statisticky vyznamna (p = 0,02). Jejich vysledky koresponduji
i s dal§imi studiemi u jinych druht. U kralika byla nizka korelace pozorovana mezi poctem
samic, které po inseminaci porodily a celkovou motilitou (r = 0,31) ¢i linearitou spermii
(r=-0,32) (Lavaraet al. 2005). U skotu byla obdobna korelace mezi linearitou spermii
a zabfeznutim krav (r = 0,31), avSak oproti ostatnim studiim tato korelace nebyla statisticky
vyznamna. Naopak signifikantni vliv kvality spermatu se spise shodoval s nasimi hodnotami.
Statisticky vyznamna korelace byla pozorovana mezi zabfeznutim krav po inseminaci
a procentem Zzivotaschopnych spermii (r = 0,68; p <0,01) nebo motilitou spermii (r = 0,43;
p <0,05) (Januskauskas et al. 2003). Z téchto dat je patrné, ze nejvyznamnéjsi vliv mezi
oplozovaci schopnosti a kvalitativnimi hodnotami spermii maji zejména parametry, jako jsou
motilita (MOT), progresivni motilita (PROG), linearita (LIN) ¢i Zivotaschopnost spermii
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(VIA). I piesto korelace ani u jednoho parametru nebyla silna a jednalo se pouze o nizké
korelace z jiz zminovaného divodu, Ze procento okozleni je ovlivnéno mnoha vnitinimi faktory
samice (vek, poradi porodu) a i vnéjsimi, z n¢hoz nejvyznamngéjsim je sezonnost (Mocé et al.
2022). Sezonnost bude pravdépodobné hlavnim divodem nasich vysSSich vysledka korelace
mezi okozlenim a parametry spermii oproti Mocé et al. (2022). Nami provedené inseminace
byly ve stejném reprodukénim obdobi (zaii) a nemohl se tedy na vysledky projevit vliv
sezonnosti, ktery by vliv hodnot spermii na okozleni snizoval. Rozdilné korelace mohou byt
také zpuisobeny jinymi hodnotami vstupnich dat a poctem pozorovani.

Pro optimalizaci metodiky in vitro kvalitativniho stanoveni spermii byla snaha ziskat
model, ktery by pomohl predikovat vybrané reprodukéni ukazatele na zakladé kvalitativnich
parametrii spermii. Statistické modely pro odhad plodnosti nebyly statisticky prikazné
(p = 0,8457). Statistické modely pro odhad procenta okozleni byly statisticky prikazné na
hladiné vyznamnosti p <0,05. Na zaklad¢ statistickych modelti pro okozleni 1ze predikovat
uspésnost inseminace pomoci zjisténych kvalitativnich parametri spermii v pouzité
inseminacni davce. Statistické modely mohou také napiiklad pomoc urcit spodni hranici pro
vyrobu inseminacnich davek kozli na zéklad¢ kvalitativnich parametri spermii pro dosazeni
pozadovaného procenta okozleni samic. AvSak vzhledem ke koeficientu determinace
(r? = 0,3141) budou tyto modely pouze orienta¢ni, jelikoz okozleni bude z 68,6 % ovlivnéno
dalsimi faktory (vliv samice aj.), jak jiz bylo zminéno vyse. Vzhledem ke zminénym divodim
je tento model urcen zejména pro védecké studie, Vv praxi je tieba dbat na ovlivnitelné vnéjsi
faktory (napfi. zdravotni stav a kondice samice, vhodna doba inseminace) a pro zvyseni procenta
okozleni brat zietel pfedevs§im na tyto vlivy za piedpokladu, ze byly pouzity kvalitni
insemina¢ni davky s vysokymi hodnotami kvalitativnich parametrti spermii. Mocé et al. (2022)
tvrdi, Ze statistické modely pro odhad okozleni nejsou natolik ptfesné, aby bylo mozné
spolehlivé predpovidat procento okozleni. I piesto navrhli jeden model, ktery dle jejich dat
vysvétloval predikci procenta okozleni nejlépe. Model zahrnoval celkovou motilitu
spermii (MOT) nebo rychlost primérné drahy spermii (VAP), vék koz a efekt sezonnosti.
Santolaria et al. (2015) provedli obdobnou studii u ovci. Signifikantni vysledky (p <0,05) této
studie ukazaly, ze obahnéni se zvySovalo s rostouci kiivoCarou rychlosti spermii (VCL) nebo
se zvySujicim se procentem spermii s neporuSenou plazmatickou membranou. Tyto modely
mohou c¢astecné predikovat procento obahnéni ovci na zakladée téchto dvou parametrt spermii.

Zavérem je podstatné zminit, Ze nami zjisténa data maji charakter prvotnich vysledki
0 vlivu zpiisobu uchovavani inseminacnich davek kozli na reprodukcni ukazatele u koz
a jednoduché intracervikalni inseminaci. Je dulezité pokracovat ve vyzkumu umélé inseminace
malych ptezvykavcel, jelikoz cilem je rozsifit techniku inseminace, ktera bude dostate¢né
jednoducha, finan¢né nenakladna, ¢asoveé nenarocna, bude Setrnéjsi ke zviratim a chovatelé ji
budou schopni sami vykonavat. Je tfeba usilovat i 0 ziskavani dalsich dat, které by napomohly
k tvorbé pienéjsich prediktivnich modelti pro reprodukéni ukazatele koz, aby se usnadiovala
asistovana reprodukce malych piezvykavci.
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Z.avér

e Byla potvrzena hypotéza, Ze zpisob konzervace inseminacni davky (chlazené nebo
mrazené) ovlivnil poSkozeni spermatickych bun€k v pribéhu konzervace, coz se
projevilo na reprodukénich ukazatelich po nasledné inseminaci.

e Mrazené inseminacni davky vykazovaly vice nez 4,5nasobné nizsi miru okozleni nez
chlazené inseminacéni davky.

e Zpisob konzervace insemina¢nich davek nemé¢l vliv na naslednou plodnost
inseminovanych koz.

e Jednoduchym zplisobem intracervikadlni inseminace s vyuzitim chlazenych
inseminacnich davek bylo mozné dosahovat vyhovujicich vysledkii okozleni samic
71,4 % 1 bez nasledné reinseminace.

e Byla zpracovana data o vlivu kvalitativnich parametri spermii zjisténd pocitacove
asistovanou analyzou spermii a pratokovou cytometrii na vybrané reprodukéni
ukazatele.

e 7 datokvalitativnich parametrech spermii byly vytvoieny predikéni rovnice pro odhad
procenta okozleni a plodnosti koz po inseminaci.

e Kuvalitativni parametry spermii mély vliv na zmény v okozleni. Naproti tomu
kvalitativni parametry spermii nemély vliv na zmény v plodnosti koz.

e Zjisténa data méla charakter prvotnich vysledk, kterd jsou navrhem pro dalsi studie.

V budoucnu by bylo vhodné rozsitit pocet zvifat inseminovanych davkami rtizné
kvality ke zptesnéni prediktivnich modelt okozleni a plodnosti malych piezvykavci.

o1



8 Literatura

Abdollahi, F., Farhang Dehghan, S., Amanpour, S., Haghparast, A., Sabour, S., Zendehdel, R.
2021. Effect of Co-exposure to Heat and Psychological Stressors on Sperm DNA and
Semen Parameters. Toxicology Reports. 8 . 1948-1954. doi:
10.1016/j.toxrep.2021.11.015.

Ade Salim, M., Nur Ihsan, M., Isnaini, N., Susilawati, T. 2020. Kidding rate of artificial
insemination with Boer goat liquid semen during chilled preservation using coconut
water-based diluent. Jurnal llmu-lImu Peternakan. 30 (3). 184-189. doi:
10.21776/ub.jiip.2020.030.03.02.

Ahsan, U., Kamran, Z., Raza, I., Ahmad, S., Babar, W., Riaz, M. H., Igbal, Z. 2014. Role of
selenium in male reproduction—A review. Animal Reproduction Science. 146 (1-2).
55-62. doi: 10.1016/j.anireprosci.2014.01.009.

Alvarado-Espino, A. S., Alvarado-Espino, A. V., Arellano-Rodriguez, F., Flores-Salas, J.,
Moreno-Avalos, S., Delgado-Gonzalez, R., Véliz-Deras, F. G. 2022. The Time of
Artificial Insemination with Cooled Semen does not Affect the Pregnancy Rate in
Anestrous Goats. Indian Journal of Animal Research. (Of). doi: 10.18805/IJAR.BF-
1534.

Alvarez, M., Tamayo-Canul, J., Anel, E., Boixo, J. C., Mata-Campuzano, M., Martinez-
Pastor, F., Anel, L., de Paz, P. 2012. Sperm concentration at freezing affects post-thaw
quality and fertility of ram semen. Theriogenology. 77 (6). 1111-1118. doi:

10.1016/J. THERIOGENOLOGY.2011.10.013.

Anel, L., Alvarez, M., Martinez-Pastor, F., Garcia-Macias, V., Anel, E., de Paz, P. 2006.
Improvement Strategies in Ovine Artificial Insemination. Reproduction in Domestic
Animals. 41 (s2). 30-42. doi: 10.1111/j.1439-0531.2006.00767.x.

Anel, L., Kaabi, M., Abroug, B., Alvarez, M., Anel, E., Boixo, J. C., Fuente, L. F. de la, Paz,
P. de 2005. Factors influencing the success of vaginal and laparoscopic artificial
insemination in churra ewes: a field assay. Theriogenology. 63 (4). 1235-1247. doi:
10.1016/j.theriogenology.2004.07.001.

Arrebola, F., Gonzalez, O., Torres, R., Abecia, J.-A. 2014. Artificial insemination in Payoya
goats: factors affecting fertility. Animal Production Science. 54 (3). 356. doi:
10.1071/AN13138.

Bello, A. A., Voh, A. A., Ogwu, D., Ayo, J. O. 2022. Recto-vaginal artificial insemination
using digital rectal palpation technique in Red Sokoto goat. Small Ruminant Research.
215 .106780. doi: 10.1016/j.smallrumres.2022.106780.

52



Bhoi, D. B., Raval, J. K., Dangar, N. S. 2020. Technological Advances in Goat Reproduction.
Bull. Env. Pharmacol. Life Sci. 9. 189-194.

Brito, L. F. C., Althouse, G. C., Aurich, C., Chenoweth, P. J., Eilts, B. E., Love, C. C.,
Luvoni, G. C., Mitchell, J. R., Peter, A. T., Pugh, D. G., Waberski, D. 2016. Andrology
laboratory review: Evaluation of sperm concentration. Theriogenology. 85 (9). 1507—
1527. doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.01.002.

Corteel, J. M., Leboeuf, B., Baril, G. 1988. Artificial breeding of adult goats and kids induced
with hormones to ovulate outside the breeding season. Small Ruminant Research. 1 (1).
19-35. doi: 10.1016/0921-4488(88)90041-7.

Cox, J. F., Alfaro, V., Montenegro, V., Rodriguez-Martinez, H. 2006. Computer-assisted
analysis of sperm motion in goats and its relationship with sperm migration in cervical
mucus. Theriogenology. 66 (4). 860—867. doi: 10.1016/j.theriogenology.2006.01.062.

Dayan, M., Besoluk, K., Eken, E., Ozkadif, S. 2010. Anatomy of the Cervical Canal in the
Angora Goat (Capra hircus). Kafkas Universitesi Veteriner Fakultesi Dergisi. 16 . 847—
850.

Dhaher, N., Aziz, D. 2021. The influence of semen collection frequency on deleterious the
interaction between the enzymes of the bulbourethral gland and egg yolk during the
dilution of buck semen. SVU-International Journal of Veterinary Sciences. 4 (1). 10-18.
doi: 10.21608/svu.2021.40564.1078.

Evans, G., Maxwell, W. M. C. 1987. Salamons’ artificial insemination of sheep and goats.
Butterworths. ISBN: 0409491772.

Faigl, V., Vass, N., Javor, A., Kulcsar, M., Solti, L., Amiridis, G., Cseh, S. 2012. Artificial
insemination of small ruminants — A review. Acta Veterinaria Hungarica. 60 (1). 115-
129. doi: 10.1556/avet.2012.010.

Farin, C. E. 2015. Artificial Insemination and Embryo Transfer in Goats. .

Flores-Gil, V. N., Millan de la Blanca, M. G., Velazquez, R., Toledano-Diaz, A., Santiago-
Moreno, J., Lopez-Sebastian, A. 2020. Influence of testosterone administration at the end
of the breeding season on sperm cryoresistance in rams (Ovis aries) and bucks (Capra
hircus). Domestic Animal Endocrinology. 72 . 106425. doi:
10.1016/j.domaniend.2019.106425.

Foxworth, W. B., Horner, S., Ho-Watson, A., Gilmore, 1., Gutierrez, K., Lewis, S., Newton,
G. 2019. PSX-12 Comparison of transcervical and intracervical artificial insemination
techniques for fixed-time artificial insemination (FTAI) in the goat. Journal of Animal
Science. 97 (Supplement_3). 464-464. doi: 10.1093/jas/skz258.914.

53



Furstoss, V., Borderes, F., Forgerit, Y., Guillouet, P., Leboeuf, B. 2010. The value of the
percentage of motile sperm in predicting a significant portion of the fertility variation of
frozen-thawed buck semen. Theriogenology. 74 (7). 1197-1206. doi:
10.1016/j.theriogenology.2010.05.022.

Gallagher, M. T., Cupples, G., Ooi, E. H., Kirkman-Brown, J. C., Smith, D. J. 2019. Rapid
sperm capture: high-throughput flagellar waveform analysis. Human Reproduction. doi:
10.1093/humrep/dez056.

Garner, D. L., Johnson, L. A., Yue, S. T., Roth, B. L., Haugland, R. P. 1994. Dual DNA
staining assessment of bovine sperm viability using SYBR-14 and propidium iodide.
Journal of andrology. 15 (6). 620-9.

Garrido-Farina, G. 1., Castillo-Hernandez, G., Gutiérrez-Hernandez, J. L., Pérez, D. 1. M.,
Ramirez, C. M. R., Garcia, A. T., Pérez, J. L. T. 2016. Stress-induced leokocytospermia
in rams with healthy reproductive tract. Small Ruminant Research. 137 . 34-39. doi:
10.1016/j.smallrumres.2016.02.024.

Gillan, L., Evans, G., Maxwell, W. M. C. 2005. Flow cytometric evaluation of sperm
parameters in relation to fertility potential. Theriogenology. 63 (2). 445-457. doi:
10.1016/j.theriogenology.2004.09.024.

Gimenez-Diaz, C., Aslan, F. 2011. Laparoscopic artificial insemination in dairy sheep with
hilled semen stored for up to 26 h. African Journal of Biotechnology. 10 . 5812-5814.

Goyal, H. O., Memon, M. A. 2007. Clinical Reproductive Anatomy and Physiology of the
Buck. In: Current Therapy in Large Animal Theriogenology. s. 511-514. Elsevier.

Graham, J. K., Moc¢, E. 2005. Fertility evaluation of frozen/thawed semen. Theriogenology.
64 (3). 492-504. doi: 10.1016/j.theriogenology.2005.05.006.

Hossain, Md. S., Johannisson, A., Wallgren, M., Nagy, S., Siqueira, A. P., Rodriguez-
Martinez, H. 2011. Flow cytometry for the assessment of animal sperm integrity and
functionality: state of the art. Asian Journal of Andrology. 13 (3). 406-419. doi:
10.1038/aja.2011.15.

Chazotte, B. 2011. Labeling Mitochondria with MitoTracker Dyes. Cold Spring Harbor
Protocols. 2011 (8). pdb.prot5648. doi: 10.1101/pdb.prot5648.

Chemineau, P., Xande, A. 1982. Reproductive efficiency of Creole meat goats permanently
kept with males. Relationship to a tropical environment. Tropical animal production.

Intervet International B.V 2009. PMSG ® Chronogest ® CR Synchronised oestrus and Early
Lambing. .

54



Januskauskas, A., Johannisson, A., Rodriguez-Martinez, H. 2003. Subtle membrane changes
in cryopreserved bull semen in relation with sperm viability, chromatin structure, and
field fertility. Theriogenology. 60 (4). 743—758. doi: 10.1016/S0093-691X(03)00050-5.

Jeyendran, R. S., Van der Ven, H. H., Perez-Pelaez, M., Crabo, B. G., Zaneveld, L. J. D.
1984. Development of an assay to assess the functional integrity of the human sperm
membrane and its relationship to other semen characteristics. Reproduction. 70 (1). 219—
228. doi: 10.1530/jrf.0.0700219.

Jiménez-Rabadan, P., Soler, A. J., Ramén, M., Garcia-Alvarez, O., Maroto-Morales, A.,
Iniesta-Cuerda, M., Fernandez-Santos, M. R., Montoro, V., Pérez-Guzman, M. D.,
Garde, J. J. 2016. Influence of semen collection method on sperm cryoresistance in small
ruminants. Animal Reproduction Science. 167 . 103-108. doi:
10.1016/j.anireprosci.2016.02.013.

Johnson, I. D., Spence, M. T. Z. 2010. The Molecular Probes handbook. A guide to
fluorescent probes and labeling technologies. 11. vyd. ISBN: 9780982927915.

Khalid, M., Haresign, W., Bradley, D. G. 1998. Heart rate responses and plasma cortisol
concentrations in ewes: comparison between cervical and laparoscopic intrauterine
insemination and their associated handling procedures. Animal Science. 66 (2). 383-387.
doi: 10.1017/S1357729800009516.

Kogan, T., Zeron, Y., Laor, R., Mesilati-Stahy, R., Argov-Argaman, N., Roth, Z. 2018. Effect
of cryopreservation on semen progressive motility. Animal Reproduction Science. 194 .
e18. doi: 10.1016/j.anireprosci.2018.04.041.

Kulaksiz, R., Daskin, A. 2012. Reproductive performance of primiparous and multiparous
Saanen goats after laparoscopic intrauterine insemination: a field study. Turkish Journal
of Veterinary & Animal Sciences. doi: 10.3906/vet-1010-525.

Lavara, R., Mocé, E., Lavara, F., Viudes de Castro, M. P., Vicente, J. S. 2005. Do parameters
of seminal quality correlate with the results of on-farm inseminations in rabbits?
Theriogenology. 64 (5). 1130-1141. doi: 10.1016/j.theriogenology.2005.01.009.

Leethongdee, S., Ponglowhapan, S. 2014. Artificial insemination in goats: An update. Thai
Journal of Veterinary Medicine. 44 (1). 73-77.

Leil, A., A. EI-Shamy, A., D.A., E.-B. 2020. Clinical Application Of Intrauterine
Laparoscopic Insemination In Zaraiby Goats Using Different Concentrations Of Zaraiby
And Boer Bucks’ Frozen Semen. Journal of Applied Veterinary Sciences. 5 (4). 61-67.
doi: 10.21608/javs.2020.118167.

Lv, C., Wu, G., Hong, Q., Quan, G. 2019. Spermatozoa Cryopreservation: State of Art and
Future in Small Ruminants. Biopreservation and biobanking. 17 (2). 171-182. doi:
10.1089/B10.2018.0113.

55



Malama, E., Bollwein, H., Taitzoglou, I. A., Theodosiou, T., Boscos, C. M., Kiossis, E. 2013.
Chromatin integrity of ram spermatozoa. Relationships to annual fluctuations of scrotal
surface temperature and temperature-humidity index. Theriogenology. 80 (5). 533-541.
doi: 10.1016/j.theriogenology.2013.05.019.

Malmakov, N., Ptacek, M., Savvulidi, F. G., Stadnik, L. 2022. Optimal time for laparoscopic
intrauterine insemination performed on ewes detected in natural heat. Saudi Journal of
Biological Sciences. 29 (10). 103416. doi: 10.1016/j.5jbs.2022.103416.

Martin, G. B., Walkden-Brown, S. W. 1995. Nutritional influences on reproduction in mature
male sheep and goats. Journal of reproduction and fertility. Supplement. 49 . 437—49.

Martinez-Madrid, B., Castaiio, C., Urefia, L. P., Flix, E., Velazquez, R., Lopez-Sebastian, A.,
Ungerfeld, R., Arrebola, F. A., Santiago-Moreno, J. 2021. Seasonal changes in
testosterone and thyroxine concentrations in Mediterranean rams and bucks and their
relationship with sperm cryoresistance. Livestock Science. 249 . 104513. doi:
10.1016/j.livsci.2021.104513.

Martinez-Pastor, F., Mata-Campuzano, M., Alvarez-Rodriguez, M., Alvarez, M., Anel, L., De
Paz, P. 2010. Probes and Techniques for Sperm Evaluation by Flow Cytometry.
Reproduction in Domestic Animals. 45 . 67—78. doi: 10.1111/].1439-0531.2010.01622.x.

Maxwell, W. M. C., Landers, A. J., Evans, G. 1995. Survival and fertility of ram spermatozoa
frozen in pellets, straws and minitubes. Theriogenology. 43 (7). 1201-1210. doi:
10.1016/0093-691X(95)00092-M.

Maxwell, W. M. C., Salamon, S. 1993. Liquid Storage of Ram Semen: a ReviewReprod.
Fertil. Dev. Ro¢. 5.

Mazur, P. 1984. Freezing of living cells: mechanisms and implications. American Journal of
Physiology-Cell Physiology. 247 (3). C125-C142. doi:
10.1152/ajpcell.1984.247.3.C125.

McKinnon, K. M. 2018. Flow Cytometry: An Overview. Current Protocols in Immunology.
120 (1). doi: 10.1002/cpim.40.

Memon, M. A., Bretzlaff, K. N., Ott, R. S. 1986. Comparison of semen collection techniques
in goats. Theriogenology. 26 (6). 823-827. doi: 10.1016/0093-691X(86)90011-7.

Mocé, E., Mocé, M. L., Lozano-Palazon, S. A., Bernacer, J., Martinez-Granell, M. M.,
Esteve, 1. C., Bernat, F., Contreras, S. J., Villalba, I., Gémez, E. A. 2022. Fertility
prediction in dairy goats from Murciano-Granadina breed: The role of sperm evaluation
and female traits. animal. 16 (5). 100525. doi: 10.1016/j.animal.2022.100525.

Mohamed, R. H., Mohamed, R. S., Abd El-Hamid, I. S., Madkour, F. A., Sallam, A. M., Ali,
F., Hussein, H. A. 2023. Semen quality, testicular characteristic, biochemical profile and

56



histopathology of testes of goats under heat stress conditions. Assiut Veterinary Medical
Journal. 69 (176). 76-87. doi: 10.21608/avm;.2022.173957.1100.

Mohammed, KM., Khalil, M. H., Al-saef, A. M. 2012. EFFECT OF GOAT BREEDS,
SEMEN DILUENTS AND FREEZING METHODS ON SPERM FREEZABILITY
AND REPRODUCTIVE PERFORMANCE. Assiut Veterinary Medical Journal. 58
(133). 1-12. doi: 10.21608/avmj.2012.173745.

Mojapelo, M. M., van Ryssen, J. B. J., Lehloenya, K. C. 2021. Selenium supplementation
reduces induced stress, enhances semen quality and reproductive hormones in Saanen
bucks. Small Ruminant Research. 201 . 106443. doi:
10.1016/j.smallrumres.2021.106443.

Mortimer, D., Curtis, E. F., Miller, R. G. 1987. Specific labelling by peanut agglutinin of the
outer acrosomal membrane of the human spermatozoon. Reproduction. 81 (1). 127-135.
doi: 10.1530/jrf.0.0810127.

Mortimer, S. T., De Jonge, C. J. 2018. CASA—Computer-Aided Sperm Analysis. In:
Encyclopedia of Reproduction. s. 59-63. Elsevier.

Murtaza, A., Khan, M. I.-R., Abbas, M., Hameed, N., Ahmad, W., Mohsin, I., Tahir, M. Z.
2020. Optimal timing of artificial insemination and changes in vaginal mucous
characteristics relative to the onset of standing estrus in Beetal goats. Animal
Reproduction Science. 213 . 106249. doi: 10.1016/j.anireprosci.2019.106249.

Nagy, S., Jansen, J., Topper, E. K., Gadella, B. M. 2003. A Triple-Stain Flow Cytometric
Method to Assess Plasma- and Acrosome-Membrane Integrity of Cryopreserved Bovine
Sperm Immediately after Thawing in Presence of Egg-Yolk Particlesl. Biology of
Reproduction. 68 (5). 1828-1835. doi: 10.1095/biolreprod.102.011445.

Nalbandov, A. V., Keman, Sunaryo. 1990. Fisiologi reproduksi pada mamalia dan unggas.
Ul-Press 1990. p. 378. ISBN: 9794560677.

Nordstoga, A. B., Séderquist, L., Adney, T., Farstad, W., Paulenz, H. 2010. Vaginal
deposition of frozen-thawed semen in Norwegian Dairy goats: Comparison of single and
double insemination with equal total number of spermatozoa. Theriogenology. 74 (5).
895-900. doi: 10.1016/J. THERIOGENOLOGY.2010.04.014.

O’Hara, L., Hanrahan, J. P., Richardson, L., Donovan, A., Fair, S., Evans, A. C. O.,
Lonergan, P. 2010. Effect of storage duration, storage temperature, and diluent on the
viability and fertility of fresh ram sperm. Theriogenology. 73 (4). 541-549. doi:
10.1016/j.theriogenology.2009.10.0009.

Oyeyemi, M. O., Akusu, M. O. 1998. Short-term effect of hemi-orchidectomy on testicular
and ejaculate characteristics of West African Dwarf bucks. Small Ruminant Research. 31
(1). 75-78. doi: 10.1016/S0921-4488(98)00082-0.

S7



Pamungkas, F. A. 2009. The Potency and Quality of Goat’s Semen for Technological
Application of Artificial Insemination. . Pusat Penelitian dan Pengembangan Peternakan.

Parkinson, T. J., Morrell, J. M. 2019. Artificial Insemination. In: Veterinary Reproduction and
Obstetrics. s. 746—777. Elsevier.

Paulenz, H., Séderquist, L., Adney, T., Soltun, K., Szther, P. A., Fjellsoy, K. R., Berg, K. A.
2005. Effect of cervical and vaginal insemination with liquid semen stored at room
temperature on fertility of goats. Animal Reproduction Science. 86 (1-2). 109-117. doi:
10.1016/j.anireprosci.2004.06.007.

Pefia, F., Rodriguez Martinez, H., Tapia, J., Ortega Ferrusola, C., Gonzalez Fernandez, L.,
Macias Garcia, B. 2009. Mitochondria in Mammalian Sperm Physiology and Pathology:
A Review. Reproduction in Domestic Animals. 44 (2). 345-349. doi: 10.1111/j.1439-
0531.2008.01211.x.

Ptacek, M., Stadnikova, M., Savvulidi, F., Stadnik, L. 2019. Ram Semen Cryopreservation
Using Egg Yolk or Egg Yolk-free Extenders: Preliminary Results. Scientia Agriculturae
Bohemica. 50 (2). 96-103. doi: 10.2478/SAB-2019-0014.

Ranjan, R., Singh, P., Kharche, S. D., Gangwar, C., Ramachandran, N., Singh, S. P., Singh,
M. K. 2020. Effect of temperature humidity index on sexual behavior and semen quality
in Barbari buck under Indian climatic condition. Small Ruminant Research. 193 .
106263. doi: 10.1016/j.smallrumres.2020.106263.

Restall, B. J. 1991. Goat production in the Asian humid tropics. In: Goat Production in the
Asian Humid-tropics. Proceedings of an International Seminar held in Hat-Yai,
Thailand. s. 74-84.

Ritar, A. J., Salamon, Sz. 1983. Fertility of Fresh and Frozen -Thawed Semen of the Angora
Goat. Australian Journal of Biological Sciences. 36 . 49-60.

Roca, J., Carrizosa, J. A., Campos, |., Lafuente, A., Vazquez, J. M., Martinez, E. 1997.
Viability and fertility of unwashed Murciano-Granadina goat spermatozoa diluted in
Tris-egg yolk extender and stored at 5 °C. Small Ruminant Research. 25 (2). 147-153.
doi: 10.1016/S0921-4488(96)00978-9.

Rodriguez-Martinez, H. 2003. Laboratory Semen Assessment and Prediction of Fertility: still
Utopia?*. Reproduction in Domestic Animals. 38 (4). 312-318. doi: 10.1046/].1439-
0531.2003.00436.X.

Salamon, S., Gillan, L., Evans, G., Maxwell, W. M. C. 1996. Fertility of ram semen after
long-term frozen storage. Proc. 13th Int. Congr. Anim. Reprod., Sydney. 3 (24). P25.

58



Salamon, S., Maxwell, W. M. C. 1995. Frozen storage of ram semen |. Processing, freezing,
thawing and fertility after cervical insemination. Animal Reproduction Science. 37 (3—
4). 185-249. doi: 10.1016/0378-4320(94)01327-I.

Salamon, S., Maxwell, W. M. C. 2000. Storage of ram semen. Animal Reproduction Science.
62 (1-3). 77-111. doi: 10.1016/S0378-4320(00)00155-X.

Salvador, 1., Viudes-de-Castro, M., Bernacer, J., Gomez, E., Silvestre, M. 2005. Factors
Affecting Pregnancy Rate in Artificial Insemination with Frozen Semen During Non-
Breeding Season in Murciano-Granadina Goats: a Field Assay. Reproduction in
Domestic Animals. 40 (6). 526-529. doi: 10.1111/j.1439-0531.2005.00624.x.

Santolaria, P., Vicente-Fiel, S., Palacin, I., Fantova, E., Blasco, M. E., Silvestre, M. A., Yaniz,
J. L. 2015. Predictive capacity of sperm quality parameters and sperm subpopulations on
field fertility after artificial insemination in sheep. Animal Reproduction Science. 163 .
82-88. doi: 10.1016/j.anireprosci.2015.10.001.

Sathe, S. R. 2018. Laparoscopic Artificial Insemination Technique in Small Ruminants—A
Procedure Review. Frontiers in Veterinary Science. 5 . doi: 10.3389/fvets.2018.00266.

Savvulidi, F. G., Ptacek, M., Malkova, A., Beranek, J., Stadnik, L. 2021. Optimizing the
conventional method of sperm freezing in liquid nitrogen vapour for Wallachian sheep
conservation program. Czech Journal of Animal Science. 66 (2). 55-64. doi:
10.17221/226/2020-CJAS.

Shahat, A. M., Thundathil, J. C., Kastelic, J. P. 2021. Scrotal subcutaneous temperature is
increased by scrotal insulation or whole-body heating, but not by scrotal neck insulation;
however, all three heat-stress models decrease sperm quality in bulls and rams. Journal
of Thermal Biology. 100 . 103064. doi: 10.1016/j.jtherbio.2021.103064.

Schoenian, S. 2019. Sheep 201: A Beginner’s Guide to raising Sheep — Reproduction in the
ewe. . Ziskano 16. biezen 2023, z http://www.sheep101.info/201/ewerepro.html

Schulze, M., Nitsche-Melkus, E., Hensel, B., Jung, M., Jakop, U. 2020. Antibiotics and their
alternatives in Artificial Breeding in livestock. Animal Reproduction Science. 220 .
106284. doi: 10.1016/j.anireprosci.2020.106284.

Sohnrey, B., Holtz, W. 2005. Technical Note: Transcervical deep cornual insemination of
goats. Journal of Animal Science. 83 (7). 1543-1548. doi: 10.2527/2005.8371543x.

Somanjaya, R., Fuah, A. M., Rahayu, S., Setiadi, M. A., Abdullah, L. 2021. PMSG in ewes:
A Practical and Efficient Step for Superovulation. IOP Conference Series: Earth and
Environmental Science. 748 (1). 012010. doi: 10.1088/1755-1315/748/1/012010.

59



Stafford, K., Chambers, J., Sylvester, S., Kenyon, P., Morris, S., Lizarraga, ., de Nicolo, G.
2006. Stress caused by laparoscopy in sheep and its alleviation. New Zealand Veterinary
Journal. 54 (3). 109-113. doi: 10.1080/00480169.2006.36621.

Sundararam, M. N., Edwin, M. J. 2007. Changes in Motility Characteristics of Goat
Spermatozoa During Glycerol-Equilibration and the Relevance to Cryopreservation.
Asian Journal of Cell Biology. 3 (1). 22—33. doi: 10.3923/ajch.2008.22.33.

Swain, J. E., Smith, G. D. 2010. Cryoprotectants. In: Fertility Cryopreservation. s. 24—38.
Cambridge University Press.

Thwaites, C. J. 1995. Effect of undernutrition on the size and tone of the ram’s testes. Small
Ruminant Research. 16 (3). 283-286. doi: 10.1016/0921-4488(95)00633-V.

Todini, L., Malfatti, A., Terzano, G. M., Borghese, A., Pizzillo, M., Debenedetti, A. 2007.
Seasonality of plasma testosterone in males of four Mediterranean goat breeds and in
three different climatic conditions. Theriogenology. 67 (3). 627—631. doi:
10.1016/j.theriogenology.2006.09.023.

Ungerfeld, R., Viera, M. N., Freitas-de-Melo, A., Giriboni, J., Casuriaga, D., Silveira, P.
2021. Seasonality of the stress response in goat bucks when there is use of
electroejaculation for semen collection. Animal Reproduction Science. 226 . 106719.
doi: 10.1016/j.anireprosci.2021.106719.

Valverde, A., Barquero, V., Soler, C. 2020. The application of computer-assisted semen
analysis (CASA) technology to optimise semen evaluation. A review. Journal of Animal
and Feed Sciences. 29 (3). 189-198. doi: 10.22358/jafs/127691/2020.

Williams, L. M., Helliwell, R. J. A. 1993. Melatonin and seasonality in the sheep. Animal
Reproduction Science. 33 (1-4). 159-182. doi: 10.1016/0378-4320(93)90113-6.

Wislocki, G. B. 1933. Location of the Testes and Body Temperature in Mammals. The
Quarterly Review of Biology. 8 (4). 385-396. Ziskano z
http://www.jstor.org/stable/2808447

Yotov, S., Fasulkov, 1., Vassilev, N. 2011. Effect of ejaculation frequency on spermatozoa
survival in diluted semen from Pleven Blackhead rams. Turkish Journal of Veterinary &
Animal Sciences. doi: 10.3906/vet-0911-229.

60



9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

CASA — pocitacové asistovana analyza spermii
DNA — deoxyribonukleova kyselina

EH — ethidium homodimer

FITC — fluorescein isothiokyanat

FSC — ptedni rozptyl

FSH — folikuly stimulujici hormon

H-342 — Hoechst-33342

ID — insemina¢ni davka

Ul — intracervikalni uméla inseminace

KP — kryoprotektanty

LH — luteinizacni hormon

LIN — linearita spermii

LUI — laparoskopickd uméléd inseminace
MCASA — mobilni pocitacove asistovana analyza spermii
MITCH — mitochondrialni aktivita spermii
MOT — motilita spermii

MTR DR — Mito Tracker Deep Red
OKOZ. — okozleni

P1 — propidium jodid

PLOD. — plodnost

PMSG — konisky sérovy gonadotropin
PNA — arasidovy aglutinin

PROG — progresivni motilita spermii

SSC — boc¢ni rozptyl

STR — pfimocarost spermii

TMRE - tetrametylrhodamin ethyl ester
TMRM - tetramethylrhodamin methyl ester
TUI — transcervikalni uméld inseminace
Ul — um¢la inseminace

VAP — rychlost primérné drahy spermii
VCL — kiivocara rychlost spermii

VIA — Zivotaschopnost spermii

VSL — pfimocara rychlost spermii

VUI — vaginalni uméla inseminace

o — smeérodatnd odchylka
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