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

Souhrn

Ziskani novych informaci o asistované reprodukci koz by bylo pfinosné, jelikoz by
pomohly usnadnit reprodukci malych pirezvykavcl, zejména v komerénich chovech i pri
zachranném programu genetickych zdroju zvitat.

Cilem prace bylo ovéfit, zda zpasob uchovani inseminacnich davek kozla
(chlazené (5 °C) nebo krykonzervované) ovlivni poskozeni spermatickych bunék, coz se
projevi na vybranych reprodukénich parametrech koz pfi testovani dané inseminacni metody.
Dalsim cilem bylo ovéfit vysledky kvalitativnich testd spermii in vitro, které byly zjistény
pomoci pratokové cytometrie a poCitaCove asistované analyzy spermii na vybranych
reprodukcnich ukazetelich. Pro tcel 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 pouzita uméla 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 déavek
signifikantné kleslo okozleni na 15,4 + 11,5 %. Zpisob uchovavani inseminacnich davek nemél
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
parametrii na plodnost koz. Kdezto kvalitativni parametry spermii prokazateln¢ ovliviiovaly
procento okozleni. Korelacni koeficient mezi okozlenim a parametry spermii byl r = 0,56.
Soucasti prace bylo i navrhnuti statistickych modelt pro odhad reproduk¢nich ukazatelt.

Zjisténa data méla charakter prvotnich vysledka. Navrhuji pokracovat ve studiich, které
se budou zabyvat sbérem dat tykajicich se pouzité metody umélé inseminace koz
i kvalitativnich testi spermii in vitro ke zpresnéni prediktivnich modeld. Zjisténé informace

mohou pomoci k dal§imu zdokonalovani metod asistované reprodukce v chovech koz.

Klicova slova: okozleni, CASA, pratokova 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
714+ 157 % 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. I 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

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

Umela inseminace koz je dileZita biotechnologicka metoda, ktera umoznuje 1épe vyuzivat
geneticky material zvitat, zlepSovat reprodukcni parametry 1 zdravi zvirat, ale stale narazi na
mnoho metodickych problému. Jednou prekazkou je samotné provedeni umélé inseminace
a zavedeni inseminacni pipety do reprodukéniho traktu samice. Délozni kréek koz tvoren
nékolika pevnymi chrupavcitymi prstenci spolecné s cervikalnim hlenem tvoii ochrannou
vrstvu pied proniknutim cizich Castic do délohy. Tato ochrana také zabranuje snadnému
proniknuti inseminacni pipety skrz délozni kréek. Dal§im problémem jsou nedostatecné
informace o zptisobu uchovavani spermatu kozli a parametrech spermii v kontextu jejich vlivu
na reprodukéni ukazatele u koz. Ziskavani téchto informaci je dilezité pro sbér dostatecného
mnozstvi dat na vytvoreni prediktivnich modelt pro odhad reprodukénich ukazateld koz.

Z divodu vyse uvedené problematiky se ma diplomova prace bude zabyvat vyuzitim
jednoduché intracervikalni insemina¢ni metody u koz spole¢né¢ s pouzitim rozdilnych
inseminacnich davek dle jejich konzervace. Bude hodnocena uspésnost inseminacni metody dle
vyuzité inseminacni davky, také bude zjistovan vliv kvalitativnich parametrii spermii a jejich
vztah na vybrané reproduk¢ni ukazatele.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Predpokladame, ze zpisob konzervace inseminacni davky (chlazené nebo
zmrazen€) ovlivni poskozeni spermatickych buné€k v pribéhu konzervace, coz se projevi na
reprodukénich ukazatelich po nasledné inseminaci. Dale pfedpokladame, ze samotnou
inseminaci s pouzitim dvou riznych typt inseminacnich davek (chlazené nebo zmrazené) lze
pouzit pro ovéfeni vysledki kvalitativnich testd spermii in vitro (jako je pocitaCové asistovana
analyza spermii a prutokova cytometrie).

Cile prace: Vyuziti biotechnologickych metod (pfedev§im uméla inseminace) u malych
prezvykavcl a zejména u koz je velmi omezené. Jakékoli informace vedouci ke zlepSeni dil¢ich
postupti jsou proto dulezité s ohledem na potencialni rozvoj tohoto odvétvi nejen na mistni, ale
1 na celosvétové urovni. Pfedmétem diplomové prace bude ovéteni vyslovenych hypotéz,
navrzeni a ovéfeni zvoleného zpusobu inseminace u dojnych koz a optimalizace metodiky in
vitro kvalitativniho stanoveni spermii.
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3 Literarni reSerse
3.1 Umeéla inseminace koz

Umeéla inseminace (UI) je metoda vyuzivana v chovu hospodaiskych zvitat, pfi niz je
ziskano semeno samce, které je nasledné vpraveno pomoci specialnich nastroji do
reprodukcniho traktu samice. Pfi umélé inseminaci tedy nedochazi k pfimému kontaktu samce
a samice (Evans & Maxwell 1987).

Uméla inseminace md mnoho vyhod v chovu zvifat. Vyuzitim UI dochéazi ke
genetickému zlepSovani, jelikoz diky UI je mozné selektovat a vyuzivat pouze kvalitni
plemeniky. Z divodu fedéni a pfipravy inseminacnich davek (ID) je nasledné mozné ziskat
mnohonasobné vy§§i mnozstvi mlad’at po vybraném kvalitnim plemenikovi, nez by bylo mozné
béznym pafenim. DalSim z dulezitych benefiti UI je moznost transportu inseminacnich davek
po celém svéte, ktery je mnohem méng slozity a nakladny nez transport jednotlivych plemenikd.
Timto zpisobem je mozné zvySovat geneticky zisk i na jinych mistech planety, nez se samotny
plemenik nachazi. Inseminaéni davky je mozné diky kryokonzervaci uchovavat na neomezené
dlouhou dobu a vyuzit sperma daného plemenika i po jeho smrti. Ul také pfinasi prevenci
nemoci, které si mohou samec se samici v pifimém kontaktu predat, ale i jiné nemoci, jelikoz
dochazi ke kontrole zdravotniho stavu plemenika (Parkinson & Morrell 2019). Jsou zde i rizika,
které UI pfinasi. Jednim z nich je, ze pii dlouhodobém vyuzivani Ul mize dochazet ke
snizovani plodnosti v populaci. Pomoci umélé inseminace je mozné vyuzivat i méné kvalitni
ejakulaty a tato geneticka informace je s t€émito ejakulaty pfendSena na potomky (Evans &
Maxwell 1987). Nejproblemati¢téj§im casti Ul je detekce vhodné doby k inseminaci. U malych
prezvykavcu je detekce fije velmi slozita, protoze nevykazuji zadné znamky fije a je potieba
vyuziti vasektomovanych samct nebo fije musi byt vyvolana farmakologicky hormony pro
synchronizaci ¢i indukei fije (Parkinson & Morrell 2019).

Umela inseminace u koz muze byt smérovana do vaginy, do délozniho kréku nebo piimo
do délohy samice. Kazd4a 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 mlade/
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 injekcni stiikacce, ktera slouzi jako aplikator inseminacni davky. Pro
cervikalni metodu Ul je dale potieba spekulum pro lepsi viditelnost d€lozniho hrdla. Néktera
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 dé€lozniho krcku. Pro vaginalni metodu
je inseminacni pipeta opatiena pouze zaoblenou S$pickou, ktera chrani proti poranéni pii
inseminaci ,,naslepo”. Také je mozné pouzit tzv. inseminacni pistoli, kterd aplikuje sperma
pfimo z br¢ka inseminacni 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 nehledd délozni Cipek 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 UL ktera ale vyzaduje vyssi davku spermatu (Evans & Maxwell 1987).

Vaginalni uméléa inseminace (VUI) je sice levna a nenaro¢na, ale pouze s Cerstvymi ID
dosahuje dobrych vysledkti oplozeni. Pfi pouziti rozmrazeného spermatu pii vaginalni
inseminaci dochazi k poklesu procenta oplozeni, tim padem tato metoda neni vhodna pro
kryokonzervované ID (Leethongdee & Ponglowhapan 2014). Pfi vyuziti Cerstvého spermatu
pro vaginalni metodu Ul je mozné u Norské dojné kozy dosdhnout okozleni az 74 % (Paulenz
et al., 2005), kdezto pti vyuziti mrazenych ID kles4 procento okolozenych koz a pohybuje se
okolo 58 % (Nordstoga et al., 2010). Procento okozleni je obdobné pii inseminaci koz
chlazenymi ID (50 %) (Bello et al., 2022). Idealni dobou pro vaginalni inseminaci je pred
ovulaci, tedy 12-18 h od zacatku fije (Evans & Maxwell 1987) s doporucenou 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 popredi,
jelikoz cilem je rozsifit techniku inseminace koz, ktera je dostatecné jednoduchd, méné
nakladna, Casoveé nenarocna, chovatelé jsou schopni ji sami pouzivat a také je Setrnéjsi k welfare
zvirat (Paulenz et al., 2005).

3.1.3 Cervikalni metoda inseminace

Metoda, kdy je semeno deponovano pifimo do ¢i za délozni krcek, je narocnéjs§i nez
vaginalni inseminace. Je to z divodu anatomie délozniho krcku koz. Nachazi se zde 4 pevné
chrupavcité prstence (Dayan et al., 2010), které spolu s cervikalnim hlenem tvofi ochrannou
vrstvu pred proniknutim cizich ¢astic do délohy (Farin, 2015). Cervikalni inseminaci lze
rozdelit na dvé metody podle hloubky zavedeni inseminacni pipety. Méné naro¢néjsi z téchto
dvou metod je intracervikalni metoda inseminace, pti které se pipeta zavadi do hloubky 1-3 cm
délozniho hrdla samice. Jelikoz az u 50 % koz je mozné se dostat inseminacni pipetou az skrz
délozni kréek, 1ze provadeét tzv. transcervikalni insemina¢ni metodu, pii které je ID deponovana
ptimo do délohy samice bez potteby chirurgického zakroku (Evans & Maxwell 1987).

3.1.3.1 Intracervikalni inseminace

Jak jiz bylo zminéno, intracervikalni umeéla inseminace (IUI) je metoda, pii které se
inseminacni pipeta zavadi do délozniho kréku samice a zde je 1 deponovana inseminacni davka
(Evans & Maxwell 1987). Pti IUI je procento okozleni pfimo zavislé na hloubce zavedeni
inseminacni pipety a deponovani semene do délozniho hrdla. Je znac¢ny rozdil oplozenosti pfi
zavedeni pipety pouze 1 cm do délozniho krcku a pti hluboké intracervikalni inseminaci (3 cm),
kdy s hlubsi deponaci se zvySuje procento oplozenych koz (Salvador et al., 2005). Paulenz et
al. (2005) pti zavedeni inseminacni pipety 0,5-1 cm hluboko do délozniho kréku s pouzitim
Cerstvého spermatu dosahli vysledku 78 % okozlenych samic. Intracervikalni inseminace je
uspesna i pii vyuziti chlazenych ID, kdy je mozné ziskat az 73,1 % okozleni (Roca et al., 1997).
Pfi inseminaci rozmrazenym spermatem lze také dosahovat vysokého procenta okozleni, pokud
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se inseminace provede hluboko do délozniho kréku 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 fije (Faigl et
al., 2012). Hloubka zavedeni inseminacni pipety je zavisla 1 na staii samice. Nuliparni (které
jesté nerodily) nebo primiparni (které jednou porodily) kozy maji uzky délozni kréek s t€snymi
a nesoumeérnymi cervikalnimi prstenci, které komplikuji priichod inseminacni pipety. Z téchto
divodu je u mladych samic vhodné pristoupit 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 vhodna pro mrazené insemina¢ni davky ¢i méné kvalitni semeno, které maji horsi
motilitu ¢i oplozovaci schopnost. Samostatnd metoda totiz prekonava pfirozenou bariéru
délozniho kr¢ku, kterd méne kvalitnim spermiim zabratnuje oplozeni vajicka. Diky bliz§imu
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 vysledki procenta okozleni 67,3 % pfi vyuziti Cerstvych ID. Téchto vysledkt
dosahovali i pfi stejné metodé€ inseminace, ale s vyuzitim mrazené¢ho spermatu. Foxworth et
al. (2019) pozorovali snizeni procenta okozleni, pokud vyuzili chlazené inseminacni davky
(45,7 %).

Pii TUI by se inseminacni pipeta ale neméla zavadét hloubgji nez 3,8 cm z divodu
mozného poranéni délozni stény Spickou pipety (Faigl et al., 2012). Pipetu je mozné zavadét
hloubéji, pouze pokud se pipeta zavede pres délozni kréek az do délozniho rohu. Takto je mozné
dosahovat 71 % okozleni pifi pouziti rozmrazené ID. Zajimavosti je, ze pii kontrolnim
experimentu, kdy samice koz byly oplodiiovany laparoskopicky, procento okozleni dosahovalo
pouze 53 %. Predpoklada se, ze niz§i pocet biezosti po laparoskopické inseminaci (LUI) by
mohl souviset s doCasnym odebranim krmiva a vody pred 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 dochézi k chirurgickému zakroku, pii kterém se
inseminacni davka deponuje do délohy samice pres dutinu bfisni. Pfed samotnym zakrokem je
samice znehybnéna a sedovana. Jakmile je potvrzena dostateCna sedace, je zvife zvednuto
a pfipevnéno za predni i1 zadni koncetiny ke specialni fixacni kolébce pro laparoskopickou
inseminaci. Bficho je oholeno, oCisténo a samice je prenesena do Trendelenburgovy polohy,
kdy zadni koncetiny jsou zvednuty, aby se bficho dostalo az do tthlu 45° a smérovalo nahoru.
Nasledné je do mist, kde budou zavadény laparoskopické nastroje, injekc¢né podano lokalni
anestetikum. Do téchto mist jsou zavedeny trokar a kanyla, které jsou o priméru 5-7 mm.
Laparoskop se protahne kanylou a slouzi jako zdroj svétla v dutin€ bfi$ni a také funguje jako
kamera (Sathe, 2018). Kanyla je pfipojena k plynové lahvi s COz a slouzi k nafouknuti
pobfisnicové dutiny plynem z divodu zviditelnéni bii§niho obsahu. Zde je potieba postupovat
opatrng, jelikoz nadmérné nafouknuti zptsobuje zvifeti nepiijemné pocity (Evans & Maxwell
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1987). Laparoskopickou inseminacni pistoli se protahne kanylou a rychlym vpichem jehly se
deponuje semeno do jednoho nebo obou déloznich rohd. Nasledné jsou vSechny nastroje
vytazeny a fezy jsou zaSity (Sathe, 2018). Samicim je nejméne 12 hodin pted chirurgickym
zakrokem odepfena voda a potrava. Tim se zmensi obsah mocového méchyte a bachoru, ktery
muze branit lokalizaci d€lohy, a zabrani se navratu nestravené potravy bachoru béhem
laparoskopie (Evans & Maxwell 1987).

U laparoskopické inseminace je vyhodou vysoké procento zabtfezavani koz i pti pouziti
kryokonzervovanych inseminacnich davek. Pomoci LUI je tedy mozné dosahnout vyssi miry
bfezosti i s nekvalitnim a zmrazenym spermatem na rozdil od vétSiny ostatnich metod
inseminace, kde procento zabfeznuti pfi pouziti takového spermatu je zpravidla nizsi (Sathe,
2018). Pii pouziti Cerstvého zfedéného spermatu dochazi prumérné k 80% okozleni (Bhoi
et al. 2020). Leil a El-Shamy (2020) ve své studii zjistili, ze pfi pouziti kryokonzervovanych
ID o koncentraci 20 x 10° spermii mohou dosahnout procenta okozleni az 71 %. KdeZto
Sohnrey a Holtz (2005) pozorovali pouze 53 % inseminovanych koz, kterym se po
laparoskopické inseminaci zmrazenym spermatem narodilo kuazle. Pramémé tedy
laparoskopicka inseminace rozmrazenymi kryokonzervovanymi ID vykazuje okozleni 60 %
(Kulaksiz & Dagkin 2012) a rozdily mohou byt zpisobené napt. riznou koncentraci ID ¢i
plemenem. Pfi laparoskopické inseminaci chlazenymi ID u dojnych ovci je mozné dosdhnout
40 % obahnéni (Gimenez-Diaz & Aslan 2011).

Cim dal &ast&ji 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 potrebné k laparoskopické inseminaci, tak i1 naklady spojené stim, Ze pouze
kvalifikovani veterinarni 1ékafi mohou tuto metodu provadét. Dal§im problémem u LUI nastava
s ohledem na dobré zivotni podminky zvifat a legislativu (Anel et al., 2006). To i vzhledem
k tomu, Ze v n&kterych evropskych zemich, jako je napt. Norsko a Svédsko, je laparoskopicka
intrauterinni inseminace zakazana z divodu welfare zvirat (Faigl et al., 2012). Laparoskopie je
pro malé prezvykavce naronym a stresujicim zakrokem. Laparoskopicky zakrok zpusobuje
zvySeni hladiny kortizolu v plazmé, a to i pokud dojde k sedaci samic (Stafford et al., 2000).
Samotna nasledna laparoskopickd inseminace neni pro samice natolik stresujici jako celkova
pfiprava na laparoskopicky zakrok. Dikazem tomu jsou samice, které pred pokusem nedostaly
zadné sedativum a byly pouze ptfipoutany do fixacni kolébky, tak vykazovaly podobnou hladinu
kortizolu jako samice pfi laparoskopické inseminaci bez sedativ. Reakce kortizolu byla na
Trendelenburgovu polohu a to naznacuje, ze tato pievracena pozice ve fixacni kolébce je pro
samice malych prezvykavcl natolik nepfijemna, ze nasledna inseminace uz dalsi negativni
zazitek nepridava (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 pfed LUI a také typickou polohou hlavou dolu pfi
provadéni LUI snizuji plodnost koz v porovnani se samicemi, kterym se provedla TUIL.
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Tab. ¢. 1: Primémé hodnoty procenta okozleni dle zvolené metody Ul a uchovavani ID

Metoda UI | Chlazené ID 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 kozla

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

Na zmény ve kvalité¢ ejakulatu ma vliv mnoho faktorti, které vzajemné mezi sebou
souvisi. Ejakulaty nejsou v prubéhu roku jednotné, a to co se tyCe objemu i kvality a motility
spermii. Kvalitu ejakulatu mohou dlouhodobé ovliviiovat razné vnéjsi vlivy, jako jsou
napfiiklad vyziva (Martin & Walkden-Brown 1995), délka dne (Williams & Helliwell 1993),
stres (Garrido-Farifia et al., 2016), teplotni stres (Ranjan et al., 2020), hormony (Martinez-
Madrid et al., 2021) ¢i poradi a Cetnost odbérti (Dhaher & Aziz 2021).

3.2.1 Sezonnost

Sezonnost je hlavnim faktorem rozhodujicim o reprodukénich vlastnostech vétSiny
plemen koz. Plemena stfednich a vysokych zemépisnych §irek (vysSich nez 35°), tedy v kozy
v oblasti Ceské republiky, vykazuji vyraznou sezonnost. Oproti tomu kozy z tropickych
a subtropickych oblasti nevykazuji témét zadnou reprodukéni sezoénnost a Ize u nich pozorovat
rozmnozovani po dobu celého roku. V nasSich podminkach sezonni plemena koz vstupuji do
reprodukéniho obdobi ke konci 1éta az pfes podzim do zacatku zimy. Tim padem se prvni
ktizlata 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 zafi do poloviny bfezna. Sezénnost reprodukcniho cyklu koz je zpisobena
fotoperiodou, tedy s ménicimi se délkami denniho svétla v prabéhu roku. Tyto projevy jsou
ovlivnény melatoninem, jelikoz se zkracovanim denniho svétla se malym prezvykavcim
zvySuje tvorba tohoto hormonu a vstupuji do reprodukcéniho obdobi (Williams & Helliwell
1993).

S ménici délkou denniho svétla v priabéhu roku souvisi i tvorba testosteronu u kozli.
V pribéhu roku se méni koncentrace testosteronu obsazeného v krevni plazmé kozld. Vyssi
hladiny hormonu Ize 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
meésicich jsou hladiny testosteronu velmi nizké, kdy v dubnu je hladina hormonu nejnizsi 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 kozla
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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 zeyména 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 savct maji teplotu
piiblizné o 2—7 °C niZz8i, nez je télesna teplota (Wislocki, 1933), a diky tomu mutze dochazet ke
spravné spermatogenezi. Pokud okolni prostfedi dosahuje vysokych okolnich teplot, varlata
jsou vystavovana vysSSim teplotam a neprobiha spravna spermatogeneze, coz negativné
ovliviluje kvalitu spermatu. Dochazi ke snizovani pohyblivosti, tak i k zhorSeni morfologie
spermii ¢i k poskozeni jejich DNA (Abdollahi et al. 2021; Shahat et. al 2021). Vliv okolni
teploty se hodnoti spole¢né 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 vySsim
sexualnim projevam (Cichani k vulvé, moceni, flamovani) a sexualni aktivité kozli. Vede
i k zhorSeni kvality ejakulatd. Dochazi ke snizeni objemu ejakulatu, koncentrace, pohyblivosti,
procenta zivych spermii, neporuSenych akrozomu. Dale lze pozorovat vy$§i mnozstvi
abnormalnich spermii v ejakulatu i zhorSeni mrazitelnostosti spermatu oproti zimnim mesictim.
Naopak v zimnich mésicich nedochazi k tepelnému stresu zvitat a i pres snizené libido samcu
1ze pozorovat lepsi hodnoty a kvalitu ejakulatu 1 mrazitelnost spermii (Mohamed et al., 2023;
Ranjan et al., 2020).

Zmeény teplot ovliviiuji kvalitu spermatu podle po¢tu dna, kdy pred ejakulaci k tepelnému
stresu doslo. Tepelny stres 12 dni pred ejakulaci pravdépodobné ovliviiuje fazi dozravani
spermii v nadvarleti. Kdezto pokud dojde k tepelnému vykyvu 50 dni pred ejakulaci, da se
predpokladat, ze dochéazi ke zménam ve fazi spermiogeneze ve varlatech (Malama et al., 2013).
Pfi vystaveni zvifat tepelnému stresu po dobu 4 dnu lze pozorovat snizeni motility spermii
a k nejvyrazné€jsimu snizeni dochazi Ctyti tydny po tepelném stresu (Shahat et al. 2021).

3.2.3 Vyziva

Spravna vyziva ma zasadni vliv na kvalitni reprodukci zvitat. Zmeény ve vyziveé kozlu
ovliviiuji velikost varlat a s tim spojenou spermatogenezi. Nevhodné slozeni krmné davky, kdy
kozli nemaji dostatek krmiva, zpusobuje zmensovani jejich varlat a dochazi ke snizovani
produkce spermii (Martin & Walkden-Brown 1995). Ddulezitym prvkem ve vyzive
hospodarskych zvirat, ktery ma vyznamny vliv na sam¢i plodnost, je selen. Je dulezité udrzet
optimalni hladinu selenu ve strave, jelikoz nizké, ale 1 vysoké davky selenu maji negativni vliv
na zdravi a reprodukci samcu. Dusledkem 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 1 zivotaschopnosti spermii (Mojapelo et al. 2021).

3.2.4 Stres

Stres ma za nasledek zvySeni hladiny kortizolu v krvi zvifat a také zvySuje pfitomnost
nespermatickych bunék (neutrofily, exfoliované epitelové buriky) v ejakulatu. To naznacuje, ze
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pfitomnost neutrofild v ejakulatu malych prezvykavci nemusi byt indikatorem pouze
zanétlivych nebo infekénich procest reprodukcnim traktu, ale mize také naznaCovat stresové
podminky pro tato zvifata (Garrido-Farifia et al., 2016). Stres a bolest tedy vede ke zhorSeni
kvality spermatu. Jednim z vyvolavac¢t mize 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 hor§i motilitu i horsi
vysledky z pratokového cytometru nez spermie odebrané do umélé vaginy (Jiménez-Rabadan
et al., 2016).

3.2.5 Poradi a ¢etnost odebranych ejakulatu

I poradi odebraného ejakulatu a Cetnost odbérovych dni ma vliv na kvalitu spermatu.
S Castéjsimi a pocetnéj§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 treti odebrané ejakulaty v jednom
tydnu vykazuji niz§i parametry pohyblivosti spermii nez z prvniho a druhého ejakulatu (Dhaher
& Aziz 2021). Yotov et al. (2011) vysvétluje zlepSeni kvality druhych ejakulatt tim, ze prvni
ejakulaty obsahuji vyssi procento , starych® spermii. Jedna se o spermie, které uz jsou delsi
dobu zralé, nebo spermie, které brzy odumiou. U druhého ejakulatu se predpoklada, ze dojde
k jakémusi proplachu starych spermii v prabéhu prvni ejakulace a tim se zvysi procentualni
obsazeni kvalitnéjSich spermii v druhém ejakulatu. Snizeni motility u tfetich odebranych
ejakulatu by meélo byt zpusobeno ziskanim jeSté nezralych spermii, coz zapfiCiniuje
procentualné nizs§i motilitu ejakulatu (Oyeyemi & Akusu 1998). Pro vyrobu inseminacnich
davek je tedy nejvhodnéjsi pouzivat dva po sobé 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 zalezitost (Mocé et al.,
2022). Pocet mlad’at ve vrhu zavisi na poctu ovulovanych vajicek, poctu oplozenych vajicek
ajejich schopnost pfezit. Pocet ovulovanych wvajicek je ovlivnén genetickymi, ale
i negenetickymi faktory samice jako je vyziva samic (Nalbandov 1990).

Laboratorni testy pro analyzu a vlastnosti spermii nejsou stoprocentnim nastrojem
k urCeni vyslednému poctu mlad’at v chovu. I pfes to jsou laboratorni testy spermii velmi
dulezité, jelikoz mohou napfiklad pomoci k vyfazeni zcela nevyhovujicich vzork( spermii
a nevyuzit je k umélé inseminaci (Mocg 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; nema poruSenou
akrozomalni membranu, je tedy schopna prochazet kapacitanimi zménami a tim projit
akrozomalni reakci pouze ve spravny okamzik; ma na sobé€ receptory vazajici se na zonu
pellucidu a oolemus; jeji plazmatickd membrana je schopna splynout s oolemou; jadro spemie
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je schopné spravné dekondenzace, jaderné reorganizace a dokaze udrzet zygoticky
a embryonalni vyvoj (Graham & Mocé 2005).

Vysledky inseminace jsou ovlivnény nekontrolovatelnymi vné&jsimi faktory
i ovlivnitelnymi faktory jako jsou hodnoty spermatu ¢i vlastnosti samic (Mocé et al., 2022).
Z tohoto diivodu je tieba provadét laboratorni vySetieni spermii, ktera jsou dilezita k tomu, aby
vubec mohlo dojit k interakci na raznych urovnich samic¢iho pohlavniho Gstroji, na obalu oocytu
i na oocytu samotném. Zcela spolehlivé I1ze uroven plodnosti spermii urcit po provedeni umelé
inseminace a nasledném vyhodnoceni. Tento postup je sice spolehlivy k urCeni kvality spermatu
v zavislosti na plodnost, ale jde o nakladny proces, ktery neumoziuje predikovat fertilizacni
potencial spermii, dokud k samostatné inseminaci nedojde. Muze tedy nastat situace, kdy
fertilizaCni schopnost je urCena az po nenarozeni ani jednoho mladéte. Z tohoto duvodu je
dulezité provadét a rozvijet laboratorni analyzy spermatu, které mohou pfedem urcit oplozovaci
schopnost spermii (Rodriguez-Martinez, 2003).

3.3.1 Motilita spermii

Hlavnim predpokladem oplozovaci schopnosti spermii je, ze jsou motilni. Spermie musi
vykazovat pohyb ve sméru hlavicky, aby mohly projit pohlavnim Gstrojim samice a proniknout
do vajicka. Proto je mikroskopické zhodnoceni pohyblivosti jednim z prvnich krokd pro
zhodnoceni kvality spermatu i z divodu, Ze patii mezi nenaro¢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 progresivn€ motilnich spermii, kdy rychlost
pohybu spermii je okolo 7 mm/min. Zmény rychlosti spermii, napf. zpisobené sezonnosti,
odpovidaji zménam v okozleni (Evans & Maxwell 1987).

Zabteznuti inseminovanych koz pfimo umérné souvisi s procentem pohyblivych spermii
a s VAP hodnotou (upravena ktivka, nepiimo sleduje pohyb spermie; viz kapitola 3.4.1) ve
vzorku spermatu. Pro nejvyssi procento okozleni je doporuceno vybirat mladé samice
druhorodi¢ky a inseminacni davky, které obsahuji vysoké procento pohyblivych spermii
a vysSimi hodnotami pfimocarého pohybu spermii (Mocé et al., 2022). Dalsi parametr VCL
ptimo ovliviiuje zabfezavani samic. Se zvySujici VCL se zvySuje procento samic, které po
inseminaci porodily, a tento parametr je mozné vyuzit k predikci oplozeni malych prezvykavca
(Santolaria et al., 2015). Furstoss et al. (2010) tvrdi, Ze vyznamnou cast variability oplozeni
schopnosti  kryokonzervovanych ejakulatd kozla lze piredpovédét pouze zjednoho
laboratorniho testu. Timto testem je subjektivni mikroskopické hodnoceni procenta
pohyblivych spermii 120 minut po rozmrazeni a inkubaci pifi 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 prochazi do spermie
ptes poskozenou plazmatickou membranou a tim jsou mrtvé spermie barevné€ oznaceny
(Jeyendran et al., 1984). Novéjs§i metoda vyuziva barveni fluorescenénimi barvami
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a vyhodnocenim na priatokovém 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 dulezita pouze pro jejich metabolismus, ma
zasadni roli v pribeéhu oplodnéni vajicka, at’ uz pii kapacitaci spermii, akrozomové reakci, ale
1 pfi mezibunéénych interakcich, jako je vazba spermie na epitel oviduktu ¢i vazba spermie na
vajicko a jeho obaly. Hodnoceni celistvosti membrany muze byt tedy uzitenym indikatorem
oplozeni schopnosti spermii (Jeyendran et al., 1984; Rodriguez-Martinez, 2003). Celistvost
plazmatické membrany a motilita spolu Uzce souvisi, jelikoz néktefi autofi uvadeji
zivotaschopné spermie ty, které se progresivné pohybuji vpied a maji celistvou plazmatickou
membranu i akrozom (Roca et al., 1997).

Celistvost plazmatické membrany spermii je praveé jednim z parametrd, ktery pfimo
ovliviiuje reprodukci samic. Vys$si procento zivotaschopnych spermii v inseminacni davce
zvySuje Sanci narozeni mladéte (Santolaria et al., 2015).

3.3.3 Sezonnost

Sezonnost je jednim z vyznamnych faktort ovlivijici fertilitu malych prezvykavca. Je
mozné pozorovat znacné rozdily ve fertilit€¢ samic v reprodukénim obdobi a mimo reproduk¢ni
obdobi. Pfi inseminaci v rozmnozovacim obdobi zabiezavaji kozy Castéji, nez je tomu mimo
reprodukéni sezénu (Anel et al., 2005).

Pokles zabfeznuti mezi jednotlivymi obdobimi miZe byt az polovi¢ni (Arrebola et al.,
2014). Sezénnost neovliviiuje pouze samice, ma znacny vliv i na reprodukci samct. Sezonnost
totiz ovliviiuje rychlost spermii, ktera, jak jiz bylo zminéno, piimo souvisi s jejich oplozovaci
schopnosti. Nevhodna doba inseminace mize negativné ovlivnit vysledny pocet narozenych
mlad’at ve stadé (Evans & Maxwell 1987).

3.3.4 Cas inseminace

Pro dobrou vyuzitelnost inseminacnich davek je dilezité inseminovat ve spravny cas, aby
vubec 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 zabfeznuti je
idealnim ¢asem 12-24 hodin od nastupu fije. Az 5x se snizuje Sance na zabfeznuti, pokud je
inseminace provedena ihned po nastupu fije (Murtaza et al., 2020). Pfesny Cas inseminace
ovlivilyje 1 zvolend inseminacni metoda. Pfi inseminaci, kdy je semeno deponovano do vaginy,
je nejvhodnéj§i doba 12—-18 hodin od zacatku fije (Evans & Maxwell 1987), ale pfi ulozeni
spermatu do délozniho krcku se interval posouva o par hodin, kdy nejidealn€jsim casem je 15—
17 hodin od nastupu fije (Faigl et al., 2012). U laparoskopické ume¢lé inseminace je nejvyssi
miry zabfezavani dosahovano pii inseminaci 18,5 hodiny po nastupu fije (Malmakov et al.,
2022).
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3.4 Laboratorni vySetreni ejakulitu

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

Mezi dalsi z hlavnich metod analyzy spermatu patfti CASA, kterd umoziuje sledovat
kinetiku spermii, morfologii jejich hlavicky a koncentraci (Valverde et al. 2020). Dal§im
piistrojem je prutokovy cytometr, ktery je schopen ucit koncentraci bunék ve vzorku, ale
zejména poskytuje kvalitativni informace o jednotlivych spermii ve vlozeném vzorku. Jedna se
napiiklad zivotaschopnost, akrozomalni stav, mitochondrialni stav, posSkozeni DNA, velikost
spermii, detekci riiznych proteinti a mnoho dalsich faktort (Martinez-Pastor et al., 2010).

3.4.1 CASA - pocitacové asistovana analyza spermii

Tradi¢né se analyza kvality spermatu, ktera zahrnuje hodnoceni koncentrace
a pohyblivosti, provadi subjektivné pod mikroskopem. Zavedeni automatizovanych systému
hodnoceni spermatu zalozenych na pocitacové analyze spermatu (CASA — computer-assisted
semen analysis) predstavuje zna¢né zjednoduseni analyzy a objektivnost vysledkd. Systémy
CASA umoziuji analyzu velkého poctu spermii v kratkém cCase a poskytuji informace
o motilité, koncentraci, kinematice spermii i o morfometrii hlavicky spermie. Motilita je
hodnocena jako procentualni zastoupeni pohyblivych spermii ve vzorku. Progresivni motilita
je procentudlni zastoupeni spermii, které vykazuji ptimy pohyb vpted za hlavickou v ptimych
carach nebo velkych kruzich (Valverde et al. 2020). Za dobte motilni je povazovano sperma,
které ma okolo 80 % pohyblivych spermii (Evans & Maxwell 1987). Kinematika spermii je
meéfena pomoci vzdalenosti mezi jednotlivymi body na hlavicce spermie v priabéhu doby
snimani. Timto zplisobem je mozné vykreslit trajektorii spermie (Gallagher et al., 2019).

CASA vyhodnocuje kinematické parametry:

Kftivocara rychlost (VCL — curvilinear velocity) je vypoctena rychlost z délky skute¢né
drahy, po které se hlavicka spermie pohybuje v daném casovém tuseku. Rychlost se udava
v um/s a u kozIi je tato hodnota pfiblizné€ okolo 140 pm/s.

Rychlost primérmné drahy (VAP — average-path velocity) je rychlost odvozena od VCL.
Jedna se o kiivku, ktera vyhlazuje odchylky neptfimého pohybu spermie dopiedu. Kozli spermie
vykazuji hodnot pfiblizné 105 pm/s.

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

Linearita (LIN — linearity = VSL/VCL x 100) se udava v procentech, vypocita se
porovnanim pfimocaré rychlosti ku kiivocaré rychlosti a vyjadiuje linearitu skutecné drahy.
Kozli spermie se pohybuji s linearitou cca 60 %.
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Primocarost (STR — straightness = VSL/VAP x 100) porovnava mezi sebou pfimocarou
rychlost a rychlost prumérné drahy. Urcuje, jak moc pfimocaie se spermie pohybovala,
a hodnota byva 85 %.

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

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

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

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 Prutokova cytometrie

Pratokovy cytometr je laboratorni pfistroj umoziujici hodnotit jednotlivé bunky ve
vzorku. Je schopen urcit jak koncentraci bunék, tak poskytuje zejména kvalitativni informace
o jednotlivych spermii ve vzorku. Jedna se naptiklad o zivotaschopnost, akrozomalni stav,
mitochondrialni stav, poskozeni DNA, detekci riznych proteini a mnoho dalsich faktora
(Martinez-Pastor et al., 2010). Vyhodou oproti ostatnim laboratornim vySetfenim je, ze
prutokovy cytometr umoziuje hodnoceni velkého poctu spermii (Gillan et al. 2005).

Pfi analyze prutokovou cytometrii jsou spermie oznaCeny fluorescencnimi barvami,
nasledné se pohybuji v laminarnim proudu skrz lasery a u kazdé buiky 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 raznych smeérech. Smér
doptedu (FSC — Forward Scatter) dodava informaci o relativni velikosti buriky, kdezto rozptyl
v uhlu 90° (SSC - Side Scatter) ukazuje wvnitini slozitost nebo zrnitost burky. Vybér
fluorescenc¢nich 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
neporusSenou plazmatickou membranu. Pokud je plazmaticka membrana spermie porusena,
nezabrani t€émto sondam 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 lze excitovat laserem o vinové délce 488
nm, kterou vyuziva vétSina cytometrd. Po pruniku poruSenou plazmatickou membranou
a navazani se na nukleové kyseliny spermii vyzatuji Cervenou fluorescenci (PI - 636 nm; EH -
617 nm) (Gillan et al. 2005). Pro rozliSeni zivotaschopnych a nezivotaschopnych spermii se
Casto vyuziva kombinace fluorescencnich barev PI a SYBR-14. SYBR-14 barvi zivé spermie,
zatimco PI barvi pouze nezivotaschopné spermie s poskozenou plazmatickou membranou.
Sonda SYBR-14 funguje na podobném principu jako PI. Vaze se na nukleové kyseliny, ale na
rozdil od PI ¢i EH je schopna prochéazet neporusenou plazmatickou membranou. Pokud SYBR-
14 projde skrz plazmatickou membranu, navaze se na nukleovou kyselinu a oznac¢ena hlavicka
spermie zacne vyzafovat 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 Cervenou fluorescenci (Garner et al., 1994).

3.4.2.2 Celistvost akrozomu

Neporuseny akrozom spermii je dilezity aspekt pro fertilizacni schopnost spermie,
jelikoz bez celistvého akrozomu nemuze dojit k prichodu spermie skrz zonu pellucidu.
Fluorescenc¢ni sondy na zji§téni stavu akrozomu funguji na principu navazani se na vnéjsi
akrozomalni membranu. NeoznaCeny jsou tedy pouze spermie s nepoSkozenym ¢i
nezreagovanym akrozomem. Pii pritokové cytometrii se jako sondy vyuzivaji lektiny.
Nejcasteji se vyuziva lektin PNA (peanut agglutinin) z Arachis hypogaea (podzemnice olejna),
ktery se specificky vaze na cukr galaktosyl B-1,3 N-acetylgalaktosamin v akrozomalni
membrané (Mortimer et al. 1987). Tyto sondy pro zjisténi akrozomalniho stavu jsou obvykle
sprazeny se zelenym fluorescencnim barvivem fluorescein isothiokyanat (FITC — 518 nm)
a vznikd komplex FITC-PNA (Martinez-Pastor et al., 2010). Jelikoz FITC a SYBR-14 emituji
zateni 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 zareni (561—
583 nm) a nedochazi k prekryvu pii pouziti barev pro zivotaschopnost spermii (Nagy et al.,
2003).

3.4.2.3 Nespermatické butiky

Pti pratokové cytometrii je problém odliseni spermii od jinych bun€k a necistot, které se
v ejakulatu mohou nachézet. Jedna se zejména o bakterie, krevni butiky, buriky epitelu ¢i Castice
z fedidel, hlavné se jedna o zloutkové fedidlo. Nespermatické butiky a necistoty mohou byt
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z analyzy vytazeny diky FSC a SSC parametrim (podle jiné velikosti a slozitosti bungk), ale
toto rozliSeni necistot neni stoprocentni. Z tohoto divodu se vyuziva fluorescen¢ni barvivo
Hoechst 3334, které barvi jadra bunék. Emituje modré fluorescencni zareni (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 dokéaze optimalné rozlisit spermie od jinych bunek
a necistot ve vzorku (Martinez-Pastor et al., 2010).

3.4.2.4 Mitochondrialni aktivita

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

Fluorescencni barviva k oznacovani mitochondrii pro pratokovou cytomerii funguji tak,
e vstupuji do Zivych bunék a hromadi se v mitochondriich (Hossain et al., 2011). Casto jsou
barviva zavisla na membranovém potencialu spermii. Jedné 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). Momentalné nejpouzivan€j§i komercni sondy pro barveni
mitochondrii MitoTracker® pasivné pronikaji plazmatickou membranou bunék 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 pratokové cytometrii je problém odliseni spermii od jinych buné€k a necistot, které se
v ejakulatu mohou nachéazet. Jedna se zejména o bakterie, krevni butiky, buriky epitelu ¢i Castice
z fedidel, hlavné se jedna o zloutkové fedidlo. Nespermatické buiiky a necistoty mohou byt
z analyzy vytazeny diky FSC a SSC parametriim, které tyto Castice rozezna podle jiné velikosti
a slozitosti bunék, ale toto rozliSeni necistot neni stoprocentni. Z tohoto divodu se vyuziva
fluorescencni barvivo Hoechst 3334, které barvi jadra bunék. Emituje modré fluorescencni
zafeni (461 nm) a tim se neprekryva se zelenymi a ervenymi zafenimi, které vyuzivaji SYBR-
14 a PI. Kombinace barviva Hoechst 33342 a FSC / SSC lasery dokaze optimalné rozlisit
spermie od jinych buné€k a necistot ve vzorku (Martinez-Pastor et al., 2010).
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Obr. ¢. 3: Pratokovy cytometr (archiv autora)

3.4.3 Mass motility

Mass motility, neboli vifivy pohyb, je metoda hodnotici motilitu spermii. Jedna se
o 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 vyhfivané podlozni sklicko.
Vitivy pohyb je zplisoben tim, ze spermie plavou riznymi sméry. Vifivost 1ze pozorovat pouze
u druht 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 predehraté podlozni skli¢ko o teploté 37 °C.
Okraj kapky je pozorovan mikroskopem pfi 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 potfebé ejakulat néjak uchovavat, coz ma sva pozitiva.
Po natedéni je mozné ejakulat kratkodobé ¢i dlouhodobé uskladnit a diky témto technikam je
mozné uchovavat ejakulat geneticky kvalitnich samci a sperma prepravovat po celém svete,
tim padem je mozné oplodniovat velky pocet koz malym poctem kvalitnich kozli. Sperma lze
v tekutém dusiku uchovavat neomezen¢ dlouhou dobu a prodluzuje reprodukéni obdobi samce
i po jeho smrti. Um¢la inseminace a uchovavani spermatu tedy dava moznost ke genetickym
pokrokiim v chovech hospodaiskych zvitat (Parkinson & Morrell 2019).
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3.5.1 Redidla ejakuldtu

Redéni ejakulatu je daleZité pro ziskani pozadované koncentrace spermii v insemina&ni
davce, ale zejména pro poskytnuti vhodného prostiedi pro spermie. Redidla dodavaji spermiim
ziviny, udrzuji vhodné pH a zaji§t'uji izotonické prostredi. 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 (fruktoza,
glukéza, manodza). Funkci pufru ma vfedidle Tris (tristhydroxymethyl)aminomethan)
a navozuje spravné pH (6,5-7,5) a soli, napt. ve formé 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 pted chladovym Sokem zabraiiuji 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 zpisobenym nejen béhem zmrazovani spermii, ale i jejich
rozmrazovani. Kryoprotektanty (KP) se rozdé€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 pfi nizsich teplotach nez voda, tim zamezuji tvorbé vnitrobunéénych ledovych krystala,
které mohou spermii poskodit. Nepermeabilni kryoprotektiva jsou obvykle polymery
s dlouhym fetézcem a kvili své velikosti nejsou schopna projit skrz plazmatickou membranu
spermie. Tyto kryoprotektanty ptsobi tak, Ze zvySuji osmolaritu extracelularniho prostoru, coz
vede k dehydrataci bunék, a tim snizuji mnozstvi vody v bufice a moznost tvorby
intracelularnich ledovych krystalt. Také jsou schopné se drZet na povrchu membrany a tim
zabranit tvorbé ledovych krystala v tésné blizkosti spermii (Swain & Smith 2010).
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Obr. ¢. 4: Funkce kryoprotektanti. Upraveno dle (Swain & Smith 2010)

Mezi permeabilni kryoprotektanty patii glycerol, ethylenglykol nebo dimethylsulfoxid,
a mezi nepermeabilni se fadi mléko nebo vajeCny zloutek. Ke spermatu kozll se nejcast€ji jako
kryoprotektant piidava glycerol v 6% koncentraci (Evans & Maxwell 1987).

3.5.3 Kratkodobé uchovavani spermatu

Kratkodobé skladovani umoziuje uchovat sperma pii snizené teploté. Pti teploté 0-5 °C
nebo 10-15 °C se sperma uchovava v fadech dna. 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
inseminacni davky jiz nejsou zcela vhodné k 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 pfipravené inseminacni davky je mozné
uchovavat v tekutém dusiku pfi 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 inseminacnich
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davek v tekutém dusiku nezhorSuje kvalitu spermatu ani jeho oplodiovaci schopnost, ale
snizuje jeho kvalitu oproti jinym metodam uchovavani spermatu.

Obr. ¢. 5: Kontejner s tekutym dusikem a ulozenymi inseminacnimi 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 dulezité pro adaptaci spermii na
snizeny metabolismus. Ekvilibrace je ¢as, pfi 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 jednad se o tzv. jednostuptiovou 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 pied kryogennim poskozenim. V prubéhu
ekvilibrace glycerol osmoticky pronika do spermatickych bunek, odstranuje vnitrobunéénou
vodu a vytvari ochranu pfed mrazem (Salamon & Maxwell 2000).
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3.5.4.2 Mrazeni spermatu

Po ochlazeni a ekvilibraci pfichéazi na fadu samotné hluboké zmrazeni spermatu. Spermie
nejlépe snasi postupné zmrazovani podle kiivky namisto linedrniho 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 pfimo 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 pfi zamrazovani, tak 1 pfi rozmrazovani prochazi spermie kritickou teplotni
zonou -15 °C az -60 °C. Pii prachodu touto teplotou je dulezity Cas, ktery v ném spermie stravi.
Je potfeba dat buiikam dostate¢ny ¢as na jejich dehydrataci ¢i op€tovnou hydrataci, ale pokud
doba v kritickych teplotach bude pfili§ dlouha, dochazi k tvorbé zminiovanych ledovych
krystalkh (Mazur, 1984). Semeno uchovavané v pejetach se zpravidla rozmazuje vlozenim do
vodni lazné predehraté na teplotu 38-42 °C po dobu ~ 30 sekund (Salamon & Maxwell 1995).

3.6 Synchronizace rije

Pro synchronizaci €i vyvolani fije se samicim koz do pochvy zavadi intravaginalni
synchronizaCni tampény, které jsou napusténé syntetickym hormonem podobnym
progesteronu — kronolonem (flugeston acetat). Tampony jsou zavedeny po dobu 14 dni, kde se
hormon pres sténu pochvy uvoliluje do krevniho ob&hu. V reprodukcénim obdobi hormon
docasné zabrariuje ptichodu samice do fije tim, Ze kronolon prodlouzi lutedlni fazi a po vyjmuti
dochazi k ovulaci v dalsi folikularni vin€. Naopak mimo reprodukéni obdobi kronoléon vyvola
fiji u jeste necyklujici samice. B&zné je progesteron produkovan zlutym téliskem po prasknuti
folikulu a udrzuje brezost tim, ze k dal§i ovulaci nedochdzi. Vyjmuti synchronizacniho
tamponu zpusobi snizeni hladiny progesteronu v krvi a samice vstupuje do fije. Vyndavani
tamponu se obvykle poji spolené s intramuskularnim injekénim podanim hormonu PMSG
a nasledné pfiblizné za 48 hodin dochazi k néstupu 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 rist ovarialnich folikula
a naslednou ovulaci. Ve vysS§ich davkach se PMSG pouziva jako superovulacni pfipravek
(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 demonstratni staje Ceské
zemé&délské 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 piistupem k pastevnimu
vybéhu. Ustajovaci prostory, venkovni plochy a technologické vybaveni spliiovaly platnou
legislativu dle zakona ¢. 208/2004 Sb. Krmnou davku v pribéhu celého roku tvortil z hlavni
Casti pastevni porost s lucnim senem vlastni vyroby, které bylo zkrmovano ad libitum. Piikrm
byl tvofen granulemi (1580 OVCE UNI, De Heus a.s., Butovice, CR) v mnozstvi 300—
500 g/ks/den dle kondi¢niho stavu zvifete. K dispozici byla 1 pitna voda a mineralni lizy ad
libitum. Pribézné byl monitorovan 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 vSemi aspekty
charakteru téchto farem. Primérna uzitkovost dojnic v danych podminkach byla 652 kg
(3,4 % tuku, 3,27 % bilkovin, 4,5 % laktozy) za normovanou lakta¢ni periodu. Zapousténi koz
probihalo pfirozenou plemenitbou béhem srpna a zafi s tim, ze kizlata se rodila od zacatku
unora. Mlad’ata byla po narozeni uméle odstavovana a napajena mléénymi krmnymi smesmi.
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 faremné ve formé syru. Ze
zakladniho stada koz byla vybrana skupina 24 koz. Krmna davka byla v prabéhu celého roku
z hlavni Casti tvorena travnim porostem s pfidavkem lu¢niho sena a senaze vlastni vyroby.
Jadrny piikrm byl pouzit pro motivaci koz ke vstupu do dojiren a kozy byly v priabéhu dojeni
pfikrmovany.

4.2 Odbér ejakulatu

Odbér ejakulatu kozla bylo proveden piirozenou cestou za vyuziti umélé vaginy pro malé
prezvykavce (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Némecko). Odbéry probihaly v piipoustéci sezone
v mesici zafi. K vyrob¢ inseminacnich davek byl vyuzit pouze 1. odebrany ejakulat. Do umélé
vaginy byl navleCen latexovy prezervativ, ktery slouzil jako sbérac¢ ejakulatu. Pred odbérem
byla umeéla vagina natemperovana teplou vodou na teplotu pohybujici se okolo 38-39 °C,
nafouknuta na pozadovany tlak a vnitini horni strana sbérace byla nalubrikovana nespermicidni
vazelinou. Okamzité po odbéru byl ejakulat z sbérace prenesen automatickou pipetou do 10 ml
uzaviratelné zkumavky a zde byl ejakulat nafedén v poméru 1:4 (ejakulat:fedidlo) komercnim
fedidlem OptiXcell o teploté 38 °C, pfipravenym dle instrukci vyrobce IMV Technologies,
(L’ Aigle, France). Takto ptipravené vzorky byly v polystyrenovém termoboxu o vnitini teploté
38 °C preneseny do laboratote.
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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 piredkalibrovaného spektrofotometru (Genesys
10S Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Nasledn¢ byly vzorky
dotedény na finalni koncentraci 200 x 10%ml spermatozoi (Alvarez et al., 2012) pomoci
stejného fedidla OptiXcell.

Obr. ¢. 7: Spektrofotometr (archiv autora)
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4.3.1 Priprava chlazenych inseminac¢nich diavek

Naredéné 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
pfipravené pejety byly vlozeny do laboratorni ledni¢ky, kde byly pii 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 inseminac¢nich davek

Inseminacni davky byly plnény stejnym postupem jako chlazené inseminacni davky.
Pripravené vzorky spermatu v 0,25 ml pejetach byly nejprve schlazeny v laboratorni lednici
(z 25 °C na 5 °C; pti prumérné rychlosti chlazeni 1 °C za minutu). Soucasné byly ve stejné
teploté 5 °C ekvilibrovany po dobu 2—4 hodin (Lv et al., 2019). Mrazeni inseminacnich davek
probihalo v polystyrenovém mobilnim mrazicim boxu (modifikace komercniho 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 piiblizily 5 cm nad hladinu tekutého dusiku na 1 minutu, na zavér byly pejety pouze
1,5 cm nad hladinou tekutého dusiku 2 minuty a nasledné byly pejety vlozeny piimo do
tekutého dusiku (Savvulidi et al., 2021).

4.3.2.1 Rozmrazeni kryokonzervovanych insemina¢nich davek

Rozmrazeni kryokonzervovanych inseminacnich davek probéhlo té€sné pies samotnou
umélou inseminaci ¢i laboratorni analyzou. Pejety byly rozmrazovany ve vodni lazni
temperované na 39 °C po dobu 30 sekund.

4.4 Zhodnoceni kvality inseminacnich davek

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

44.1 mCASA

Mobilni pocitacové asistovana analyza spermii — mCASA (model iSperm, Aidmics
Biotechnology Co., LTD, Taipei City, Taiwan) vyhodnocovala parametry tykajici se motility
spermii. Opticka cocka zabudovana v pfistroji byla zahtata pomoci specialniho USB ohfivace
na teplotu 38 °C. Semeno bylo nafedéno fedidlem OptiXcell na koncentraci 20 x 10%ml
spermatozoi. Takto nafedéné semeno bylo v objemu 7 ul képnuto na specialni analyzacni
jednorazovou komurku. Komurka nasledné byla vlozena do predehiaté cocky a CASA software
vyhodnotil motilitu spermii ve vzorku.
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4.4.2 Prutokova cytometrie

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

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

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

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

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

Po uplynuti doby barveni spermii byly vzorky analyzovany pomoci prutokového
cytometru NovoCyte, ¢islo modelu 3000 (Acea Biosciences, soucast spole¢nosti Agilent, Santa
Clara, CA, USA). Pritokovy cytometr byl vybaven fialovym (405 nm), modrym (488 nm)
a cervenym (640 nm) laserem a piisluSnymi optickymi filtry pro detekci emitovanych
fluorescen¢nich signald. Pro automatické nastaveni cytometru, sledovani vykonu, sbér dat
a analyzu ziskanych dat z pritokové cytometrie byl pouZit software NovoExpress, v1.3.0 (Acea
Biosciences, soucast Agilent, Santa Clara, CA, USA).

Zivotaschopnost spermii (VIA) byla hodnocena na zakladé tii parametrd z pritokového

cytometru. Zivotaschopna spermie byla definovana jako buiika s neporusenou plazmatickou
membranou, neporusenym akrozomem a vysokou mitochondridlni aktivitou viz Tab.C.2

a Graf ¢. 1.

Tab. €. 2: Hodnoceni zivotaschopné spermie

Barvivo Znaceni
Hoechst-33342 +
PI -
PNA-FITC -
MitoTracker Deep Red +
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Graf ¢. 1. Gatovaci strategie pratokové cytometrie pro urCeni zivotaschopnych spermii.
1) Castice obsazené ve vzorku byly nejprve identifikovany pomoci boéniho rozptylu SSC
a pfedniho rozptylu FSC. 2) Buiky byly identifikovany barvenim Hoechst-33342 (H-342)
urcujici obsah DNA. 3) Spermie byly hodnoceny na zaklad¢ 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 Synchroniza¢ni program samic

Pfed umélou inseminaci byla samicim veterinarnim lékafem provedena synchronizace
a stimulace fijového cyklu pomoci poSevnich tampona (Chronogest, Intervet International
B.V.) s néslednou superovulaci pomoci intramuskularniho injekéniho hormonalniho preparatu
(Sergon, Bioveta a.s.) podle schématu doporuceného vyrobcem:
* den 0 = aplikace poSevnich tampond;
eden 14 = vyjmuti poSevnich tamponi a aplikace stimulaéniho media
v mnozstvi 500 m.j. na samici;
* 56 hod. po vyjmuti poSevnich tamponu a po aplikaci superovulac¢niho pfipravku byly
kozy 1x inseminovany intracervikalni metodou.

4.6 Cervikalni inseminace a hodnocené reprodukcni ukazatele koz

Kozy byly fixovany v pfipoustédle s kréni zabranou a se zvednutou zadi v tthlu cca 40°.
Po dezinfekci zevnich pohlavnich organt bylo jemné zavedeno spekulum, které slouzilo jednak
k vizualnimu zhodnoceni optimalni faze fijového cyklu zvitete, a jednak k detekci vstupu do
délozniho kréku kozy. Nasledné byla jemné zavedena inseminacni pipeta (MiniTube GmbH)
do usti délozniho krcku a lehce manipulovéna tak, aby inseminacni davka byla deponovana na
okraj 1. az 2. fasy delozniho krc¢ku. Nastroje pouzité pro cervikalni inseminaci jsou detailnéji
vizualizovany na obr. ¢. 8. VSechny kozy byly inseminovany dvéma pejetami s vyslednou
koncentraci 100 x 10° spermii na inseminaci.

Z celkového poctu pripravenych koz bylo inseminovano 20 koz, které byly vizualné
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 ukazatela

Po inseminaci byly kozy jeden pohlavni cyklus izolovany a nasledné zatfazeny do
pfirozené plemenitby. Na zéklad¢é terminu porodu byla definovana uspéSnost inseminace.
Sledovana byla také Cetnost vrhu. V navazném statistickém vyhodnoceni a pfi prezentaci
vysledkt 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 v§ech narozenych ktizlat/pocet okozlenych kozx100).

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

mladéte. U 7 koz byla nasledné hodnocena plodnost v rozmezi 1 — jedno narozené mladg,
2 — dvé narozena mladata.
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Obr. ¢. 8: A. Instrumentaria pouzivand pii cervikalni inseminaci koz; B. Sestavena sada
pfipravena k cervikalni inseminaci vCetné 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 zuZenou koncovkou pro zavedeni do usti délozniho
krcku; 5. injekéni aplikator pro aplikaci inseminacni davky do délozniho kréku; 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 davkach (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 zavisle
proménnych:
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Yij=pn + VAR + ¢;j

= hodnota zavisle proménné (okozleni a plodnost); p = primérna hodnota zav1s1e promenne
VAR = i-ta varianta metody konzervace ID (i = chlazené ID,n=7;i= :

= reziduélni chyba.

Nasledna regresné-korelacni analyza byla provedena procedurami REG a CORR, kdy na
jedné strané byly analyzovany reprodukéni ukazatele koz (okozleni a plodnost) ve vztahu
k cytometrickym parametram spermii a mCASA parametrim 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 zptsob inseminace koz ¢i zptisobu uchovani inseminacnich davek. U 20 vzorku
inseminac¢nich davek byly hodnoceny kvalitativni parametry spermii.

Tab. €. 3: Zakladni statistické udaje

Proménna Cetnost Prumér 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 [pum/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 = smérodatnd odchylka; OKOZ. - okozleni; PLOD. — plodnost; VIA -

zivotaschopnost spermii; MITCH — mitochondriélni aktivita spermii; MOT — motilita spermii;
PROG — progresivni motilita spermii; VCL — kifivocara rychlost spermii; VAP — rychlost
prumérné drahy spermii; VSL — pfimocara rychlost spermii; STR — pfimocarost spermii;
LIN — linearita spermii
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5.2 Vliv kvalitativnich parametra spermii na okozleni koz

V grafu ¢. 2 je mozné pozorovat procento okozlenych koz po vyuziti chlazené ci
kryokonzervované inseminacni davky k jednoduché intracervikalni inseminaci. Pfi 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 alesponi jedno kiizle 15,4 + 11,5 % inseminovanych koz. Z grafu je patrné,
ze zpusob uchovavani inseminacnich davek ma znacny vliv na jejich fertiliza¢ni schopnosti
astim spojené procento okozleni. Dle ocekavani vlivem kryokonzervace se statisticky
prukazné (p = 0,0102) snizovala oplozovaci schopnost spermii, a to pfiblizn€ Ctyfaptalnasobné
oproti chlazenému spermatu.
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Graf ¢. 2: Procento okozlenych koz intracervikdlni inseminaci chlazenymi
a kryokonzervovanymi insemina¢nimi davkami (ID). Rozdilna pismena a, b znaci statisticky
prukazné rozdily na hladin€ vyznamnosti p <0,05

39



5.2.1 Hodnoceni kvality spermii prutokovou cytometrii

Graf ¢. 3 zobrazuje vliv kvalitativnich hodnot spermii z pritokového cytometru na
okozleni koz. Regresni rovnice grafu ¢. 3—A. byla vypoctena z dat pratokového cytometru
o zivotaschopnosti spermii. Z téchto dat, ktera méla minimalni a maximalni hodnoty v rozmezi
35,3 — 77,2 %, je mozné se statistickou prukaznosti p <0,05 konstatovat, ze se zvySujici se
koncentraci zivotaschopnych spermii ve spermatu o 1 % doslo ke zvySeni procento okozlenych
koz po inseminaci o 1,3 %. Graf ¢. 3-B. znazoriiuje 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 prukaznosti p <0,05. Regresni rovnice
grafu ¢. 3-B. byla odhadnuta z dat prutokové cytometrie o koncentraci spermii
s mitochondridlni aktivitou. Rozmezi této rovnice byly minimalni a maximélni 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 pocitacové asistované analyzy spermii

V grafu ¢. 4 je mozné pozorovat vliv motility spermii zji§ténou pocitacove asistovanou
analyzou spermii (CASA) na okozleni koz se statistickou prikaznosti p <0,05. V grafu ¢. 4-A.
byla na zaklad¢ ziskanych hodnot odhadnuta rovnice, kterd v daném rozmezi minimalni — 24 %
a maximalni — 80 % hodnot motility spermii dokumentovala, ze se zvySujici se motilitou
spermii o 1 % narostl pocCet okozlenych koz také o 1 %. V grafu ¢. 4-B. mizZeme identifikovat,
Ze s narustem progresivni motility spermii o jedno procento se pfimo umerné navysilo okozleni
0 1,4 %. Tato linearné-regresni rovnice byla odhadnuta na zaklad€ udaju 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. Vliv progresivni motility kvality spermii (PROG) na okozleni

43



Graf ¢. 5 zobrazuje vliv kinematickych parametri spermii na okozleni koz se
statistickou prikaznosti p <0,05. Jednotlivé kinematické parametry spermii byly hodnoceny
pomoci pocitaCové asistované analyzy spermii. V grafu €. 5—-A. je rovnice pro vliv kiivocaré
rychlosti spermii (VCL). Rovnice znaci, ze se zvySujici se kfivoCarou rychlosti spermii
o 1 um/s se zvysilo okozleni o 21,1 %. Nicméné¢ rovnice byla odhadnuta z dat, kterd mela
minimalni a maximalni hodnoty 96 — 98,7 um/s. Dalsi graf ¢. 5-B. vliv rychlosti primérné
drahy spermii (VAP) na okozleni byl vytvoren vstupnimi daty v rozmezi 79,3 — 81,3 pm/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. znazornuyje, Ze pii narustu pfimocaré rychlosti spermii (VSL)
o 1 um/s doslo k 56% vyssi mitfe 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 zji§t€éno, ze se zvySujici se
ptimocarosti spermii o 1 % se zvySovala pravdépodobnost okozleni o 28 %. Na zaklade
odhadnuté rovnice pro graf ¢. 5-E. souvisel narust linearity spermii (LIN) o 1 % s narustem
okozleni koz o 83,6 %. Jedna se o rovnici, kterd je ohraniCend minimalnimi a maximalnimi

hodnotami v rozmezi 70,3 — 71 %. I mezi parametry z pocitacové asistované analyzy spermii
(VCL, VAP, VSL, STR, LIN) byla zjisténa stfedné 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

Vliv ktivocaré 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 % znazoriuje jedno narozené mladé po
okozleni a 200 % jsou dvé narozend mladata ve vrhu. Pfi inseminaci koz chlazenymi
inseminacnimi davkami byla plodnost v priméru 140 + 26 %. Pfi inseminaci
kryokonzervovanymi inseminacnimi davkami ¢inilo procento plodnosti 150 +41,2 %. Nicméné
z hlediska statisticky vyznamnych rozdili byly diference mezi primérnymi hodnotami
neprukazné (p = 0,8457). Zpusob uchovavani inseminacnich davek nema vliv na pocet mlad’at
ve vrhu koz.
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Graf ¢ 6: Procento okozlenych koz intracervikdlni inseminaci chlazenymi
a kryokonzervovanymi inseminacnimi davkami (ID). Pismena a znadi statisticky neprikazné
rozdily na hladiné vyznamnosti p <0,05
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Dle tabulky ¢. 4 nebyl zadny statisticky model pro odhad plodnosti na zaklade
kvalitativnich parametrd spermii na hladin€é vyznamnosti p <0,05 statisticky prukazny
(p =0,8457). Mezi kvalitativnimi parametry spermii byla vypoctena nizka korelace, ktera
nebyla statistiky prikazna na hladiné vyznamnosti p <0,05. Hodnoty kvality spermatu
v inseminacnich 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 neprukazné
na hladiné vyznamnosti p <0,05

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

p-hodnota korelace
PLOD.= 1,584"%-VIA x0,002"* 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"%+STRX*0,050™* n.s. 0,091™*
PLOD.= -9,097™5+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 — kiivocara
rychlost spermii; VAP — rychlost primérné drahy spermii; VSL — pfimocara rychlost spermii;
STR — ptimocarost spermii; LIN — linearita spermii
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6 Diskuze

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda zplisob konzervace inseminacnich davek
ovlivni poskozeni spermatickych bunék v pribéhu konzervace, coz se projevi na reproduk¢énich
ukazatelich po nasledné inseminaci. Vysledky mé prace tuto hypotézu potvrzuji u parametru
procenta okozlenych koz. Mrazené inseminacni davky vykazovaly niz§i miru okozleni nez
chlazené insemina¢ni 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 inseminacni metodou dosahli 14,3 % okozleni po
pouziti mrazenych inseminacnich davek. Naproti tomu Salvador et al. (2005) pfi shodné
hloubce inseminace do délozniho krcku koz mrazenymi spermatem byli schopni docilit
procenta okozleni kolem 52 %. Vyznamny rozdil ve fertilizacni schopnosti spermii po
rozmrazeni mohl byt zptisoben jinym postupem mrazeni inseminacnich davek, ktery mohl byt
ke spermiim Setrn€jsi. Rozdil mohl byt také zptisoben odliSnou dobou inseminace ¢i rozdilnym
plemenem koz Murciano Granadina.

Pfi vyuziti chlazenych inseminacnich davek bylo dosazeno 71,4 % okozleni. Roca et
al. (1997) hodnotili uspéSnost zabfeznuti koz po intracervikalni inseminaci chlazenym
spermatem. Jejich vysledky se shoduji s nasimi, mira zabfeznuti byla 73,1 %. Nizsi 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 zmény mohou zna¢né ovlivnit vysledné
procento okozlenych samic. Je ziejmé, ze v nasSem pozorovani chlazené inseminacni davky
dosahovaly vyssiho procenta okozleni nez kryokonzervované inseminacni davky z davodu
poskozeni spermii procesem kryokonzervace (Kogan et al., 2018) a bylo vyssi, nez pozorovaly
ostatni studie.

Zplsob konzervace inseminacnich davek naopak nemél signifikantni vliv na procento
plodnosti koz (pocet narozenych kiizlat/pocet okozlenych koz). Spermie nemaji znacny vliv na
pocet narozenych mlad’at ve vrhu. Tento reproduk¢ni ukazatel je ovlivnén prevazné 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 predpokladat, ze kryokonzervace snizi kvalitu spermii a s tim spojenou jejich
fertilizaCni schopnost. Timto zpisobem by kryokonzervované inseminacni davky mohly
vykazovat niz§iho procenta plodnosti nez chlazené inseminacni davky. V piipadé naSich
vysledkt tomu tak nebylo, a naopak kryokonzervované ID dosahovaly o 10 % vyssi plodnost
(150 %) nez chlazené ID (140 %). Predpokladam, ze tyto vysledky mohou byt ovlivnény
predevsim nizkym poctem pozorovani (n = 7).

Soucasti prace bylo i navrzeni a ovéfeni zvoleného zpusobu inseminace u dojnych koz.
Cilem bylo navrhnout zptsob inseminace, ktery by byl snadno proveditelny za predpokladu
vysokého procenta zabfeznutych koz. Jednalo se o jednoduchou intracervikalni metodu
inseminace koz bez reinseminace, pfi které se inseminacni pipeta jemné zavedla do usti
délozniho krcku, aby sperma bylo deponovano na okraj 1. az 2. fasy délozniho krcku. Tato
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metoda inseminace koz byla spolehliva. Jak jiz bylo zminéno vySe, dosahovala 71,4 % okozleni
pii pouziti chlazenych inseminacnich davek a tento vysledek je vyssi nez vysledky vétSiny
dalsich 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 pfipadé se procenta okozleni pohybovala
v rozmezi 42-78 %. Ve studiich zabyvajicich se jinymi metodami inseminace koz (s pouzitim
Cerstvych ¢i chlazenych inseminacnich davek) se procenta okozleni pohybovala v hodnotach
50-74 % pri vaginalni inseminaci (Paulenz et al. 2005; Bello et al. 2022), 4667 %
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 vysledki téchto studii, z ¢ehoz vyplyva, ze nami pouzita intracervikalni
inseminace s chlazenymi inseminacnimi davkami je relevantni metodou v reprodukcnich
biotechnologiich malych prezvykavci. Nami provedena metoda by mohla nahradit slozitéjsi
i pro samice naro¢n€jSi metody inseminace, jako je napfiklad laparoskopicka inseminace
(Sohnrey & Holtz 2005).

Dalsim cilem prace bylo ovéfit, zda samotnou inseminaci s pouzitim dvou riznych typu
konzervace inseminacnich davek (chlazené nebo zmrazené) lze pouzit pro ovéfeni vysledka
kvalitativnich testd spermii in vitro (jako je poCitaCove asistovana analyza spermii a prutokova
cytometrie). I tato hypotéza byla potvrzena (p = 0,0102) u reprodukcniho ukazatele okozlent,
po inseminaci bylo mozné vyhodnotit, ze kvalitativni parametry spermii ovliviiuji procento
okozlenych koz na hladiné vyznamnosti p <0,05. U druhého reprodukéniho 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 mladeé, je zpravidla nizka, jelikoz se jednad o multifaktorialni zalezitost (Moc¢ et al.,
2022). Nami zjisténé Pearsonovy korelacni 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 korelac¢niho koeficientu parametrti 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 jest€ niz§i hodnoty korelacniho koeficientu. Korelace obou
zminovanych parametri byla statisticky vyznamna (p = 0,02). Jejich vysledky koresponduji
i s dal§imi studiemi u jinych druha. 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 zivotaschopnych spermii (r = 0,68; p <0,01) nebo motilitou spermii (r = 0,43;
p <0,05) (Januskauskas et al. 2003). Z t€chto dat je patrné, ze nejvyznamné&jsi 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 pfesto korelace ani u jednoho parametru nebyla silna a jednalo se pouze o nizké
korelace z jiz zmifiovaného diivodu, Ze procento okozleni je ovlivnéno mnoha vnitfnimi faktory
samice (vek, poradi porodu) a i vnéj§imi, z néhoz nejvyznamnéjsim je sezénnost (Mocé et al.
2022). Sezonnost bude pravdépodobné hlavnim divodem naSich vysSich vysledkt korelace
mezi okozlenim a parametry spermii oproti Mocé et al. (2022). Nami provedené inseminace
byly ve stejném reprodukcnim obdobi (zafi) a nemohl se tedy na vysledky projevit vliv
sezonnosti, ktery by vliv hodnot spermii na okozleni snizoval. Rozdilné korelace mohou byt
také zpusobeny 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
parametri spermii. Statistické modely pro odhad plodnosti nebyly statisticky prukazné
(p = 0,8457). Statistické modely pro odhad procenta okozleni byly statisticky prukazné na
hladiné vyznamnosti p <0,05. Na zaklad¢ statistickych modela pro okozleni Ize predikovat
uspésnost inseminace pomoci zjiSténych kvalitativnich parametri spermii v pouZzité
inseminaéni davce. Statistické modely mohou také naptiklad pomoc urcit spodni hranici pro
vyrobu inseminacnich davek kozli na zakladé€ kvalitativnich parametrii spermii pro dosazeni
pozadovaného procenta okozleni samic. AvSak vzhledem ke koeficientu determinace
(r>=0,3141) budou tyto modely pouze orientaéni, 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, v praxi je tfeba dbat na ovlivnitelné vnéjsi
faktory (napf. zdravotni stav a kondice samice, vhodna doba inseminace) a pro zvySeni procenta
okozleni brat zietel predev§im na tyto vlivy za pifedpokladu, ze byly pouzity kvalitni
inseminacéni davky s vysokymi hodnotami kvalitativnich parametri spermii. Mocé et al. (2022)
tvrdi, ze statistické modely pro odhad okozleni nejsou natolik pfesné, aby bylo mozné
spolehlivé predpovidat procento okozleni. I pfesto 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 ¢astecné predikovat procento obahnéni ovci na zaklade téchto dvou parametri spermii.

Zavérem je podstatné zminit, ze nami zjiS§téna data maji charakter prvotnich vysledkt
o vlivu zplisobu uchovavani inseminacnich davek kozld na reprodukéni ukazatele u koz
a jednoduché intracervikalni inseminaci. Je dulezité pokraCovat ve vyzkumu umélé inseminace
malych prezvykavcu, jelikoz cilem je rozsifit techniku inseminace, ktera bude dostatecné
jednoducha, finan¢né nenakladna, Casove nenarocna, bude Setrnéjsi ke zviratim a chovatelé ji
budou schopni sami vykonavat. Je tfeba usilovat i o ziskdvani dalsSich dat, které by napomohly
k tvorbé prengjsich prediktivnich modeld pro reprodukéni ukazatele koz, aby se usnadiiovala
asistovana reprodukce malych prezvykavcu.
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Z.avér

e Byla potvrzena hypotéza, ze zpisob konzervace inseminacni davky (chlazené nebo
mrazené) ovlivnil poskozeni spermatickych bunék v pribéhu konzervace, coz se
projevilo na reproduk¢nich ukazatelich po nasledné inseminaci.

e Mrazené inseminacni davky vykazovaly vice nez 4,5n4asobn¢ nizsi miru okozleni nez
chlazené inseminacni davky.

e Zpusob konzervace inseminanich davek nemél vliv na naslednou plodnost
inseminovanych koz.

e Jednoduchym zpGsobem intracervikalni inseminace svyuzitim chlazenych
inseminaénich davek bylo mozné dosahovat vyhovuyjicich vysledki okozleni samic
71,4 % 1 bez nasledné reinseminace.

e Byla zpracovana data o vlivu kvalitativnich parametr spermii zjiS§téna pocitacove
asistovanou analyzou spermii a prutokovou cytometrii na vybrané reprodukcni
ukazatele.

e 7 dat okvalitativnich parametrech spermii byly vytvoreny predik¢ni rovnice pro odhad
procenta okozleni a plodnosti koz po inseminaci.

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

e 7Zjisténa data méla charakter prvotnich vysledkd, ktera jsou navrhem pro dalsi studie.

V budoucnu by bylo vhodné rozsifit pocet zvifat inseminovanych davkami rdzné
kvality ke zptesnéni prediktivnich modela okozleni a plodnosti malych piezvykavcu.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

CASA - pocitacove asistovana analyza spermii
DNA — deoxyribonukleova kyselina

EH — ethidium homodimer

FITC - fluorescein isothiokyanat

FSC - predni rozptyl

FSH - folikuly stimulujici hormon

H-342 — Hoechst-33342

ID — inseminaéni davka

IUI - intracervikalni uméla inseminace
KP — kryoprotektanty

LH — luteiniza¢ni hormon

LIN — linearita spermii

LUI — laparoskopicka uméla inseminace
mCASA — mobilni pocitacové asistovana analyza spermii
MITCH — mitochondrialni aktivita spermii
MOT — motilita spermii

MTR DR — Mito Tracker Deep Red
OKOZ. — okozleni

PI — propidium jodid

PLOD. — plodnost

PMSG - korisky sérovy gonadotropin
PNA - arasidovy aglutinin

PROG - progresivni motilita spermii

SSC - bocni rozptyl

STR - ptimocarost spermii

TMRE - tetrametylrhodamin ethyl ester
TMRM - tetramethylrhodamin methyl ester
TUI - transcervikalni uméla inseminace
UI — uméla inseminace

VAP - rychlost primérné drahy spermii
VCL - kiivocara rychlost spermii

VIA - Zivotaschopnost spermii

VSL — ptimocara rychlost spermii

VUI - vaginalni uméla inseminace

o — smérodatna odchylka
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