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Porovnani komercnich a modifikovanych redidel pro
konzervaci ejakulatu u vybranych genovych zdroju
hospodarskych zvirat

Souhrn

Ceska slepice zlatd kropenata patfi mezi geneticky ohroZzené druhy a byla zafazena do
genovych zdroji. Pro uchovani inseminac¢nich davek kohoutl uvedeného plemene byla
porovnana komercni fedidla ejakuldtu dribeze s pridavkem kryoprotektantu.

Do redidel Poultry media®, Raptac® a NeXcell® byl ptidan penetrujici kryoprotektant n-
methylacetamid v koncentraci 9 %. Inseminacni davky balené v pejetach o objemu 0,25 ml
byly vyrabény ze smésného vzorku ejakuldtu od 4 kohoutl stejného véku drZenych ve
stejnych podminkach prostiedi a vyzivy v Pokusné a demonstraéni staji CZU v Praze. Kohouti
byli krmeni krmnou smési s deklarovanym sloZenim vyrobenou pro CZU v Praze.

Odbér ejakuldtu probihal v lednu a uUnoru 2022. Pomoci CASA iSperm® (Aidmics
Biotechnology Co., Ltd, Taipei, Thaiwan) byly hodnoceny parametry celkové motility spermii
v doporuéeném poméru fedéni pfed mraZzenim a po rozmraZeni inseminacnich davek.
Poskozeni plazmatické membrdny (PMD), pfitomnost DNA, poskozeni akrozomu (ACRD)
a dvoji poskozeni (PAD) bylo hodnoceno pomoci priitokového cytometru (Novocyte 3000°®,
Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, California, USA).

Celkova motilita byla na hladiné vyznamnosti p <0,0001 nejvyssi u redidla Poultry
media®, nejhorsich vysledkl dosahovala u fedidla NeXcell® (p <0,05).

K nejvysSimu poskozeni plazmatické membrany doSlo na hladiné vyznamnosti p
<0,0001 u redidla NeXcell®, k poskozeni akrozomu u fedidla Poultry media® (p <0,0001) a ke
dvojimu poskozeni na hladiné vyzmnamnosti p <0,0001 u fedidla NeXcell®.

Jako nejvhodnéjsi pro kryokonzervaci spermatu se ukdzala fedidla Poultry media®
a Raptac® s pridavkem 9% NMA. Jako nejméné vhodné bylo oznaceno rfedidlo NeXcell®. Je
tfeba brat v dvahu individualitu v kvalité ejakulatu jak mezi jednotlivci, tak mezi odbérovymi
dny. Pro stanoveni optimalniho fedidla s optimalni koncentraci kryprotektantu pro vyrobu
inseminacnich davek drlbeze je tfeba provadét dalsi analyzy.

Klicova slova: Kryokonzervace, N-methylacetamid, kohout, ejakulat



Summary

The Czech golden spotted hen is a genetically endangered species and has been
included in the genetic resources. Commercial diluents of poultry ejeculate with the addition
of cryoprotectant were compared for the preservation of insemination doses of roosters of
that breed. A penetrating cryoprotectant was added to Poultry media®, Raptac®, and
NexCell® extenders n-methylacetamide at a concentration of 9 %. Insemination doses
packed in 0.25 ml straws were produced from a mixed sample of ejaculate from 4 roosters of
the same age kept under the same environmental and nutritional conditions in the
Experimental and Demonstration Barn of the Czech University of Life Sciences in Prague. The
roosters were fed with the feed mixture with the declared composition produced for the
CULS in Prague.

Ejaculate collection was carried out in January and February 2022. Using CASA iSperm®
(Aidmics Biotechnology Co., Ltd, Taipei, Thaiwan), the parameters of progressive sperm
motility were evaluated at the recommended dilution ratio before freezing and after
thawing of insemination doses. Plasma membrane damage (PMD), presence of DNA,
acrosome damage (ACRD) and double damage (PAD) were assessed using a flow cytometer
(Novocyte 3000®, Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, CA, USA).

Total motility was highest for diluent Poultry media® at the significance level p
<0.0001, and worst results were observed for diluent NeXcell® (p <0.05).

Plasma membrane damage was highest at the significance level p <0.0001 for diluent
NexCell, acrosome damage for diluent Poultry media® (p <0.0001), and double damage at
the significance level p <0.0001 for diluent NeXcell®.

The diluent Poultry media® with the addition of 9% NMA was found to be the most
suitable for sperm cryopreservation. The least suitable diluent was NeXcell®. Individuality in
ejaculate quality both between individuals and between sampling days should be taken into
account. Further analyses are needed to determine the optimal diluent with the optimal
concentration of cryoprotectant for the production of poultry insemination batches.

Keywords: Cryopreservation, N-methylacetamide, rooster, ejaculate
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1 Uvod

Zachovani genetickych zdrojd pdvodnich plemen na Gzemi CR je hlavnim cilem
Ndrodniho programu genetickych rezerv. Jako geneticky zdroj se oznacuje ,Zivy materidl
obsahujici geny s bezprostfedni nebo potencidlni hodnotou pro lidstvo®. Diky reprodukénim
biotechnologiim, jako je uméla inseminace a kryokonzervace pohlavnich bunék, mizeme
zachranit nebo udrzet plemena pro nds vyznamna. Zajimavosti je, Ze doposud nebyl zjiStén
presné dany postup pro proces kryokonzervace kohoutiho spermatu. Pro zachovani plemene
Ceské zlaté kropenaté a ostatnich plemen driibeie je dlleZité objasnit problematiku
kryokonzervace. Téma kryokonzervace u drlibeze je dullezité zekonomického hlediska.
Pokud by doslo k uspésné kryokonzervaci u drlibeze, tak by bylo mozné ve velkochovech
snizit pocet kohoutl, ktefi jsou chovani pouze na odbér genetického materidlu pro
inseminaci.

Ceska zlatd kropenatd je plemeno, které se chova na Uzemi Ceské republiky jiz po
staleti. Vlivem importu novych plemen hrozi Ceské zlaté kropenaté pomaly, ale jisty zanik.
Pocatkem 20. stoleti ziskalo plemeno soucasnou podobu a bylo zapsdno r. 1922 do
genetickych zdrojd CR. V roce 2020 bylo evidovano pouze 259 kus(l na tizemi CR.



2 Veédecka hypotéza a cile prace
Cil prace

Cilem préace bylo porovnat vliv ptidavku 9% NMA do rGznych komercnich tedidel
ejakuldtu na kvalitu inseminacni davky.

Hypotéza

Lze predpokladat, Ze 9% koncentrace NMA aplikovana do rGznych komercnich fedidel
ejakuldtu pozitivné ovlivni motilitu spermii po rozmrazeni.



3 Literarni resSerse

3.1 Pohlavni ustroji ptaki

Na rozdil od samc( savct je pohlavni Ustroji ptakd uloZeno v duting bfidni. Cast
rozmnozovaci soustavy je ukryta v kloace, coz je rozsSifena cast konecniku. Jedna se o
zakonceni travici trubice, ktera ma spolecné vyusténi jak pro vyvodné, tak i pro pohlavni
cesty. Kloaka jako celek je duty organ, ktery vznikl spojenim corpodea, coi je konecna ¢ast
traviciho kanalu, ktera dale navazuje na urodeum, vyvodné misto mocovych a pohlavnich
cest. Toto zakon&eni se oznaluje jako proctodeum (viz Obrazek 1) (Cerveny 2000).

Varlata samcll jsou parovy organ fazolovitého nebo vejéitého tvaru, ktery je zavésen
pod patefi a uloZen ventralné smérem k cefalické strané ledvin. Pomoci vaziva mesochria
jsou uchycena ktélni dutiné. Vazivem prochdzi krveni a inervace varlat. Prokrveni je u
ptacich druhl méné slozité, nez je tomu u savcll, protoZe ptaci nemaji plexus pampini, ktery
u savcl plini funkci udrzeni nizsi teploty varlat, nez je teplota téla. Zajisténi nizsi teploty je
nezbytné pro kvalitu pohlavnich bunék a proces spermatogeneze. Ochlazeni varlat zajistuje
cirkulace vzduchu ve vzdusnych vacich, diky tomu jsou béhem noci varlata ochlazovana.
V klidovém stavu jsou varlata mala, ale béhem reprodukéni sezény se jejich velikost mlze
zvétsit 300 az 500krat. U dospélych samci byva levé varle vétsi nez pravé (Cerveny 2000).

Varlata se skladaji z fady svinutych semenotvornych tubull a pojivové tkané, ktera je
znacné prostoupend krevni kapildrou a Leydigovymi (nebo intersticidlnimi) burkami.
Semenotvorné tubuly se skladaji ze Sertoliho bunék a zarodelnych epitelarnich bunék
(kmenové spermatogonie). Leydigovy bunky jsou zodpovédné za steroidogenezi a sekreci
androgenu (Scanes et al. 2020)

Zralé spermie ze semennych tubull prochazeji do tubularni sité, pak do vysoce svinuté
vasa efferentia. Spermie jsou uloZeny v ductus deferens. Predpoklada se, Ze strukturdlni
diferenciace spermii je dokoncena predtim, nez opusti tubularni sité. Motilita ve varlatech je
minimalni (Johnson et al. 1968).

Predpoklada se, Ze fertilizacni kapacita spermii drlibeze se zvysSuje pfi prlichodu ductus
deferens. Existuji dlikazy, Ze Sertoliho buriky i epiteliarni buriky nadvarlete mohou resorbovat
spermie (Scanes et al. 2020).

Krev proudi do kazdého varlete z abdominalni aorty. Pomocné pohlavni reprodukéni
organy samce kohouta zahrnuji vasa efferentia, epididymis, ductus, deferens, ejakulaéni ryhu
a penis. Penis kohouta se oznacuje jako phallus, je nevysunutelny a nalezneme ho na
spodiné kloaky. Phallus je tvofen hrbolky, které jsou v malé mife schopné erekce. K erekci
penisu dochazi vnitfnim slozenim kloaky s erektilni lymfou. Na povrchu kloaky jsou fasy,
které se stoci a tvofi specidlni semenny kanalek, kterym po ejakulaci sperma pasivné stéka
(Cerveny 2000).

Ptaci nemaji Zadné pridatné organy jako je prostata, bulbouretrdlni Zlaza nebo
semenny vacek. Semennd plazma pochazi z vasy efferentia a semenotvornych tubuld.
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Pomocné kopulacni organy, jako jsou parakloakalni cévni téliska, pomahaji po erekci se
zataZzenim phallu (Scanes et al. 2020).

Mesorchium
Epididymis

lliac vein

Femoral vein

Aorta
Ureter

Vas deferens

Kidney

Obrdadzek 1: Pohlavni ustroji ptak( (Johnson 1986)

3.1.1 Morfologie spermii

rozdilna stavba reprodukénich orgdnt a rozdilnost spermatogeneze. Pohlavni burika samce
ptaka je podlouhld, cylindrickd a jeji zvlastnosti je zuzeni na obou koncich (viz Obrazek 4),
v porovnani se savci je mensi. Jednim z hlavnich znak( ejakuldtu kohouta je velmi nizky
obsah semenné plazmy zdGvodnény absenci pfidatnych pohlavnich Zlaz. To ma za nasledek,
Ze semeno je husté a koncentrace spermii dosahuje od 2 do 10 - 10° (Blesbois & Hermier
2003). Koncentrace spermii se také odviji od genotypu, stati kohouta a frekvence odbér(.
Koncentrace spermii se rapidné snizuje ¢astym nebo dlouhodobym odbérem.

Akrozom obsahujici proteolytické enzymy k rozstépeni glykoproteinového obalu
vajicka je zapouzdieny bunécnou membranou. Jadro je uloZeno v hlavicce spermie (Etches
2000; Scanes et al. 2020).
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Obrdzek 2: Spermie kohouta (vlastni zdroj)

Obrdzek 3: Spermie berana (vlastni zdroj)
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Obrdzek 4: Popis drubeZi spermie (Johnson et al. 1968)
3.2 Rozdily mezi dribezi a savCi spermii

DrlbeZi spermie jsou morfologicky odlisné od savéich spermii nitkovitym tvarem
hlavicky spermie (viz Obrdzek 4). V dlsledku nizSiho obsahu cytoplazmy tak maji nizsi
schopnost pohybu v kryoprotektantech. DrUbeZi spermie maji relativné dlouhy ocas
v porovnani napfiklad s ocasem spermie byka. Délka ocasu spermie u drlibeze dosahuje
délky mezi 90 a 100 um. Nevyhodou dlouhoocasé spermie je snadné poskozeni v pribéhu
procesu zmrazovani a rozmrazovani. Elektronova mikroskopie ukazala, Ze az 60 % organel
spermii drlibeZe trpi po kryokonzervaci nevratnym poskozenim (Ciftci & Aygiin 2018).

Plazmatickd membrdana spermii se sklada z lipidd, cholesterolu a bilkovin. Mezi hlavni
vlivy cholesterolu na dribezi spermie patfi regulace stability membrdany, acylové poradi
fetézch fosfolipid, nasledna regulace a vlastnosti funkce membrany. UdrZuje pfiznivé
mikroprostredi pro membranové proteiny (Ciftci & Aygiin 2018).

Vliv cholesterolu na fluiditu membrdan zavisi na teploté. Prfi teplotach nad fazovym
prechodem je hodnota cholesterolu v plazmatické membrané vysokd. To ma za nasledek
snizeni fluidity membrany, coz Cini spermie nachylnéjsi k chladovému Soku a dochazi ke
snizeni schopnosti spermii prezit proces zmrazeni a rozmrazeni (Blesbois et al. 2005; Buffone
et al. 2009; Partyka et al. 2016).
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Pfi teplotach pod fazovym prechodem cholesterol zvySuje fluiditu membrany. Tento
ucinek cholesterolu je vyznamnéjsi v membranach bohatych na nasycené fosfolipidy, ve
srovnani s témi, které obsahuji nenasycené kyseliny (Partyka et al. 2016; Ciftci & Aygiin
2018).

Fluiditu plazmatické membrany Ize urcéit mérenim za pouziti fluorescenéniho barviva.
Hodnoty odpovidaji tuhosti membrany a jsou nepfimo umérné fluidité membrany (Blesbois
et al. 2005; Ciftci & Ayglin 2018).

3.2.1 Polynasycené mastné kyseliny v membranach

DrlibeZi sperma je ndachylngjsi vicéi chladovému 3Soku diky vysokému poméru
polynenasycenych mastnych kyselin v plazmatické membrané.

Polynenasycené mastné kyseliny ve spermatu dribeZe snadno podléhaji peroxidaci
lipidl, které zpUsobuji poskozeni spermii (Aitken et al. 2012; Long 2006). Zvysena produkce
ROS snizuje fosforylaci axonemovych protein(, coz ma za nasledek snizeni fluidity membrany
a dochazi k nehybnosti spermii.

Plazmatické membrany kohoutich spermii obsahuji vysoky podil n-6 a nizky podil n-3
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA). Podilové zastoupeni PUFA se odliSuje mezi
jednotlivymi druhy ptdkd. N-6 PUFA zahrnuje hlavné cis-7,10,13,16-dokosatetraenovou
kyselinu (22:4n-6) a ma u drlbeZe majoritni zastoupeni ve spermatu oproti savcim, kde je
minoritni (Blesbois & Hermier 2003). U savci je vySSi zastoupeni polynenasycenych
mastnych kyselin n-3, zejména kyseliny dokosahexaenové (22:6n-3) (Kelso et al. 1997).

Blesbois & Hermier (2003) zkoumali vliv krmné davky obohacené o PUFA na odolnost
plazmatické membrany u kohoutich a kratich spermii v prvni poloviné reprodukéniho
obdobi. Dospéli kohouti byli rozdéleni do dvou skupin. Prvni skupina byla krmena standardni
krmnou davkou a druha skupina byla krmena standardni krmnou davkou obohacenou o n-3
PUFA (pochdzejici z rybiho oleje). Obohacend krmna davka o n-3 PUFA vedla
k jednoznaénému celkovému zvyseni podilu n-3 PUFA (22:5n-3 a 22:6n-3) ve spermiich u
kohoutl. N-3 PUFA mély také pozitivni U¢inek na plodnost u Cerstvého spermatu kohoutu.
Bylo potvrzeno, ze obohaceni krmné davky o n-3 zvysuji i reprodukéni vykonnost u kohoutt
(Blesbois & Hermier 2003).
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3.3 Neurohumoralni fizeni u ptaku

Hladiny hormon( v téle ptdkd jsou regulovany roc¢nim obdobim s cilem lihnuti v obdobi
hojnosti. Pomoci smyslovych organ( jsou prijimany podnéty z vnéjsiho prostredi a nasledné
zpracovany v k(ife mozkové a hypotalamu. Gonadotropni hormony realising factors
produkované hypotalamem ovliviuji proces hormonalni regulace stimulaci adenohypofyzy.
Gonadotropiny pfimo ovliviuji sekreci hormon( v hierarchicky nizsich organech (Froman et
al. 2000).

Mezi hormony adenohypofyzy jsou rfazeny:
e Adrenokortikotropni hormon (ACTH)
e Tyreotropni hormon (TSH)
e Folikulostimulacni hormon (FSH)
e Luteinizacni hormon (LH)
e Somatotropin (STH)
e Prolaktin (PRL)

Vyse zminény folikulostimulaéni hormon ovliviiuje spermatogenezi, jelikoZ iniciuje
tvorbu samcich pohlavnich bunék, rast folikul(i u samic a produkci estrogenu. Luteinizacni
hormon plsobi na Leydigovy burnky, diky tomu pak dochazi ke stimulaci testosteronu.
Spolecné plsobeni folikulostimulaéniho a luteinizaéniho hormonu ma za néasledek preménu
testosteronu, ktery je ve sténé vajecniku, na estrogen, coz je podnét pro tvorbu
progesteronu a ndaslednou ovulaci (Scanes et al. 2020). Prolaktin muze inhibovat Cinnost
vajecnikd a tim ovlivnit snasku (Hu & Zadworny 2017).

3.4 Kratkodoba konzervace spermatu v inseminaci drubeze

Nejcastéji pouzivanou technikou reprodukce v drlbezarském primyslu je uméla
inseminace. Uméla inseminace umoznuje vyuziti genetického potencionalu nejkvalitnéjsich
plemenikl. Ve srovnani s pfirozenou reprodukci umozZiuje uméld inseminace oplodnéni
vétSiho mnozstvi samic a snizeni nakladd na mnoiZstvi drzenych samcll. Zakladem uUspésné
inseminace je oplozenischopné sperma o dostate¢ném objemu. Odbéry probihaji v blizkosti
slepic (Mohan et al. 2018).

Prvni historické zminky o umélé inseminaci drlibeze jsou z roku 1899. Rusky védec
Ivanow studoval umélou inseminaci u domacich hospodarskych zvirat véetné driibeze. Odbér
spermatu probihal fyzickym pdafenim kohouta se slepici. Po pareni byly slepice zabity a
sperma bylo chirurgicky odebrano z vejcovodu. Jak z popisu vyse plyne, metoda umélé
inseminace byla v téchto dobdch velmi drasticka a stala se podnétem vyvoje soucasnych
modernich technik inseminace.
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V roce 1935 Burrows a Quinn vynalezli techniku abdominalni masaze bficha kohout(
pro ziskani ejakuldtu. Tato technika se vyuZivd v chovech dodnes. Jednd se o tzv. ,bfisni
masazni metodu” (Mohan et al. 2018).

3.4.1 Skladovani chlazeného spermatu

Pro skladovani chlazeného spermatu je zdsadni teplota a vhodné fedidlo. Standardni
teplota pro uchovani chlazeného ejakulatu je 5 °C. Pfi této teploté dochdzi ke snizeni
metabolismus spermii. Brillard (2009) uved|, Ze pro dlouhodobéjsi skladovani spermatu je
tfeba se vyvarovat teplotam okolo 0 °C.

Pro 24hodinové skladovani drlbeziho spermatu je vhodné pouziti fedidel Lake a
Beltsville (BPSE). Navzdory jejich UspéSnému poutziti v dribezarském pramyslu existuje stale
vysoka variabilita oplozeni (Siudzinska & tukaszewicz 2008).

Dale bylo prokazano, Ze ziredéné dribezi sperma muze byt skladovano az po dobu 24
hodin, aniz by doslo ke zhorseni viability (Siudzinska & tukaszewicz 2008). Nejbézinéjsi
postup pro kratkodobé skladovani spermatu dribeZe v chladnicce vyzaduje skladovani
spermatu v fedidle, tak aby se zachovala jejich Zivotaschopnost in vitro. Diky pouziti fedidel
je tedy moziné prepravovat sperma na vzdalenéjsi dribezarny k inseminaci velkych skupin
slepic a zvysit tak vyuZiti kvalitniho spermatu (Parker & McDaniel 2006).

Volba fedidla, které je vhodné pro kratkodobé uskladnéni zavisi na znalosti
biologickych, fyziologickych a metabolickych poZzadavkl dribeZziho spermatu. Drubezi
spermie jsou metabolicky kompetentni v aerobnich a anaerobnich podminkach prostredi in
vitro. Aerobni metabolismus vyZaduje provzdusfiovani spermatu. To se béiné provadi
umisténim zredéného spermatu do bariky, aby se maximalizoval pomér povrchu a objemu.
Rychlost fedéni a typ fedidla maji vyznamny vliv na motilitu spermii, iontovou rovnovahu,
vymeénu plynd a vyuZiti ATP. Pro in vitro prostfedi se za optimalni skladovani dribeZiho
spermatu povazuje trojnasobné redéni neboli stfedni fedéni (Parker & McDaniel 2006).
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3.5 Redidla ejakulatu dribeze

V soucasné dobé existuje fada komercnich fedidel pouZivanych pro redéni spermatu
drlbeze s rznymi modifikacemi (Siudziriska & tukaszewicz 2008).

Redidla jsou pufrované solné roztoky pouzivané k prodlouZeni Zivotaschopnosti
kvalitniho spermatu. Pro zabrdnéni vzniku aglutinace z dlvodu vysoké koncentrace
spermatickych bunék je nezbytné pouZiti vhodného fedidla a poméru fedéni. Vyvoj fedidel
zaCal jednoduchym pouzitim roztok chloridu sodného a az pozdéji doSlo k rozvoji
komplexnich fedidel obsahujicich osmotické reguldtory, energetické substraty a pufry
(Mohan et al. 2018). Pufrovaci ¢inidla jsou sloZzena ze smési kyselin a jejich konjugovanych
bazi pfidavanych k omezeni zmén hodnot pH. Obvykle obsahuji smés fosfatli, citratl a
organickych zwitteriontovych molekul, jako je N-bis 2-hydroxyethyl-2-aminoethansulfonova
kyselina, oznaCovana jako BES a N-Tris hydroxymethyl methyl-2-kyselina
aminoethansulfonova oznacovana jako TES. V fedidlech u drlibeziho spermatu jsou dalezité
zwitteriontové molekuly, protoZe pfi delSim skladovani spermatu dochdzi k hromadéni
kyseliny mlé¢né. Pro udrzeni homeostazy spermii a preziti spermii pomaha izotonicky roztok
glutamatu sodného. Redidla driibeZiho spermatu respektuji biochemické slozeni dribeziho
semene. Standardni slozkou redidel se stala kyselina glutamova.

Tématem porovnavani sloZeni rliznych zndmych a dostupnych fedidel se zabyvala fada
studii. Zdlvodu znacné variability v designu experimentu (frekvence odbéru a pocet
inseminaci) nelze doporudit obecné pouZivané redidlo pro dribeZi sperma (Siudzinska &
tukaszewicz 2008). Podobny scénar plati i v pfipadé snahy hodnoceni plodnosti na zakladé
vyhod rlznych fedidel. Davodem je, Ze vSechna ftedidla maji spolecné zakladni
charakteristiky, pfesnéji zakladnim ukolem redidel je udrzeni konstantniho pH a osmolality.
Jako zdroj energie jsou vyuzZivdny monosacharidy ve formé glukdézy a fruktézy nebo
disacharidy ve formé trehaldsy. Dalsi dllezitou slozkou jsou antibiotika, protoZze mohou snizit
pfipadnou pritomnost patogenu, ale ne vSechna fedidla je obsahuji. Hodnota pH muze byt
ovlivnéna rychlosti metabolismu a motilitou spermii v pribéhu mrazeni a po rozmraZeni
(Pearlin et al. 2020). Pomoci pH fedidel Ize ménit motilitu a rychlost metabolismu spermii.
Nizké pH snizuje motilitu. Lake & Ravie (1979) ve své studii uvadi, Ze pH o hodnoté 6,8 a 7,1
zlepsilo viabilitu spermii oproti fedidllim s vyrazné nizsim (5,8) nebo vy3sim (7,4) pH.

DrUbeZi spermie zfedéné v fedidlech o osmolalité v rozmezi od 250 do 460 mOsm/kg si
zachovdvaji svou schopnost pohybu. V pripadech, kdy se spermie daji do redidla, kde je nizka
osmolalita, dochazi k priniku vody do spermii, coz zplsobuje jejich bobtnani a jednd se
o nezadany efekt. Vlivem hyperosmotickych tlakl, ktery je na spermie vyvijen, dojde ke
zvySeni vyskytu deformovanych a znehodnocenych spermii bezprostfedné po zfedéni, coz
negativné koreluje s plodnosti (Siudzinska & tukaszewicz 2008).
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3.5.1 Typy fedidel

3.5.1.1 Japonské redidlo

Dané redidlo obsahuje nasleduijici:
e 1,2 g glutamdtu sodného
e 0,3 g octanu draselného
e 3,8 gtrehaldzy
e 0,2 gglukozy
e 0,5 g N-Bis(2-hydroxyethyl) 2- aminoethansulfonové kyseliny (BES)
e 0,5 g Bis(2-hydroxyethyl) iminotris(hydroxymethyl) methanu (Bis-tris)
e Gentamicin sulfat 0,001 g na 100 ml destilované vody (360 mOsm/kg,
pH 6,8)

3.5.1.2 Lake redidlo

Dané redidlo obsahuje nasleduijici:
e 1,92 g monohydrat L-glutamatu sodného
e 0,5 g octanu draselného
e 0,08 g tetrahydrat octanu draselného
e 0,8 g glukdzy
e 0,3 g polyvinylpyrrolidonu a 100 ml vody (343 mOsm/kg, pH 7,08)

Di lorio et al. (2020) ve své studii tvrdi, Ze Lake fedidlo ma skvélé vysledky, pokud se
inseminace provadi pouze chlazenym ejakulatem. PFfi splnéni této podminky byly
zaznamendny vyrazné vyssi hodnoty plodnosti a lihnivosti. Dale se zkoumdanim ziskanych
vysledkll in vitro ukdazalo, Ze Lake redidlo zachovalo progresivni motilitu spermii i po
rozmrazeni. Tyto vysledky lze pficist k jeho sloZeni. Lake fedidlo je doporuceno k dalSimu
sledovani, protoze mélo zajimavé vysledky u kryokonzervace (Herrera et al. 2017).

3.5.1.3 Poultry media redidlo

Dané redidlo obsahuje nasleduijici:
e fosforeCnan draselny
e glutamat sodny
o fruktdzu
e octan sodny, citrat draselny, chlorid hofeénaty
e N-tris hydroxymethylovou kyselinu
e methyl-2-aminoethansulfonovou kyselinu
e fosfatidylcholin a zinek
e pfipadné kyselinu sialovou
e carnitin, serinethanolamin, fosfodiesterazu nebo jejich smési
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Poultry media fedidlo, jak uz z ndzvu vyplyva, bylo pfizplsobeno specialné pro driibez.
Jednd se o unikatni sloZeni, které by mélo zajistit preziti spermii v fedidle az po dobu 24
hodin pfi teploté 5 °C. Redidlo ma rdizné varianty, a to jak s antibiotiky, tak i bez antibiotik.
Toto redidlo bylo pouZito v nasem experimentu (viz Priloha I).

3.5.1.4 NeXcell fedidlo

NeXcell fedidlo bylo vyvinuto pro kratkodobé skladovani spermatu driibeze bez pouziti
antibiotik. Toto médium bylo obohaceno o antioxidanty (viz Pfiloha Il).

3.5.1.5 Cariredidlo

Cari tedidlo driibeziho spermatu bylo vyvinuto v ICAR-CARI, Ustfednim vyzkumném
ustavu pro ptaky se sidlem v Izatnagaru, Indii (Mohan 2018). Toto fedidlo bylo porovnano
s dalSimi fedidly (Tselutin et al. 1995). Po analyze spermatu u rliznych druhl dribeze bylo
zjisténo, Ze CARI fedidlo vykazovalo vynikajici motilitu pfi skladovani spermatu a dokonce
i vy$si fertilitu neZ ostatni. Pro toto tvrzeni jsou nutné dalsi pokusy, aby doslo k potvrzeni
téchto vysledkl (Mohan et al. 2017).

3.5.1.6 Raptac redidlo

Raptac fedidlo je uUspésné pouZivano v reprodukci jestrdbl. Jednd se o redidlo
specialné vyvinuté pro uchovani spermatu dravc(. Je zbarveno cervené a neobsahuje
antibiotika. Jeho intenzivni barva podporuje homogenni promichdni spermatu a fedidla (viz
Ptiloha Il1).

3.5.1.7 Beltsville fedidlo (BPSE)

Dané redidlo obsahuje nasleduijici:
e monohydrat citratu draselného
e L-glutamat sodny
e chlorid horecnaty
o fruktdzu
e trihydrat hydrogenfosfore¢nanu draselného
e jednosytny fosforecnan draselny
e TES n-tris (hydroxymethyl) methyl 1,2 kyselina aminoethansulfonova
e trihydrat octanu sodného

3.5.1.8 BPSE obohacené o Quercetin

Quercetin (Q) je v prirodé vyskytujici se latka, ktera se nachazi v mnohé zeleniné, ovoci,
v listech, semenech atd. Mda schopnost inhibovat oxidace jinych biologickych molekul.
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Existence polyfenolické substruktury v Q pusobi jako vychytavac volnych radikald, které jsou
zodpovédné za retézové reakce a oxidace (Boots et al. 2008).

Recentni studie se zabyvaly a hodnotily uc¢inky riznych koncentraci Q v BPSE na kvalitu
kohoutiho spermatu. Hodnotily se rlzné parametry: motilita, funkénost membrany,
abnormalni morfologie, peroxidace lipidl, mitochondriadlni aktivita a Zivotaschopnost. Dale
byl hodnocen stav apoptdzy a fertilita po rozmrazeni (Siari et al. 2021).

Studie Silva et al. (2012) potvrdila, Ze pfidavek Q mél pozitivni ucinky na kvalitu
spermatu po rozmrazeni u beran(, hiebcl (Seifi-Jamadi et al. 2016), byka (Tvrda et al. 2016)
i kanct (Silva et al. 2016).

Také Ahmed et al. (2019) uvedli, Ze pridavek Q mél pozitivni vliv na kvalitu spermii
u buvoll. Toto tvrzeni potvrdili ve své studii i Rakha et al. (2020) u plemene Gallus gallus
murghi. Kdy po pfidani 15 mM Q byly po rozmrazZeni vSechny vySe zminéné parametry
pozitivné ovlivnény a mimo jiné se snizila hodnota malondialdehydu (MDA, produkt
peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin). Appiah et al. (2020) ve svych studiich
uvedli, Ze pridani Q do fedidla na bazi kaseinu zlepsilo kvalitu kohoutiho spermatu.

VysSe zminéné studie ukazuji, Ze obohaceni fedidla o 10-15 mM Q ma pozitivni vliv na
parametry motility spermii. Naopak pridani vysoké koncentrace 20 mM Q potlacila jeho
pfiznivé ucinky na motilitu.

Nejvyssi procento spermii s aktivnimi mitochondriemi bylo pozorovano pfi pouziti
10 mM Q (Siari et al. 2021). Také doslo ke zlepseni funkénosti membrany, mitochondridini
aktivity a Zivotaschopnosti. Navic pouziti 10 mM Q mélo za nasledek apoptické zmény
a peroxidaci lipidG u bunék kohoutich spermii po rozmrazeni (Siari et al. 2021). Zavérem lze
fici, Ze doplnéni BPSE o 10 mM Q by mohlo byt vhodnou metodou ke zlepseni kvality
kohoutiho ejakuldtu po rozmrazeni (Siari et al. 2021).

3.5.1.9 BPSE obohacené o L-Carnitin

Beltsville fedidlo obohacené o (LC) je dalsi zajimavou modifikaci, s cilem celkové zlepsit
parametry rozmrazeného kohoutiho spermatu.

L-Carnitin (LC) je ve vodé rozpustnd aminokyselina, ktera hraje klicovou roli pfi tvorbé
metabolické energie spermii (Hinton et al. 1979).

Vyssi pohyblivost a funkénost membrany spermii Ize pfricist roli LC v metabolismu. LC
usnadnuje transport aktivovanych mastnych kyselin pfes membranu mitochondrii (B-oxidaci
a produkci ATP), ¢imzZ je rychleji dodavana energie pro pohyb spermii. LC také zvySuje
aktivitu a hladinu antioxida¢nich enzym, jako je superoxiddismutdaza a glutathion.
Hromadeéni ROS ve spermiich navic vede k destrukci membrdany a také k vyéerpdni zdsob ATP,
coz mUze negativné ovlivnit kvalitu spermii.

Vyse zminéné pozitivni vlastnosti LC by mohly byt zodpovédné za zlepseni pohyblivosti
a funkénosti membrany kohoutich spermii béhem kryokonzervace (Fattah et al. 2017).

Ptidavky rdznych koncentraci LC nemélo vliv na morfologii a mitochondrialni aktivitu.
Vysledky ukdzaly, Ze doplnéni BPSE o 1 az 2 mM LC vyznamné zlepSilo kvalitu kohoutiho
spermatu po rozmraZzeni (Fattah et al. 2017). Rovnéz bylo zjiSténo, Ze pyruvatovy systém je
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efektivnéjsi, kdyz je LC pro spermie pfistupny (Stradaioli et al. 2000). Nicméné je dllezZité,
aby bylo puUsobeni L-Carnitinu nadale sledovdno v dalSich experimentech pro své slibné
stavajici vysledky.

3.6 Kryokonzervace

Kryokonzervace je metoda, kterd se vyuzivd pro dlouhodobé uchovani genetického
materialu. Diky kryokonzervaci jsme schopni uchovat rlizny biologicky materidl, jako jsou
spermie, vajicka ale i embrya. Pro uUspésnou kryokonzervaci je velmi dulezity spravny
metodicky postup a vybér idealnich kryoprotektant(i. Pridani kryoprotektant(i je nezbytnou
soucasti kryokonzervace, protoze chrani bunky pfi procesu zmrazovani tekutym dusikem. Ke
zmrazeni dochdzi postupnym ochlazovanim v parach dusiku. Dale jsou vzorky preneseny do
finalnich -196 °C. Struktura bunék je zachovana diky postupnému ochlazovani a velmi nizkym
teplotdm v pribéhu uskladnéni.

PfestoZe se jedna o vyznamnou metodu, nese si i sva negativa, jako je kryoposkozeni.
Kryoposkozeni ovliviiuje funkci a kvalitu spermii, jako je pohyblivost spermii, stav membrany,
stav akrozomu, mitochondridlni potencial, také peroxidaci lipidi a posSkozeni DNA
(Svoradova et al. 2021).

Mezi hlavni faktory, které mohou ovlivnit kvalitu spermatu pfi procesu zmrazeni, je
koncentrace kryoprotektantl, pouziti vhodného fedidla, systém plnéni do pejet a nasledna
rychlost chlazeni. Kryokonzervace zvysSuje intracelularni koncentraci iontd béhem mrazeni,
coz zpUsobuje chemické poskozeni bunék. Kryoprotektanty byly vyvinuty, aby sniZily rozsah
chemického poskozeni, ke kterému dochazi béhem zmrazovani. Bez pouziti kryokonzervantt
dochazi ke zvyseni intraceluldrni koncentraci iontli coz ma za nasledek chemické poskozeni
buriky (Rubinsky et al. 2005).

Postupy pro mrazeni jsou odlisSné, odviji se od jiz aplikovanych protokoll. Rychlost
mrazeni je zavisld na vySce racku. Nicméné vyska racku neni fixné stanovena a je variabilni,
coz potvrzuji i provedené studie. Aboulezz et al. (2017) ve svém pokusu provedli mrazZeni za
pouziti kryoprotektantu glycerolu v dusikovych pardch ve vysce racku 7 cm nad hladinou
dusiku. Tseulin et al. (1995) provedl|i mrazeni za pomoci kryoprotektantu DMA ve vysce racku
11 cm. Oproti tomu Chuaychu et al. (2017) pouzili odliSnou metodu za pouZiti
kryoprotektantu DMF. Racky umistili do vySky 11 cm nad hladinu kapalného dusiku po dobu
12 minut, poté rack premistili 3 cm od hladiny kapalného dusiku po dobu 5 minut. Pejety
byly nasledné ponoreny do kapalného dusiku pfi -196 °C.

Kryokonzervace spermatu patfii mezi nejucinnéjsi metody uchovani genetickych zdroju
u ohroZenych zvirat. Tato metoda je neinvazivni, jak pro darce, tak i pro prijemce a poskytuje
moznost uchovani velkého poctu inseminacnich davek (Blesbois et al. 2007). Skutecnosti
ovsem je, Ze Uspésnost oplozeni vajicka zmraienym spermatem je dramaticky niZsi ve
srovnani s plodnosti u ¢erstvého spermatu. Zatim neni zcela pochopeno a objasnéno, proc
proces zmrazeni a rozmrazeni snizuje kvalitu inseminacnich davek.
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Snizena preiZitelnost spermii po rozmrazeni mize byt také ovlivnéna jedine¢nymi
morfologickymi a fyziologickymi rysy bunék drlbeziho spermatu (Rubinsky et al. 2005;
Zaniboni et al. 2014; Thélie et al. 2019).

Jak bylo popsdno vyse, hlavni vyhodou kryokonzervace je ochrana genetickych zdroja.
Existuje nékolik narodnich programd (napf. ve Francii, Spojenych statli americkych
a Nizozemsku), které se v soucasnosti zabyvaji kryokonzervaci drlbeziho spermatu, se
snahou vytvofit genové banky z divodu snahy o zachovani nejen vzacnych plemen (Blesbois
2007).

Dribezi pramysl je stale zdvisly na inseminaci Cerstvym spermatem. lkdyz
z ekonomickych dlvodu je kryokonzervace vyhodnéjsi (Ciftci & Aygiin 2018).

Za poslednich 15 let bylo provedeno mnoho studii, jak zlepSit metody postupu pfi
procesu zmrazeni a rozmrazeni drlObeZiho spermatu. Navzdory cetnym pokrokiim
v kryobiologii spermatu se stdle hledaji nové metody, ve snaze zlepsit oplozenischopnost
spermii po rozmrazeni (Thélie et al. 2019).

Dulezité ale je zdlraznit, Ze zatim pro zminény proces kryokonzervace neexistuje
presny a ovéreny metodicky postup. Dalsi vyzkumy by vSak mohly byt zaméreny na
hodnoceni vhodnych kryoprotektanti pro kryokonzervaci kohoutiho spermatu (Lin et al.
2022).

3.7 Kryoprotektanty

Pridani kryoprotektant( pfi kryokonzervaci je dulezité z diivodu ochrany bunék pred
negativnimi vlivy pfi mraZeni. B€hem kryokonzervace dochazi vlivem snizovanim teploty
ke krystalizaci vody a tvorbé ledovych krystald. Z tohoto divodu je nutné bunky ochranit
pred poni¢enim a zanikem. Zminéné ledové krystaly mechanicky poskozuji membranu buriky
propichnutim (Buss 1993).

Kryoprotektanty rozdélujeme na dvé skupiny dle zplsobu ochrany bunky na
intraceluldrni a extracelularni. Mezi intraceluldrni kryoprotektanty patfi glycerol (GLY),
dimethylsulfoxid (DMSO), dimethylacetamid (DMA), N-methylacetamid (NMA),
methylacetamid (MA), ethylenglykol (EG) a dimethyformamid (DMF). Tato skupina
kryoprotektanti difunduje pres bunéénou membranu a minimalizuje poskozeni bunék
ledovymi krystaly (Donoghue a Wishart 2000). Mezi extracelularni kryoprotektanty patfi
polyvinylpyrolidon (PVP), polyetylenglykol (PEG), sachardza, trehaléza (disacharid) a rafinéza
(trisacharid). Tento typ kryoproktektantu chrani bunky obalenim membrany pred
mechanickym poskozenim (Motta et al. 2014; Thananurak et al. 2019).

Prvnim dualezitym krokem k Uspésné kryokonzervaci spermatu dribeze je vybér
vhodného kryoprotektiva a jeho aplikace béhem procesu kryokonzervace. Jak jiz bylo
zminéno, dlouhoocasé spermie kohoutl snadno podlehnou poskozeni béhem mrazeni
a rozmrazovani (Purdy et al. 2009). Pouziti kryoprotektantd ma tedy zdsadni roli v procesu
mrazeni a rozmrazovani dribeziho spermatu.
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3.7.1 Béiné pouzivané kryoprotektanty

Vsoucasné dobé je jednoznacné nejpouzivanéjSim kryoprotektantem pro
kryokonzervaci dribeziho spermatu glycerol (GLY) a to i pfes své znamé negativni Ucinky
(Blesbois a Brillard 2007; Blesbois et al. 2007; Thélie et al. 2019). Je dokazano, Ze glycerol ma
nezadouci antikoncepcni ucinek. Jednim z moznych dlvod( muzZe byt sniZzeni akrozomové
reakce spermii, ackoliv dosud nebyl objasnén zakladni mechanismus. V pfipadé pouZiti GLY
jako kryoprotektantu je nutné jej pred aplikaci inseminaéni davky vymyt, tak aby doslo ke
snizeni koncentrace GLY a nepUsobil tak toxicky na dribezi sperma. Vhodnym zplsobem
odstranéni GLY je centrifugace. Jednd se o béZny postup pro sniZzeni koncentrace GLY. AvSak
v pfipadé drlbezich spermii je tento postup Skodlivy vlivem plsobiciho osmotického tlaku na
spermie, ktery zpuUsobuje negativni mechanické poskozeni spermie a snizeni plodnosti
inseminacni davky. AntikoncepCni negativni ucinky GLY byly pozorovany i v pfipadé dalsi
provedené studie, kdy byly zavedeny spermie zifedéné s GLY do pochvy slepice o rlizné
koncentraci GLY. Studie zjistila, Ze v pfipadech, kdy kone¢na koncentrace GLY presahuje 2 %,
dochazi ke snizeni fertility, v pfipadé 4 % a vyssi koncentrace GLY nebylo prokdzano oplozené
vejce (Blesbois et al. 2011). Je tedy nezbytné vidy pred inseminaci GLY vymyt (Abouelezz et
al. 2015).

Dalsi nevyhodou v pripadé poutziti GLY jako kryoprotektantu u dribezZiho spermatu je
poskozeni akrozomu vyraznéjSiho rozsahu nez v pripadé pouziti kryoprotektantu
dimethylacetamidu (DMA). Pokles akrozomové reakce byl také vyrazné;jsi nez snizeni motility
a integrity membrany spermii (Abouelezz et al. 2015). V pfipadé pouZiti GLY v kombinaci s
pomalym zmrazovdnim mél kryoprotektant Skodlivéjsi Gcinky na motilitu spermii nez
samotny proces kryokonzervace (Mocé et al. 2010).

Mezi dalSi béiné pouzivané kryoprotektany patfi dimethylacetamid (DMA),
dimethylsulfoxid (DMSO). Vyhodou DMA oproti GLY je jeho neantikoncepcni Ucinek a neni
tak ddvod jej odstrafiovat pred inseminaci (Blesbois et al. 2007). Vyhodou poutziti
dimethylsulfoxid (DMSQO) a dimethyformamid (DMF) je, Ze nemusi byt odstranény pred
inseminaci. Nicméné poskytuji dribezim spermiim mensi ochranu proti kryodestrukcim (Lin
et al. 2022).

Mezi novéjsi objevy v oblasti kryoprotektantl pro kryokonzervaci driibeziho spermatu
patfi vyuZiti N-methylacetamidu (NMA). V ptipadé NMA byla prokdzana vyssi mira
Uspésnosti preZitelnosti spermatu, ve srovnani s DMA (Santiago 2011). Nicméné negativni
ucinky NMA jsou zavislé na mite jeji koncentrace a projevuji se na fertilité v pripadé in vivo.
Odlisné koncentrace kryoprotektanti DMA a NMA maji ptfimy vliv na kvalitu a plodnost
dribeZiho spermatu po rozmrazeni (Mosca et al. 2019).

Mosca et al. (2019) ve své studii popisuje, Ze pfi zvySeni koncentrace DMAaNMA z 6 %
na 9 %, je castecné zabranéno poskozeni spermatické membrany, v ndvaznosti se snizenou
motilitou spermii. AvSak podil rozmrazenych Zivotaschopnych spermii byl zvySen, i kdyz byly
kinetické parametry spermii sniZzeny (pfimocary pohyb, amplituda laterdiniho posunu
hlavicky, pfimost).
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3.8 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které chrani buiiku pred oxidativnim stresem a vychytavaji
volné radikaly nebo potlacuji tvorbu ROS (reaktivni formy kysliku) (Sikka et al. 2001). ROS
jsou reaktivni slouceniny kysliku neboli volné kyslikové radikaly. V pfipadé, Ze tvorba ROS
prevysi antioxidacni kapacitu organismu produkovat antioxidanty, dojde k vytvoreni
oxidativniho stresu v organismu. Vznikne nerovnovaha mezi prooxidanty a antioxidanty.
Mezi nezddouci ucinky oxidativniho stresu patfi snizeni poctu gamet, sniZeni pohyblivosti
spermii a zvySeni procentudlniho zastoupeni mrtvych bunék (Sikka et al. 2001). Lze tedy
tvrdit, Ze nadmérna produkce ROS je jednou ze zakladnich pfi¢in neplodnosti (Sharma &
Agarwal, 1996).

Antioxidanty délime do dvou skupin na enzymatické a neenzymatické. Mezi
enzymatické antioxidanty fadime superoxiddismutdza (SOD) a glutathion peroxiddza (GSH
Px) (Froman & Thurston 1981; Lin et al. 2005; Eid et al. 2006). Mezi neenzymatické oxidanty
fadime vitamin C, vitamin E, karotenoidy a thiolové antioxidanty.

Zavérem Khan et al. (2011) ve své studii uvadi, Ze nizka plodnost nebo neplodnost u
driibeZe ma souvislost s ROS, i kdyZ se nejednd o jedinou pricinu. Jelikoz antioxidanty mohou
ovliviovat vyskyt ROS v organismu, mohou tak ovlivnit miru plodnost u drlibeze. Je tedy
dllezité vliv antioxidantl u dribeZe nadale sledovat.

3.9 Prutokova cytometrie

Pratokovd cytometrie (FC) je sofistikovand technologie, kterd pracuje na principu
rozptylu svétla a laserové technologie. Historicky prvni vyvinuta FC byla jednoparametrovy
pristroj detekujici pouze velikost bunék. V soucasné dobé ma FC schopnost detekovat az 14
parametrd soucasné (Wilkerson 2012).

Vyhodou FC je schopnost méfit optické a fluorescenéni charakteristiky jedné buriky
nebo jakékoliv jiné Castice, jako jsou napfiklad jddra a chromozomové preparaty v proudu
tekutiny. Rozptyl svétla pfimo souvisi se strukturnimi a morfologickymi vlastnostmi bunék.
Hlavnim principem FC je tfidéni bunék do jednotlivych populaci, které se pouzivaji pro
nasledné analyzy dle druhu experimentu. FC analyzuje mnoiZstvi dat, vcéetné
multiparametrické analyzy bunécnych populaci na drovni jedné buriky. Kromé toho také
umozniuje fyzické tridéni bunék na zakladé vybranych parametrl za velmi kratky cas. Diky
této technologii jsme schopni analyzovat reprezentativni vzorky spermatu s ohledem na
celkovy ejakulat (Wilkerson 2012; Adan et al. 2017).

Pratokovy cytometr obsahuje fluidiku, optiku, elektroniku (detektory) a interpretaci
(zpracovani dat pomoci softwaru). Detektory, které jsou soucasti pritokové cytometrie jsou
schopny mérit primy rozptyl (forward scatter, FSC) — pfimo umeérny velikosti bunky (Zivé x
mrtvé bunky) a bocni rozptyl (side scatter, SSC) — pfimo Umérny granularité buriky
(McKinnon 2018). Ziskana data z méreni poskytuji cenné informace o biochemickych,
biofyzikalnich a molekularnich ¢asticich. Analyzuji specifické rysy spermii, jako jsou:
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Zivotaschopnost, akrozomalni stav, membranovy mitochondridlni potencial, produkce ROS,
popf. zmény v DNA (Svoradova et al. 2021). Prltokovou cytometrii lze vyuzit i k detekci
nespermatickych castic ejakuldtu. K vyhodnocovani zminénych parametr(i jsou vyuZivana
fluorescenéni barviva. Mezi fluorescencni barviva patfi Hoechst 33342, Propidium lodine,
PNA lecitin, Mitotracker Deep Red, CellRox Deep Red’, Yo-Prol atd. Yo-Pro 1 se pouziva pro
identifikaci posSkozenych a nepoSkozenych spermii. Membrana poskozenych bunék je
prostupnd pro toto fluorescenéni barvivo naopak membrana neposkozenych bunék zlstava
nepropustnd. Na podobném principu pracuje i SYBR-14, ktery je Siroce pouZivany k urcéeni
podilu Zivych/mrtvych bunék. DalSim parametrem kvality spermii je mitochondridini
potencial (Svoradova et al. 2021).

Hlavni vyhodou fluorescencniho barviva Hoechst 33342 je schopnost obarveni DNA (viz
Obrazek 5), diky obsaienému fluoru, ktery obarvuje nukleovou kyselinu. Obarvenim
nukleové kyseliny je provadéna sexace spermii na subpopulace Z (samci) a W (samice).

BF ACR DNA BF MITO DNA

/

BF ACR DNA BF MITO DNA

Obrdzek 5: Spermie obarveny pomoci PNA-lektinu/FITC (akrozom, ACR), Hoechst-33342
(DNA) nebo Mitotracker Deep Red (mitochondrie, MITO), A-rozmraZené byci spermie, B —
zmraZené/rozmraZené spermie kohouta. BF—neobarvené spermie (Janosikovd et al. 2022)

Dalsi uvedené fluorescencni barvivo je Propidium lodine, které ma schopnost
obarvovat burky s poskozenou plazmatickou membranou.

PNA lecitin detekuje buriky s poSkozenym akrozomem, Mitotracker Deep Red detekuje
mitochondridini aktivitu (Nikolova et al. 2013; Langoni et al. 2017).

Mitochondrialni funkce muize byt hodnocena rlznymi fluorescencnimi barvivy, jako je
Rhodamin 123 nebo JC-1. Nevyhodou Rhoadminu 123 je jeho schopnost identifikovat
zaroven viabilni a poSkozené buriky (Svoradova et al. 2021).

Novinkou v oboru andrologie je CellRox Deep Red® (viz Pfiloha IV) testovan na ovcich
spermiich (Lanconi et al. 2017). Fluoresencniho barvivo CellRox hodnoti hladinu oxidativniho
stresu v burikdch. Je schopen detekovat hydroxylovy radikdl a superoxidovy anion.
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V pfipadech, kdy neni vburice detekovan nebo je detekovan jen minimalné, jsou
fluorescencni signaly velmi nizké.

3.10 Pocitatem asistovana analyza spermii CASA

Pocitaem asistovand analyza spermii (CASA) zajiStuje presné a rychlé vyhodnoceni
parametrd spermatu (viz Obrazek 6). Jsou hodnoceny: celkovd a progresivni motilita, vzorce
pohybu spermii, linearita, pri¢na frekvence, amplituda boc¢niho posunuti hlavi¢cky a nékolik
rychlostnich parametr( (Svoradova et al. 2021).

Obrdzek 6: Predni a bocni projekce CASA (dostupné z www.isperm.co)

Znacna vyhoda CASA je jeji relativni presnost a okamZité vyhodnoceni parametrd
vzorku (Elsayed et al. 2015). CASA vyuZivd pouze jeden mikroskop, ktery Ize manudlné
zaostfit. Pomoci mikroskopu, ktery je opatfen specidlnim Sirokopasmovym osvétlenim
viditeIného spektra, je digitalizovan a vizualizovan snimek ejakulatu. Pomoci tzv. centroidu je
sledovana trajektorie spermii a diky specidlnimu algoritmu je mozné odlisit spermie, u
kterych pti méreni dochazi ke kfizeni a srdzeni (Elsayed et al. 2015).
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4 Metodika

4.1 Zvirata zarazena do experimentu

Do experimentu byli zafazeni kohouti plemene Ceskd zlatd kropenatd (n=4). Toto
plemeno je zarazeno do genovych zdroju. Kohouti byli po celou dobu pokusu chovani
v oddélenych klecich ve stdji o teploté 20 °C. V prlibéhu experimentu byli krmeni KKS
(Sehnoutek a synové s.r.o.) vyrobenou pro CZU (sloZenf viz Pfiloha V), vodu byla dostupna ad
libitné. Primérny vék kohoutt byl 68 mésica.

4.2 Odbér a zpracovani ejakulatu

V provadéném pokusu byly vzorky ejakuldatu kohoutll odebirdny dle harmonogramu
odbéru spermatu s celkovym poctem deviti odbérd (viz Tabulka 1). Kohouti ejakulat byl
odebiran dvakrat tydné, metodou dorzo-abdomindlni masaze. Odebrany ejakulat byl
uskladnén pfi teploté 5 °C az do zpracovani. Odbér provadéla vidy stejna osoba za stejnych
podminek stajového prostredi vidy v 8 hodin rédno.

Tabulka 1: Harmonogram odbéru

Harmonogram odbéru spermatu
Odbeér ¢. Datum
10.1. 2022
14.1. 2022
17.1.2022
20.1. 2022
24.1. 2022
27.1. 2022
31.1. 2022
10.2. 2022
22.2.2022

Ol N[O UL bW N

Analyza probihala v reprodukénich laboratofich Katedry chovu hospodarskych zvifat
FAPPZ B. Pro analyzu byly pouZity pouze ejakulaty bez pfimési trusu. Byl vytvofen smésny
vzorek a stanoveny objem. Celkovy objem byl nafedén v poméru 1:15 na findlni koncentraci
+ 100 x 10° spermii na 1 ml komerénimi fedidly Raptac, NeXcell a Poultry media a
ekvilibrovdn po dobu 30 minut pfi teploté 5 °C. Pfed pfidanim kryoprotektantu bylo od
kazdého typu fredidla odebrano 10 pl naredéného ejakuldtu a provedena analyza
koncentrace a motility pomoci CASA (iSperm, Aidmics Biotechnology Co., Ltd., Taipei,
Thaiwan). Nasledné byla ke viem uvedenym fedidlim pridana stejnd kryoprotektantni slozka
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NMA v koncentraci 9 %. VeSkeré komponenty pouzivané pro pripravu byly vychlazeny na 5
°C.

4.3 Priprava inseminacnich davek, mrazeni

Takto pfipraveny naredény ejakuldt byl plnén do pejet o objemu 0,25 ml. Pejety byly
uzavieny pomoci tésniciho prasku. Uzaviené pejety (viz Obrazek 7) byly umistény na
plovouci rack a chlazeny v parach tekutého dusiku (5 cm) po dobu 10 minut. Zchlazené
pejety byly nasledné ponoreny do tekutého dusiku o teploté -196 °C po dobu 10 minut.
Zamrazené pejety byly az do analyzy ulozeny v kryotanku (CD cryo diffusion, France).

Obrdzek 7: Pejety s inseminacni ddvkou umisténé na racku (foto autor)

4.4 Hodnoceniinseminacnich davek pomoci prutokové cytometrie

Bezprostifedné pred hodnocenim byly pejety rozmraZzeny ve vodni lazni o teploté 5 °C
po dobu 100 s. Po rozmraZeni pejet byla pomoci CASA analyzy sledovana koncentrace a
motilita. Paklize rozmrazena ID splfiovala pozadované parametry na ID, byla podrobena dalsi
analyze pomoci prlitokové cytometrie (viz Obrazek 8) (Novocyte 3000, Acea Biosciences,
Aglient, Santa Clara, Californie, USA).

Pro hodnoceni v FC byly pfipraveny platy. Byly hodnoceny 3 jamky pro kazdou z variant
(Fedidlo + kryoprotektant) (viz Obrazek 9).

Pro pripravu kazdé z jamek bylo pouzito 100 pl PBS (fosfatovy pufr), 10 ul master mixu
(mix ndami zvolenych fluorescencnich barviv) a 10 ul rozmrazené ID. Master mix byl sloZzen
z fluorescencnich barviv Hoechst 33342 pro identifikaci pritomnosti DNA, Propidium lodine
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pro detekci poskozeni plazmatické membrany, PNA lecitin pro identifikaci stavu akrozomu,
CellRox Deep Red” pro detekci oxidativniho stresu a PBS. Oxidativni stres nebyl statisticky
hodnocen. Po pridani fluorescencnich barviv, byl plate ekvilibrovan pfi teploté 38,5 °C po
dobu 15 minut.

Takto pripraveny plate, byl umistén do FC. Sledovany byly vysledky podilu viabilnich
bunék (PMI), bunék s poskozenou plazmatickou membranou (PMD), bunék s poskozenym
akrozomem (ACRD) a bunék s dvojitym poskozenim (PAD) z celkového poctu spermatickych
bunék pomoci softwaru Novocyte.

NovoCyte

Obrdzek 8: Priitokovy cytometr NovoCyte (foto autor)

Obrdzek 9: 96 jamkovy plate na FC (dostupné z https://eu.sysmex-
flowcytometry.com/consumables/sample-tubes-and-accessories/2948/96-well-plates)
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5 Statisticka analyza dat

Veskerd statistickd vyhodnoceni probihala ve statistickém programu SAS (SAS/STAT,
2013). Naslednd analyza variance byla provedena za pouziti generalized linear model
procedury. Jako zdvisle proménné byly vyhodnocovany jednotlivé parametry pritokové
cytometrie (celkova viabilita bunék, podil bunék s poskozenou cytoplazmatickou
membranou, podil bunék s poskozenim akrozomu, a dale podil bunék s poskozenim
akrozomu i cytoplazmatické membrany).

Statistické modely pro vyhodnoceni parametri pratokové cytometrie po ekvilibraci
hodnocené v definovaném ¢asovém intervalu uvedeny nize:

1) VIAeqij = 1 + DEN; + EXj + TEMPy + EX * TEMPji + ejju

2) PMeqjjg = 1 + DEN; + EX; + TEMPy + EX * TEMPj + ejjq

3) ACReqjjq = 1 + DEN; + EXj + TEMPy + EX * TEMPij, + ejjq

4) PMACRegjj = p + DEN; + EX; + TEMPy + EX * TEMPij; + ejjq

kde VIAeqjk = celkovd viabilita bunék po eqvilibraci, PMeqix = podil bunék
s poSkozenou cyplazmatickou membranou po ekvilibraci, ACReqjx = podil bunék s
poskozenim akrozomu po ekvilibraci, PMACReq;x = podil bunék s poskozenim akrozomu i
cytoplazmatické membrany; DEN; = fixni efekt i-tého odbérového dne (i = 1. odbérovy den,
n=9; i = 2. odbérovy den, n=17; i = 3. odbérovy den, n=12; i = 4. odbérovy den, n = 18; i =5.
odbérovy den, n = 18; i = 6. odbérovy den, n=9; i= 7. odbérovy den, n= 18; i = 8. odbérovy
den, n=18; i = 9. odbérovy den, n = 5); EX; = fixni efekt pfidavku j-tého fedidla (j = pfidavek
redidla Poultry media, n = 38; j = pfidavek rfedidla Raptac, n = 44; j = pfidavek fedidla NeXcell,
n = 42); TEMPy = fixni efekt k-té teploty ekvilibrace po rozmraZeni (k= varianta ekvilibrace pfi
teploté 5°C, n = 58; k= varianta ekvilibrace pfi teploté 40°C, n= 68). EX * TEMP;y = interakce
variant pridavku redidel a teploty ekvilibrace po rozmrazeni; el = residualni chyba.

Statistické rozdily mezi odhadnutymi priméry byly detekovany na hladiné vyznamnosti
P <0,05.
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6 Vysledky

6.1 Vysledky CASA

V tabulce 2 jsou uvedeny zakladni statistické charakteristiky pro celkovou motilitu. Byly
hodnoceny vzorky odebrané v 9 rliznych odbérovych dnech. Hodnoty celkové motility byly
méfeny pred mrazenim a 30 minut po rozmraZzeni. Z vysledk(l je zifejmé, Ze doslo k
vyraznému poklesu celkové motility a to na hodnotu 15,87 % * 17,07 béhem procesu
kryokonzervace.

Tabulka 2: Zdkladni statistické charakteristiky — CASA (MOTBFR-motilita spermii pred
mraZenim, MOTTHW-motilita po rozmraZeni, SEM-smérodatnd odchylka)

. Min Max

k | Primér (%)t SEM
Ukazate Cetnost rimér (%)t S (%) (%)
MOTBFR 124 52,06 + 15,27 17,00 | 84,00
MOTTHW 124 15,87 £ 17,07 0,00 68,00

V tabulce 3 je uveden vliv pouzitého fedidla na celkovou motilitu. Redidla Poultry
Media a Raptac se statisticky neliSila. Oproti Poultry Media a Raptacu se NeXcell statisticky

liSil hodnotou 2,79 % +1,41.

Tabulka 3: Vliv pouZitého fedidla na celkovou motilitu po rozmrazZeni (PMITHW-
Zivotaschopnost spermii po rozmraZeni, LSM-metoda nejmensich ctverct, SEM-smérodatnd
odchylka, odlisnd pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05))

Typ Redidla | PMITHW LSM % + SEM

Poultry a
A 23,07 £1,
Media 3,0 >0
Raptac 21,34 +1,34°
NeXcell 2,79+ 1,41°
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6.2 Vysledky prutokové cytometrie

6.2.1 Zakladni charakteristiky — priitokova cytometrie

Tabulka 4 zndzoriuje procentudlni  zastoupeni Zivotaschopnych  spermii
(oplozenischopnych) vramci hodnocenych parametrd: Zivotaschopnost, poskozeni
plazmatické membrany, poskozeni akrozomu. Vzorky byly hodnoceny u 12 vzork( po
ekvilibraci a u 124 vzorkd 30 minut po rozmraZeni. Primérnd hodnota Zivotaschopnych
spermii v inseminacni davce po ekvilibraci byla 72,72 % + 7,25. Primérnd hodnota poskozeni
cytoplazmatické membrany po ekvilibraci dosahovala hodnot 16,67 % + 7,41. Akrozomalni
poskozeni po ekvilibraci dosadhla hodnoty 8,94 % + 8,47. U poskozeni akrozomu a
zaznamendn znacény pokles poctu Zivotaschopnych spermii na hodnotu 35,55 % + 22,40.
V pfipadé miry cytoplazmatické membrany po rozmraZeni doslo k vyraznému navyseni
hodnot poskozeni, a to témér ctyfnasobné na 60,80 % * 22,40, znazornéno (viz Graf 1).

U poskozeni akrozomu po rozmrazeni doslo k poklesu na 2,12 % + 3,32. U poskozeni
akrozomu a cytoplazmatické membrdny po rozmraZeni nedosSlo kvyraznym zménam,
dosahovaly podobnych hodnot 1,51 % + 2,44.

Tabulka 4: Zakladni statistické charakteristiky FC (PMIBFR—Zivotaschopnost spermii pred
mrazenim; PMDBFR—poskozeni cytoplazmatické membrany pred mrazenim; ACRDBFR—
poskozeni akrozomu pred mrazenim; PADBFR—poskozeni akrozomu a cytoplazmatické

membrany pred mrazenim; PMITHW-Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni; PMDTHW-
poskozeni plazmatické membrany po rozmrazeni; ACRDTHW-poskozeni akrozomu po

rozmrazeni; PADTHW-posSkozeni akrozomu a cytoplazmatické membrany po rozmrazeni,
SEM-smérodatna odchylka)

Ukazatel Cetnost Pramér (%)+ SEM Min (%) Max (%)
PMIBFR 12 72,72 £ 7,25 64,37 83,50
PMDBFR 12 16,67 £ 7,41 6,76 28,02
ACRDBFR 12 8,94 + 8,47 1,97 24,96
PADBFR 12 1,67 £1,83 0,44 5,55
PMITHW 124 35,55+ 22,40 0,63 59,03
PMDTHW 124 60,80 + 22,50 27,50 98,06
ACRDTHW 124 2,12 +£3,32 0,00 13,01
PADTHW 124 1,53 +2,44 0,09 12,03
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Graf 1: Primérné hodnoty pozorovanych parametrt spermii—FC (PMI-Zivotaschopnost
spermii; PMD—-poskozeni cytoplazmatické membrdny; ACRD—poskozeni akrozomu,; PAD—
poskozeni akrozomu a plazmatické membrany, BFR-pfed mraZzenim, THW-po rozmraZeni)

90%

s BFR _
o 77772
70% ;(')*X‘é
60%
X 50% THW
g 40% 35|55
o3
a 30% BFR
20% 1767 BFR
L 8,04  THwW BFR THW
0,
10% f 2,12 167 1,53
0% I T I
0% PMI PMD ACR PAD
BFR THW

6.2.2 Procentualni zastoupeni viabilnich spermii po rozmrazeni

6.2.2.1 Popis modelu

Proménlivost ukazatele byla prokazana z 97,88 % (P < 0,0001). V modelové rovnici byl
statisticky prlkazny vliv sledovanych faktor(: vliv odbérového dne (P < 0,0001) a vliv
pfidavku zvoleného fedidla (P < 0,0001). Statisticky prlkazny vliv nebyl prokazan u
sledovanych parametr(: teplota ekvilibrace po rozmrazeni, interakce variant pridavku
zvoleného fedidla a teploty ekvilibrace. NiZe jsou uvedeny fixni vlivy odbérového dne a
pouZité metody mrazeni.

6.2.2.2 Vliv odbérového dne na viabilitu spermii po rozmrazeni

V rdmci jednotlivych odbérovych dni byly zjistény statisticky signifikantni rozdily u
vzork(l hodnocenych po 30 minutdch po rozmrazeni (viz Graf 2). Nejvyssi viabilita byla
zaznamendna u vzorku z 1. odbérového dne, ktery dosahoval hodnot 43, 17 % + 1,21.
Vysledky nebyly statisticky prokazatelné lepsi ve srovnani s2. a 8. odbérovym dnem.
Nejhorsich hodnot nabyval 4. odbérovy den, kdy hodnota dosahovala 29,99 % + 0,84 (viz
Tabulka 5) ale nebyl statisticky signifikantné horsinez 3., 6., 7. a 9 odbérovy den.
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Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni, LSM-metoda nejmensich ctverci, SEM-smérodatnd

Graf 2: Vliv odbérového dne na viabilitu spermii po rozmraZeni (PMITHW- Zivotaschopnost

Tabulka 5: Vliv odbérového dne na viabilitu spermii po rozmraZeni (PMITHW-

odchylka)

Odbérovy den | PMITHW LSM (%) SEM P<0,05
1. 43,17+ 1,22 1:3-7,9
2. 39,25+0,87 2:3-4,6-7,9
3. 34,20+ 1,10 3:1-2,8
4, 29,99+ 0,84 4:1-2,5,8
5. 37,69+0,83 5:1,4,7,9
6. 33,06+ 1,38 6:1-2,8
7. 31,95+0,83 7:1-2,5,8
8. 40,64 + 0,82 8:3-4,6,7,9
9. 30,66+ 1,77 9:1-2,58
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6.2.2.3 Vliv pouzitého redidla na viabilitu spermii po rozmrazeni

Tabulka 6 uddva hodnoty viability bunék po rozmrazeni u rlznych redidel. Nejlepsi
hodnoty byly zjistény pfi pouZiti fedidla Poultry media. Vysledky nebyly statisticky
prokazatelné lepsi ve srovnani s fedidlem Raptac. Oproti tomu statisticky vyznamny rozdil
byl prokdzan pfi poutziti redidla NeXcell s hodnotou 5,04 % + 0,57.

Tabulka 6: Vliv zvoleného Fedidla (PMITHW-Zivotaschopnost spermii po rozmraZeni; LSM-
metoda nejmensich ctverct, SEM-smérodatnd odchylka, odlisnd pismena ve sloupcich
potvrzuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05))

Typ PMITHW LSM % +
Redidla SEM
Poultry a

+
e 51,02 + 0,60
Raptac 50,80 + 0,54°
NeXcell 5,04 +0,57°

6.2.2.4 Vliv teploty ekvilibrace po rozmrazeni

Tabulka 7 znazornuje vliv rozdilné teploty (5 °C a 40 °C) ekvilibrace po rozmrazeni na
funkéni parametry spermii. K poskozeni cytoplazmatické membrany dochdazelo pfi obou
zvolenych teplotach ekvilibrace. Prfi teploté 5 °C a 40 °C byly pozorovany hodnoty, které se
od sebe vzajemné statisticky vyznamné neliSily, a to u vSech sledovanych funkcnich
parametrech spermii.

Tabulka 7: Vliv teploty ekvilibrace po rozmraZeni (PMITHW-Zivotaschopnost spermii po
rozmrazeni; PMDTHW-poskozeni plazmatické membrany po rozmrazeni; ACRDTHW-
poskozeni akrozomu po rozmrazeni; PADTHW-poskozeni akrozomu a plazmatické membrany
po rozmrazeni; LSM-metoda nejmensich ctverct, SEM-smérodatnd odchylka, a-nebyly
statisticky vyznamné rozdily (P<0,05))

reolota | PMITHWLSM (%) | PMDTHWLSM | ACRDTHWLSM | PADTHW LSM (%)
P + SEM (%) £ SEM (%) £ SEM + SEM
5°C 3576+0,54° | 60,42a+0,58° 1,96 +0,11° 1,86+0,14°
40 °C 3549+0,46° | 60,58a+0,49° 2,13 £ 0,09° 1,8140,12°
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6.2.3 Procentualni zastoupeni spermii s poskozenou cytoplazmatickou membranou,
poskozenym akrozomem a poskozeni akrozomu a cytoplazmatické membrany

6.2.3.1 Popis modelu

Pouzity model vysvétloval proménlivost ukazatele poskozeni cyplazmatické membrany
z 97,59 % a byl prikazny (P<0,0001). V modelové rovnici byl statisticky prikazny vliv
nasledujicich sledovanych faktor(: vliv odbérového dne (P<0,0001) a vliv pfidavku zvoleného
fedidla (P < 0,0001). Teplota ekvilibrace po rozmrazZeni, interakce variant pfidavku zvoleného
fedidla a teploty ekvilibrace nemély statisticky prlikazny vliv. NiZze jsou uvedeny fixni vlivy
odbérového dne a pouZité metody mrazeni. Proménlivost ukazatele poskozeni akrozomu
byla vysvétlena z 96,06 % a byl statisticky prikazny (P<0,0001). V modelové rovnici byl
statisticky prikazny vliv odbérového dne (P <0,0001). PouzZity model ddle vysvétloval
proménlivost ukazatele poskozeni cytoplazmatické membrany a akrozomu z 88,10 % a byl
prakazny (P<,0001). Vliv odbérového dne, byl statisticky prlikazny v modelové rovnici
(P<0,0001).

6.2.3.2 Vliv odbérového dne na poskozeni cytoplazmatické membrany

V tabulce 8 nalezneme vliv odbérového dne na poskozeni cytoplazmatické membrany.
Nejvyssi procentudlni zastoupeni bunék s poskozenou membranou bylo naméreno 7.
odbérovy den (66,23 % + 0,89). Tento vysledek se statisticky vyznamné nelisil od 3., 6., 9.,
odbérového dne. Naopak nejmensi poskozeni cytoplazmatické membrany bylo zjisténo 1.
odbérovy den (44,72 % * 1,31), ktery se statisticky vyznamné lisil od ostatnich odbérovych
dng.

Tabulka 8: Vliv odbérového dne na poskozeni cytoplazmatické membrdny po rozmraZeni
(PMDTHW-poskozeni cytoplazmatické membrdny, LSM-metoda nejmensich Ctvercii)

Odbérovy | PMDTHW
den LSM (%)

1 (n=9) 44,72 +1,31 1:2-9

2 (n=17) 58,32+0,93 | 2:1,3,6,7,9
3 (n=12) 65,56 +1,18 | 3:1,2,4,8
4 (n=18) 59,01+0,90 | 4:1,3,6,7

P <0,05

5 (n=18) 61,73 + 0,89 5:2

6 (n=9) 65,8 + 1,48 6:1,2,4,8
7 (n=18) 66,23+0,89 | 7:1,2,4,58
8 (n=18) 57,8+0,88 | 8:1,3,6,7,9
9 (n=5) 65,33 £ 1,90 9:1,2,8

Nejvyssi procentualni zastoupeni bunék sakrozomalnim poskozenim bylo
zaznamendno 4. odbérovy den (viz Tabulka 9), ktery se vyznamné liSil od ostatnich
odbérovych dnu. Vyrazné nejmensi poskozeni akrozomu bylo zjisténo 3. odbérovy den (0,02
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% + 0,22). Vysledek nebyl statisticky prokazatelné lepsi ve srovnani se ziskanymi hodnotami
v5, 6., a7.odbérovém dni.

Tabulka 9: Vliv teploty na akrozomdlini poskozeni spermii po rozmraZeni (ACRDTHW-
poskozeni akrozomu po rozmraZeni, LSM-metoda nejmensich cCtvercu)

Odbérovy | ACRDTHW
den LSM (%)

1 (n=9) 2,77+0,25| 1:2-8

2 (n=17) |1,08+0,18|2:1,3,4,5,7,9
3(n=12) |0,02+0,22 | 3:1,2,4,8,9
4(n=18) |9,79+0,17 | 4:1-3,59
5(n=18) |0,27+0,17 | 5:1,2,4,9
6 (n=9) 0,63+0,28 | 6:1,4,9
7(n=18) [0,27+0,17 | 7:1,2,4,9
8(n=18) |0,88+0,17| 8:1,3,4,9
9 (n=5) 2,73+0,36| 9:2-8

P< 0,05

Tabulka 10 zndzorfuje nejvyssi procentualni zastoupeni spermatickych bunék
s poSkozenou cytoplazmatickou membrdnou i akrozomem, které bylo naméreno v 1.
odbérovém dni (9,34 % + 0,32). Hodnoty namérené v ostatnich odbérovych dnech se
statisticky vyznamné liSily. Naopak nejmensi poskozeni bylo naméreno ve 3. odbérovém dni
(0,26 % £ 0,2