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Charakteristika kvalitativnich a kvantitativnich ukazatela
ejakulatu berani a kozli

Souhrn

Hodnoceni kvality ejakulatu beranti a kozli je dulezitym krokem pro konzervaci
spermii a pfipravu inseminacnich davek pro ucely reprodukce. Prostiednictvim analyz
dochazi k hodnoceni zivotaschopnosti, pohyblivosti, koncentrace spermii, neporusenosti
jejich plazmatické membrany a mitochondrialni aktivity spermii.

V praci byly popsany metody pouzivané pro rutinni laboratorni vySeteni ejakulatu
pfedstavované hemocytometrickou a spektrofotometrickou metodou a metodou fluorescenéni
mikroskopie. Fluorescenéni mikroskopie je pouzivdna pro hodnoceni strukturdlni
neporusenosti plazmatické membrany, kterd je zjisStovana pomoci specialnich latek, které
maji schopnost pronikat do porusenych buné¢k, obarvit jejich DNA a zpisobit fluorescenci.
Pro vyhodnoceni je vyuzivano mikroskopické techniky. Popsané metody maji nevyhody
pfedstavované Casovou nédrocnosti a nizkym poctem pozorovani. Toto fes$i metoda pratokové
cytometrie, predstavujici rychlou, pfesnou a automatickou metodu, kterd mize byt pouzita
jako ptipadna alternativa ¢i efektivni doplnék k fluorescenéni mikroskopii. Pfi jejim pouZiti je
sledovan velky pocet spermii a metoda poskytuje velmi objektivni vysledky.

Kli¢ovou roli v oblasti reprodukce ovci a koz hraje proces kryokonzervace ejakulatu,
ktery vSak nebyl doposud optimalizovan. V bakalaiské praci byl proto kladen diiraz na vliv
jednotlivych aditiv, fedidel, poméru tedéni, rychlost zmrazovani a rozmrazovani vzorku,
teplota skladovani, vliv vybranych proteini, enzymi a pH. Popsan byl vliv enzymu
fosfolipazy A, kterd je produktem bulbouretrdlnich zlaz kozla a negativné ovliviluje
zivotaschopnost spermii po reakci s mlékem ¢i vajeénym zloutkem, u berana se tento enzym
nevyskytuje. Lyofilizace a vitrifikace byly popsany jako alternativni metody ke klasické
kryokonzervaci. Nevyhoda téchto metod spociva ve snizeni az ztraté pohyblivosti spermii,
coz neumoziuje jejich pouziti pro umélou inseminaci.

Kryokonzervace ejakuldtu predstavuje nenahraditelnou soucast umélé inseminace pro
pfenos genetickych informaci od vyznamnych plemenikd v chovu ovci a koz. Predkladana
bakalafska prace naznacCuje urcité perspektivy, které mohou byt predmétem dalSiho studia

a potencionaln¢ piispét k optimalizaci postupu kryokonzervace.

Klic¢ova slova: inseminace, pritokova cytometrie, aktivita, koncentrace, piezitelnost



Characteristics of qualitative and quantitative traits in
ram and buck ejaculate

Summary

The assessment of rams’ and buck’ ejaculate quality is an important step for sperm
conservation and preparation of insemination doses for reproduction purposes. Viability,
motility, and concentration of sperm, and their plasma membrane integrity and sperm
mitochondrial activity are assessed through analyses.

The methods used for routine laboratory examination of ejaculate, represented by
hemocytometric and spectrophotometric method and fluorescence microscopy method, were
described in this thesis. Fluorescence microscopy is used to evaluate the structural integrity
of a plasma membrane, which is detected using special substances that have the ability to
penetrate into damaged cells, stain their DNA and cause fluorescence. Microscopic techniques
are used for the assessment. The described methods have disadvantages represented by time-
consuming nature and low number of observations. This is solved by the flow cytometry
method, a fast, precise, and automatic method that can be used as an alternative or effective
supplement to fluorescence microscopy. Using this method, a large quantity of sperm is
monitored and the method gives very objective results.

A key role in sheep and goat reproduction is played by the ejaculate cryopreservation
process, which, however, has not been optimized yet. Therefore, the thesis focused on the
influence of individual additives, diluents, dilution ratio, freezing and thawing rates, storage
temperature, influence of selected proteins and enzymes, and pH. The effect of the enzyme of
phospholipase A, which is the product of the bulbourethral glands of a buck and negatively
affects viability of sperm after reaction with milk or egg yolk, has been described.
Lyophilization and vitrification have been described as alternative methods to
cryopreservation. The disadvantage of these methods lies in the reduction or even loss of
sperm motility, which does not allow its use for artificial insemination.

The ejaculate cryopreservation is an indispensable part of artificial insemination for
the transfer of genetic information from significant breeding males in sheep and goat
breeding. This bachelor thesis suggests certain perspectives that may be the subject of further

study and potentially contribute to the optimization of a cryopreservation process.

Keywords: insemination, flow cytometry, activity, concentartion, survival
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1 Uvod

Chov ovci a koz ma v Ceské republice velmi bohatou historii. Ovce a kozy piispivaji
k celosvétové produkci potravin a vlakna. Jsou to sezonné polyestricka zvifata, coz brani
jejich celoro¢ni reprodukci. Cilem chovatele malych piezvykavci je produkce potomkii po
kvalitnim samci a ziskani co nejvét§iho mnozstvi zdravych potomki. Plodnost ovci a koz
vnitinich 1 vnéjSich faktord. RozliSujeme dva druhy plemenitby, plemenitbu pfirozenou
a inseminaci (Cseh et al. 2012).

Inseminace je jedna znejstarSich technik asistované reprodukce pouZzivanych
u hospodaiskych zvitat. U ovci a koz hraje dulezitou roli zejména v intenzivnich produkénich
systémech. Jedna se o metodu, ktera umoziuje rychlé rozsiteni cennych genti v populaci a tim
intenzivngjsi geneticky pokrok, lepsi kontrolu reprodukce, eliminaci pohlavné pienosnych
chorob, Sifeni hodnotné genetiky ohrozenych plemen a zvySeni po¢tu potomkii na jednoho
samce. Pti pouziti umélé inseminace je vyuzivan podstatné mensi pocet plemennych samct
oproti plemenitbé pfirozené, protoze inseminace umoziuje fedéni ejakuldtu a tvorbu
insemina¢nich davek, které obsahuji niz§i koncentraci spermii, nezli je zjistitelnd u Cerstvé
odebraného ejakulatu (Leboeuf et al. 2006; Cseh et al. 2012).

Pti vybéru samcti pro umélou inseminaci je dilezité urcit, zda sperma, které produkuji,
ma odpovidajici kvalitu, pfi¢emZ pouziti Cerstvého ejakulatu je vyuzivano minimalné, a proto
je optimalizace procesu konzervace a metod pro interpretaci vysledk zcela elementarni.
Kvalita ejakulatu se zjiStuje ihned po odb&ru makroskopickym a mikroskopickym
hodnocenim. Metody zahrnuji kontrolu objemu ejakulatu, koncentrace spermii, morfologie
spermii, posouzeni vzhledu, pohyblivosti spermii a dalSich parametri (Pezzanite et al. 2010).

Ve své praci se zaméfuji na metody hodnoceni ejakulatu, faktory ovliviiujici jeho
kvalitu a nasledné pouziti pro metody asistované reprodukce prezentované umélou

inseminaci.



2 Cil prace

Cilem préce bylo hodnoceni kvality ejakulatu pro uspokojivé reprodukéni ukazatele ve
stade, stejné jako pro produkci inseminac¢nich davek.

Pfedmétem studie byl soupis aktualnich poznatkii kvalitativnich a kvantitativnich
ukazatelli ejakulatu berant a kozli. Prace byla zamétena na popis vybranych metod analyz
pro jednotlivé ukazatele. Soucasti byl i soupis nékterych vnitinich a vné&jSich faktort
ovlivityjicich kvalitativni a kvantitativni ukazatele ejakulétu.

Na zéklad¢ diplomové prace budou stanoveny metody pro konzervaci a uchovani

ejakulatu kozla a beranti a praktické vysetieni ejakuldtu s pouzitim pritokové cytometrie.



3 Prehled literatury

3.1 Pohlavni organy berana a kozla

Pohlavni organy samcii hospodaiskych zvifat jsou tvofeny pohlavnimi Zzlazami,
vyvodnymi cestami, piidatnymi pohlavnimi zldzami a kopulacnim organem. Pohlavni zlazy
jsou ptedstavovany parovymi varlaty, kterd jsou ulozena v Sourku. Ve varlatech dochazi
k tvorb¢ samcich pohlavnich bungk, spermii. Endokrinni ¢ast varlat (Leydigovy bunky) je
zodpovédna za tvorbu testosteronu. Varlata maji vejcity tvar a jsou ze stran zplostéla, u kozla
se hmotnost varlat pohybuje od 145 — 150 g, u berana je hmotnost vys$si o 50 az 150 g. Na
varlata navazuji parova nadvarlata tvofend klickami vyvodnych kanalkt varlete, ktera
piedstavuji zasobarnu spermii, které zde ziskavaji schopnost pohybu. Nadvarlata jsou tvofena
hlavou, té€lem a ocasem. U ocasu nadvarlete za¢ina chamovod, ktery usti do mocové trubice
au berana i kozla se pted vyusténim rozsifuje v ampuli chamovodu. Mocova trubice
pfedstavuje od vyusténi chdmovodu spolecnou vyvodnou cestu mocovou a pohlavni.
U berana se za zaludem tahne vybézek mocové trubice dlouhy asi 4 cm, u kozla asi 2,5 cm
(obrazek 1), pti kopulaci dochézi ke ztopoteni vybézku a jeho zavedeni az do krcku délozniho
samice. Zevni kopulaéni Gstroji samce piedstavuje pyj, ktery umoziuje vpraveni ejakuldtu do
pohlavnich cest samice a tim pifipadné oplodnéni. Konec pyje je tvoren kozni duplikaturou,
predkozkou. U berana a kozla je pyj fibroelastického typu, proto je i ve fazi ochabnuti tuhé
konzistence. U berana a kozla se vyskytuji vS§echny typy pfidatnych pohlavnich zlaz, to jest
bulbouretralni Zlaza, prostata (roztrousena podoba), méchyikovita zlaza a ampule chamovodu.
Produktem pfidatnych pohlavnich zlaz je semenna plazma (Hafez 2000; Jelinek & Koudela
2003; Najbrt 1982).

glans penis

2

/ collum glandis

free part of the penis

ey
=

urethral
process

raphe penis

Obrazek 1: Schéma penisu kozla (Constantinescu 2010)
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3.2 Ejakulat

Ejakulat neboli semeno je slozeno ze spermii, které jsou suspendovany v tekutém
médiu, které se nazyvd semenna plazma. Semenna plazma je komplexni tekutina, kterad
zprostiedkovava chemickou funkci ejakulatu. Jedna se o tekutinu, ktera je nejCastéji bélaveé
az Sedavé barvy (Gamcik & Kozumplik 1984). Biochemické slozky semenné plazmy jsou
vyluovany ze sité varlete, z nadvarlete a z pfidatnych pohlavnich 714z sam¢iho pohlavniho
traktu a podobné jako vétSina télnich tekutin obsahuje semenna plazma vysokou koncentraci
proteinti (Dominguez et al. 2008). Slozeni bilkovin semenné plazmy se u jednotlivych druht
lis$i (Muifio-Blanco et al. 2006). Pravé sekrety ptidatnych pohlavnich zlaz tvoii vétSinu
objemu semenné plazmy. Hlavni Glohou semenné plazmy je, ze predstavuje zivné médium,
které usnadniuje transport spermii. SloZky semenné plazmy se ucastni klicovych procest
tykajicich se funkce spermii, oplodnéni, vyvoje embrya V Zenském reprodukénim traktu
(Mara et al. 2007). Semenna plazma je slozena z ionti (Na', K*, Zn", Ca®", Mg2+ ,Clo),
energetickych slozek (fruktoza, sorbitol, glycerylfosfocholin) a organickych sloucenin
(kyselina citronova, aminokyseliny, peptidy, lipidy, hormony, cytokiny). V semenné plazmé
prezvykavci se dale vyskytuji dusikaté latky, jako jsou amoniak, moc¢ovina, kyselina moc¢ova,
kreatinin a také reduk¢ni latky, jako jsou napiiklad kyselina askorbova a hypotaurin. Slozeni
semenné plazmy je dano velikosti, skladovaci kapacitou a sekre¢ni Cinnosti jednotlivych

samcich reprodukénich organt (Juyena & Stelletta 2011).

Tabulka 1: Slozeni semenné plazmy u berana a kozla (Juyena & Stelletta 2011)

0ZKa Bera 0ze
Frukt6za (mg/ dl) 150- 600 875
Glukéza (mg/ dl) 0,9-1,6 4.8-8,8
Kyselia citronova (mg/ dl) 110- 260 /
Proteiny (g/dl) 2,30- 2,50 0,77 - 1,48
Lipidy (mg/ dl) 254- 396 /
Fosfolipidy (mg/ dl) / 57
Kyselina glutamova (mg/ dl) 4,5-5,2 /
Na (mg/ dl) 120- 258 60- 183
K (mg/ dl) 50- 140 76- 255
Ca (mg/ dl) 6,0- 15 5,0- 15
P (mg/ dl) 4,8-12 /
Cl (mg/ dl) 86 82- 215
Mg (mg/ dl) 2,0- 13 1,0-4
Zn (mg/ dl) 56- 179 /
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3.2.1 Spermie

Spermie jsou haploidni zarode¢né¢ bunky samci, které jsou produkovany
v semenotvornych kanalcich varlat béhem procesu spermatogeneze (Gadella & Luna 2014).
Spermatogeneze se sklada ze tii fazi, proliferace spermatogonie, meidzy, jejimz vyslednym
produktem jsou spermatidy, které vznikaji pfes primarni a sekundarni spermatocyty
a diferenciace, kdy dochazi ke vzniku specializovanych bun¢k, spermii. Sav¢i spermie sdili
podobnou strukturu a skladaji se z hlavy, kterd obsahuje jadro a akrozom, kréku a bi¢iku
(Malo et al. 2006). Hlava dosahuje priméru od 2 do 5 pm. Bi¢ik dosahuje délky 10 — 100 um
a je slozeny zkomplexu mikrotubuli a stiedové casti, kterd je tvofend pirevazné
mitochondriemi. Hlava je spojena se stiedovou ¢asti pomoci spojovaciho tGseku a stfedni ¢ast
je pfipojend k biCiku prstencem. Objem cytoplazmy spermie je velmi maly a nachazi se
predevsim v hlavé spermie. Spermie postrada organely, ve kterych dochazi k syntéze
bilkovin, popfipadé nukleovych kyselina aspermie slouzi pouze k pfenosu genetické

informace do oocytu (Erikson & Health 2014).

>midpiece
>flagellum

<
/

‘equatorial

.-

Obrazek 2: Sav¢i spermie — hlava, kréek, bi¢ik (Erikson & Health 2014)

3.2.2 Kvalitativni a kvantitativni vlastnosti ejakulatu

3.2.2.1 Koncentrace spermii

Koncentrace spermii je jednim z ukazateli svédcicich o biologické plnohodnotnosti
ejakuldtu. Koncentrace se vyjadiuje poctem spermii v 1 mm? ejakulatu  (Gamcik
& Kozumplik 1984). Normalni koncentrace u berana se pohybuje mezi 3,5 x 10° — 6 x 10°
spermii na ml ejakuladtu. Koncentrace ejakulatu u kozla je o néco niz§i neZ u berana
a pohybuje se mezi 2,5 x 10°— 5 x 10° spermii na ml spermatu (Hafez 2000).

Khandoker (2013) ve své studii uvadi hodnoceni reproduk¢ni schopnosti kozld,

plemene Cernd bengalskéa koza, na zédkladé posouzeni kvality ejakulatu a plodnosti, pficemz
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bylo hodnoceno 5 dospélych kozli. Dosel k zavéru, Ze individualita ma pouze nevyznamny
vliv na koncentraci spermii v ejakulatu, kterd se pohybovala v rozmezi od 2,827 + 0,76 x 10°
spermif/ ml do 3,132 + 0,88 x 10° spermii/ ml. Karagiannidis et al. (2000) uvadg&ji parametry
ejakulatu odebraného od tfi riznych plemen chovanych v laboratornich podminkach.
Testovéana byla plemena sanské koza, alpska koza a koza damasska. Pro plemeno alpska koza
byla zjisténa pram&rna koncentrace spermii v ejakulatu 3,610 + 70,0 x 10° spermii/ ml,
U kozl plemene koza sanskd byla primérna koncentrace spermii v ejakulatu 3,630 = 60,0
x 10° spermii/ ml a pro plemeno damasska koza byla primérnd hodnota koncentrace spermii
v ejakulatu 3,69 x 10° spermii/ ml. Vysledky obou uvedenych studii odpovidaji obecnému
rozmezi koncentraci spermii pro kozly, které uvadi Gaméik & Kozumplik (1984).
Carvajal-Serna et al. (2018) provedli studii tykajici se kvality ejakulatu u plemen
berani romney marsh a hampshire. Vyznamné vyss$i koncentrace spermii byla prokazana
u plemene hampshire, nez romney marsh, pfi¢emz priméra koncentrace u plemene
hampshire byla 2,389 + 163,22 x 10° spermii/ml, oproti tomu u romney marsh pouze 2,164 +
168,01 x 10° spermii/ml. U jednotlivych plemenikdi v ramci plemene vSak rozdily mezi
koncentracemi spermii v ejakulatu nebyly vyznamné. Vysledky koncentraci spermii ziskané
touto studii jsou niz8i oproti rozmezi pro parametr koncentrace spermii, Které uvadi Gamcik

& Kozumplik (1984).

3.2.2.2 Pohyblivost spermii

Pohyblivost neboli motilita spermii je diileZitym parametrem pii hodnoceni ejakulatu,
ktery souvisi se schopnosti spermii prochazet pfes samici pohlavni organy a nasledné oplodnit
vajicko. Ukazalo se, ze motilita spermii je vyznamnym parametrem, ktery ovliviiuje plodnost
ovci (David et al. 2015). Pohyblivost spermii se vyrazn¢ neméni béhem roku (Aguiar &
Tilburg 2013).

Khandoker (2013) hodnotil parametry ejakulatu u péti kozli plemene ¢erna bengalska
koza. Pohyblivost spermii se pohybovala v rozmezi od 77,07 + 1,06 % do 81,47 + 1,84 %.
Zjistil, ze motilita spermii se vyrazné¢ neméni béhem sezony. Karagiannidis et al. (2000)
uvedli, Ze se 1i§i procento pohyblivosti spermii mezi plemeny sanskd koza a koza alpska.
Uvedli, ze primérna hodnota pohyblivosti spermii pro plemeno koza alpské je 59,88 + 0,62
%, zatimco pro plemeno sanska koza byla 0 4,52 % vyssi. Zjistili, Ze pohyblivost spermii se
lisi béhem sezony, coz je v rozporu s tim, co uvadi Khandorek (2013) pro plemeno Cerna

bengalska koza. Vyznamné rozdily v pohyblivosti spermii byly zjiStény mezi plemeny ovci
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romney marsh a hampshire. Primérna hodnota pohyblivosti spermii u plemene hampshire
byla 85,45 £ 1.55 % a u plemene romney marsh 75,49 + 2,75 % (Carvajal-serna et al. 2018).
Karagiannidis et al. (2000) porovnavali pohyblivost spermii mezi plemeny chios a
vychodofriska ovce, pfi¢emz dosli k zavéru, Ze nejvyssi pohyblivost u obou plemen je béhem
podzimu, kdy primérna hodnota pro plemeno vychodofriska ovce dosahovala 75,29 + 1,48
%, zatimco pro plemeno chios byla o 0,29 % nizsi. Naproti tomu K nejnizsi pohyblivosti
dochazelo béhem jara a 1éta, kdy se primérna hodnota pohybovala pro plemeno chios
vV rozmezi od 69,35 + 1,171 % do 70,83 + 1,84 % a pro vychodofriskou ovci od 69,21 + 1,78
% do 70,76 £ 1,04 %. Z vysledkd vyplyva, ze sezébna ma vyznamny vliv na pohyblivost
spermii, pfiCemz procento pohyblivosti kolisd mezi podzimem a jarem zhruba o 5- 6 %.
Zasadni vliv na motilitu ejakulatu berand a kozli potvrdili také Qureshi et al. (2013),
Malejane et al. (2014) a Catunda et al. (2011).

3.2.2.3 Objem

Objem ejakulatu je jeden z dileZitych parametrti, ktery je predmétem hodnoceni. Je to
ukazatel ovliviiujici reprodukéni schopnost samct (Jha et al. 2018). Objem ejakulatu kozla je
v pruméru 1 ml a pohybuje se v rozmezi 0,5 — 1,2 ml (Hafez 2000).

Hernandez et al. (2012) uvadgji, ze objem ejakulatu u berant suffolk, ziskany
odbérem pomoci umélé vaginy byl 1,2 ml. Khandorek (2013) provedl studii, ve které hodnotil
parametry ejakulatu u plemene Cerna bengalska koza. Objem ejakulatu se pohyboval
v rozmezi od 0,58 = 0,17 do 1,04 + 1,1 ml a bylo zji$téno, Ze individualita mé¢la vliv na objem
ejakulatu. Objem ejakulatu kolisa a je zavisly na plemeni (Karagiannidis et al. 2000;
Khandoker 2013), vyzivé (Almeida et al. 2007), respektive télesné kondici plemenika (Turri
et al. 2016) a sezoné odbéru (Dominguez et al. 2008). Objem ejakulatu je také ovlivnén
metodou odbéru, pficemz elektroejakulace poskytuje vétsi objem, oproti odbéru do umélé
vaginy (Jha et al. 2018).

Ve studii zamétené na hodnoceni ejakulatu u kozll plemene alpska koza a koza sanska
byly zjistény praimérné hodnoty objemu ejakulatu 1,27 £+ 0,03 ml (alpské koza) a 1,15 + 0,03
ml (koza sanska). VEtsi objem ejakulatu byl béhem piipoustéci sezony (1éto, podzim), kdy u
plemene alpska koza byla primérna hodnota 1,42 = 0,04 ml, oproti tomu u plemene koza
sanska byl objem ejakulatu v priméru 1,27 + 0,04 ml. Niz$i objem byl potom zji§tén mimo
piipoustéci sezonu, kdy primérné hodnoty pro obé plemena klesly zhruba o 0,30 — 0,40 %
(Karagiannidis et al. 2000). Ke stejnému stanovisku z hlediska vlivu sezony dosli ve své

studii Talebi et al. (2009), ktefi zjistili, ze objem ejakulatu u plemene markhur je v pribéhu
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ptipoustéci sezony vyssi o 0,5 % oproti obdobi mimo piipoustéci sezonu, kdy byla primérna

hodnota objemu ejakulatu 0,6 + 0,03 %. Také vliv plemenné ptislusnosti na objem ejakulatu

byl potvrzen tfadou autorl, piicemz podrobnéjsi vysledky a srovnani mezi jednotlivymi

plemeny a v ramci dvou odlisnych druhti hospodaiskych zvitat, ovci a koz, jsou detailngji

popsany v tabulce 2.

Tabulka 2: Parametry ejakulatu u vybranych plemen ovci a koz

Objem . Morfologle Koncentrace
. \ Pohyblivost spermii . .
Plemeno ejakulatu 0 . ejakulatu
(ml) spermii (%0) (normalm (x10%/ml)
spermie) %
Kozli \
Cern4 0,58+0,17 | 77,07+ 1,06 . .
bengalska | az 104+ | azgla7= | o/2x1.83az | 287£0,76az 1\ ponioer 2013)
91,85 +£ 1,38 3132+ 0,88
koza 0,11 1,84
Alpské koza | 1,27+0,03 | 59,88+0,62 | 89732030 | 3610700 | (Karagiannidis &
p ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ Karatzas 2000)
(s (Karagiannidis &
Sanska koza | 1,15+0,03 | 64,40+ 0,59 91,59 £ 0,24 3630 £+ 60,0 Karatzas 2000)

Berani \
Romney | 5591019 | 7549+275 | 8834+1.85 | 2164+ 168,01 | (Cavaal-Sernaet

marsh al. 2018)

Hampshire | 2,81+£0,17 | 8545+1.55 | 94.0740.85 | 2389+ 163,22 (Car‘;"l’“";'cﬁg;”a et
(Boland et al.
Suffolk 1,05+ 0,06 30 az 80 X 3281,7 £ 108, 6 | 1985; Mickelsen et
al. 1981)

3.2.2.4 Morfologie spermii

Vsechny vzorky

spermatu  obsahuji

urCité procento abnormalnich

spermii.

Morfologické abnormality jsou v uzkém vztahu k plodnosti. Tepelny stres zptsobuje vysoky

pocet poskozenych spermii. Kombinace vysoké okolni teploty s vysokou vlhkosti muze

zpusobit sterilitu samcti az po dobu Sesti tydnid (Mieusset et al. 2004; Hafez 2000). Velké

mnozstvi abnormalnich spermii se potom objevuje v ejakulatech, které jsou shromazd’ovany

behem obnovy reprodukcni funkce. Zajisténi dostatecného stinu a Cisté studené vody pomaha

minimalizovat vliv tepelného stresu. U berana je negativni korelace mezi abnormalnimi

spermiemi a pohyblivymi spermiemi (r)= -0,874 (Karagiannidis et al. 2000). Pokud se
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v ejakulatu vyskytuje 20 % a vice abnormalnich spermii, je plodnost berana sporna (Hafez
2000). Ejakulaty s vyssim poétem abnormalnich spermii nez 15 % by se nemély zpracovavat
a pouzivat pro umélou inseminaci, avSak Solti et al. (2012) uvad¢ji, ze fyziologické rozmezi
morfologicky normalnich spermii se pohybuje od 70 do 80 %. Procento abnormalnich spermiti
se méni sezénné, pricemz sledovanim morfometrickych parametr spermii u deviti dospélych
beranl se zabyvali Bravo et al. (2014). Vysledky jejich studie ukazuji, ze primérna délka
spermii béhem podzimu a zimy kolisala od 8,249 +0,328 um do 8,359 + 0,343 um
a prumeérna sitka se pohyboval od 4,865 + 0,184 um do 4,970 + 0,183 um, oproti tomu mimo
pfipoustéci sezénu, jaro a léto byla délka spermii zhruba o 0,1- 0,2 pm kratsi a Sitka o 0,1um
mensi. Vyssi vyskyt abnormalnich spermii mizeme pozorovat na jate, pfiCemz pocet klesa
v prib¢hu piipoustéci sezoény. Rizné modely morfologie a pohyblivosti spermii jsou
prezentovany v tabulce 3 (Hafez 2000).

Pro hodnoceni morfologie spermii by se mél pouzivat vzorek, ktery je odebran
minimalné¢ po dvou dnech a maximalné po sedmi dnech sexudlni abstinence. Pokud je
pozadovano vice vzorkil, pocet dni sexudlni abstinence by mél byt pokazdé stejny. Jelikoz
neni mozné zcela pfesné charakterizovat kvalitu spermii na zdkladé vyhodnoceni jednoho
vzorku, je vhodné zkontrolovat dva nebo tfi vzorky. Prvni vzorek ejakulatu dava spravny
vysledek nejméné v 85 % piipadd, ale variace mezi vzorky jsou velmi vyznamné. Analyza
morfologie spermii zahrnuje posouzeni hlavi¢ky, krcku, spojovaciho oddilu a biciku.
Hodnoceni hlavy spermii zahrnuje posouzeni velikosti, tvaru, akrozomalni oblasti
(akrozomalni index) a posouzeni akrozomalnich vakuol. Akrozomalni index vzorku je
vyjadfen jako procento spermii, které¢ vykazovaly normdlni velikost akrozomu. Pfitomnost
akrozomalnich vakuol se hodnoti pomoci vizualniho vyseteni (Lasiene et al. 2013; Hidalgo
& Dorado 2009). Detailngjsi popis vyskytujicich se abnormalit u spermii vcetné jejich

schématu je k dispozici v samostatnych piilohach.
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Tabulka 3: Modely morfologie a pohyblivosti spermii (Hafez 2000)

Kmitavy, L ., .v.. . Nesoumérna Spermies . .
kl‘uhov})"l Hazivy Otacivy ) -va a/nebo cy?oplazm. Aglutinovan¢
pohyb pohyb spermie
Pomalé nebo
rychlé chvéni
z€ szrr::g na . Amplit_uda Amplitu_da
Bitik ki tén’i Kmitani s Vinéni v | vlnéni bi¢iku Vlnépi je Pomaly,
spermie | rizného druhu vysokou rnqchh na obou nepravidelna, kmitavy
a frekvence rychlosti | amplitudach stranégh ryc?hlé pohyb
i ’ asymetrickd kmitani
tvar,
nepohyblivy
Nepravidelna,
Nepohybliva Cela Nepravidelng Casto se
Hlava | nebo kmitajici | Nepravidelna, | spermie se 1; buvkle ’|  houpajici, Rozvlekla,
spermie | najednom bez otadeni | otaci kolem | , O0vY ziidka houpajici se
fx . zadna rotace .
misté SvVé osy dochazi k
rotaci
Bez
progresivniho
pohybu,
kolmy, obly, ,

Pohyb po};lyb ¢ Minimalni a Rychl.y . HIb Po , , A
spermii | horizontaln¢ | nepravidelny progresivit 1’<ruhove KOlnvl,y , Obly, | Zévisly na
a 0 S pohyb, pghyp v | draze, po’kL{d zrldkg ’ typu
orogrese|  hodinovych it ptimém nepostrada | - progresivni aglutinace
rucicek nebo Sméru rotac

proti sméru
hodinovych
ruci¢ek

3.2.3 Faktory ovliviiujici kvalitu ejakulatu

3.2.3.1 Obvod sourku

Obvod Sourku méa vyznamny vliv na mnoZstvi, kvalitu a oplodiovaci schopnost

spermii. Obvod Sourku miZe kolisat béhem sezony a V zdvislosti na télesné hmotnosti.

Obvykle je obvod vétsi béhem obdobi rozmnoZzovani a miize se zmensit o 2 az 3 cm v obdobi

mimo rozmnozovani. Doporucuje se, aby beran, ktery bude pouzit k reprodukci, m¢l obvod

Sourku minimalné 33 cm. Pokud je obvod Sourku mensi, mélo by dojit k vyfazeni berana,

jelikoZ neni schopny produkovat dostatecné mnoZzstvi ejakulatu pro oplodnéni vétsiho poctu

samic béhem rozmnozovaci sezony (Pezzanite et al. 2010).

Braun et al. (1980) zjistili, ze hodnoceni parametri obvodu Sourku mize byt uzite¢né

pro posouzeni reprodukéni vykonnosti. Provedli méfeni 717 beranli deviti riznych plemen,
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pficemz zjistili, Ze berani vétSich plemen maji vétsi obvod Sourku, a Ze existuje pozitivni
korelace mezi télesnou hmotnosti a obvodem Sourku (r)= 0,734.

Al-ghalban et al. (2004) hodnotili obvod Sourku u 38 kozli plemene damasska koza.
Hodnoceno bylo 17 dospélych berand a 21 ro¢kd. Obvody Sourku byly zaznamenavany po
dobu jednoho roku v mésiénich intervalech. Obvod Sourku u dospélych berani ve véku od 2
do 4 let (60- 80 kg) se pohyboval v rozmezi 29— 33 ¢cm, u ro¢nich berankid ve véku 10-12
mésict (28— 59 kg) byl zjistén obvod Sourku pohybujici se od 22,5 do 29 cm. Pezzanite et al.
(2010) uvadgji, ze berani a kozli mohou byt klasifikovani jako vynikajici, uspokojivi nebo
pochybni pfi zafazeni do plemenitby. Kozli a berani, ktefi vykazuji sporné vysledky, by méli
byt znovu pfeméteni za 4— 8 tydnid. Jako vyborni jsou hodnoceni kozli, kteti dosahli obvodu
Sourku ve véku niz§im nez 14 mésict vice nez 25 cm a berani, ktefi dosahli obvodu Sourku ve
véku nizs§im nez 14 mésict vice nez 35 cm. Vysledky, které uvedl Al-ghalban et al. (2004)
jsou nedostate¢né pro hodnoceni beranti jako vynikajicich, jelikoz v jeho studii dosahuji

hodnot nanejvyse 33 cm.

Obrazek 3: Méfeni obvodu Sourku u berana (Pezzanite et al. 2010)

3.2.3.2 Vék

Za fyziologickych podminek zvitata rychle rostou v raném véku, pficemz rist se
postupné zpomaluje po dosazeni pohlavni dospélosti a je zcela zastaven po dosaZeni
dospélosti télesné. Vyvoj varlat je rychly v raném veéku a po dosazeni pohlavni dospélosti
nasleduje obdobi pomalého ristu (Karagiannidis et al. 2000). Vék ovliviiuje morfologii

vvvvvv

spermii se vyskytoval ve véku do 2 let, poté se vyskyt spermii s abnormalni hlavou snizoval,
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ale opét se zhorsil po 5. roce véku. Vyskyt abnormalnich spermii v raném véku je ziejmée
zpusoben nedokonalou spermiogenezi, S postupujicim vékem a s nastupem pohlavni
dospélosti dochazi k procentualnimu zvySovani normalnich spermii, pficemz pokles
morfologicky normalnich spermii se znovu objevuje ve star§im véku nebo vlivem poruchy
funkce varlat (Dowsett & Knott 1996). Zaroven bylo prokazano, Ze tyto zmény jsou
doprovazeny zménami v obvodu Sourku, pfi¢emz pocet abnormalnich spermii se snizoval do
veéku 20 mésici a soucasné se zvétSoval obvod Sourku. Nasledné dosSlo k ustaleni hodnot,
které se tykaly obvodu Sourku a vyskytu abnormalnich spermii. Od 2 do 5 let stafi se znovu
zacal vyskytovat vyss$i pocet abnormalnich spermii oproti samcim ve véku od 1 do 2 let
(Ferdinand et al. 2012; Bongso et al. 1982).

Vse naznaCuje, ze samci hospodarskych zvifat by se méli pouzivat k chovu nebo
K odbéru ejakulatu ve véku, kdy maji optimalni ristové vykony a spliiuji atributy
spermiogramu. Déle je vhodné hodnotit reprodukéni ukazatele, které jsou dulezité pro vybér
plemennych zvifat a srovnavat je mezi ruznymi plemeny ve stejném véku (Harder et al.

1995).

3.2.3.3 Plemeno

Plemeno je jednim z mnoha faktori, které ovlivituji velikost téla, varlat a vlastnosti
ejakulatu u hospodarskych zvitat. Vliv plemene byl prokdzédn u koz plemene francouzska
charakteristiky (Karagiannidis et al. 2000). Velka plemena koz rostou rychleji, ale pozd&ji
pohlavné dospivaji oproti malym plementm. Stejné tak jsou velka plemena t€Z§i a maji vetsi
rozméry varlat neZ mala plemena.

Varlata se zvétsuji az po dosazeni pohlavni dospélosti (Al- ghalban et al. 2004). Bylo
zjiSténo, Ze plemeno md mimo jiné vliv na morfologii spermii u hospodaiskych zvirat,
ptiCemz byly zjistény zmény v tvarech spermii. U koz byly zjistény i prevalence mezi

jednotlivymi plemeny tykajici se abnormalnich spermii (Karagiannidis et al. 2000).
3.2.3.4 Sezobna ateplota

Reprodukéni sezonnost je fenomén ovlivnény zejména kazdorocnimi vykyvy
ve fotoperiodé. Sezonnost v reprodukci ovcei je velmi intenzivni u samic, u nichz se stfida

perioda, ktera je vhodna pro reprodukci (reproduk¢ni obdobi), s periodou, kdy nejsou schopny
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reprodukce (anestrus), zatimco spermatogeneze a sexualni aktivita u samct zistava témeér
konstantni. Mezi hlavni reprodukéni charakteristiky, které se méni u kozli a berant vlivem
sezény je sexualni chovani, tzv. libido sexualis, velikost varlat, sekrece hormont a jednotlivé
parametry ejakulatu (César et al. 2017; Santolaria 2011). Bylo prokazano pfimé pusobeni
melatoninu na motilitu spermii a na dalsi charakteristiky ejakuldtu berana v obdobi mimo
pfipoustéci sezénu. Této skuteCnosti bylo vyuzito pro inseminaci ovei béhem anestru
Cerstvym Spermatem berant, kterym byl implantovan melatonin. Pomalé uvolnovani
implantovaného melatoninu se projevilo zvySenym pramérem Sourku a vySSimi
reprodukénimi ukazateli bahnic inseminovanych béhem anestru. Kvalita ejakulatu ma
nezastupitelny vliv na vysledky umélé inseminace (Santolaria 2011).

César et al. (2017) uvadgji sezéonni zmény reprodukénich charakteristik u samdéich
jedinct alpskych koz z mirného regionu v tropickém podnebi a mozny vliv téchto zmén na
plodnost. Maximalni teplota, minimalni teplota a Svételnost byly zaznamenavany denné,
zatimco hodnoceni spermatu, hormonti a chovani bylo provadéno kazdé dva tydny, pficemz
odbér ejakulatu byl uskutecnén pomoci umélé vaginy pii teploté¢ vody 40-42 °C. V jarnich
a letnich mésich dochazi k prodlouzeni svételného dne, naopak béhem podzimu a zimy ke
zkraceni. Kozy a n¢kera plemena ovci jsou povazovany za kratkodobé sezénni polyestry,
jelikoz samice zacinaji projevovat reprodukcni aktivitu se zkracujici se délkou svételného
dne. Naopak s prodluzujicim se svételnym dnem sexudlni aktivita zanika, kon¢i reprodukéni
obdobi a nastdva obdobi anestru (reprodukcniho klidu).

Abecia et al. (2012) uvade¢ji zmény béhem sezony pii rozdilné délce svételného dne
ajeji vliv na reproduk¢ni aktivitu. César et al. (2017) ve studii sledovali sezénnost pii
rozdilné délce svételného dne v priméru o 2,48 hodin. Tento rozdil se ukazal jako dostacujici
pro ovlivnéni reprodukéni aktivity ve sledovaném regionu (tropické klima- Brazilie),
vysledky jsou prezentovany v tabulce 4. V této studii byly také zaznamenany pozitivni
korelace mezi obvodem Sourku a maximalni teplotou (r) = 0,48. Variabilita jednotlivych
znakid v pribéhu roku je detailngji prezentovéana na obrazku 4. Makroskopické parametry
(objem, barva a vzhled ejakulatu) a mikroskopické parametry (pohyblivost spermii,
koncentrace a celkové odchylky spermii) maji rozhodujici vyznam pfi analyze ejakuldtu
ajeho nasledném pouZiti in vivo nebo in vitro. Ve skupiné alpskych kozlid byl zjistovan
objem ejakulatu ve dvou po sobé jdoucich odbérech v intervalech o délce 10 minut, pii¢emz
Vv obdobi zimy a podzimu, tedy se zkracujici se délkou svételného dne. Pii posuzovani

zbarveni a vzhledu ejakulatu nebyly zaznamenany zadné zmény pii porovnani mési¢nich
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pruméra. Byla prokdzana pozitivni korelace mezi barvou ejakuldtu a pohyblivosti spermii
()= 0,62. Barva ejakulatu byla hodnocena body 1- 3, pfi¢emz 1 piedstavovala bilou barvu,
2 bilozlutou a 3 nazloutlou. Déle byla zkoumana konzistence ejakulatu, kterd byla rovnéz
hodnocena body 1- 3, pficemz 1 piedstavovala krémovou konzistenci, 2 mlé¢nou
a 3 vodnatou. Vyssi ziedéni ejakulatu je dano obsahem semenné plazmy, pfic¢emz u kozIu je
semenna plazma zluté zbarvena. Cim vétsi je podﬂ semenné plazmy, tim 1nten21vnej§i je jeji

v

vzorku spermatu (César et al. 2017).
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Obrazek 4: Zmény objemu ejakulatu (ml) a obvodu Sourku (cm) béhem roku

(César et al. 2017)
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Tabulka 4: Vliv sezény na parametry ejakulatu kozli plemene alpska koza Vv tropickém

klimatu — Brazilii (César et al. 2017)

Ponyblivo
ODbje Barva ed i . 1-100 0 ‘... \ - 0
Bifezen 1,603 |19+02 | 22+0,2 85,8+ 1,5 32+0,4 38,3+4,6
Duben 1,2+0,212.0+0,2 | 2,3+0,2 84,4+1,8 2,7+£0,5 31,3+£5,8
Kvéten 1,9+0,3|2,0+0,2 | 2,1 £0,1 85,0+1,9 2,3 +0,2 43,6 £4.,8
Cerven 270,511,602 | 1,6+0,2 83,8+ 1,6 2,5+04 30,1£6,5
Cervenec| 2,8+0,5 [ 1,602 | 2,0£0,0 80.7+2,0 2,7+0,6 40,6 £5.,9
Srpen 1,8£0,2|1,5+0,2 | 1,9+0,2 84,6 +1,8 35+04 27,7+4,6
ZAt1 24+03(1,4+0,2 | 2,3+0,2 84,4 +2,7 42 +0,8 334+4,0
Rijen 29+03|1,6+0,2 | 2,1+0,1 82,5+2,8 45+0,7 22,4 +4,1
Listopad | 3,2+0,3 | 1,6+0,3 | 2,1£0,1 80,0 £2,1 4,1+0,5 32,3+44
Prosinec | 3,1 £0,3 |2,0+03 | 2,4+0,2 80,0 +2,5 3,7+0,7 36,1 £6,3
Leden 30+£0,3 2,002 | 2,1+0,1 79,6 = 2,1 3,8+0,5 39,3+4,6
Unor 24+£02(24+0,2 | 24+0,2 85,025 3,1 £0,5 28,6 +6,3

3.2.3.5 Vyziva

Vyziva je jednim z hlavnich faktori, které ovliviiuji rGst a produkci spermii
u domacich zvifat (Widiyono et al. 2017). V tropickém podnebném pasu, kde se vyrazné
neprojevuje vliv fotoperiody je vyziva jednim z hlavnich modulatori sexualni aktivity
u malych piezvykavcl. Ve vyssich zemépisnych Sitkach se vSak z vétsi ¢asti uplatiuji sezonni
faktory, nejde tedy vyzivou odvratit snizeni testikularni velikosti mimo sezénu. Bylo
prokdzano, Ze vyS$i Uroven krmiva urychluje obnovu velikosti varlat po otepleni.
Hospodaiska zvitata véetné malych prezvykavch potiebuji dostatek Zivin pro udrzeni svého
télesného metabolismu, nasledovaného rlstem, produkci a reprodukci. ZlepSeni kvality
krmiva zejména vyvaZenim obsahu bilkovin vede ke zlepSeni télesné kondice, velikosti varlat,
a tim charakteristik spermatu respektive nasledné plodnosti. ZvysSeni energetického ptijmu
bylo zaznamenano jako pfiznivy vliv na rust varlat a produkci spermii (Gebre 2007).
Dilezitym aspektem je dotace mikro- a makroprvki v krmné davce. Naptiklad Lukusa
& Lehloenya (2017) zkoumali vliv selenu, jako antioxidantu, na kvalitu ejakulatu u skupiny
dvaceti kozll, pfi¢emz polovina tvofila kontrolni skupinu a polovina méla krmnou davku
obohacenou o selen (0,34 mg/kg). Vysledky jasné ukazuji, ze kozli krmeni davkou bohatou na
selen vykazovali vyS$i parametry z hlediska kvality ejakuldtu, pfi€¢emz napiiklad objem

ejakulatu byl u pokusné skupiny o 0,20 ml vysSi oproti kontrolni skupin€, ve které byla
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prumérna hodnota 1,32 ml. Progresivni pohyb spermii byl oproti kontrolni skupiné¢ 0 8 %
vyssi, pficemz kontrolni skupina méla progresivné se pohybujici spermie na trovni 80 %.
Vyvazena vyziva dale také udrzuje a zvySuje sekreci gonadotropint, a tim zvysSuje podil
morfologicky normalnich spermii. Oproti tomu nedostatetné zasoby zivin snizuji rust
areprodukci u hospodarskych zvitat. Poskytovani nizce kvalitnich krmiv snizuje podil
morfologicky normalnich spermii a zvySuje podil nezralych spermii. Bylo prokézano,
ze pokud krmivo neni dostatecn¢ bohaté na bilkoviny (podvyziva bilkovin), tak negativné
ovlivituje morfologii a motilitu spermii, dale vlivem nedostatku bilkovin dochazi k depresi
rustu varlat a potlaceni spermiogeneze. Vyziva biezich ovci chudéd na bilkoviny a energii se
projevuje snizenym poctem Sertoliho bunék varlete, a tim snizenim budouci kapacity pro
produkci spermii a plodnosti u novorozenych jehnat. Dale bylo prokazano, ze podvyziva
zpusobuje snizenou sekreci luteiniza¢niho a folikulostimula¢niho hormonu, coZ se projevuje

zpomalenim rustu varlat u jehnat (Gebre 2007; Smith et al. 2010).

3.2.3.6 Metoda odbéru ejakulatu

U malych ptezvykavci, tedy i berana a kozla se ejakulat odebird pomoci dvou
moznych metod, a to odbérem do umélé vaginy (AV) nebo pomoci elektroejakulace. Metoda
elektroejakulace funguje na principu zavedeni sondy nebo elektrody do rekta, pfi¢emz
elektricky proud stimuluje sympatické nervy postupnym zvySovanim napéti, nasledkem cehoz
dochazi k ejakulaci. Obdobi elektrické stimulace se stfida se stejné dlouhym obdobim
odpocinku tj. 3- 5 s (Stafford 1995). Dalsim zptisobem je odbér ejakulatu pomoci AV. Um¢éla
vagina sestava z vné&jSiho valce, vnitini vlozky a sbérace, ktery je ze skla ¢i plastu a slouzi pro
zachyceni odebraného ejakulatu. Pfed odbérem dochazi k desinfekci vSech €asti umélé vaginy
a jejich naslednému sestaveni. Mezi vné&j$i valec a vnitini vlozku je napusténa tepla voda.
Teplota vody uvnitf umélé vaginy je ovlivnéna fyziologickymi podminkami v pfirozené
vaging (41- 42 °C). Piili§ vysoka teplota mize zpusobit poranéni penisu. Berani a kozli jsou
odebirani do umélé vaginy skokem na fantom (Wulster-Radcliffe et al. 2001). Odbeér
S pouzitim um¢lé vaginy je upfednostiiovanou metodou, ale tato metoda vyzaduje trénink.

Elektroejakulace se nejvice pouziva jako piijatelna alternativa Kk bezpe¢nému
a opakovanému odbéru ejakuldtu pro nezkuSené samce, ktefi nejsou nauceni odbéru pomoci
umélé vaginy. Ve vyzkumu byl odebirdn ejakuldt berana a kozla do umélé vaginy
a elektroejakulaci ve stejny den. Ejakulaty byly po odbéru zamrazeny a pro hodnoceni zase
rozmrazeny. Hodnoceni se tykalo pohybu spermii a bylo provedeno metodou CASA, pficemz

u berant byla pohyblivost spermii vy$si u vzorkli odebranych pomoci umélé vaginy oproti
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ejakulatu ziskanému elektroejakulaci. Bylo zji§téno, ze metoda odbéru negativné ovlivnila
kvalitu spermii po rozmrazeni u beranti, ale nikoliv u kozla. Dale probéhlo hodnoceni pomoci
pratokové cytometrie, pii které byla hodnocena zivotnost spermii, stabilita membrany spermii
a aktivita mitochondrii U rozmrazené¢ho ejakulatu, pficemz horsi vysledky mély ejakulatu
odebrané pomoci elektroejakulace oproti ejakulatim odebranym do umélé vaginy. V ramci
mezidruhového srovnani vykazovaly horSi vysledky vzorky odebrané od berand oproti
vzorkiim od kozlt a to bez ohledu na zpusob odbéru. To muize vést k zavéru, Ze sperma
berant a kozlt ma odlisnou odezvu na proces kryokonzervace v zavislosti na pouzité metod¢
odbéru ejakulatu, jelikoz vzorky ejakulatu byly hodnoceny po rozmrazeni. Néktefi autofi
uvadéji, ze ejakulat odebrany od kozli pomoci eletroejakulace je vice rezistentni vici
poskozeni mrazem oproti ejakulatu odebranému pomoci umélé vaginy (Jiménez-Rabadan et
al. 2016).

Odbér pomoci elektroejakulace miize pozménit sekre¢ni Cinnost jedné ¢i vice
pfidatnych pohlavnich Zlaz, nasledkem cehoZz dochédzi ke zméné sloZeni semenné plazmy,
pfi¢emz i slozeni bilkovin a jejich koncentrace se mize lisit v zavislosti na zptsobu odbéru.
Néekteré tyto bilkoviny mohou hrat klicovou roli pfi prevenci chladového Soku. Pii zméné
koncentrace bilkovin muze dojit k ovlivnéni kryorezistence vzorkd spermii (Juyena

& Stelletta 2011).

3.2.4 Metody hodnoceni ukazateli ejakulatu

3.2.4.1 Makroskopické vysetieni ejakulatu

Makroskopické vysetfeni ejakulatu se provadi u cerstvého spermatu ihned po odbéru
(Gam¢ik & Kozumplik 1984).

Makroskopické vySetfeni ejakulatu spo€ivd ve vizualnim posouzeni jeho objemu,
barvy a konzistence. Dale se v ramci tohoto vySetfeni hodnoti pH, hustota a pach. Toto
posouzeni ma do urcité miry diagnostickou hodnotu pfi posouzeni funkénosti piidatnych
pohlavnich zlaz, k odhadu koncentrace spermatu ¢i mozném poctu inseminacnich davek
vyrobenych z ejakulatu. Netypickéd barva miize signalizovat poSkozeni ¢i patologii vyskytujici
se Vv reprodukénim systému samce (Dhurvey et al. 2012).

Ejakulat berana by mél mit barvu mlécné bilou nebo jemné krémovou. Jiné zbarveni
ejakulatu signalizuje patologii. Rizova barva ejakulatu svédéi o pritomnosti krve, a to jako

nasledek poranéni penisu béhem odbéru ejakulatu. Infekce v reprodukénim traktu berana
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se projevuje Sedym nebo hnédym zbarvenim ejakuldtu. Pti odbéru semene elektroejakulaci
berani ¢asto moci, a pokud se mo¢ dostane do hodnoceného vzorku, mé ejakulat nazloutlou
barvu, zifedénou konzistenci a silné zapacha. Ejakulat zneCistény moc¢i by mél byt vyrazen.
Objem ejakulatu se méni v zavislosti na pouzit¢ metod¢ jeho odbéru. Vyssi objem ziskame
pomoci odbéru elekroejakulaci nez pomoci odbéru do umélé vaginy. Objem ejakulatu je
ovlivnén vékem a kondici berana, sezonou a frekvenci odbéri ejakulatu. Objem u dospélého
berana by mél kolisat mezi 0,5 az 2 ml, u mladych zvitat potom v rozmezi od 0,5- 0,7 ml.
Objem ejakulatu se zjistuje pomoci kalibrované nadoby, kterou miize byt odmérny valec ¢i

zkumavky nebo sbérace oznacené stupnici (Gamcik & Kozumplik 1984).

3.2.4.2 Mikroskopické vysetieni ejakulétu.

Do mikroskopického vySetieni patii veSkeré metody, které hodnoti koncentraci
spermii, aktivitu spermii, cizi pifimési, morfologii spermii, pfezitelnost a rezistenci spermii

(Gam¢ik & Kozumplik 1984).

3.2.4.2.1 Spektrofotometricka metoda

Spektrofotometry jsou pfistroje upravené pro méfeni koncentrace spermii a to jako
alternativa k ¢asové naro¢né&jSimu pouziti hemocytometrtt (Barszcz et al. 2011). Prestoze
metoda nezajistuje presné vycisleni spermii, relativné piesné vysledky lze ziskat, pokud jsou
pristroje dostateCné zkalibrované a spravné pouzité. Analyza pomoci spektrofotometru je
pomérné rychld a je k ni potfeba pouze malé mnozstvi vzorku. Néstroje a spotfebni material
jsou pomérné levné. Vyhodou této metody je i jednoduché proskoleni laboratornich technikd.
Z t&chto ditvodi je spektrofotometrie nejbéznéjsi metodou pro hodnoceni koncentrace spermii
Vv centrech pro zpracovani ejakulatu. Spektrofotometry jsou specidlni zafizeni, kterd pracuji na
principu méfeni intenzity svétla (Cardeal et al. 2017).

Metoda se pouziva pro kvantitativni méfeni pfenosu svétla roztoky. Vzorky spermatu
obsahuji mimo spermie i ¢astice nespermatické povahy jako rozpustné organické
a anorganické slouceniny. Vzorky predstavuji jakousi komplexni suspenzi, ve které nejsou
charakteristiky pfenosu svétla ureny pouze poctem spermii. Svétlo je forma
elektromagnetického zafeni, které mize byt pfenaseno suspenzi. MnoZstvi pfendseného svétla
souvisi s charakteristikami suspenze, coZ tvoii zaklad analyzy koncentrace spermii pomoci
spektrofotometrii. Pfi analyze koncentrace chépeme absorpci jako rozdil mezi intenzitou
svétla na pocatku a po prichodu suspenzi. Plati totiz, Ze mnozstvi svétla absorbované¢ho

suspenzi je primo imeérné koncentraci ¢astic v roztoku a délce drahy svétla. Graf koncentrace
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spermii dle absorbance vytvari piimku. VSe je zavislé na vinové délce, analyza se provadi za
pouziti monochromatického svétla. Pro hodnoceni koncentrace spermii u domacich zvitat jsou

pouzivany vinové délky mezi 500 a 650 nm (Brito et al. 2016).

3.2.4.2.2 Hemocytometrické vySetieni

Mezi nejstarsi metody hodnoceni koncentrace spermii patii pfimé spocitani spermii.
Jedna se o pomérn¢ jednoduchou a levnou metodu, pii které je hodnoceni spermii zalozeno
najejich piimé vizualizaci. Ztéchto divodd se tato metoda rozsifené pouziva
v andrologickych laboratofich. Tato metoda vyzaduje pouziti komor, ve kterych jsou bunky
pozorovany a pocitdny ve znamé oblasti, coz pak umoziluje vypocet poctu spermii na
jednotku objemu. Hemocytometry jsou nejcastéjSim typem komor, které jsou pouzivany
K manudlnimu podcitani spermii. Jedna se o tlusté podlozni sklicko obdélnikového tvaru,
pricemz uprostied se nachazi stred sklicka ve tvaru pismene ,,H”. Pismeno ,,H* definuje dvé
oddélené komory. Sklenéné kryci sklicko se drzi ve specifické vySce nad povrchem pocitacich
ploch hiebeny, které se nachazeji po obou stranach pismene ,,H*. Né&kteii vyrobci vyrabi
specialni hemocytometry, avSak standardni hloubka pocitacich komor je 100 um.
Hemocytometr se piipravi umisténim kryciho sklicka nad pocitaci mfizku. Pfiblizn¢ 10 pm
vzorku se aplikuje po obou stranach pocitacich komor do vyfezu ve tvaru pismene V, pii¢emz
kapalina je vtahovana do komurky na zaklad¢ kapilarniho Gi¢inku. Na kazdé pocitaci komiirce
je vyryta pocitaci miizka, k dispozici jsou rizné miizkové vzory a hemocytometry jsou potom
oznacovany nazvem miizkového vzoru (Brito et al. 2016; Hansen 2011).

Nejcasteji pouzivanym miiZkovym vzorem pro hodnoceni koncentrace spermii je
tzv. Neubauer. Neubauer je miizka, kterd je rozdé€lend do deviti velkych ¢tverct o velikosti
1 mm?. Ctverce umisténé ve ¢tyfech rozich mtizky jsou rozdé€leny do 16 menSich ctverci
(0,25 mm? nebo 0,0625 mm?), zatimco centralni &tverec je rozdélen do 25 malych &tverci
0 plose 0,2 mm? nebo 0,04 mm? (Jayme Barbedo 2013).

Dale je pouzivana Biirkerova komtrka. Biirkerova komurka je rozdélena na devét ctverct
o velikosti 1 mm? Ty jsou vymezeny tfemi nepferuSovanymi arami (Stverce Q). Kazdy
¢tverec Q je rozdélen na 16 mensich ¢tverct (0,2 mm? nebo 0,04 mmz). Miizka dle Thoma ma
centralni &tverec o rozméru 1 mm?, ktery je sloZeny z 16 mensich &tverct o plose 0,2 mm?

nebo 0,04 mm? (Brito et al. 2016).
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Obrazek 5: Moznosti pocitacich miizek. (Brito et al. 2016)

3.2.4.2.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je metoda, kterou lze sledovat fyziologii bunék. Jedna se
0 zdkladni metodu pouzivanou v oblasti bunécné biologie a biotechnologie, umoziujici
sledovat molekuly v Zivych ¢&i fixnich bunikach (Shahsavani & Yousefi 2018). Pomoci
fluorescencni mikroskopie lze naptiklad hodnotit integritu plazmatické membrany spermii,
mitochondrialni aktivitu, kapacitaci spermii a stav akrozomu. Jednd se o metodu, kterad
pfedstavuje alternativu pro prutokovou cytometrii (Magistrini et al. 1997). Fluorescen¢ni
mikroskopie vyuziva toho, ze buiiky, které jsou pfedmétem zajmu, fluoreskuji, tj. musi byt
schopné absorbovat energetické kvantum fotond a uvoliiovat energii emisi svétla respektive
fluorescenci. Fluorescence je emise svétla, ke které dochdzi v nanosekundach. Dochazi
k filtraci svétla s kratkou vlnovou délkou za tcelem vizualizace svétla s dlouhou vinovou
délkou. Dilezity faktor ovliviiujici funkénost fluorescenéni mikroskopie je tzv. Stokesiv
posun, coz je rozdil mezi vinovymi délkami emisniho a excitaéniho maxima. Stokestiv posun
urcuje silu fluorescence pro tzv. fluorofory, dobu fluorescence a intenzitu fluorescen¢niho
signalu, ktery lze z fluoroforu ziskat. Nazaklad¢ této skuteCnosti volime vhodna
fluorescencni barviva (Sanderson et al. 2014).

Fluorofory jsou latky, které jsou pouzivany v mikroskopii diky svym fluorescen¢nim
vlastnostem a schopnosti excitace (piesun elektroni z valencnich orbitald na vyssi
energetickou hladinu po dodani energie). V dusledku narazu fotonu na fluorofory dochazi

vlivem dodéani energie k excitaci fluorofort. Po ni maji fluorofory tendenci ztracet energii

vvvvvv
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valen¢ni orbital, jelikoz urcuje fluorescencni vlastnosti, excitatni a emisni vinovou délku.
Excitovany stav je nestabilni a molekuly v ném nejsou schopny setrvat dlouhou dobu.
Piechod elektronti na vyssi energetickou hladinu znazorniuje tzv. Jablonského diagram. Ten
popisuje zakladni stav (S0) a excitovany stav S1 a S2 (singletové stavy), pfiCemz S2 ma vyssi
energii nez S1 a S1 ma vyssi energii nez SO. V pribéhu emise setrvava elektron delsi dobu
Vv excitovaném stavu S1, jelikoz energetickd mezera mezi S1 a SO je SirSi oproti mezete mezi

S1a S2 (Ogundele et al. 2013; Lichtman & Conchello 2005).
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Obrazek 6: Schéma fluorescen¢niho mikroskopu (Lichtman & Conchello 2005)

3.2.4.2.4 Pocitatem asistovand analyza spermii (CASA)

V ptipadé pocitacem asistované analyzy spermii (CASA — Computer Assisted Sperm
Analysis) mluvime o automatizovaném systému (hardware a software), ktery vizualizuje
a digitalizuje po sobé jdouci obrazy. Jelikoz je plocha obrazu znama, lze vypocitat objem
a koncentraci spermii. CASA poskytuje pfesné a smysluplné informace o pohyblivosti
(motilité) jednotlivych bunék (Amann & Katz 2004). Posouzeni pohyblivosti spermii patii
mezi dulezité parametry jak pfirutinni analyze spermii, tak i v experimentalnich studiich.
Systém CASA umoznil objektivnéjsi hodnoceni motility spermii (Palacin et al. 2013).

Neékteré systémy CASA dokaZzi hodnotit soucasné motilitu a morfologii spermii.
Metoda muize byt mimo hodnoceni motility pouzita i pro pomérné nenakladné a piesné
odhady koncentrace spermii. Princip CASA je zaloZen na vizualizaci a digitalizaci po sobé
jdoucich snimkl spermatu pomoci mikroskopu (hardwaru), po nichz dochéazi ke zpracovani
a analyze obrazu andsledné identifikaci a pocitani spermii (software). Existuje nékolik

systtmli CASA pouzivanych pro analyzu zvifecich spermii, mezi systémy jsou rozdily

28



predevsim v hardwaru a softwaru (Amann & Waberski 2014). Systémy pouzivaji samostatné
mikroskopy s nastavenim, které je zabudovano ve specialné navrzeném zafizeni. Manualni
nebo automatické mechanické ploSiny se pouzivaji k umisténi vzorku na pozadovanou
soufadnici X/Y a pro nastaveni zaostfeni na ose Z. VétSina systémi vyuziva Sirokopasmové
osvétleni ve viditelném spektru, pficemz je vyuzivan mikroskop vybaveny negativnim
(pozitivnim) fazovym kontrastem. Snimky jsou nésledné zachyceny obrazovym snimacem
CCD. Snimky jsou zachycovany v ptilsekundovych periodach s pouzitim predem stanovené
frekvence pofizovani snimkut (napi. 60 MHz), ktera je regulovana pomoci spousté fotoaparatu
nebo trvanim impulsu osvétleni stroboskopem. VétSina systému CASA pouziva patentovany
software k detekci spermii a vytvaii tzv. centroid (tj. centralni bod na hlavé). Centroid se
pouziva pro sledovani trajektorii spermii. Detekce hlavy spermii je zaloZena na definovanych
parametrech, kterymi jsou naptiklad rozméry, jas, pocet pixelll. Zména téchto parametri mize
vyrazné¢ ovlivnit vysledné stanoveni koncentrace. Pouzivaji se rGzné algoritmy,
a to pro rozliseni spermii s kiizenou trajektorii nebo pro spermie, které se béhem hodnoceni
srazi. Dalsi algoritmy jsou pouzivany pro spermie, které vstoupi do hodnotici oblasti ¢i z ni
vystoupi v pribéhu hodnoceni. Vzorce, které se pouzivaji pro hodnoceni spermii, jsou
soucasti softwarového balicku. Oblast hodnoceni je dana zvétSenim, pficemz vyhodnocovany
objem je dan jesté hloubkou komory pouzité pro analyzu. Vypocty poskytuji vysledné
hodnoty popisujici pohyb. Jedna se o parametry kiivocara rychlost (VCL), primérna rychlost
(VAP), ptimocara rychlost (VSL), amplituda lateralniho posunu hlavy (ALH), linearita
ktivocaré drahy (LIN), pfimost primérné cesty (STR) a kmitoctova frekvence (BCF) (Brito et
al. 2016).
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Obrazek 7: Oznaceni jednotlivych spermii dle pohyblivosti pomoci CASA (Brito et al. 2016)
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Pfi pocitacové analyze spermatu (CASA) je k detekci spermii pouzivan software,
na obrazovce (obrazek 7) je potom vidét, které spermie jsou nepohyblivé (v tomto piipadé
oznacené Cernou teckou) Ci které jsou pohyblivé (oznaceny zelenou linii). Pocet spermii je
automaticky kvantifikovan. Je znama spousta faktordi, které ovliviuji vysledky CASA
systétmu. Bylo prokazéno, Ze zvétSeni, koncentrace spermii, rychlost snimani snimkd,
ptitomnost nespermalnich zbytkt, které jsou rozliSeny jako spermie a typ komory vyrazné
ovlivituji vysledky CASA. Proto je nutné vzorky vizualn€¢ pozorovat a piipadné zjisténé
problémy odstranit tipravou vzorku (Brito et al. 2016). Primarnim faktorem, ktery ovliviiuje
vysledky hodnoceni ejakulétu, je odborna zplsobilost pracovniki, ktefi musi byt proskoleni,

aby porozuméli systému metody CASA (Fraser & Group 1998).

3.3 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je laserova technologie, kterd umoziuje uzivateli zkoumat
fenotypové a morfologické charakteristiky jednotlivych bunék (Kendall & Riley 2002).

Je to metoda, kterd byla zavedena v analyze ejakulatu znovu na pocatku 80. let 20.
stoleti. Diky ni je mozné reprezentativn¢ analyzovat vzorek a to S ohledem na cely ejakulat.
Bylo zjisténo, Ze pro analyzu ejakuldtu je lepsi vyhodnocovat vyssi pocet spermii Vv fadech
tisici. Konven¢ni analyza pfedstavovana hemocytometrickou metodou a fluorescenéni
mikroskopii toto hodnoceni neumoziuje, ale lze ho dosdhnout s pouzitim pratokové
cytometrie. Ta umoznuje lep$i reprezentativnost analyzovaného vzorku, alespon ¢iselné,
nebot’ s touto technikou 1ze béhem nékolika sekund snadno vyhodnotit tisice spermii (Pena
2015). Prutokova cytometrie je metoda, ktera umoziuje rychlé a automatizované pocitani
velkého poctu spermii, dokonce 1 né€kolika desitek tisic. Schopnost rychlého pocitani spermii
v kombinaci se schopnosti vyloucit nespermatické komponenty ejakulatu a také dalsi bunééné
typy ¢ini priatokovou cytometrii velmi pfesnou metodou pro ur¢eni koncentrace spermii (Brito
et al. 2016).

Pritokova cytometrie vyuziva pii hodnoceni spermii a jejich oddéleni od jinych castic
jejich rozptyleni v suspenzi (Hafez 2000).

Rutinni pouziti pritokové cytometrie je omezeno relativné vysokymi naklady na
vybaveni, potfebou kvalifikovaného pracovnika a slozitosti metod, kterymi se pfipravuji
vzorky a hodnoti data. Dnes je tato metoda pouzivana spiSe pro vyzkumné ucely ¢i ovéteni
spravnosti jinych metod. I pfesto se pouziti této metody pro hodnoceni spermatu v poslednich

letech zvysilo (Brito et al. 2016).
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3.3.1 Princip

Pritokova cytometrie vyuziva detekci rozptylu svétla a fluorescenci jednotlivych
bunék K urceni koncentrace spermii v ejakulatu a fenotypové a morfologické charakteristiky
jednotlivych bunék. Aplikace vzorku je zaloZzena na piesnych objemech, a to z divodu
eliminace odchylek vzniklych pipetovanim, které se vyskytuji u jinych metod. Pfistroje pro
davkovani presnych objemt, jsou bud’ opatfeny pevné umisténymi elektrodami, které deteku;i
pokles hladiny kapaliny nebo vybaveny vysoce piesnymi injekénimi stiikackami pro
vstfikovani pfedem urenych objemtl vzorkii do systému. Pratokové cytometry vyuzivaji
hydrodynamickou nebo akustickou fokusaci, ktera umoznuje uspofadani nahodné
rozptylenych spermii ve vzorku do proudu, ve kterém jsou sefazeny za sebou. Pti prichodu
vySetiovaci komorou jsou pak vystaveny laserovému paprsku. Spermie, kterymi prochazi
paprsek, rozptyluji svétlo a pokud jsou obarveny fluorochromy, tak fluoreskuji. Na zakladé
rozptylu, Ize urcit velikost ¢astic a separovat spermie od ostatnich bunék a necistot (Brito et
al. 2016).

Hmotnostni cytometrie ptfedstavuje novy pfistup, ktery vyuziva pro oznaceni stabilni
izotopy kovi, jez jsou detekovany pomoci atomové hmotnostni spektroskopie. Pro analyzu
jsou pouzivany protilatky, které se navdzou na stabilni izotopy kovil a tim je oznadi.
Navézané protilatky jsou nasledné detekovany hmotnostnim spektrometrem. Samotna analyza
probiha tak, Ze jsou bunky vstfikovany do argonové komory, kde se ionizuji a atomizuji,
pricemz vytvafi iontovou mlhu, ktera je analyzovdna hmotnostnim spektrometrem. Ten méfi
obsah kovi v buiice. Vyhoda hmotnostni cytometrie spoc¢iva v sou¢asném hodnoceni vice nez
40 bunécnych parametrl, pficemz jsou rozliSeny jednotlivé buiky. Dalsi vyhodou je, Ze
hmotnostni cytometrie neni omezena na zkoumani jedné bunééné Grovn€ metabolismu, tedy
hladiny proteinu, posttranslacni modifikace a produkty proteolyzy mohou byt kvantifikovany
z jednoho experimentu. Nevyhodou hmotnostni cytometrie je, Ze béhem experimentu dochazi
ke zniCeni vSech analyzovanych bunék, které nemohou byt pouzity pro dalsi vysetieni (Cosma
etal. 2017).

Dalsi modifikaci pfedstavuje zobrazovaci prutokova cytometrie, ktera kombinuje
funkce pritokové cytometrie a fluorescencni mikroskopie. Zobrazovaci pritokova cytometrie
umoznuje multiparametrickou fluorescencni a morfologickou analyzu nékolika tisicii bunék.
Pritokovy cytometr je schopny zachytit obraz kazdé ¢astice, ktera prochazi detektorem. IFC
umoznuje hodnoceni morfologickych vlastnosti v jedné buiice i v populaci. Pomoci pratokové

cytometrie lze tfidit savci spermie dle pohlavi. Metoda je zaloZena na pfesném barveni DNA
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spermii fluoroforem, Hoechst 33342 ktery je specificky pro nukleovou kyselinu, pficemz
dochdzi krozliSeni subpopulaci X a Y. Zbarvené spermie se potom tfidi pomoci
vysokorychlostniho tfidice. FACS je fluorescenéné aktivovany bunécny tridi¢, ktery
umoziuje souCasn¢ barvit, analyzovat a tiidit bunky. Lze roztfidit az 8 000 spermii za
sekundu. T¥idéni tedy poskytuje subpopulace X nebo Y, pfi¢emz ty jsou shromazdény do
podptrnych médii a mohou byt pouzity pro umélou inseminaci ¢i oplodnéni in vitro. Toto
predurceni pohlavi lze vyuzit u spousty druht savcii predstavujici skot, ovce, kozy, prasata,

kocky, psi a dalsi (Garner 2006; Herzenberg et al. 2002).
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3.3.2 Hodnoceni spermii pomoci priitokové cytometrie

Pritokova cytometrie je pouzivana pro hodnoceni spermii z hlediska posouzeni vice
parametri soucasn¢, proto poskytuje spolehlivejsi vysledky, které umoznuji spolehlivejsi
odhad oplodnovaci schopnosti spermii (Pena 2015). Po provedeni této analyzy jsou spermie
obarveny a mnozstvi barviva absorbovano kazdou spermii je méfeno pritokovym
cytometrem, ktery je schematicky znazornén na obrazku 8. Informace o jednotlivych

spermiich lze ziskat diky tomu, ze jsou ze vzorku vstiikovany do uzavieného kanalku, kterym
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proudi tekutina (Graham 2001). Tekutina obsahujici buniky opousti uzavieny kanalek a
rozklada se v ur€ité vzdalenosti od trysky na jednotlivé kapky, z nichz kazda ma schopnost
udrzet jednu buniku. To je principem tzv. technologie jet-in-air. Velikost jednotlivych kapicek
zavisi na nastaveni pfistroje a velikosti otvoru trysky. Pohybuje se v rozsahu 40-200 mikront.
Proud kapicek potom prochdzi paprskem laseru, ktery zpusobi fluorescenci jednotlivych
barviv spojenych se spermii. Nevyhodou proudovych tridica (jet-in-air) je, ze kapicky
pohybujici se ve vzduchu poskytuji horsi optické rozliSeni v porovnani s kyvetovymi tiidici.
Vyhodou je vysoka rychlost téidéni. Pfi pouziti kyvetovych tfidi¢a (cuvette-based cytometer)
jsou bunky nuceny protékat kyvetou, kterd je opticky spojend s gelem, ¢imz je zajiSténa
interakce s laserem a dosazeni lepsiho rozliseni populace od pozadi (Schmid 2012).

Pti pritokové cytometrii se vyuziva fotonasobic, tedy detektor schopny zachytit i slabé
optické signély. Fotonasobi¢ spojeny s filtry umoziiuje prochazet pouze urcitym vlnovym
délkam svétla a umoznuje urcit, zda jednotlivé kapky obsahuji ¢i neobsahuji buniku, a pokud
bunku obsahuji, tak zhodnoti specifickou barvu, s kterou je burika spojena. Mimo toho, Ze je
stanovena pfitomnost ¢i nepfitomnost fluorescencnich skvrn spojenych s builkami, je
kvantifikovano i mnozstvi obarveni spojené s kazdou buiikou. Fluorescenéni sondy jsou
pritokovym cytometrem detekovany pouze ve spojeni s bufikami (Drummond 2013).
Fluorescen¢ni sondy, které nejsou navazany na buiky, nemusi byt pfed analyzou ze vzorku
vymyty, ale je lepsi barevny vzorek pfed analyzou pritokovou cytometrii promyt, aby se
sniZil tzv. signdl pozadi, coZ je fluorescence pozadi, kterou vidét nechceme. Analyza spermii
prutokovou cytometrie je zaloZzena na objektivnim méteni fluorescenéniho barveni spojeného
S buiikami objektivnim zplisobem. Touto metodou je mozné méfit desitky bun¢k za sekundu

a lze vyhodnotit vice fluorescen¢nich barev soucasné v ramci jednotlivych spermii (Graham
2001).

3.3.3 Hodnoceni jednotlivych parametria

3.3.3.1 Hodnoceni Zivotnosti spermif

V dnesni dob¢& existuji postupy, které vramci pritokové cytometrie soucasné
vyhodnocuji zivotaschopnost spermii, akrozomalni integritu a funkci mitochondrii. Pii této
analyze jsou zivotaschopné spermie definovany jako bunky, které maji intaktni plazmatickou
membranu. Tento parametr je hodnocen barvenim vzorku spermii, napf. propidium jodidem
(PI), coz je interkala¢ni Cinidlo ¢i jinymi barvivy (Gillan et al. 2005). Bunky, které maji

intaktni plazmatickou membranu, zabrani tomu, aby PI pronikal do buniky a barvil jadro.
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Oproti tomu buiiky, které maji poskozenou plazmatickou membranu, umozni pronikat PI do
buiky a vadzat se na DNA. Navazani ¢inidla na DNA zptsobi, ze bunky fluoreskuji ¢ervené
(Graham 2001). Stejné tak miize byt Zivotnost spermii hodnocena barvenim pomoci barviva
ethidium homodimer (EH), které stejn¢ jako PI pronika do bun¢k s poskozenou plazmatickou
membranou, navaze se na DNA a zpisobuje, ze bunky fluoreskuji rovnéz cervené.
Kombinace Pl a SYBR-14 je pravdépodobné nejrozsifenéjsim barvenim. SYBR-14 pronika
i do spermii s neporusenou membranou (tedy je membranové propustny) a zpasobuje u vSech
spermii zelenou fluorescenci. Pl nasledné pronikd do spermii S poruSenou membranou

a vytésni, respektive zhasne fluorescenci zptisobenou SYBR-14 (Anel & Paz 2010).

3.3.3.2 Hodnoceni mitochondrialni funkce

Hodnoceni mitochondriadlni funkce u spermii je provadéno pomoci mitochondridlni skvrny
zapomoci rhodaminul23. Barva je transportovana do aktivn¢ dychacich mitochondrii
a akumulace rhodaminul23 nasledné zptsobuje, ze mitochondrie fluoreskuje zelené. Tato
metoda neumoziuje na zaklad¢ zelené fluoreskujicich mitochondrii rozliSit riznou respiracni
aktivitu mezi mitochondriemi (Anel & Paz 2010). Dale byla pouzita mitochondrialni skvrna
JC-1, a to k separaci spermii, které maji $patn¢ funkéni mitochondrii, od spermii, které maji
vysoce funkéni mitochondrii. JC-1 pronikd rovnéz jako rhodaminl23 do mitochondrii
a zpusobuje fluorescenci funk¢nich spermii. V monomernim stavu fluoreskuje JC-1 zelené
stejné jako rhodaminl23, nicméné jak se zvySuje koncentrace JC-1 uvniti mitochondrie, tak
skvrna vytvari agregaty, které fluoreskuji oranzové. Je tedy mozné rozlisit buiky s vysoce
funkénimi  mitochondriemi  fluoreskujicimi  oranzové a buiky se slabé funkénimi
mitochondriemi fluoreskujicimi zelené (Gravance et al. 2000).

MitoTracker ptedstavuji skupinu nedavno vyvinutych barviv, ktera akumuluji a barvi
aktivni mitochondrie. Vyhodou je, Ze jsou vysoce specifickd, dostupna v Sirokém rozsahu

emisni fluorescence a né€kolik z nich je fixovatelnych, coz umoziuje oddaleni analyzy (Anel

& Paz 2010).

3.3.3.3 Hodnoceni akrozomu spermii

Béhem procesu spermatogeneze dochdzi ke kontinudlni modifikaci spermii, zrani
spermii v nadvarleti a jejich kapacitaci v sami¢im pohlavnim traktu. Pouze spermie
po kapacitaci jsou schopné akrozomalni reakce a maji schopnost penetrovat zonu pellucidu

vajicka (Tulsiani et al. 1998). Obvykle dochazi k akrozomalni reakci v ampuli vejcovodu.
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Oxidacni stres aktivovany chlazenim nebo mrazenim zplsobuje nerovnovédhu mezi
reaktivnimi formami kysliku a antioxidanty, které¢ hraji dulezitou roli pii fyziologickych
procesech spermii, jako jsou kapacitace, akrozomaélni reakce a oplodnéni vajitka. Castou
pti¢inou neplodnosti samct je absence ¢i nedostatek spermii s intaktnimi akrozomy (Carretero
et al. 2015).

Stav akrozomu miZze byt posuzovan na zivych builkkdch nebo na obarveném natéru
spermii. Po obarveni zivych spermii mtze ihned dojit k jejich hodnoceni pomoci mikroskopu
nebo pomoci prutokové cytometrie. Existuje n€kolik barvicich metod, které se pouzivaji pro
barveni akrozomalni oblasti, pficemz nedochazi k obarveni postakrozomalni oblasti hlavicky
spermie. Pro barveni akrozomalni oblasti Ize pouzit Giemsovo barveni ¢i Schiffovo cinidlo,
kterd jsou vhodna pro spoustu ZivociSnych druhti. Pfi pouziti Giemsova barveni mohou byt
pozorovany Ctyfi ruzné modely spermii V piipadé obrazové pritokové cytometrie, (LAR:
neobarvena oblast akrozomu a postakrozomalni oblast), zivé spermie s neposkozenym
akrozomem (LAI: rizovy akrozom a neobarvend postakrozomadlni oblast), mrtvé spermie
s akrozomem, u nichZ prob¢hla akrozomdlni reakce (DAR: neobarveny akrozom, a tmava
postakrozomalni oblast), mrtvé spermie s neporusenym akrozomem (obarveny akrozom
a tmava postakrozomalni oblast. Bic¢iky spermii jsou také diferencované, u zivych rtzové
zbarvené, u mrtvych tmaveé zbarvené. Pomoci vySe popsanych metod, 1ze odhalit pouze
pfitomnost ¢i nepfitomnost akrozomalniho obsahu, proto je moZzné pomoci nich vyhodnotit
pouze dokonené akrozomdlni reakce. Vyvoj metody trojitého fluorescencniho barveni
umoznil sou€asné vyhodnoceni Zivotaschopnosti spermii a neporusenosti akrozomu. Pri
pouziti prutokové cytometrie vSak muze dojit k diskriminaci zivych spermii s porusenou
plazmatickou membranou, chybé pii rozliSeni spermii s poSkozenym a neposkozenym
akrozomem a k chybnému rozpoznani specifickych ¢astic spermii od ¢astic nespermatickych

(Budai et al. 2014).

3.4 Metody mraZeni spermatu

Tolerance spermii hospodaiskych zvifat vi¢i zmrazeni se méni podle jejich
specifickych vlastnosti, jako jsou velikost a tvar spermii a slozeni lipidd. Neni proto mozné
vyvinout jednotny standardizovany postup mraZeni spermii riznych ZivociSnych druhi.
Proces zamrazeni spermatu umoziuje dlouhodobou ochranu genetickych zdroji u malych

ptezvykavell a rozsifeni umélé inseminace (AI) v denni produkci. Na rozdil od berant
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obsahuje semenna plazma kozlti fosfolipdzu A, kterd je produkovéna bulbouretralnimi
zlazami a ktera mize ovlivnit negativné Zivotaschopnost spermii po interakci s mlékem c¢i
vajeCnym  zloutkem. LepSich vysledki kryokonzervace bylo dosazeno V obdobi
rozmnozovani, kdy dochazi k poklesu uvoliiovani fosfolipdzy A bulbouretralnimi zldzami
(Ferreira et al. 2014). V soucasné dob¢ se jako fedidlo pro mraZeni ejakulatu pouziva soéjovy
lecitin, ktery pro ejakulat kozli predstavuje Zivotaschopnou alternativu fedidel zivociSného
puvodu. Jako nahrada tradicniho mraZzeni ejakulatu muze byt pouzita vitrifikace nebo
lyofilizace (Dessole et al. 2010).

Lyofilizace je proces, pii kterém dochdzi k suseni bunék mrazem. Principem
lyofilizace je sublimace ledovych krystalkti ve vzorku, nedochazi tedy k pfimému ptrechodu
mezi kapalnym a plynnym skupenstvim, ktery byva casto spojen s poskozenim bunégk.
Zmrazeni ejakulatu je provedeno v lyofilizatoru, béhem prvotniho suseni dochazi ke sniZeni
tlaku a aplikaci tepla na vzorek, ¢imz se iniciuje sublimace, pfi¢emz vypary prochazeji
otvorem v uzavéru. Konec primarniho suseni nastava, pokud jsou vSechny ledové krystalky ze
vzorku odstranény. Sekundarni suSeni se uskutec¢ituje zvySenim teploty a snizenim parcidlniho
tlaku vodni pary v nadobé, vysledkem je lyofilizat spermii (Lufio et al. 2014). Vyhodou
lyofilizace jsou niz§i naklady, absence tekutého dusiku a nasledny maly prostor pro
skladovani spermii (Shahba et al. 2016). Nevyhodou lyofilizace je, ze zpusobuje
nepohyblivost spermii a poSkozeni jejich membrany. Nepohyblivé spermie mohou byt sice
aplikovany do vajicka pomoci intracytoplazmatické injekce spermii (ICSI), ale protoze se
jedna o vysoce komplikovanou metodu, nelze ji aplikovat jako alternativu umélé inseminace
(Keskintepe & Eroglu 2014).

Dalsi alternativu tradi¢ni kryokonzervace predstavuje vitrifikace, coZ je metoda, ktera
nevyzaduje pouziti kryoprotektanti pouzivanych u konven¢niho mraZzeni spermatu. Principem
je Sokové zmrazeni ponofenim suspenze spermii ptimo do tekutého dusiku (-196 °C), pficemz
dochazi k tuhnuti zivych bunék bez tvorby ledovych krystalki. Piedpoklada se, Ze tak dochazi
k mensimu poskozeni spermii (Slabbert et al. 2015). Arando et al. (2019) provedli studii, ve
které porovnavali motilitu spermii, akrozom a DNA u cerstvého, rozmrazené¢ho
a vitrifikovaného ejakulatu berand. Zjistili, ze po vitrifikaci vyznamné klesa motilita spermii,
ktera se pohybovala od 2 do 7 %, naopak u Cerstvého ejakulatu byla pohyblivost nejvyssi
(92,2 %) a stiedni hodnotu pohyblivosti vykazovaly spermie urozmrazeného ejakulatu
(42,2 %). Neporusenost akrozomu spermii byla zachovana u Cerstvého ejakulatu,
U rozmrazené¢ho spermatu se vyrazné snizila a ve vitrifikovaném vzorku byla téméf nulova.

Rozdily v DNA nebyly vyznamné u jednotlivych vzorkl. Proces mraZeni ejakulatu u malych
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prezvykavci se stale optimalizuje, jelikoZ jsou spermie nachylné k velmi nizkym teplotam a
ty nasledn¢ zpusobuji jejich poskozeni (Lv et al. 2018).

Mrazeni kozliho a beraniho ejakulatu je komplexni proces. Vyslednou kvalitu
ejakulatu, a tim i UspéSnost nasledné umeélé inseminace (Al) ovliviiuje cela fada faktort.
Spermie kozli vyzaduje zvlastni podminky pro maximalizaci zivotaschopnosti a plodnosti po
rozmrazeni. Proces mrazeni ejakuldtu kozli a jeho nasledné rozmrazeni snizuje
zivotaschopnost spermii, stejn¢ jako u ostatnich druhti hospodarskych zvirat. Obecné plati, ze
piiblizné¢ 50-60 % populace spermii piezije kryokonzervaci. Pokud pocet pln¢ funkénich
spermii klesne pod pozadovanou hranici, pak je plodnost negativné ovlivnéna. Mira
oplodnéni pifi pouziti rozmraZzené¢ho kozliho ejakulatu se po intravaginalni Al pohybuje
vrozmezi 7-79 % (Bispo et al. 2011). Procentualni plodnost po pouziti rozmrazeného
ejakulatu kozld v riznych zemich je prezentovan v tabulce 5. Mezi faktory ovliviujici kvalitu
ejakulatu, patii stejné jako u Cerstvého semene sezoOna, plemeno, veék kozli a pracovni

postupy zvolené pro praci se vzorkem (Gangawar et al. 2016).

3.4.1 Obecny postup

Procesu mrazeni beraniho i kozliho ejakulatu ptedchéazi posouzeni kvality ejakulatu.
Po posouzeni dochdzi k fedéni pomoci fedidel, kterd mohou byt na bazi Tris, fruktozy,
glukdzy, kyseliny citronové, glycerolu, antibiotik a Zloutku. Redéni je mozné provést
jednostupiiovou nebo dvoustupiiovou metodou. U dvoustupiiové metody je ejakulat ziedén
fedidlem, které neobsahuje glycerol, a nasledné je ptidano fedidlo glycerol obsahujici.
Pii jednostupniové metod¢ je ejakulat pred ekvilibraci fedén pii nizké teploté fedidlem
obsahujicim glycerol. Po zfedéni dochazi k pomalému ochlazeni (minimdlné¢ béhem 1,5-2
hodin) spermatu ovci na teplotu 5 °C. Zchlazené sperma je ekvilibrovano pii teploté 5 °C po
dobu 2 az 4 hodin. Béhem ekvilibrace se spermie prizptisobuje redukovanému metabolismu.
Ekvilibraéni proces zptlisobuje, ze kryoprotektanty (pfedevSim glycerol) vstupuji do bunék.
Dochézi k vytvoteni rovnovazného stavu mezi extraceluldrni a intracelularni koncentraci
glycerolu ¢i jinych osmoticky aktivnich latek. Po nastoleni rovnovéhy je ziedény ejakulat
ulozen v peletach (0,1-0,2 ml) a mrazen na povrchu suchého ledu (-79 °C) po dobu 2-4
minut. Chlazené sperma muze byt zmrazené také v pejetich s pouzitim automatického
mraziciho stroje, v némz je rychlost mrazeni -8 °C/ min. Dale mohou byt pouZzity chlazené
nosice, pfi jejich pouziti se pejety 7-10 minut pfedem namrazi 4-6 mm nad kapalnym

dusikem (-75 az -125 °C). Nakonec se pfedem zamrazené sperma ponoii do kapalného
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dusiku. Pejety se obvykle rozmrazuji béhem 30—60 sekund ve vodni lazni 0 35-40 °C. Pelety
se oproti tomu rozmrazuji v predehifatém rozmrazovacim roztoku (mokra cesta). Dale
se pelety mohou rozmrazit suchou cestou, s pouzitim suchych sklenénych tub. V piipadé
mrazeni kozliho ejakulatu, maze byt glycerol doplnén ve dvou krocich. Kone¢né koncentrace
glycerolu je 67 % (beran 46 %). Ejakulat kozla je zbaven nezadoucich slozek plazmy, jinak
vSe probihd obdobné jako ptfi kryokonzervaci ejakulatu berana. Pfi koncentraci spermii
80-500 x 10° spermii/ml lze u zmrazenych spermii kozli dosahnou pfijatelné plodnosti

(Lv etal., 2018).

Tabulka 5: Celkova plodnost s pozitim mrazeného ejakulatu na rtznych mistech svéta

(Gangawar et al. 2016)

Procentualni plodnost (%) Koncentrace spermii na davku
Spanglsko 43,6 200 x 10°
Francie 60-83,5 120 = 10°
Recko 66,6 80 x 10°
Austréalie 46,7 60 x 10°
Norsko 73,6 75 x 10°
Jizni Afrika 56 75 x 10°

3.4.2 Redidla a komponenty pouZivané p¥i mraZeni ejakulitu

Nejcastéji pouzivany prostiedek pro kryokonzervaci kozliho ejakulatu je vajecny
Zloutek ¢i odstfedéné mléko. U obou vSak bylo prokazano, Ze mohou poSkozovat spermie.
Kozli spermie jsou nachylné k biochemickym a fyziologickym procesim, ke kterym dochazi
béhem mraZeni a rozmraZeni ejakulatu. V semenné plazmé jsou presto pfitomny specifické
faktory zabranujici poSkozeni zplsobenému kryogennimi postupy. Bylo prokazano,
ze spermatické buiky udrzuji svou zivotaschopnost, pokud jsou zfedény Zloutkovym médiem
po odstranéni semenné plazmy. Pokud je vSak celistvy ejakulét piidan do zloutkového média,
dochézi ke koagulaci a spermie umira vlivem enzymu fosfolipaza A, ktery je soucasti sekretu
bulbouretralnich zlaz, jez je znamy jako enzym koagulujici vajeény Zloutek EYCE (Gangawar
et al. 2016). Nunes et al. (2007) uvedli protein (SBU IlI) bulbouretralniho ptivodu, ktery
snizuje po kryokonzervaci vitalitu spermii pti pouziti fedidel na bazi mléka.

Pro mrazeni ejakulatu se ukazalo jako optimalni pouziti fedidla na bazi Tris S obsahem

6 % glycerolu. Jako alternativa byla navrzena fedidla, kterd minimalizuji interakci spermii
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asemenné plazmy, kravské mléko bez lipidi, fedéni bez triglyceridi. Nasledné bylo
prokdzano, ze neexistuje znatelny rozdil mezi celistvym ejakulatem a ejakuldtem zbavenym
ur¢itych slozek. Redidla pouZivana pii kryokonzervaci jsou latky, které dodavaji spermiim
energii, zajistuji ochranu pfed biochemickym a fyzikadlnim poSkozenim a udrzuji vhodné
podminky pro pieziti. Redidlo pouzivané ke kryokonzervaci zahrnuje nepropustny
kryoprotektant (mléko, zloutkové médium), penetracni kryoprotektant (glycerol,
propylenglykol, dimethylsulfoxid), pufr (Tris), jeden ¢i vice cukri (glukoza, laktoza,
trehal6za), sul (citrat sodny), organickou kyselinu (kyselina citronova), antibiotika jako
penicilin a streptomycin (Purdy 2006).

Pro mrazeni ejakuldtu se nejcastéji pouziva fedidlo bez suseného mléka a fedidlo
na bazi Tris obsahujici glukozu. Riizné modifikace téchto fedidel byly zkoumény s riznymi
vysledky. Bylo zji$téno, ze komerén€ dostupné fedidlo na bazi s¢ji (Bioxcell®) je lepsi
nez fedidlo na bazi vaje¢ného Zloutku (Irvine TYB), a to predevsim z hlediska zachovani
motility mrazenych spermii pfi pouziti dvoustupiiové metody (Roof et al. 2012).

Jiménez-Rabadan et al. (2012) porovnavali u¢inky fedidel u rozmrazeného ejakulatu.
Bylo porovnavano komeréné vyrabéné fedidlo na bazi vaje¢ného Zloutku Biladyl (20 %
vajecného Zloutku, 7% glycerol) a fedidlo na bazi s6ji Andromed (ptisada na bazi soji a 7%
glycerol) s odstiedénym mlékem (7% glycerol). Zjistili, ze fedidlo na bazi ptipravku
vajeéného zloutku Biladyl a fedidlo na bazi s6ji Andromed je lepsi nez fedidlo na bazi
pii pouziti odstiedéného mleka (17,7 %), nejvyssi hodnoty vykazoval vzorek s komercné
vyrabénym piipravkem Biladyl (45,3 %) a stfedni hodnota byla zjiS§téna u ptipravku
Andromed (38,8 %). Pfi pouziti fedidla na bazi s¢ji (Andromed) bylo zjist€éno nejvyssi
procento spermii s neporusenym akrozomem (67,6 %), o néco méné spermii s neporusenym
akrozomem vykazovalo fedidlo na bazi vaje¢ného zloutku (61,3 %) a nejméné neporusenych
spermii bylo u odstfedéného mleka (53,5 %). Vysledky nékolika studii ukazuji, Zze Tris-
kyselina citronova poskytuje nejvyhodnéjsi pufrovaci systém a je neptizpisobivéjsi ke
spermiim kozl.

Vyznamnym faktorem ovlivilujicim spermie je pH. Zmény pH semene mohou vést
K bunéénému a subbunéénému poskozeni spermii. Pro zachovani zivotaschopnosti a oplozeni
schopnosti je nezbytné udrzovat vhodné prostfedi. Dilezitou roli hraje v tomto ohledu pufr
obsazeny v kryokonzervacnich prostedcich. Idedlni pufr by mél mit neutralni pH, vysokou
rozpustnost ve vodé, minimalni rozpustnost v ostatnich rozpoustédlech, minimalni G¢inky

na soli, vyssi iontové sily a chemickou stabilitu. Pufr zvySuje fyzikalni a chemickou stabilitu
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plazmatické membrany, pfiCemz neutralizuje kyseliny vznikajici béhem skladovani
(Gangawar et al. 2016). Bylo zjisténo, Ze hodnota pH ma vyznamny vliv na motilitu a dychani
spermii, pfi¢emz optimalni hodnota pH pro spermie kozli je 7,2 a pro spermie beranti 6-6,5.
Pii téchto hodnotach spermie vykazuji nejvyssi ptijem kysliku a nejvétsi pohyblivost (Purdy
2006; Fukushara & Nishikawa 2011; Bartoov et al. 1980).

3.4.2.1 Kuvalita ejakulatu po kryokonzervaci a rozmrazeni

Lopez Saez et al. (2002) zkoumali rizné G¢inky tii riznych typl fedidel na kvalitu
ejakulatu u berant pii skladovani za teploty 5 °C po dobu Sestnacti dni. Jako fedidlo bylo
pouzito odstiedéné mléko (M), TesT (TE) a fedidlo Tris-trehalosa (TR). Z parametru
ejakuladtu byla zkouména pohyblivost spermii a procento nepoSkozenych akrozomd.
Hodnoceni bylo provadéno kazdych 24 hodin a bylo zjisténo, ze nejvyssi pohyblivost byla
zachovana u vzorku ejakulatu s pouzitim fedidla TR (94,7 = 1,36 %), mensi hodnota byla
naméfena u fedidla TE (82,4 + 3,08 %) a stfednich hodnot potom dosahl vzorek s pouzitim
fedidla M (89,3 + 2,17 %). Nejvyssi procento spermii s neporusenym akrozomem bylo
prokéazano u fedidla M (98,3 + 0,83 %), zatimco nejnizsi procento bylo zjisténo pii pouziti
fedidla TR, kde bylo o vice nez 6 % spermii s nepoSkozenym akrozomem méné, stfedni
hodnotu potom vykazovalo fedidlo TE (93,4 £+ 2,5 %). Do média uréeného ke konzervaci se
pfidavaji slouceniny rizného charakteru, jednou z nich je trehaldza, coz je syntetizovany
disacharid pouzivany jako zdroj energie pro spermie a jako kryoprotektant. Bylo prokazano,
ze trehaldza chrani membrany bunck, a dale byl prokdzéan jeji pozitivni vliv na motilitu
spermii u zmrazeného ejakulatu kozli. Ve studii byl prokdzan i vyznamny vliv teploty
skladovani na kvalitu ejakulatu, pfi¢emz bylo zji§téno, Ze spermie skladované pfi teploté 5 °C
vykazuji vys§i parametry zivotaschopnosti a pohyblivosti po del$i dobu oproti spermiim
skladovanym pfi teploté 15 °C.

Soltanpour & Moghaddam (2014) zkoumali vliv fedidel, u kterych se lisilo
procentudlni zastoupeni glycerolu a Zloutku. Studie byla provedena na Ctyfech dospélych
beranech, pficemz ejakulat byl odebiran s pomoci umélé vaginy. Po odbéru byly vzorky
smichany s fedidly. Prvni fedidlo bylo nafedéno v poméru 1:3, obsahovalo 3,786 g Tris, 2,172
g kyseliny citronové a 1 g fruktézy ve 100 ml destilované vody, nasledné bylo doplnéno 5 %
(v/v) glycerolu a 5 % vaje¢ného Zloutku, penicilinem (100 000 IU) a streptomycinem
(100mg). Druhé¢ fedidlo bylo nafedéno také v obsahu 1:3, pficemz obsahovalo 2,71 g Tris, 1 ¢
kyseliny citronové a 1,4 g fruktdozy ve 100 ml destilované vody a dale doplnéno o 7 % (V/v)

glycerolu a 20 % vaje¢ného zloutku, penicilin (100 000 IU) a streptomycin (100 mg).
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Natfedéné vzorky byly zamrazeny a v tekutém dusiku a po rozmrazeni pii 37 °C bylo
posouzeno pH, Zivotaschopnost spermii a pohyblivost v pribéhu 3 dnt skladovani po
rozmrazeni. Tris ptsobil jako pufr zabranujici vykyvim pH, fruktéza a kyselina citronova
predstavovaly zdroj energie. U vajecného zloutku bylo prokazano, Ze ochranuje bunécnou
membranu béhem chlazeni a glycerol chrani spermie pied poSkozenim membrany béhem
procesu zmrazovani. Z vysledkt studie vyplynulo, ze fedidlo obsahujici 7 % glycerolu a 20 %
vajecného Zloutku prokazalo vyssi stupent ochrany spermii neZz fedidlo obsahujici 5 %
glycerolu a 5 % vajecného zloutku. Presnéjsi vysledky jsou zndzornény v tabulce 6. Déle bylo
prokdzano, Ze u rozmrazenych ejakulati s dobou skladovani klesd procento zivotaschopnych
spermii a snizuje se pohyblivost spermii, coz uvadi i Lopez Saez et al. (2002).

Afroz et al. (2008) zkoumali vliv fedidel, chlazeni a rozmrazeni na pohyblivost
spermii u Cernych bengalskych kozll. Pouzita byla tfedidla Tris a Triladyl, pfi¢emzZ po
natedéni se pohyblivost spermii pohybovala v rozmezi 75-76,67 % pro fedidlo Triladyl
a 73,33-80 % pro fedidlo Tris. Po ochlazeni nafedéného spermatu na 5 °C doslo k poklesu
pohyblivosti spermii u obou vzorkid. Ejakulaty, které byly nafedéné pomoci Triladyl
vykazovaly po 4 hodinach ekvilibrace pohyblivost 65-66,67 %, kdezto pfi pouziti Tris
dosahovala pohyblivosti az 70 %. Dobu ekvilibrace trvajici 4 hodiny uvadi jako optimalni
i Deka & Rao (1986). Poté byl ejakulat zmrazen ponofenim do tekutého dusiku a po
rozmrazeni dosahovala u fedidla na bazi Triladyl hodnota pohyblivosti rozmezi
38,33-43,33 %, oproti tomu pii pouziti fedidla na badzi Tris se pohybovali hodnoty
pohyblivosti spermii u rozmrazeného ejakulatu pouze v rozmezi od 6 do 6,67 %. Azawi et al.
(1993) vsak uvadi nejvyssi procento pohyblivosti spermii pravé pii pouziti fedidla na bazi
Tris, coZ je v rozporu s tim, co ve své studii zjistili Afroz et al. (2008).

V ramci mrazZeni ejakulatu byly vyzkouSeny riizné typy aditiv za ucelem delsi doby
skladovatelnosti a vyss§i prezitelnosti spermii po rozmrazeni. Azawi & Hussein (2013)
zkoumali vliv pfidavku vitaminu C a vitaminu E do fedidla na bazi Tris na Zivotnost spermii
beranii plemene awassi pii teploté¢ 5 °C, pfiCemz byly pouzity vzorky od Sesti dospélych
samcl. Kazdy vzorek byl rozdélen na tfi ¢asti, pfi¢emz jedna ¢ast byla obohacena pfidavkem
0,9 mg/ml vitaminu C, druhd cast byla obohacena o 1 mg/ml vitaminu E a tieti Cast
predstavovala kontrolu, tedy byla bez jakéhokoli ptidavku. Vzorky byly skladovany po dobu
peti dnti a kazdych 24 hodin byly spermie obsazené ve vzorcich testovany na motilitu,
vitalitu, abnormality spermii a defekty akrozomi. Vysledky studie ukazaly, ze vzorky
s ptidavkem vitamint C a E vykazovaly vys$i zivotaschopnost po dobu 120 hodin ve srovnani

S kontrolni skupinou. Vys$si procento abnormalnich spermii a defektl akrozoml vykazoval
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vzorek bez pridavkl vitaminu C, ve kterém se hodnoty pohybovaly od 37,6 do 71,5 %. Oproti
tomu u vzorku obohacené¢ho o vitamin C bylo procento vyskytu abnormalnich spermii
a defekti akrozomu pouze 18,8-52,8 %. Z vysledkt je ziejmé, ze pridavek antioxidanta jako
jsou vitaminy C a E do médii pouzivanych pro uchovani spermatu by mohl zlepsit kvalitu
a zivotnost spermii. Stejn¢ tak byl zjisStén pozitivni vliv pfidavku selenu bud’ individualné ¢i
v kombinaci s vitaminem E na parametry ejakulatu po rozmrazeni (Zubair et al. 2015).

Sarma et al. (2015) studovali vliv tfi riznych rychlosti mrazeni ejakulatu v tekutém
dusiku, pricemz ejakulat byl odebran z deviti dospélych kozli. RozliSeny byly tfi rychlosti
mrazeni: rychlost mrazeni I (od 4 °C do -5 °C rychlosti mrazeni 4 °C/min; od -5 °C do -110
°C pfi rychlosti mrazeni 25 °C/min a od -110 °C do -140 °C rychlosti 35 °C/min), rychlost
mrazeni I (od 4 °C do -12 °C rychlosti 4 *C/min; od -12 °C do -40 °C rychlosti 40 °C/min a
od -40°C do -140 °C rychlosti 50 “C/min), rychlost mrazeni III (od 4 °C do -10 °C rychlosti
5 °C/min, od -10 °C do -100 °C rychlosti 40 °C/min a od -100 °C do -140 °C rychlosti 20
°C/min). Ejakulat byl pfed hodnocenim rozmrazovan ve vodni lazni o teploté 40 °C po dobu
20 sekund. Byla studovana motilita spermii a procento Zivych spermii v zavislosti na rychlosti
mrazeni. V této studii byla pohyblivost spermii po rozmrazeni (69,73 + 1,19 %) a procento
zivych spermiich (75,37 £ 1,36%) nejvyssi pifi pouziti rychlosti mrznuti II. Z vysledka
vyplyva, ze procento pohyblivych a Zivych spermii je vyznamné vysSi pii rychlém zptsobu
mrazeni oproti metoddm pomalého mraZeni (I, III). Podrobné&jsi ptehled poskytuje tabulka 6.
Byrne et al. (2000) zkoumali vliv rychlosti mrazeni na kvalitu ejakulatu u Sesti dospé€lych
beranl. Spermie beranti jsou nejvice nachylné k poskozeni mezi teplotami -10 °C az -25 °C.
Cilem studie bylo zjistit, jak rychlost mrazeni v tomto kritickém teplotnim rozpéti ovlivni
fertilitu spermii. Byly pouzity dvé rizné rychlosti mrazeni, rychld (5 °C/min od 5 °C do
-25 °C) a pomala 0,5 °C/ min od 5 °C do -25 °C. PfiCemz i v této studii byly lepsi vysledky
spojené S vyssi rychlosti mrazeni spermii.

Dalsi z faktort, ktery mize ovlivnit kvalitu ejakulatu po procesu kryokonzervace je
metoda rozmrazeni. Nicolae et al. (2014) zkoumali vliv riznych rozmrazovacich metod na
kvalitu ejakulatu u péti dospélych beranti. Bylo pouzito pét variant rozmrazovani,
rozmrazovani pii teploté 90 ° C po dobu 2 sekund, rozmrazovani pfi teploté 75 °C po dobu 10
sekund, rozmrazovani pii teploté 75 °C po dobu 5 sekund, rozmrazovani pii teploté 50 °C po
dobu 30 sekund a rozmrazovani pii 39 °C po dobu 120 sekund. Vysledky studie ukazaly, ze
motilita a zivotaschopnost spermii byla vyznamné vyssi pfi pouziti nizSich teplot po delsi
dobu. Lepsi vysledky vykazovaly ejakulaty rozmrazené pii teplotich 39 °C a 50 °C
(pohyblivost 39 + 2,08 % pro 39 °C a 45 + 2,24 % pro 50 °C; Zivotaschopnost 45,61 + 1,83 %
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pro 39 °C a 52,47 + 2,25 % pro 50 °C) oproti ostatnim zptisobiim rozmrazeni, pii kterych se
pohyblivost spermii pohybovala od 10 % do 20 % a procento Zzivotaschopnych spermii
kolisalo od 7 % do 30 %.

Tabulka 6: Vliv tii riznych rychlosti mrazeni na kvalitu ejakulatu (Sarma et al. 2015)

pohyblivost spermii (%) Zivé spermie (%)
rychlost mrazeni [ 66,07 + 0,69 70,67 £ 0,75
rychlost mrazeni 11 69,73+ 1,19 75,37+ 1,36
rychlost mrazeni 111 66,47 + 1,04 71,83+ 1,24

Technika Al u ovei musi byt zvolena na zakladé typu pouzitého spermatu.
Rozmrazené sperma se nedoporucuje pouzivat pro intravaginalni inseminaci, ale miize byt
pouzito pro inseminaci intracervikalni. Vysledky plodnosti po intracervikélni inseminaci jsou
relativn€ malé, protoze pii pouziti intracervikalni inseminace se pouze malé procento spermii
dostane k vajicku. Vétsina spermii aplikovanych do kréku délohy je vlivem tlaku vyloucena
ptes vulvu nebo fagocytovana v reprodukénim traktu samic (O’Meara et al. 2005). Vzhledem
k anatomii délozniho hrdla ovci se pro umélou inseminaci da pouzit pouze velmi maly objem
ejakulatu. Dé€lozni hrdlo u ovce je dlouhé a je tvofeno pievazné pojivovou tkani, lumen je
velmi spletity vlivem piitomnosti cervikalnich krouzkl (4-7), které poskytuji fyzickou bariéru
pro vngjsi kontaminanty. Cervikalni krouzky ptedstavuji hlavni bariéru pro intracervikalni
inseminaci, jelikoz vlivem jejich zvrasnéni dochézi €asto k nesprdvnému nasmeérovani pipety
a pipeta je ziidka zavedena do cervikalniho kanalu na vice nez 1 cm (Kershaw et al. 2005).
Objem ejakulatu pouzivany pro intracervikalni inseminaci je men$i nez 0,25 ml
a obsahuje relativn& maly pocet spermii (0,2 x 10°%), z divodu zabrandni zp&tnému vytoku
ejakulatu. Velikost fedéni je v pfipadé intracervikalni inseminace omezena na 1:1 az 1:4, coz
pfedstavuje nedostatecnou ochranu ejakulatu vaéi chladovému Soku, ¢1 mrazovému
poskozeni. Nejvétsi vyznam ma v dnesni dobé laparoskopicka intrauterinni inseminace, pti
které je sperma aplikovano pifimo do lumen déloznich roht, coz je blize mistu oplodnéni
Vv porovnani s piedchozimi metodami. Diky laparoskopické inseminaci je mozné obejit
bariéru piedstavovanou kr¢kem déloznim a snizit mnozstvi ejakuldtu pouZivan¢ho pii Al.
Pocet spermii potifebnych pro inseminaci je mensi, pficemz objem davky je vyS$i, coz
umoznuje fedéni ejakulatu ve vySSim poméru, a tim lepSi ochranu spermii. Pti pouziti

vvvvv

genotypu. Pii spravném provedeni se GspéSnost této metody pohybuje v rozmezi 60—75 %. Al
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koz je velmi podobnd jako u ovci, je vSak mnohem snadnéj$i dosdhnout intrauterinni

inseminace pies délozni hrdlo, jelikoz to je daleko prostupnéjsi nez u ovci (Solti et al. 2012).

Tabulka 7: Vysledky hodnoceni rozmrazeného ejakulatu pii pouziti dvou rtznych fedidel

(Soltanpour & Moghaddam 2014)

Zivotaschopnost (%) progresivni pohyb (%)
vzorek 1 6,8 + 0,08 60,33 £2,79 57,2+2,76
vzorek 2 6,9 +0,07 65,5+ 2,44 61,45+2,43

44



4 Zavér

Cilem bakalatiské prace bylo podat uceleny piehled vybranych metod pouzivanych pro
hodnoceni kvality ejakulatu beranti a kozli. Hodnoceni ejakulatu beranti a kozli je v soucasné
dob¢ realizovano rutinnimi laboratornimi metodami, jejichZz nevyhodou je Casova narocnost
anepiesnost ziskanych vysledkii. Metoda prutokové cytometrie predstavuje inovativni
metodu, kterd neni soucasti rutinniho vysetfeni ejakulatu a je pouzivdna spiSe pro vyzkumné
ucely. Velky vyznam by meélo zavedeni pritokové cytometrie jako metody pro hodnoceni
ejakulatu v praxi, jelikoz presnéjsi vysledky poskytované touto metodou, by mohly
pfedstavovat pokrok v optimalizaci konzervace a rozmrazeni ejakulatu.

Kvalita ejakulatu po rozmrazeni a predeSlé kryokonzervaci se znaén€ snizuje
piedevsim z hlediska pohyblivosti, Zivotaschopnosti a poskozeni akrozomu spermii. Rychlost
zmrazeni arozmrazeni ovliviluje vySe popsané parametry, pfiCemz lepSi vysledky byly
zjistény pii pouziti vysoké rychlosti zmrazeni ejakulatu. Naopak pro rozmrazeni ejakulatu
byly vhodngjsi niz$i teploty a delsi doba rozmrazovani. Pozitivni vliv na kvalitu spermii byl
prokazan u nékterych aditiv, napiiklad selen, vitamin E a vitamin C. U kozla byl prokazan
negativni vliv enzymu produkovaného bulbouretradlnimi Zldzami kozla, fosfolipazy A, ktery
pfi reakci svajecnym Zloutkem ¢&i mlékem snizuje zivotaschopnost spermii. Enzym
produkovany bulbouretrdlnimi Zlazami kozla, fosfolipaza A, negativné¢ ovliviiuje
zivotaschopnost spermii pii reakci s vajenym zloutkem, ale u berana se nevyskytuje.

Aplikace inhibitoru fosfolipazy A by mohla ovlivnit Zivotaschopnost spermii u kozliho
ejakulatu po kryokonzervaci. Pfi¢emz optimalizace dalSich faktorti, pfedstavujicich rychlost
mrazeni a rozmrazeni ejakulatu, piidavek aditiv ¢i fedidel a pomér fedéni by mohly piinést

zefektivnéni procesu kryokonzervace u malych piezvykavci.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AV —um¢la vagina

CASA — pocitatem asistovana analyza spermifi

VCL — kiivocara rychlost

VAP — praimérna rychlost

VSL — pfimocara rychlost

ALH — amplituda laterarniho posunu hlavy

LIN — linearita kiivocaré drahy

STR — pfimost drahy

BCF — kmitoctova frekvence

IFC — zobrazovaci prutokova cytometrie

FACS — fluorescencné aktivovany bunéény tfidic

DNA — deoxyribonukleové kyselina

EH — ethidium homodimer

Pl — propidium jodid

LAR — neobarvena oblast akrozomu a postakrozomalni oblast
LAI — razovy akrozom a neobarvené postakrozomalni oblast
DAR —neobarveny akrozom a tmava postakrozomalni oblast
Al —umélé inseminace

ICSI — intracytoplazmaticka injekce spermii

M — fedidlo, odstredéné mléko

TE —fedidlo, TestT

TR —fedidlo, Tris — trehalosa
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Vzornik moZnych abnormalit vyskytujicich se u spermii (Lipensky et al. 2014)
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