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Optimalizace rozmrazovacich protokolti u kryokonzervovaného
beraniho spermatu plemene valasska ovce

Souhrn

Cilem diplomové prace byla analyza kvalitativnich parametrd kryokonzervovaného
beraniho spermatu (Valasské ovce) v zavislosti na pouZiti rliznych rozmrazovacich protokold.

S ohledem na horsi mrazitelnost inseminacnich davek u beran(, je dileZité optimalizovat
jak mrazitelnost, tak i rozmrazeni ddvek, aby bylo mozné zachovat co nejlepsi kvalitu spermatu
pro naslednou inseminaci.

Inseminacni davky pro tuto praci byly ziskdny od dvou beranl vyse uvedeného plemene.
Ejakuladt byl odebran vidy od obou beran(, a poté byly oba vzorky smichany a naredény
fedidlem AndroMed. Inseminacni davky byly mrazeny v polystyrenovém mobilnim mrazicim
boxu, kde bylo mozné kontrolovat vySku vzork( nad hladinou tekutého dusiku, a tim regulovat
mrazici kfivku. Rozmrazeni probihalo pfi teplotach 45, 50, 55 a 65 °C v intervalech 2,5, 8, 11 a
14 sekund. VSechny namérené hodnoty byly porovnany se standardem, ktery byl rozmrazen
pfi 38 °C po dobu 30 sekund.

Dle vyhodnocenych dat, které byly vyvhodnoceny v této diplomové praci bylo potvrzeno,
ze rozdilné teplotni gradienty a doba pfi rozmrazovani inseminac¢nich davek ma vliv na
kvalitativni parametry spermii. Pro tuto praci byly stanoveny hlavni kvalitativni parametry a
to: viabilita, mitochondridlni membranovy potencial, motilita a progresivni motilita.

Namérené hodnoty pfi teploté 45 °C se dle statistického vyhodnoceni nejvice blizily
vysledklim standardu. Vyssi teploty 60 a 65 °C v kratSim ¢asovém Useku rozmrazeni mély dle
pratokové cytometrie lepsi hodnoty nez standard, avsak dle statistického vyhodnoceni nebyly
statisticky vyznamné. Metoda CASA navic odhalila u téchto teplot naruseni progresivni
motility, coZ sniZuje potencial spermatickych bunék pro oplodnéni vajicek.

Pro praktické vyuziti v chovu hospodarskych zvirat je nejlepsi vyuziti standardni metody,
kdy probihd rozmrazeni pfi 38 °C. V externich podminkach by bylo pouZiti jinych teplot

slozitéjsi z hlediska dosazeni presné teploty a Casu.

Klicova slova: priitokova cytometrie, CASA, inseminacni davka, ovce, spermie



Optimizing thawing procedures of cryoconserved ram sperm in
Wallachian sheep breed

Summary

The present work aimed to analyze the qualitative parameters of cryopreserved
Wallachian ram sperm depending on the use of various thawing protocols.

Given the poorer freezing tolerance of insemination doses in rams, it is important to

optimize both freezing and thawing protocols to maintain the best semen quality for
subsequent artificial insemination.
The insemination doses for this work were obtained from two mature healthy Wallachian
rams with the use of an artificial vagina. On each semen collection day, ejaculates were
collected from both rams, then both samples were mixed and diluted with commercial semen
diluent AndroMed. Only good quality sperm was used for the insemination doses processing.
Processed insemination doses were frozen by a protocol previously optimized for Wallachian
ram sperm cryopreservation. Thawing of insemination doses took place at temperatures of
38, 45, 50, 55, or 65 °C at intervals of 2, 5, 8, 11, 14, or 30 seconds.

According to the obtained results, it was confirmed that various temperature gradients
during the thawing of insemination doses affect the post-thaw quality of sperm. For this work,
the main qualitative parameters were determined with the use of flow cytometry and CASA:
viability, mitochondrial membrane potential, mobility, and progressive mobility. All measured
values were compared with a standard thawing protocol (38 °C for 30 seconds).
Obtained results can be described shortly as follows: according to the statistical evaluation,
the standard protocol of thawing is the optimal protocol to thaw Wallachian ram sperm.

Only measured values at 45 °C turned out to be the closest to the results of the
standard. Higher temperatures of 60 and 65 °C with a shorter thaw time had numerically
better values compared to the standard according to flow cytometry data, but they were not
statistically significant by statistical evaluation. Furthermore, the CASA method revealed a
progressive impairment of motility at higher temperatures, which reduces the ability of
spermatozoa to fertilize eggs.

In conclusion, for practical use, | recommend using the standard method, as in outdoor
conditions, using other (especially higher) temperatures would be more difficult in terms of

achieving accuracy, and, therefore, unsafe for sperm cells.

Keywords: flow cytometry, CASA, insemination dose, sheep, sperm
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2 Uvod

Zduvodu vétsi intenzity Slechténi se inseminace stala béZnou soucasti chovu
hospodarskych zvifat. Z dlvodu biologické rozmanitosti je dllezité uchovani genetickych
material(, aby nedoSlo k zadniku nékterych plemen. Valasskd ovce byla zafazena mezi
genetické zdroje Ceské republiky kvali viastnostem a pvodu. Tyto ovce jsou €asto vyuZivany
pro udrzbu a obnovu horskych oblasti.

Jejich plemenitba probiha predevsim pfirozené, ale inseminace ma svoje benefity, mezi
které patfi maximdlni vyuZiti kvalitnich plemenikl, kontrola kvality spermatu, eliminace
pohlavnich chorob a dalsi. Z toho dlvodu je potfeba se zamérit na optimalizaci uchovani a
rozmrazeni inseminacnich ddvek u beran(, protoZe tato oblast neni tolik probaddna jako
naptiklad u byk(. Jediné tak mUZeme Uspésné uchovat a nasledné efektivné pouZit jejich

geneticky materidl.



3 Védecka hypotéza a cile prace

Je ptedpokladano, ze rozdilné teplotni gradienty pfi rozmrazovani inseminacnich davek
konzervovanych v tekutém dusiku ovliviuji  jejich kvalitativni ~ parametry.
Dilezitym bodem zachranného programu pulvodnich ceskych plemen ovci je dostatecny
reservoar kvalitnich inseminacnich davek dlouhodobé uchovavanych v tekutém dusiku
a uréenych k inseminaci. Manipulace s inseminaéni davkou pred inseminaci v tomto sméru
zasadnim zplsobem ovliviiuje kvalitu spermatickych bunék, a pfimo tak podmirnuje Uspésnost
samotné inseminace.

Cilem diplomové prace je analyza kvalitativnich parametri kryokonzervovaného

beraniho spermatu valasskych ovci v zavislosti na pouZiti riznych rozmrazovacich protokold.



4 Literarni reSerse
4.1 Valasska ovce

4.1.1 Historie

Valagské ovce se do Ceské republiky dostaly spolu s valadskou kolonizaci Karpat béhem
15.-16. stoleti na Uzemi Slezska a Beskyd. Posun chovu valasské ovce byl ukonéen v 18. stoleti,
kdy se zaloZilo nékolik salasi v Chfibech (Ochodnicky 1986., Milerski, 2016)

K zuslechtovani valasskych ovci dochdazelo na prelomu 40 — 50, let minulého stoleti.
Nékolik plvodnich zvifat bylo koupeno a zafazeno do vzorniku plemen ovci na ucelovém
hospodarstvi Vysoké Skoly zemédélské v Praze. Na Slovensku byl v roce 1992 zalozen Klub
chovatel( plvodnivalasky. Ten se zaméfil na vyhleddvani zvirat typové odpovidajicich plvodni
Valasce. Z této populace byl dovezen jeden plemenny beran, a ten se stal zdkladem pro
regeneraci Cerné varianty valasskych ovci u nas (Milerski, 2016).

K roku 2021 cini populace valasské ovce zhruba 1 000 bahnic, které jsou v aktivni
plemenitbé. Bahnice jsou rozmistény v 55 chovech. V plemenitbé je 124 berant (Matlova, et
al, 2021).

4.1.2 Charakteristika plemena

Valasska ovce se vyznacuje Zivym temperamentem, nendrocnosti a vysokou pfizplsobivosti k
extrémnim klimatickym podminkdam (Hordk a Treznerova, 2010). Jednd se o hrubovinné
plemeno s trojstrannou uzitkovosti (maso, vina a mléko), a radi se do skupiny capovych ovci
(Horak et al, 2004)

Je charakterizovdna mensim az stfednim télesnym rdmcem, konstituéni pevnosti,
vybornou chodivosti a pastevni schopnosti. Maji pevné konéetiny a tvrdou rohovinu paznehtu.
Hlava je vysoko nesena s vyraznym Zivym okem. USi jsou kratké a sméruji do stran. Rohy jsou
vétsinou Sroubovitého tvaru. Berani i bahnice jsou prevazné rohati. Zbarveni mlze byt rlizné
— bilé, edé, ¢erné nebo strakaté. Na hlavé a konéetindch se ¢asto vyskytuji €erné skvrny. Ziva
hmotnost bahnic se pohybuje kolem 40-50 kg a u berant dosahuje 50-65 kg (Milerski, 2016).

Je to pozdni plemeno s vyrazné sezonni pohlavni aktivitou. Jehnice se poprvé zapousti

ve véku 16.-18. mésice pti minimalni Zivé hmotnosti 32 kg (Hordk a Treznerova, 2010).
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4.2 Genetické zdroje zvitat v CR

Genetickym zdrojem pro zemédélské ucely je povazovana ¢ast biologické rozmanitosti,
ktera vznikd cilenym vybérem a pozdéji Slechténim vzemédélskych podminkach. Tyto
genetické zdroje neslouzi jen pro jejich produkéni vlastnosti, ale i pro jejich moZnosti reagovat
v budoucnu na nepredvidatelné udalosti, jako napfiklad nové choroby, zména klimatu
(Matlova, et al, 2021).

Rada Zivych organismd ma jedine¢né geny a vlastnosti, které mohou hrat vyznamnou
roli pfi Slechténi novych plemen. Cilem je uchovani genetickych zdrojd pro budouci potrebu,
protoze jsou zde zvirata, které nejsou momentdalné popularni mezi zemédélci a mohlo by dojit
k jejich zaniku. Mezi hlavni nastroje pro zachovu gend na mezinarodni Grovni patfi Umluva o
biologické rozmanitosti — Convention on Biological Diversity (Roudna, et al., 2007.,
Ministerstvo zemédélstvi, 2017).

Mezi dlouhodobé cile patfi udrzeni diverzity genetickych Zivocisnych zdroji pro
soucasné potreby i pro budoucnost aplikaci védecko-vyzkumnych a ekonomicky efektivnich
program(l zamérenych na jejich ochranu. Zachova ohrozenych a malopocetnych plvodnich
populaci hospodafskych zvifat a plemen, kterd maji historické a kulturni spojeni s CR
(Ministerstvo zemédélstvi, 2017).

4.2.1 Duvody pro zarazeni Valasské ovce

Valagska ovce byla zafazena do genetickych zdroj Ceské republiky predeviim pro jejich
jedinecné vlastnosti a plvod. Toto plemeno je velmi dobre prizpisobeno chovu v horskych
oblastech. Ma historicky a kulturni vyznam, protoZze je spjato s osidlovanim Karpat. Ovce
mohou byt vyuzity diky svym vlastnostem pro udrzbu a obnovu neoplocenych horskych
pastvin, které jsou vyznamné z hlediska botanického a krajinotvorného. V soucasné dobé je
nejvétsi hrozbou vyskyt vika obecného, ktery napadd stdda ovci a muize tak sniZovat jejich

populaci (Matlova, et al, 2021., Ministerstvo zemédélstvi, 2017).

4.3 Pohlavni ustroji samce

Pohlavni soustava samcl je soubor organu, ktery slouzi k rozmnoZeni a zachovani
konkrétniho druhu. U samcl jsou bud gonady neboli pohlavni Zlazy, dale vyvodné pohlavni
cesty a zevni organy (Horak, 2012). Anatomicky je pohlavni soustava beran( stejna jako u
ostatnich prezvykavca. Tvofi ji varlata, nadvarlata, chdmovod, pfidatné pohlavni zlazy a penis
(Pugh a Baird, 2012).
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Varlata — samdi parovy pohlavni organ, v némz dochazi k tvorbé spermii a pohlavniho
hormonu testosteronu. Ma vejcity tvar s ze strany je mirné zplostély. Hmotnost obou varlat u
dospélych samci se pohybuje kolem 200 — 400 g (Marvan a kol., 1998; Pugh a Baird, 2012).
Varlata jsou uloZena v Sourku, kde je hlavni funkci udrzet pohlavni organy v nizsi teploté, nez
je teplota téla, protoZze uvnitf téla je pfilis vysoka teplota, kterda neumoznuje tvorbu oplozeni
schopnych spermii (Cottle, 2010).

Nadvarle — zde dochazi ke shromazdéni a dozravani spermii. Ma tfi hlavni ¢asti — hlava,
télo a ocas. Hlava tvoti v hornim pélu nadvarlat a ocas se nachdzi na dolnim pélu, je ukoncen
nadvarletnim vyvodem (Hordak et al., 2004). Vyvod nadvarlat u berana, ktery ddle pfechazi
v chamovod dosahuje délky 52 — 58 cm (Cerveny, 2011).

Chamovod - je umistén podél nadvarlete smérem nahoru k tfiselnému kandlu.
V panevni dutiné dochazi k odklonu od cév a pokracuje dale samostatné, nez se oboustranné
chamovody pfiblizi, a nakonec se spoji v ejakulaénim vyvodu (Cottle, 2010).

Pridatné pohlavni Zlazy — nachdzi se v panevni oblasti u mocové trubice. Jejich sekrety
vytvari semennou plazmu. Skladaji se ze semennych vackd, které zajistuji cukry pro energii
potfebnou pro spermie. Ddle Zlaza pfedstojna, jinak také nazyvana prostata a bulbouretrdlni
zlazy, které tvofi sekret pro neutralizaci zbytk(l kyseliny mocové v mocové trubici (Véznik et
al., 2004).

Pyj — parici orgdn, ktery slouzi k transportu semene do pohlavniho Ustroji samice.
Zakladem je parové toporivé téleso, houbovité téleso pyje, mocova trubice a pomocné svaly.
Mezi pomocné svaly pyje patfi napfimovac a hladky zatahovac. Délka pyje béhem erekce je u

malych prezvykavcl 30 — 50 cm (Marvan et al., 1998)

4.4 Ejakulat

Ejakulat je tekutina sloZzena ze dvou hlavnich ¢asti. Skldda se z bunécéné slozky (spermie)
a z tekuté casti, kterou tvori semenna plazma. Ma druhové specifickou konzistenci, barvu i
pach. U malych ptrezvykavc( byva objem ejakuldatu mensi, ale je zde vyssi koncentrace spermii
(Marvan a kol., 1998). Objem beraniho ejakulatu je zhruba 0,5-2 ml, vnémz je 1,5-5,0 x 109
spermii na 1 ml (Cottle, 2010).

4.4.1 Spermie

Spermie jsou nejdllezitéjsi slozkou ejakuldtu. Druhové specificky je tvar a velikost
spermii. Sklada se ze dvou hlavnich ¢&asti, hlavicky a biciku. Celkova délka spermie je 50 - 80

pum. Hlavicka je dlouhd 5 — 10 um a bic¢ik 50 — 70 um. Hlavicka je zplosStéla a ma ovalny tvar.
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Uvnitf je kondenzovany chromatin, ktery obsahuje deoxyribonukleovou kyselinu
nesouci genetickou informaci. Pfedni ¢ast hlavi¢ky je kryta akrozomem (Jelinek a Koudela,
2003). Bic¢ik je spojen s hlavickou pomoci krcku, jehoz délka je 2 — 3 um. Obsahuje
mitochondrie a cytoskeletarni struktury, diky nimz umoznuje spermiim pohyb (Hafez a Hafez,
2000).

Zakladni ochranu celé spermie tvofi dvouvrstva cytoplazmatickd membrdana, ktera je
acidorezistentni a vysoce permeabilni. Cytoplazmatickd membrané nepropousti nékterd
barviva (eozin, fluorochromy). K poskozeni permeability miZe dojit pfi dlouhodobé konzervaci
spermii, coz mlze mit za nasledek sniZeni oplozovaci schopnosti (Jelinek a Koudela, 2003).

Pouze minimalni mnozstvi spermii se dostane do vejcovodu. Jen nékolik desitek spermii

se priblizi k vajicku, a pouze jedna se Ucastni oplozeni (Reece, 2011).
4.4.2 Semenna plazma

V ejakulatu ma semenna plazma nejvétsi objemovy podil, tvofi 70 - 75%. Hlavnim
ukolem semenné plazmy je vytvoreni idedlniho prostfedi pro spermie a ochrana pred
nepfiznivymi vlivy. Je zdrojem pro vyZivu spermii (Marvan a kol., 1998). Obsahuje bilkoviny,
minerdlni latky, cukry, enzymy, kyselinu citronovou a askorbovou a biologicky aktivni slozky
jako napftiklad prostaglandiny, estrogeny a androgeny (Jelinek a Koudela, 2003).

Semennd plazma je vyslednym produktem pridatnych pohlavnich Zlaz, varlat a
nadvarlat. Biochemické sloZeni plazmy se muze liSit mezi jednotlivymi druhy zvifat. Semenna
plazma je dllezitd pro preziti, metabolismus a transport spermii do samiciho pohlavniho
ustroji. U beranl je pH semenné plazmy mirné kyselé, tato vlastnost je druhové specificka
(Juyena a Stelletta 2011).

U semenné plazmy berani se objevuje nékolik dalSich specifik v porovnani s jinymi druhy
hospodarskych zvifat. Napfiklad u berant byly nalezeny specifické proteiny, jako napftiklad
Berdefensin a Ovispirin, které maji antimikrobidlni vlastnosti a mohou chranit sperma pred
patogennimi mikroorganismy. Dale byla zjiSténa vysoka koncentrace zinku v semenné plazmé

beran(, ktery ma vyznamny vliv na kvalitu spermii (Amiri, 2022).

4.5 Faktory ovliviujici kvalitu spermatu

Berani jsou narozdil od samciho pohlavi plodni béhem celého roku. Pfesto se béhem
roku kvalita spermatu méni. Berani ejakulat je nejkvalitnéjsi na podzim, coZ se mlze odrazit
na kvalité zmrazenych inseminacnich ddvek (Hordk, 1999). Ntemka (et al., 2019) uvadi, Ze
berani starsi 13 let si stdle zachovavaji vysokou kvalitu spermatu, pricemz roc¢ni obdobi

ovliviuje funkci membrany spermii a morfologii hlavicky.
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U beranl se pozoruje sezénni vliv na sloZzeni semenné plazmy. V letnich mésicich se

zvySuje koncentrace lipidd a hormon(, coZz maze mit vliv na kvalitu spermii (Amiri, 2022).
451 Vyiziva

Zhruba 6 tydn0 pred zahdjenim odbéru spermatu je vhodné berany pfikrmovat
(Menzies, 2015). Pro zlepSeni kvality a pohyblivosti spermii je vhodné beranim aplikovat
vitamin E a selen zhruba 6 — 8 tydn(i pfed zacatkem pfipousténi. Vhodné je i umoznit pfistup
na kvalitni pastvinu a pfikrmovat koncentratem s obsahem bilkovin. Idedlni kondice by méla
byt na Cisle 4 (Horak, 2012). V pfipoustécim obdobi musi byt vyZiva zvifat kvalitni. Musi se
doplriovat Ca, P a NaCl. Zakladem krmné davky je Stavnaté krmivo, seno, oves a dostatek vody.
Obsah bilkovin mize byt doplnén pomoci vi¢ich bobl (Menzies, 2015). U dospélych jedinc( je
velikost varlat snadno ovlivnitelnd vyZivou. Hmotnost varlat se mizZe pohybovat v rozmezi 100
— 800 g. Produkce spermii je ovlivnéna i velikosti obvodu Sourku. S narGstem varlat a vyssi
produkci spermii je i zvySovan poZzadavek na mnozstvi bilkovin a energie (Gootwine, 2016).

Dulezitd je i kontrola zubU, protozZe stav chrupu m{iZe ovlivnit pfijem krmiva (Axmann, 2012).
4.5.2 Zdravotni stav

Zasadni je kontrola zdravotniho stavu jedince. Pfed pfipousténim je vhodné berany
odcervit i vakcinovat. Dale je dobré ostfihat vinu z divodu spermiogenni ¢innosti a pohlavni
aktivity v dobé pfipousténi (Louda, 2001).

DuleZitd je i péce o paznehty. V pfipravném obdobi je potreba zajistit oSetfeni paznehta
(Hordk, 2012). Jakékoli naruseni zdravotniho stavu, které zplsobuje bolest mlze snizit
reprodukéni vykonnost. Berani s onemocnénim pohlavniho Ustroji by méli byt ihned 1é¢eni
nebo brakovani (Cottle, 2010). Probihd i kontrola pohlavnich organli, béhem které se
kontroluje velikost a konzistence varlat, nadvarlat, schopnost vysunuti pyje a Cdistota

predkozky (Louda a HegediiSova, 2009).
453 Vék

Beranci dosahuji pohlavni dospélosti ve véku 3 — 6 mésicl, zalezi vSak na plemeni,
zdravotnim stavu a vyzivé. Chovatelské dospélosti dosahuji ovce v 7 — 10 mésicich pfi dosazeni
zhruba 70% z konecné hmotnosti. Vrchol plodnosti je u ovci mezi 3 — 5 rokem Zivota. Po
dosazeni 6 let zac¢ina plodnost klesat (Kuchtik et al., 2007). Dle Horaka (2012) se rand plemena
zarazuji do chovu ve véku 8 — 10 mésicll a ostatni ve 12 — 18 mésicich. Vyznamnéjsim aspektem
néz vék je stupen télesného vyvoje a vyvoj varlat. Hassan (2009) uvadi, zZe byla zjisténa vyssi

aktivita spermii u berana starsich dvou let (75 — 76%) nez u rocnich beran( (68%).
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4.6 Odbér ejakulatu

Na odbér ejakulatu je potieba plemenika postupné navykat. Ukolem je napodobit situaci
jako pfi pfirozené plemenitbé. Pro tento Ucel mizeme pouzit fantom, jiného berana nebo ovci.
Navykdni na odbér spermatu by mélo byt postupné. Ndsledné se intervaly mezi odbéry

zkracuji. Béhem piipravného obdobi se i zvy3uje kvalita spermatu (Stolc el al., 2007).
4.6.1 Odbér semene do umélé vaginy

Vlastni odbér se provadi pomoci umélé vaginy, ktera se skldda z vnéjsiho valcovitého
plasté (tepelné odolného plastu) a mékké vnitini vliozky. Misto mezi vnéjsim plastém a vnitfni
vlozkou je naplnéno zhruba z poloviny teplou vodou (42 — 45°C), a zbytek je dofouknut
vzduchem. Vrchni vstupni ¢ast je vymazana parafinem nebo vazelinou. Sbérné misto pro
ejakulat je na druhém konci.

Ve chvili, kdy skoc¢i beran na fantoma, tak se penis mirné odkloni do strany a je vlozen
do umélé vaginy. U zacinajicich beran( je vhodné, aby mél na zacatku pfistup k fijici bahnici
(Cottle, 2010).

Odbér se vétSinou provadi 1 — 2x dennég, 5 dni v tydnu. U mladych nebo zadinajicich
beran( je tato frekvence nizsi. V pripoustécim obdobi |ze od jednoho berana ziskat v priméru

50 — 200 inseminacnich ddvek za tyden (Louda a Heged(iSova, 2009).
4.6.2 Odbér semene elektroejakulaci

Elektro ejakulace je metoda, pfi niz dochazi kvyvolani peristaltické kontrakce
pohlavnich vyvodnych cest. Prostfednictvim elektrickych impulzd se stimuluji panevni nervy.
Elektrické impulzy jsou vrozmezi 0 — 15 V. Pro jednotlivé druhy zvifat existuji specificka
schémata pro pozvolny narlst napéti. Nevyhodou této metody je pocdtecni investice do
vybaveni a pfipadna sedace nebo anestezie zvifat (Kos et al., 2019). Pro stimulaci beranu je
doporucena kfivka od vyrobce pfistroje pro malé prezvykavce, kde je nejprve potieba docilit
erekce, a nasledné ejakulace, to probiha vzestupné od 0,5 do 5V (po 0,5V) pfi celkovych 40
cyklech stimulace (Minitiilbe manual, 2018).

Dle studie se uvadi, Ze sperma ziskané pomoci elekroejakulace je vhodnéjsi pro
kryokonzervaci nez ejakulat odebrany pomoci umélé vaginy. Sperma odebrané pomoci umélé
vaginy mélo vyssi procento posSkozeni. Proti tomu odbér do umélé vaginy nebo pomoci
elektroejakulace nemd vliv na kvalitu semenné plazmy (Ledesma et al., 2015). Pomoci
elektroejakulace Ize ziskat vys$si pocet Zivych bunék bez poskozeni akrozomu (Jiménez et al.,
2005).
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4.7 Hodnoceni kvality spermatu

Odebrané sperma je nutné oznacit, a ihned premistit do laboratofe pro makroskopické
a mikroskopické posouzeni. Berani ejakuladt je charakteristicky mensim objemem, ten se
pohybuje od 1 do 1,5 cm? (Louda, 2001). Kvalita spermatu je Uzce spjata s ro¢nim obdobim.
V podzimnim obdobi byva kvalita nejlepsi, proto je vhodné pouzivat tyto inseminacni davky.
Na jare Ize pozorovat mirné zlepseni kvality spermatu, hlavné co se tyce jejich aktivity. Barani,
ktefi jsou chovani v inseminacni stanici mivaji vyssi kvalitu spermatu, nez berani pouzivani pro
pfirozenou plemenitbu (Louda a HegediiSova, 2009).

Je nutné brat ohled na variabilitu vysledkd mezi jednotlivymi laboratofemi. Za posledni
roky byla sniZzena chybovost diky automatickym systém(m, protoZe vétsSina analyz probihd
pomoci pocitace. Je zde vsak stale lidsky faktor, ktery muze ovlivnit vysledek. Jedna se

predevsim o manipulaci, fedéni, vliv prosttedi a dalsi (BalazZi et al., 2020).
4.7.1 Makroskopické posouzeni

Béhem makroskopického hodnoceni se posuzuje barva, zrnitost, zdpach a objem, ktery
zjistime pomoci pipety s pfesnosti 0,1 cm? (Louda, 2001). Objem ejakulatu by mél byt 0,5 —
2ml, maze byt ovlivnén vékem, plemenem, hmotnosti, rocnim obdobim nebo zplsobem
odbéru (Gamcik a Kozumplik, 1992).

Konzistenci a zrnitost posuzujeme pomoci dopadajiciho nebo prochazejiciho svétla.
Sperma by mélo byt nepridhledné, husté s vysokou viskozitou.

Barva spermatu by se méla posuzovat na dobrém svétle. Optimalni je krémova az
mlécné bila barva. V nékterych pripadech mlze byt barva aZ Sed3, to signalizuje pfitomnost
infekce. Sperma zbarvené Zluté nebo zelené znaci ptfimés hnisu, moce nebo nezadoucich
mikroorganismu. Takovy ejakuldt velmi zapachd a je znehodnocen. Nevhodny je i ejakulat
s pfimési krve (Louda, 2001., Gamcik a Kozumplik, 1992).

Pach nebo pfitomnost cizich prfimési posuzujeme senzoricky. Hodnotu pH zjistime
pomoci pH metru, nebo diagnostickymi prouzky (Kos et al., 2019). Hodnota pH u berana se
pohybuje v rozmezi 6,4 — 7,2. ZvySeni pH nad 7 znaci pokles koncentrace spermii. Odebrané
sperma ma zapach po beranovi (viné). Zména zapachu ukazuje na zménu kvality ejakulatu
(Gamcik a Kozumplik, 1992).

4.7.2 Mikroskopické vySetieni

Mikroskopické posouzeni nam umozni odhalit poskozeni, pohyblivost a abnormality
spermii (Aisen, 2004).
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Hemocytometrické stanoveni v kom(rkach je zakladni vySetfovaci metodou. Jedna se
o nejstar$i metodu manudlniho pocitani bunék. Tato metoda je velmi levna, ale casové
narocnd. V kazdé pocitaci komurce je vyryta mtizka, diky které si mizeme urcit dany sektor.
Vzor mtizky se muze liSit dle vyrobce. Pouzivaji se 3 typy komUrek — Birkrova, Neubauerova a
Thomova. Sperma se nejprve nafedi Hayemovym roztokem, nebo hypertonickym roztokem
NaCl k devitalizaci spermii a dikladné homogenizovat. Dle druhu zvifete fedime 100x nebo
200x. Naredény vzorek dame do komlrky a pozorujeme pod zvétSsenim 200x nebo 400x.
Pocitame spermie, které se nachazi uvnitf stanoveného sektoru. Diky spocitani spermii je

potom umoznén vypocet koncentrace. (Kos et al., 2019., Brito et al. 2016., Hansen 2011).
4.7.3 Pritokova cytometrie

Jednd se o Siroce pouzivanou metodu pro analyzu spermii a pomalu nahrazuje ¢asové
naroc¢né techniky, které jsou i s vétsi chybovosti. Jeji schopnost analyzovat vice charakteristik
spermii najednou z ni ¢ini slibnou metodu pro analyzu kvality spermii, které sleduji integraci
riznych testd k dosazeni lepSiho pochopeni funkénosti spermii. ZlepSuje se citlivost
fluorescencnich sond a technika znaceni (Martinez-Pastor, et al., 2010).

Pratokovou cytometrii Ize zahrnou do vysoce vykonnych technik, protoZe je zde
schopnost analyzovat tisice bunék béhem nékolika sekund, a béhem toho dokaze zachytit
mnoho vlastnosti kazdé z nich (Martinez-Pastor, et al., 2010). Vyhodnoceni takového mnozstvi
spermatickych bunék jako u cytometru nedovoluje Zadna predchozi metoda (Pefia, 2015).

| pres velky pocet analyzovanych spermii tato automatizovand metoda minimalizuje
statistické chyby. Tyto duleZité vlastnosti podporuji jeji pouzivani pro rutinni analyzu (Niu, Z.
H., et al., 2011). Principem je prlchod jednotlivych bunék méficim zafizenim. Oznacdené
spermie pohdnény laminarnim tokem prochazeji jedna po druhé kyvetou, kde jsou osvétlena
jednim nebo vice lasery. Pratokovy cytometr vyuziva lasery pro zaznamendni a rozptyleni
svételnych signall. Tyto signdly jsou nasledné zachyceny detektory, kterymi mohou byt
fotodiody nebo fotonasobice. Rozptylené nebo emitované svétlo je filtrovano zrcadly a filtry
a dostava se k nékolika fotodetektorlim, kde jsou signaly zesileny. Signal je preveden do
elektronického signdlu, ktery jiz mize analyzovat pocitac. Pro analyzu v pocitadi je potieba
prislusny software. Pritokovy cytometr rozezna néktera fluorescencni barviva, diky kterym
mUze detekovat DNA, Zivotaschopnost, poskozeni buriky a dalsi (McKinnon, 2018., Shapiro,
2003., Martinez-Pastor, 2010).

U cytometru probiha déleni na zakladé dvou méreni, fyzikalniho nebo chemického. U
fyzikdlniho méreni zaznamenavame predni rozptyl (forward scatter) a bocni rozptyl (side
scatter). Pomoci predniho rozptylu je mozné odhadnout velikost prochazejici buriky. Dale

dokaze rozlisit zivd a mrtvé bunky. Bocni rozptyl ndm udava informace o vnitini strukture
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buriky (Jahan-Tigh, et al., 2012). Na burky se predem vaze fluorescencni barvivo (fluochromy),
které nasledné absorbuji a emituji svétlo urcité vinové délky. Diky fluorescenénim barvivim
lze sledovat naruSeni struktur bunék. Takto Ize detekovat zmény mitochondridlniho
membrdnového potencidlu (Pekarcikova el al., 2014).

ProtoZe Zzadnda dosavadni metoda neni schopna spocitat vSechny odebrané spermie, je
potieba vytvofit dil¢i vzorek. Cilem je ziskat reprezentativni vzorek, ktery obsahuje dostatecny
pocet spermii, aby mohlo byt provedeno pocitani. Mira fedéni se u berani mlze pohybovat
od 1:1000 u vysoce koncentrovanych vzork(. Stanoveni koncentrace spermii je duleZitou
soucasti analyzy odebraného spermatu. Béiné pouziti pritokového cytometru je vsak
nakladné. Jeho pofizovaci hodnota je vysoka. Pro pfipravu a vyhodnoceni vzorkl je potieba
zkuSeny pracovnik. (Brito et al., 2016).

Vyuziva se pro hodnoceni kvality spermii. Jednd se o analyzu jednotlivych bunék na
zakladé fluorescencniho signalu. Nasledné dochazi k roztfidéni bunék do definovanych
subpopulaci. Hodnoti se potencidl spermii, integrita plazmy, membrana akrozomu, DNA a
dalsi. Barviva se vZzdy vazou na specifickou bunéénou strukturu (Grieblova, 2018). Tyto aspekty
Ize vyhodnotit v jakémbkoli vzorku zvifeciho spermatu (Vasicek, et al., 2022)

Martinez-Pastor (et al., 2010) ve své studii uvadi nékolik barviv, pro pouziti béhem této
metody. Mezi zakladni barviva patfi Mitotracker Green FM. Toto fluorescencni barvivo se
selektivné vazie na funkéni mitochondrie, coz umoziuje kvantifikovat pocet a kvalitu
mitochondrii v spermatu. Dale se pouzivd Propidium jodid k detekci mrtvych spermii.
Nepronika do Zivé spermie, ale pronika do spermie s poskozenou membranou, kde se vaze na
DNA. Barvivo SYBR-14 se pouziva k detekci zivych spermii. To je schopné proniknout do
spermatické membrany a navazat se na DNA, coz umoznuje detekci Zivych spermii. Pro detekci
akrozomalni integrity spermii pouzili FITC-PNA (fluorescein isothiocyanate - peanut
agglutinin). Akrozom je struktura, kterda umoziuje spermii proniknout do vajicka. Pokud je
akrozom poskozen, je narusena fertilizacni schopnost spermii.

Autorlim Martinez-Pastor, et al. (2010) uvadi, Ze pouziti Hoechst 33342 umoinuje
rychlé a presné méreni chromatinové struktury spermii. Konkrétné se jednalo o stanoveni tzv.
indexu DNA fragmentace, kde se udava procento bunék s poskozenou chromatinovou
strukturou. Pouziti barviva Hoechst 33342 umozniuje odlisit spermii s intaktni a poskozenou

chromatinovou strukturou.
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Obrazek ¢. 1: Prﬁtkovv cytometrv laboratofi (Archiv Autora)

4.74 CASA

Zkratka pro "Computer-Assisted Sperm Analysis" jedna se o metodu pro kvantitativni
a kvalitativni analyzu spermii. Tato metoda se vyuzivd pfi posuzovani kvality spermii. Je
zaloZzena na digitalnim zpracovani obrazu spermie. Pocitacovy program vyhodnocuje rizné
parametry, jako napfiklad pohyblivost, rychlost, morfologie a koncentrace spermii. Tato
metoda je rychlejsi a pfesnéjsi nez tradi¢ni manualni metody (Amann and Waberski, 2014).

CASA umoziiuje rychlé a vcelku levné mikroskopické hodnoceni spermii. Je zde
pomérné presny odhad koncentrace a motility spermii. Principem je vizualizace a digitalizace
spermii pomoci mikroskopu, a pomoci daného softwaru dochazi ke zpracovani a analyze
snimk( (Baldzi et al., 2020).

Jedna se o standardni zplUsob pro hodnoceni motility a kinetickych vzorcl spermii.
Poskytuje objektivni data o pohybu spermii v radech tisicl. Vysledna data mlzZe ovlivnit
nastaveni snimkové frekvence, snimkového pole, teplota pfi rozmrazovani, koncentrace
vzorku a média, ktera byla pouZita pro rfedéni. Snimkova frekvence vyznamné ovliviiuje
parametry motility. Vysoka koncentrace vzorku vyrazné omezuje provedeni spravné analyzy.
Médium, které se pouzije pro redéni vzorku ma zasadni vliv na detekci hlavicky, s ¢imz souvisi
vysledky o motilité spermii (Contri et al., 2010).

Umoznuje presnou kvantifikaci rGznych parametr( spermii, jako jsou rychlost pohybu,
pocet pohybu, trajektorie, velikost a tvar hlavy, délka ocasu a dalsi. Tyto parametry jsou
dllezité pro diagnostiku a hodnoceni kvality spermii, stejné jako pro optimalizaci technik

umeélé inseminace a asistované reprodukce (Amann and Waberski, 2014).
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Motilita i progresivni motilita je udavana v %, dalsi hodnoty, které se daji pomoci CASA
metody ziskat jsou primérna rychlost drahy v um/s (VAP), pfima rychlost v um/s (VSL),
kfivocara rychlost v um/s (VCL), amplituda posunuti hlavicky v um (ALH), kfizova frekvence
v Hz (BCF), pfimost v % (STR), linearita v % (LIN) (Goovaerts et al., 2006).
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Obrazek ¢. 2: PFistroj pro metodu CASA (Archiv Autora)

4.8 Konzervace beraniho spermatu

Kryokonzervace mliZze poskytovat genetické zdroje velkému poctu samic od malého
poctu geneticky cennych plemenik(i. Rozhoduijici je optimalizace kryokonzervacénich postupt
pro dosazeni co nejvyssi kvality spermatu po rozmrazeni (Masoudi et al., 2016).

Zmrazené sperma umoznuje rozsifeni genl na ndrodni i mezindrodni uUrovni. Je
skladovano v kapalném dusiku pfi teploté -196°C. Diky zmrazeni jsou zastaveny metabolické
reakce spermii, coZz umoziuje dlouhodobé uchovani genetického materialu (Aisen, 2004).

Pomoci kryokonzervace je minimalizovana draha preprava zvirat. Dochazi k eliminaci
stresu, poranéni zvifat a pfenos onemocnéni. Tato metoda umoziuje zachovu genetického
materialu u zvirat, kterym hrozi vyhynuti a zachovdva genetickou informaci u plemen, u

kterych dochdzi k neustalému Slechténi za ucelem lepsi uzitkovosti (Gibbons et al., 2019).
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Konzervace mize byt bud kratkodobd nebo dlouhodobad. Kratkodobd konzervace je po
dobu 8 — 12 hodin, a pouzivaji se stejna fedila jako u byciho ejakulatu (ANDROMED, OVIPRO,
TRYLADYL, mlé¢né tedidlo). Ejakuldt nafedény komerénimi fedidly (andromed, tryladyl,
ovipro) je schopen oplozeni i po 40 hodinach, ovsem pravdépodobnost zabfeznuti se vyrazné
snizuje (Louda a Heged(isova, 2009).

U dlouhodobé konzervace se ejakulat naredi a naplni do pejet, které maji objem 0,25
— 0,50 cm3. Teplota béhem Fedéni by méla byt kolem 30°C. Ekvilibrace probihd pfi teploté 5°C
zhruba 1,5 — 2 hodiny. MraZeni pejet se provadi v horizontdlni poloze 3 — 4 cm nad hladinou
tekutého dusiku, ktery ma teplotu -80 aZ -100°C po 8 minutach se pejety vloZi do kontejneru
s tekutym dusikem (Louda and HegediiSova, 2009).

Jednou z dalSich metod zmrazeni spermatu je Vitrifikace, pfi které se tekutina rychle
ochladi na extrémné nizkou teplotu (-196 °C) pomoci kryoprotektivnich latek a nasledné se
uchovava v kapalném dusiku. PouZiva se i u zvifat k zachovani jejich reprodukénich bunék
(spermie, vajicka) a kryokonzervaci embryi pro reprodukéni Ucely. Ukazala se jako ucinnd
metoda pro kryokonzervaci spermie rdznych druhu zvifat, véetné hospodarskych zvitat a
ohrozenych druh(. Vyhody vitrifikace v porovnani s tradi¢nimi metodami je rychlost procesu,
snizené riziko poskozeni bunék ledovymi krystaly a zvySenou uUspésSnost pfi postupné
regeneraci bunék po rozmrazeni (Ma, et al., 2017).

U ovci je hlavnim problémem pfti kryokonzervaci spermatu nizka koncentrace spermii
v ejakulatu, a jejich vysoka variabilita mezi jednotlivymi jedinci. Odbornici se snazi
optimalizovat protokoly kryokonzervace, véetné pridani kryoprotektantd a pouziti rlznych
metod koncentrace spermii pfed zmrazenim. Kromé toho byly vyvinuty nové techniky, jako
jsou inovativni extendery a vitrifikace spermatu, které maji za cil zlepSit ucinnost
kryokonzervace spermatu u ovci (Yanez-Ortiz, et al., 2021).

Béhem kryokonzervace mizZe dojit k poskozeni spermii. Mezi nejc¢astéjsi subletalni
zmény v pribéhu kryokonzervace patfi modifikace ve sloZeni a propustnosti membrany,
nadmérnd produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), zmény obsahu bilkovin a lipidG. Dale
dochazi k poskozeni mitochondrialni aktivity, Ubytku ATP a snizeni motility spermii (Peris-Frau
et al., 2020).

V semenné plazmé se vyskytuji proteiny ,binder of sperm proteins (BSPs)“, které maji
vysoce ochranné ucinky na berani spermie béhem chladového Soku. Jedna se o protikladné
tvrzeni ve vztahu kby¢im spermiim. Tam BSPs zpusobuji poskozeni spermii, béhem

manipulace in vitro (Pini et al., 2018).
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Dle Harairy et al., (2018) bylo pfti pfidani ethanolového extraktu z propolisu do roztokd pro
uchovavani semen beranl sledovano, jak tato pfisada ovliviiuje kvalitu spermatu (jeho
charakteristiky), poskozeni lipidovych molekul a enzymatickou aktivitu v semenné plazmé
béhem chlazeni spermatu. Vysledky naznacuji, Ze pridavek propolisu muze zlepsit nékteré
parametry spermatu, sniZit poskozeni lipidli a modulovat enzymatickou aktivitu v semenné
plazmé. To mlze prispét ke zlepsSeni kvality a uchovatelnosti spermatu pro umélé oplodnéni u

beranu.

Obrazek &. 3: Kontejner s inseminaénimi davkami (Archiv Autora)

4.9 RozmrazeniIlD

PFi rozmrazovani spermatu dochazi k fadé nepfiznivych vlivl, které mohou negativné
ovlivnit kvalitu spermatu, a tim i jeho schopnost oplodnit vajicka. Mezi tyto faktory patfi
napfiklad oxidativni stres, ktery mlze poskodit membrany spermii a zpUsobit jejich deformaci
a fragmentaci DNA (Ydnez-Ortiz, et al., 2021).

K rozmrazovani pejet dochazi bud’ z divodu inseminace nebo hodnoceni kvality davek.
Postupuje se opatrné, tak Ze se do hrdla kontejneru vysune zavés s davkami, aby bylo mozné
je identifikovat. V tomto pfipadé je nutné postupovat velmi rychle. Kdyz se davky zacinaji

rozmrazovat, a poté se opét zmrazuji v tekutém dusiku uvnitf kontejneru maze dojit k jejich
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znehodnoceni. Pejety uréené k rozmrazeni se vyjmou peanem nebo pinzetou, a poté se ihned
ponofi do vodni 1azné (Simonik, et al., 2016).

Aby bylo moZzné minimalizovat negativni Ucinky rozmrazovani, vyzkumnici zkoumaji
rzné postupy, jako je napfiklad pfidani riznych antioxidant( do kryokonzervacniho média
nebo pouZiti rznych technik rozmrazovani, jako je postupné zvySovani teploty nebo pouziti
specialniho zafizeni pro rozmrazovani. Tyto postupy maji za cil minimalizovat Skodlivé ucinky
rozmrazovani a zlepsit uspésnost kryokonzervace spermatu u zvitat (Yanez-Ortiz, et al., 2021).

Pro rozmrazeni inseminacnich davek se pouziva vodni lazen o teploté 35 — 37 °C. Doba
pro premisténi ID z kontejneru do vody by neméla prekrocit 5 sekund. V ptipadé rozmrazeni
vice davek soucasné by nemél byt prevySen pocet 3 pejet. Inseminacni davky se ve vodni [azni
rozmrazi do 40 sekund. Po rozmrazeni by méla do 15 minut nasledovat inseminace.
Rozmrazené davky jiz neni mozné opétovné zmrazit a vratit zpét do kontejneru (Louda et al.,
2008).

Existuje nékolik specidlnich zafizeni, ktera se pouzivaji k rozmrazeni spermatu. Jednim z
téchto zafizeni je tzv. termoclankovy systém, ktery umoziuje postupné a kontrolované
zvySovani teploty vzorkd spermatu. Tento systém umoznuje rychlejsi rozmrazeni spermatu a
minimalizuje tak Ucinky stresu na buriky spermatu. DalSim zatizenim je specidlni vodni lazen,
ktera dokaze udrzovat stabilniteplotu vzork( spermatu béhem rozmrazovani. Tato vodni lazen
umoznuje rychlé a efektivni rozmrazovani spermatu, aniz by doslo k jeho pfehtati nebo zméné
teploty (Yanez-Ortiz, et al., 2021).

Studie Nema et al., (2009) zkoumala rozmrazeni v 5 °C po dobu 8 minut a dalsi zpisob
pomoci mikrovinné trouby 360 W po dobu 25 sekund. Vysledky ukazaly, Zze rozmrazeni ve
vodni lazni bylo vhodné pro zachovani kvality spermii. Naopak rozmrazeni v mikrovinné troubé
bylo z hlediska poSkozeni bunék destruktivni a tato metoda nebyla ddle doporucena.

Daghigh et al., (2018) uvadi ve své praci Ctyfi rizné postupy rozmrazeni. V jejich studii
bylo zjisténo, Ze pomalé rozmrazovani ve vodni lazni o teploté 37 °C po dobu 10 sekund mélo
nejlepsi vliv na kvalitu spermatu berand plemene Ghezel. Tento postup vedl k nejvyssimu
spermatu mélo rychlé rozmrazovani ve vodni [azni o teploté 60 °C po dobu 4 sekund.

Wang et al. (2021) se ve své praci vénovali rozmrazovani kancich inseminacnich davek
v rlznych ¢asech a vyssich teplotach. Vysledky ukdzaly, Ze pomalé rozmrazovani pfi teploté
37 °C bylo nejlepsi pro zachovani pohyblivosti spermii a minimalizaci poSkozeni bunék.
Rychlejsi rozmrazovani pti vyssi teploté, zejména pfi teploté 70 °C, vedly k vétSimu poskozeni
spermii a horsi kvalité inseminacéni davky. Konkrétné se ukazalo, Ze rychlost rozmrazovani
ovliviiuje rychlost a délku pohybu spermii, pocet bunék s poskozenymi membrdnami a pocet

bunék s poskozenou DNA.
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Dale Sichtaf et al., (2017) uvadi, Ze pfi rozmrazovani hiebéiho ejakuldtu je nutno driet
se protokolu vyrobce fedidla ejakuldtu. Teplota vhodnd pro rozmrazovani inseminacnich
davek hiebcll je 37 — 46 °C po dobu 15 - 20 sekund.

Postup pfi rozmrazovani pejet s ejakuldtem psa je obdobny, pejety se vlozi do vodni
lazné o teploté 38 °C po dobu 60 sekund (Simonik, et al., 2016).

49.1 Faktory ovliviiujici kvalitu ID

Faktor, ktery mlzZe ovlivnit vyslednou kvalitu inseminacni ddvky muZe byt postup
chlazeni béhem kryokonzervace (Muifio et al.,, 2009). Pfed zmrazenim se pouziva
kryoprotektant, ktery se pridava ke spermiim. Vybér kryoprotektantu mze ovlivnit kvalitu
spermatu, ma chranit burnky pred poSkozenim pfi zmrazovani a rozmrazovani.

Rychlost rozmrazeni ma také velky vliv na spermie. Pfili$ rychlé rozmrazeni mize vést
k poskozeni bunék, naopak pomalé rozmrazeni muizZe zapficinit nizkou Zivotaschopnost.
Podobné negativni ucinky mGze mit i pouZiti nizkych nebo vysokych teplot béhem rozmrazeni.

Vliv na kvalitu inseminacnich davek mlze mit i neodbornad manipulace (Louda et al.,
2008).

Jak ve své studii uvadi Sichtaf et al., (2018) kvalitu rozmrazenych inseminaénich davek
muze ovlivnit i typ pouzitého obalu, ve kterém je inseminac¢ni davka uchovavana. Zkoumali
vliv obalu jak u dobre, tak Spatné mrazitelnych hrebcl. Na zakladé vysledka bylo zjisténo, ze
kvalitu sperma Spatné mrazitelnych hiebcU Ize zvysit mrazenim do 5ml aluminiovych tub.

Kyokonzervace spermatu muze zvysit produkci ROS (reaktivni forma kysliku), coz maze
vést k poskozeni spermii. Proto jsou v soucasné dobé zkoumany rizné metody a latky, které
by mohly pomoci pfi ochrané spermatu pred oxidativnim stresem béhem kryokonzervace.
Jednou z moznosti je napriklad pouZiti antioxidantt, jako jsou vitaminy C a E, glutation nebo
enzymatické antioxidanty. Tyto latky mohou snizit mnozZstvi ROS a chranit tak spermatu pred
jejich skodlivymi ucinky (Yanez-Ortiz, et al., 2021).

Dal$im problémem béhem rozmrazovani je zména osmotického tlaku, ktery mlize vést
k poskozeni bunék. Kromé toho mohou byt pfi rozmrazovani naruseny energetické procesy v

burikach spermii, coz mize ovlivnit jejich pohyblivost a dalsi funkci (Yanez-Ortiz, et al., 2021).
4.9.2 Poskozeni spermii

Postupy pfi zmrazovani a rozmrazovaniinseminaénich davek maji velky vliv na poSkozeni
spermii. Zpusobuji nékolik typl poskozeni, které vedou ke zkraceni jejich Zivotaschopnosti a
moznosti oplodnéni vajicka (Masoudi et al., 2016).

V pripadé, Ze jsou spermatické buriky vystaveny extrémnim podminkam, které pro né

nejsou fyziologické zacne dochazet k biochemickym a morfologickym zménam s nastupem
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nekrobiotického procesu. Pocatkem nekrdzy je zhorSena schopnost buriky zachovat si
homeostdzu a dochdzi tak kinfluxu vody a extracelularnich iont(. Nejdfive dochazi
k poSkozeni akrozomu, povrchové membrany, zméné struktury mitochondrii a biciku (Véznik
et al., 2009).

Bylo zjisténo, Ze po rozmrazeni je také velmi dllezity stav mitochondrii. Pouze spermie
s funkénimi mitochondriemi jsou po rozmrazeni pohyblivé (testovano ve viskéznim médiu).
Pro uspésnou inseminaci je velmi dulezité mitochondridlni dychani, které hraje velkou roli pfi
proniknuti beraniho spermatu do déloZniho kréku. Da se predpokladat, Ze poskozeni
mitochondrii se pravdépodobné podili na nizké Uspésnosti inseminace rozmrazenym
semenem (Windsor, 1997). Mitochondrie jsou dilezité také kvuli tvorbé energie (ATP), ktera
je hlavnim zdrojem pro bunéénou homeostdzu a motilitu spermii. U nékterych druh( je
primarnim zdrojem energie pro spermie glykolyza. U beran(i tomu tak pravdépodobné neni,
presto maji zmény v glykolytické draze ucast na mitochondridlni dysfunkci spermii a oxidacni
nerovnovahu. Inhibice glykolyzy mize mit vliv na zménu kinetiky spermii snizenim dostupnosti
ATP v distdlni ¢asti biciku (naruseni bicikového rytmu) (Losano et al., 2017).

Posouzeni membran spermii je dllezity z funkéniho hlediska ejakuldtu. Jen spermie,
které maji funkcéni plazmatickou membranu zajistuji pohyb latek dovnitf a ven z buriky (Eilts,
2005).

Volné radikaly se podileji na peroxidaci lipida, a také na poskozeni DNA a membrany
spermie. To mlze vést ke snizeni pohyblivosti spermii nebo bunécné smrti. Zajisténi
rovnovahy mezi produkci volnych radikald a jejich detoxikaci muze byt dllezitym faktorem pro

funkcnost spermii pred, béhem a po kryokonzervaci (Uysal and Bucak, 2007).

4.10 Umeéla inseminace ovci

Uméla inseminace ovci hraje velkou roli v nékterych oblastech svéta, predevsim
s ohledem na testaci potomstva. Prvni snahy inseminace ovci byly ve 20. letech 20. stoleti.
Uméld inseminace mlze byt prostfedkem k porovnavani genetickych vlastnosti berand.
Ovsem technologie inseminace u ovci je omezena na nizkou Uroven. Pro lepsi vysledky byla na
pocatku 80. let zavedena aplikace inseminacnich davek pomoci laparoskopie. To vedlo
k narlstu Uspésnosti inseminace, ale ve srovnani s poctem ovci byla tato Uspésnost mala a
naroc¢na (Gordon, 2004).

Je to metoda, diky které dochazi k aplikaci a mnozeni cennych gend napfi¢ celou
populaci ovci. Diky umélé inseminaci se dosahuje nejvyssi moznych poctl ziskanych potomku
s vysokou genetickou hodnotou v porovnani s technologickymi investicemi do produkéniho
systému (Gibbons et al., 2019).
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4.10.1 Vaginalni inseminace

Provadi se diky své snadné aplikaci a mozZnosti provést ukon v terénu. Jedna se o velmi
ekonomickou metodu. Pouzivd se bud cCerstvé nebo chlazené sperma. Béhem pfFipravy
inseminacni pipety se nejprve nasaje malé mnoiZstvi vzduchu, a teprve potom inseminacni
davka. Sperma se deponuje co nejhloubéji do vaginy (Olivera et al., 2005, Louda a Heged(iSova,
2009).

4.10.2 Intracervikalni inseminace

U intracervikalni (vnitrokrckovd) inseminace se aplikuje davka 1 — 2cm hluboko do
délozniho krcku. K této metodé je potfeba poSevni zrcadlo, které se zavadi do pochvy 10 — 13
cm hluboko. Inseminace se provadi pomoci spekula a insemina¢ni sondy (Cunat et al., 2013).
Nizké procento uspésného oplodnéni touto metodou ma dva ddvody. Prvnim je omezeni
v dUsledku anatomie reprodukéni soustavy ovci. Vznikd zde fyzicka bariéra, kterd ztézuje
transport spermii. Druhym problémem je nizkd odolnost beraniho spermatu vaci
kryokonzervaci. Ve srovnani s ostatnimi druhy jsou tyto spermie citlivéjsi na tepelny stres
(Gibbons et al., 2019).

4.10.3 Transcervikalni inseminace

Tato metoda umoziuje uloZzeni semene hluboko do déloZniho rohu (Buckrell et al., 1994.
Pfesto md tato transcervikdlni inseminace niZsi procento zabfeznuti nez metoda
laparoskopicka (Cerstvé sperma: 40-80 %; zmrazené sperma: 30-70 %) (Cseh et al., 2012). Na
nizsi miru zabfeznuti midze mit vliv $patna manipulace s inseminaénim katetrem, dochazi

k poranéni déloZniho Cipku a ndsledné vznikaji abscesy a infekce. Transcervikalni inseminace

vevys

4.10.4 Laparoskopicka inseminace

Klasickda inseminace neméla dostatecné vysledky. Kvuli nespravnym metodam
kryokonzervace a skladovani byla inseminace malo Uspésna. Proto se zacala pouzivat metoda
laparoskopické inseminace, kde se inseminacni davka aplikuje pfes brisni sténu pfimo do
délozniho rohu. Tato metoda muZe mit i podobnou miru zabreznuti jako pfi inseminaci
¢erstvym spermatem nebo pFirozenym parenim. Uspé$nost této metody je 60-75 %. Zminéna
procenta zavisi na kvalité spermatu, ro¢nim obdobi, zdravotnim stavu ovce a zkusSenosti

inseminatora (Faigl et al., 2012).
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Pro laparoskopickou inseminaci se vyuziva prevainé zmrazené semeno. Davky jsou
aplikovdany do obou déloZnich rohd. Inseminaéni davky by mély mit dobrou kvalitu.
Progresivita spermii by méla byt na Grovni 30 — 50% (Cunat et al., 2013).

Mezi nevyhody pro laparoskopickou inseminaci patfi pfedevsim naklady na vybaveni,
naroky na misto provedeni, stres zvifat. Zakrok musi provadét odborné zpulsobild osoba
(Gibbons et al., 2019).
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5 Metodika
5.1 Plemenici

Inseminacéni davky pro ucely této diplomové prace byly vyrobeny od dvou beran(
plemene valasské ovce. Ejakulat byl ziskan vzdy od obou beran(, a poté byly vidy oba odbéry
smichany. Berani byli oznaceni usnimi znamkami (usni znamka 77808/072, linie Beskyd,
narozen 14.1. 2014; usni znamka 74801/081, linie Juras, narozen 31. 3. 2016). Oba jedinci byli
ustajeni v zazemi Demonstraéni a pokusné stdje Ceské zemédélské univerzity v Praze. Berani
byli ustajeni ve skupinovém kotci s neomezenym pfistupem do venkovniho pastevniho
vybéhu. Ustdjovaci prostory, venkovni plochy a technologické vybaveni bylo dle vyhlasky o
minimalnich standardech pro ochranu hospodafskych zvifat ¢. 208/2004 Sb.

Hlavni ¢ast krmné davky béhem celého roku tvofil pastevni porost v kombinaci s lu¢nim
senem z vlastni produkce, které bylo zkrmovano ad libitum. Dalsi slozku krmné davky tvofily
granule (1580 OVCE UNI, De Heus a.s., Bu¢ovice, CR) v mnoZstvi 300-500 g/ks/den s ohledem
na kondici zvifat. Ad libitné byla poskytnuta voda a pfistup k mineralnim lizim. Plemenici byli
po celou dobu pod veterindrnim dohledem a po ¢as experimentu nevykazovali pfiznaky

zadnych onemocnéni.
5.2 Odbér a zpracovani ejakulatu

Pro odbér ejakuldtu byla pouZzita uméla vagina uréend pro malé prezvykavce (Minitib
GmbH, Tiefenbach, Némecko). Ejakulat byl odebran do nespermicidniho latexového sbérace.
Pfed odbérem byla vstupni ¢ast nalubrikovana vazelinou. Po odbéru byl ejakulat udrzovan pfi
teploté 38 °C a nafedén fedidlem AndroMed (Minitlib GmbH, Tiefenbach, Germany), ktery je
urceny pro kryokonzervaci byc¢iho ejakuldatu s obsahem glycerolu 6-7 %. Vzorky se béhem
transportu do laboratore udrzovaly pfi teploté v rozmezi 20 — 25 °C. P¥i praci v laboratofti byly

vzorky pfi teploté 25 °C aZ do ekvilibrace.
5.2.1 Analyza odebraného ejakuliatu pomoci priitokové cytometrie a CASA

V laboratofi byl kazdy odbér podroben analyze. Byla hodnocena koncentrace pomoci
kalibrovaného spektrofotometru (Genesys™ 10vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Po zhodnoceni koncentrace bylo sperma dale redéno na finalni
koncentrace zhruba 200 mil. spermii/ ml. Takto pripraveny ejakulat byl naplnén do pejet o
objemu 0,25 ml. Pejety byly nasledné uzavieny pomoci polyvinylalkoholu (IMV Technologies,
L'Aigle, Francie). Pripravené pejety byly ulozeny do chladiciho boxu pfi teploté 5-10 °C po
dobu 2—-4 hodin. V této dobé probihala ekvilibrace.
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Pfed mrazenim (po ekvilibraci) byla provedena analyza pomoci pratokového
cytometru (NovoCyte 3000, Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, California, USA). Cytometr
byl vybaven lasery emitujici fialové (405 nm), modré (488 nm) a ¢ervené (640 nm) zafeni. Pro
analyzu bylo pouzito do kazdé jamky 10ul spermatu 100ul PBS, a to vSe bylo obarveno pomoci
5ul mixu fluorescencnich barviv, Hoechst-33342 o finalni koncentraci 10 pg/mL, ktery barvi
DNA, PI o finalni koncentraci 8 ug/mL, jenZ barvi buriky, u kterych je poskozeni plazmatické
membrany, PNA-FITC o finalni koncentraci 0.5 pg/mL, barvi buriky s poskozenym akrozomem
a Mitotracker Deep Red o findIni koncentraci 80 nM, ktery je vysoce fluorescencni v burikach
s Zivymi mitochondriemi. Vzorky byly ndsledné inkubovany v termostatu po dobu 7 minut ve
tmé, pri teploté 38 °C.

Dala byla provedena analyza CASA (model iSperm, Aidmics Biotechnology Co., LTD,
Taipei City, Taiwan), kde byla hodnocena motilita a progresivita spermii. Byl pouZit vzorek
ejakuldtu 7ul, ktery byl natedén 100 pl AndroMedu (Minitlib GmbH, Tiefenbach, Germany).
Ptipraveny vzorek byl aplikovan v objemu 7 ul na analyza¢ni jednordzovou komurku, kterd byla

nasledné nasazena na optickou ¢ocku, a pomoci iPadu byly vyhodnoceny vysledky.
5.3 Rozmrazeni ejakulatu

Davky, které byly pouZity pro ucely této prace se mrazily v polystyrenovém mobilnim
mrazicim boxu, kde bylo mozné kontrolovat vysku vzorkd nad hladinou tekutého dusiku, a tim
regulovat mrazici kfivku (Ptacek et al. 2019). Pro ucel mrazeni byla pouZita dfive
optimalizovana mrazici kfivka Nr. 2 (Savvulidi et al. 2021).

Pfi kazdém méreni bylo rozmrazeno vidy 12 pejet. Pejety byly rozmrazeny ve vodni lazni
vidy po dvou kusech. Testovalo se rozmrazeni pfi nékolika teplotach 45, 50, 55 a 65 °C vidy
vintervalech 2, 5, 8, 11 a 14 vtefin. Pro kazdy interval byly pouzity 2 pejety. Proti tomu byl
vidy rozmrazen standard ve vodni lazni o teploté 38 °C po dobu 30 vtefin. Méreni bylo u vSech
teplot provedeno opakované, a to minimalné 4x. U teploty 45 a 50 °C bylo méreni provedeno
5x.

Po rozmrazeni byly vzorky pouzity k analyze. Nejdiive se vzorky ptipravily pro
pratokovou cytometrii. Veskerd manipulace se vzorky probihala na vyhtivané desce, kvuli
udrzeni teploty. Pro ptfipravu plejtu bylo pouzito do kazdé jamky 10ul spermatu 100ul PBS, a
to vSe bylo obarveno pomoci Sul fluorescencniho barviva, které se sklddalo z 1ul Hoechst-
33342, 1ul PI, 1pl PNA-FITC a 2ul Mitotracker Deep Red. Vzorky z kazdého casového
intervalu (2, 5, 8, 11 a 14 vtefin) byl aplikovany do 3 jamek. Celkové tak vzniklo 18 jamek pro
jednu analyzu vcetné standardu. Vzorky byly inkubovany v termostatu po dobu 7 minut ve tmé,

pti teploté 38 °C. Nasledné se vlozily k analyze do cytometru.
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Poté byla provedena analyza CASA. Pro pfipravu vzorki bylo pouzito 7ul ejakulatu, a
100 ul AndroMedu. Ptipraveny vzorek byl aplikovan vobjemu 7 ul na analyzacni
jednorazovou komirku.

Po rozmrazeni probihaly analyzy ve dvou intervalech. Prvni métfeni bylo ihned po
rozmrazeni — T1, a druhé méfeni probihalo za 2 hodiny — T2. Mezi prvnim a druhym métenim

byly vzorky ulozeny do termostatu pii teploté¢ 38,5 °C. Vzdy byla provedena pritokova
cytometrie a CASA.
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5.4 Statisticka analyza dat

Nameétené hodnoty z pratokové cytometrie a CASA analyzy byly exportovany do
Microsoft Office Excel 2019, ve kterém se vytvofily tabulky pro nasledné vyhodnoceni pomoci
SAS software (SAS/STAT® verze 9.3., 2011). Jako zéavisle proménné byly vyhodnocovany
jednotlivé parametry pritokové cytometrie (celkova viabilita bun€k, podil bun€k s poskozenim
akrozomu, podil bun€k s poskozenou plazmatickou membranou, podil bunék s vysokou a s
nizkou mitochondrialni aktivitou). V ptipadé pouzit¢ CASA metody byly primarn¢ sledované
parametry celkova motilita spermii a progresivni motilita spermii.

Detailni popis modelové rovnice vcetné urovni jednotlivych faktord a jejich cetnosti ve
skupinach je uveden nize:

Yijk = p + DENi + VAR;j + €ijk
Pratokova cytometrie:

Yijk = hodnota zavisle proménné

u = primérna hodnota zavisle proménné

DENI = i-ta varianta odbérového dne (i = odbérovy den 1, n = 18; i = odbérovy den 2, n = 36; i
= odbérovy den 3, n=18; i = odbérovy den 4, n=54; i = odbérovy den 5, n=54; i = odbérovy den
6, n=36; i = odbérovy den 7, n=18; i = odb&rovy den 8, n=18; i = odb&rovy den 9, n=18; i =
odbérovy den 10, n=36; i = odbérovy den 11, n=18; i = odbérovy den 12, n=36; i = odbérovy
den 13, n=36

VAR; = j-ta varianta metody rozmrazovani insemina¢nich davek (j = varianta 39/30, n = 66; |
= varianta 45/2, n = 15; j = varianta 45/5, n=15; j = varianta 45/8, n=15; j = varianta 45/11,
n=15; j = varianta 45/14, n=15; j = varianta 50/2, n=15; j = varianta 50/5, n=15; j = varianta
50/8, n=15; j = varianta 50/11, n=15; j = varianta 50/14, n=15; j = varianta 55/2, n=12; j =
varianta 55/5, n=12; j = varianta 55/8, n=12; j = varianta 55/11, n=12; j = varianta 55/14, n=12;
J = varianta 60/2, n=12; j = varianta 60/5, n=12; j = varianta 60/8, n=12; j = varianta 60/11,
n=12; j = varianta 60/14, n=12; j = varianta 65/2, n=12; j = varianta 65/5, n=12; j = varianta
65/8, n=12; j = varianta 65/11, n=12; j = varianta 65/14, n=12

eijk = rezidualni chyba.

CASA:
Yijx = hodnota zavisle proménné
u = primérna hodnota zavisle proménné

DENI = i-ta varianta odbérového dne (i = odbérovy den 1, n = 25; i = odbérovy den 2, n = 36;
I = odbérovy den 4, n=54; i = odbérovy den 5, n=36; i = odbérovy den 8, n=18; i = odbérovy
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den 9, n=18; i = odbérovy den 10, n=36; i = odbérovy den 11, n=18; i = odbérovy den 12, n=33;
I = odbérovy den 13, n=15

VAR; = j-ta varianta metody rozmrazovani insemina¢nich davek (j = varianta 39/30, n = 43; j
= varianta 45/2, n = 15; j = varianta 45/5, n=15; j = varianta 45/8, n=15; j = varianta 45/11,
n=15; j = varianta 45/14, n=15; j = varianta 50/2, n=9; j = varianta 50/5, n=9; j = varianta 50/8,
n=9; j = varianta 50/11, n=9; j = varianta 50/14, n=9; j = varianta 55/2, n=10; j = varianta 55/5,
n=10; j = varianta 55/8, n=10; j = varianta 55/11, n=10; j = varianta 55/14, n=10; j = varianta
60/2, n=9; j = varianta 60/5, n=9; j = varianta 60/8, n=9; j = varianta 60/11, n=9; j = varianta
60/14, n=9; j = varianta 65/2, n=6; j = varianta 65/5, n=6; j = varianta 65/8, n=6; j = varianta
65/11, n=6; j = varianta 65/14, n=6

eijk = rezidualni chyba.

Statisticky prikazné rozdily byly definovany podle Tukey — Kramerova testu na hladiné

vyznamnosti p <0,05.
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6 Vysledky
6.1 Vysledky FC

V jednotlivych grafech jsou promitnuty vysledky méreni z pritokové cytometrie. Jedna se
o hlavni parametry, které stanovi, zda jsou spermie Zivotaschopné a maji mitochondridlni
membranovy potencial. Grafy jsou rozdéleny podle intervalu rozmrazeni, a to T1 (ihned po
rozmrazeni) a v pfiloze Graf ¢.: 11 jsou grafy T2 (dvé hodiny po rozmrazeni). V horni ¢asti je
uvedena zkratka sledovaného parametru. Ve spodni ¢asti je doba (sekundy) rozmrazeni
vzorkd. Na levé strané je uvedena teplota, pfi které byly vzorky rozmrazeny. Graf vidy protina
vodorovna Cara, kterd je barevné odlisena, jednda se o namérené hodnoty standardu (38 °C/30
sekund). Pro lepsi analyzu dat ziskanych z pritokového cytometru byly vytvoreny jednotlivé

regiony viz. Obrdzek ¢. 4.

Graf €. 1: Vysledek pritokové cytometrie T1/45 °C viabilita a mitochondridlni membranovy

potencial
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Symbol: Statisticky vyznamny rozdil p <0,05 mezi namérenou hodnotou a standardem

U rozmrazeni pti teploté 45 °C po dobu 8 sekund byly zjistény lepsi hodnoty viability
spermii, ale nebyl zde prokdzan statisticky vyznamny rozdil, ten byl zaznamendan pfi
rozmrazeni po dobu 5 sekund v pfipadé poskozeni mitochondridlniho membranového

potencialu.
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Graf €. 2: Vysledek pritokové cytometrie T1/50 °C viabilita a mitochondridlni membranovy

potencial
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Ve vyse uvedenych grafech miUzZzeme pozorovat statisticky vyznamny rozdil u viability
bunék. Vidime, Ze sdelsi dobou rozmrazovani ve vodni ldzni klesa procento jejich
Zivotaschopnosti, oproti tomu sledovany parametr mitochondridlniho potencidlu mirné

vzrista a ma lepsi vysledky nez standard, ale tento rozdil neni statisticky vyznamny.

Graf €. 3: Vysledek pritokové cytometrie T1/55 °C viabilita a mitochondrialni membranovy

potencial
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U teploty 55 °C nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil. Hodnoty obou

sledovanych parametr( bylo podobné nebo nizsi nez u standardu.
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Graf ¢. 4: Vysledek pritokové cytometrie T1/60 °C viabilita a mitochondridlni membranovy

potencial
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Symbol:  * Statisticky vyznamny rozdil p <0,05 mezi namérenou hodnotou a standardem

Pfi rozmrazeni ve vodni lazni o teploté 60 °C je vidét vyznamny rozdil v dobé 5 sekund,
kdy byly namérené vysoké hodnoty Zivotaschopnosti spermatickych bunék. Ovsem

mitochondridlni potencial byl pti této teploté ve vSech pfipadech pod hranici standardu.

Graf €. 5: Vysledek pritokové cytometrie T1/65 °C viabilita a mitochondridlni membranovy

potencial
VIA, % MMP, %
2 T 85 T T I
t 751 I
o1 L l SN G G
1 6i +
15 1 : l * o
65 °C 5 * 01
1t * 40
74 ol
s + 11 ook
3 : t : t t 1 8 T : ; ; l l
sk 25 8 11 14 sek 2 5 8 11 14
Symbol:  * Statisticky vyznamny rozdil p <0,05 mezi naméfenou hodnotou a standardem

Teplota 65 °C ma statisticky vyznamny vliv na viabilitu i poskozeni membrany
mitochondrii predevsim delSich ¢asovych intervalech ve vodni lazni. Naproti tomu v kratsich
dobé 2 a 5 sekund byly hodnoty srovnatelné se standardem jak v oblasti Zivotaschopnosti, tak

i mitochondrialniho membranového potencialu.
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6.2 Vysledky CASA

V nize zobrazenych grafech jsou promitnuty vysledky metody CASA. Jednd se o hlavni
parametry, které stanovi, zda jsou spermie schopné pohybu a maji potencial k oplodnéni
vaji¢ek. Grafy jsou rozdéleny podle intervalu rozmrazeni, a to T1 (ihned po rozmrazeni) a T2
(dvé hodiny po rozmrazeni), které jsou uvedeny v pfiloze Graf ¢.: 12. V horni ¢asti je uvedena
zkratka sledovaného parametru. Ve spodni ¢asti je doba (sekundy) rozmrazeni vzorkd. Na levé
strané je uvedena teplota, pfi které byly vzorky rozmrazeny. Graf vidy protind horizontalni

¢ara, kterd je barevné odlisena, jedna se o namérené hodnoty standardu (38 °C/30 sekund).

Graf €. 6: Vysledek CASA T1/45 °C motilita a progresivni motilita
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Vysledky metody CASA pfi teploté 45 °C byly srovnatelné s naméfenymi hodnotami
standardu. Mirny pokles byl pouze u progresivni motility, ale nebyl zde zjistén statisticky

vyznamny rozdil.

Graf €. 7: Vysledek CASA T1/50 °C motilita a progresivni motilita
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Pti rozmrazeni vzorku po dobu 14 sekund v 50 °C byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil,
kdy jsou hodnoty nizsi nez u standardu, jak v celkové, tak i progresivni motilité. U progresivni
motility byly zaznamendny celkem 3 statistické vyznamnosti, ale vidy se jednalo o zhorSeni

kvality vzorku oproti standardu.

Graf ¢. 8: Vysledek CASA T1/55 °C motilita a progresivni motilita
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U teploty 55 °C nebyl ani vjednom ptipadé zjistén statisticky vyznamny rozdil.

Namérené hodnoty byly velice podobné vysledkiim standardu.

Graf €. 9: Vysledek CASA T1/60 °C motilita a progresivni motilita
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Zkratka: n.e. — nebylo hodnoceno
Vysledky mérenych parametrll po rozmrazeni pri teploté 60 °C nebyly statisticky

prakazné.
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Graf ¢. 10: Vysledek CASA T1/65 °C motilita a progresivni motilita
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PFi nejvyssi sledované teploté 65 °C byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil u obou
parametrd. Vysoka teplota méla negativni vliv na spermatické bunky, a pfi delSi dobé ve vodni
lazni doslo k naruSeni pohybu spermii. Pfi 11 a 14 sekundach jiz nebyl zaznamendn Zadny

pohyb bunék.
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7 Diskuse

Cilem diplomové prace byla analyza kvalitativnich parametrd kryokonzervovaného
beraniho spermatu valasskych ovci v zavislosti na rozdilnych teplotnich gradientech béhem
rozmrazeni inseminacnich davek. Optimalizace kryokonzervace a rozmrazeni inseminacnich
davek malych prezvykavcl neni tolik probadana, a proto je potfeba se na tuto oblast také
zaméfit. Inseminacni davky byly rozmrazeny vzdy ve vodni lazni a u kazdé rozmrazené davky
byl pro porovnéni standard 38 °C/ 30 sekund. Zivota schopné buriky byly hodnoceny tak, Ze
jsou bez poskozeni plazmatické membrany a bez poskozeného akrozomu.

Ve vyzkumu Chaudhari et al., (2015) se inseminacni davky rozmrazovaly ve 30 °C, 25 °C
a 20 °C. Nejhorsi vysledky byly u teploty 20 °C, kdy doslo k poSkozeni integrity akrozomu, ale
motilita spermii byla zachovdna a od standardu se pfilis neliSila. Zavérem studie bylo uvedeno,
Ze nejlepsi vysledky pfinesla teplota 25 °C, kdy byly kvalitativni parametry srovnatelné se
standardem rozmrazenym pfi 37 °C.
teploty byla viabilita bunék vidy s lepsSim vysledkem, néz vzorek standardu, ale nebyl zde
zjistén statisticky vyznamny rozdil. U T1 doslo k poklesu mitochondridlniho membranového
potencialu, ale vzorky po dvou hodindch (T2) ukdzaly srovnatelny vysledek se standardem.
CASA také ukazala podobné hodnoty jako u standardu, akordt zde doslo k mirnému poklesu
progresivni motility, ale nebyla zde namérena statistickd vyznamnost. Timto by se dala teplota
45 °C brat jako dalsi zplsob rozmrazeni inseminacnich ddvek. Presto, Ze vysledky nebyly
statisticky vyznamné, tak jejich hodnoty odpovidaji bézné pouzivanému zplsobu rozmrazeni
38 °C/ 30 sekund.

U 50 °C vysly nejlepsi vysledky v oblasti mitochondridlniho membranového potencialu
U vysledk( teploty 60 °C u metody CASA hodnotici software SAS nebyl schopen vyhodnotit
statisticky rozdil v(c¢i standardu z didvodu malého mnoiZstvi dat. Ddvodem byla absence
zarizeni CASA v laboratofi z technickych dlvodu.

Vysledky hodnotici poskozeni plazmatické membrany byly nejhorsi u teplot nad 55 °C. Pfi
vyssich teplotach a delSim ¢asovém uUseku ve vodni ldzni dochazi k poskozeni membrany.
Ovsem akrozomalni poskozeni nebylo vtéchto teplotach proti standardu statisticky
vyznamné. Nedoslo zde k fatalnimu poskozeni akrozomu. Pontbriand et al. (1989) prokazali,
Ze neni rozdil v pohyblivosti spermii nebo integrité akrozomu pfi rozmrazovani slamek ve
vodni lazni pti vyssi teploté (60 °C/8 sekund) oproti standardu (37 °C/20 sekund). Uvadi, Ze
pokud jsou spermie rozmrazovany pfi 50 °C po dobu 9 sekund misto pfi 70 °C po dobu 5

sekund, nebyl Zadny rozdil v pohyblivosti nebo integrité membrany. V mych vysledcich jsem
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dosla k podobnému zavéru. Nedoslo k poskozeni akrozomu ani naruseni motility u teplot 55,
60 a 65 °C v ¢asovém intervalu do 8 sekund ve vodni lazni.

To znamena, Ze extrémné vysoké teploty, nemusi mit pro bunky fatdlni nasledky. Pfi
teploté 65 °C ¢ase 2 a 5 sekund, byly vysledky srovnatelné s hodnotou standardu. Presto, ze
vysledky nebyly téchto ¢asech statisticky vyznamné, naproti tomu studie Daghigh et al., (2018)
uvadi, Ze pfiteploté 60 °C po dobu 4 sekund byl pozorovan negativni vliv na spermie, kdy doslo
k jejich poskozeni a byla vyhodnocena snizend motilita bunék.

PouZiti vyssich teplot s sebou nese velky dlraz na spravnou dobu ve vodni lazni.
Hranicni doba pro teploty 60 a 65 °C je 8 sekund, poté dochazi ke smrti bunék. Dle autoru
Yanez-Ortiz, et al., 2021 ma ale rychlé rozmrazeni negativni vliv na kvalitu spermatu. MUze
dojit ke zméndm v permeabilité bunéénych membran a ke sniZeni vitality a motility spermii.
Toto tvrzeni potvrdily i vySe uvedené vysledky prace, kdy v kratsi casové Useky rozmrazeni maji
dle cytometrie lepsi hodnoty nez standard, ovSem potencidl téchto bunék pro oplodnéni
vajic¢ek je nizsi z divodu naruseni progresivni motility.

Vysledky mérené ihned po rozmrazeni (T1) a dvé hodiny po rozmrazeni (T2 — Graf ¢. 11
a 12) ukazuji drobné rozdily predevsim u dvou parametr(, kterymi jsou mitochondrialni
membranovy potencial a motilita bunék. Zde mizeme pozorovat, mirné zlepSeni u méreni po
dvou hodinach, a to ve viech teplotach. Divodem muze byt pozitivni vliv kryokonzervaéniho
roztoku na ¢innost mitochondrii. Z téchto vysledkl by se dalo usoudit, Ze chvilkovy odpocinek
spermatickych bunék vtermostatu mlze mit pozitivni vliv na kvalitu inseminacni davky.
Mitochondrie jsou dUlezité skrze tvorbu energie, ktera je hlavnim zdrojem pro bunécnou
homeostdzu a motilitu spermii. U beran( pravdépodobné neni hlavnim zdrojem energie
glykolyza, presto maji zmény v glykolytické draze ucast na mitochondrialni dysfunkci spermii
a oxidacni nerovnovahu. Inhibice glykolyzy mlze mit vliv na zménu kinetiky spermii snizenim
dostupnosti ATP v distalni ¢asti biciku (Losano et al., 2017).

Vedlejsi kinetické parametry, které se pozorovaly pomoci metody CASA byly také
sledovany v ¢ase T1 a T2. Co se tyce linearity (Graf ¢. 18), VCL (Graf ¢. 16) a STR (Graf ¢. 19)
byly hodnoty ihned po rozmrazeni a dvé hodiny po rozmrazeni pomérné srovnatelné, nedoslo
zde k vyraznym vykyvim hodnot. U rychlosti pfimky (Graf ¢. 17) a tim padem i priimérné
rychlosti drahy (Graf ¢. 15) tomu bylo jen nepatrné jinak. Zde bylo zjisténo, Ze predevsim u
teplot 55 a 60 °C doslo ke snizeni hodnot, to mize mit za nasledek snizeni pravdépodobnosti
na uspésné oplodnéni vajicka.

Na celkovou vitalitu spermii mdze mit samozirejmé vliv spousta faktord. Mezi ty hlavni
patfi zdravotni stav, ustajeni, ro¢ni obdobi, krmivo, ale i dalsSim faktorem mUze byt samotnd
mrazitelnost spermatu od daného berana a celkovy proces kryokonzervace. Ve studii

Saha et. al., (2022) vysledky ukazaly, Ze ucinnost rtiznych kryopresevacnich technik na kvalitu
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spermii beran(i po rozmrazeni se liSi v zavislosti na faktorech, jako jsou pouzité
kryoprotektanty, doba rozmrazeni a teplotni podminky. Zkoumané kryopresevacni techniky
mély vliv na rlzné parametry spermii, jako je motilita, morfologie, acrozomalni integrita a
poskozeni mitochondrii. V pfipadé inseminacnich davek pro tuto diplomovou praci byl pouzit
kryoprotektant AndroMed.

Pro vyuZiti v praxi je nejlepsi variantou standardni metoda rozmrazeni inseminacnich
davek pfri teploté 38 °C. Daghigh et al., (2018) ve své studii také potvrzuji, Ze pomalé

rozmrazeni pfi teploté 37 °C mélo nejlepsi vliv na kvalitu spermatu berand.
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8 Zaveér

S ohledem na horsi mrazitelnost inseminacnich davek u berant a malych prezvykavcu
celkové, je nutné co nejvice optimalizovat jak mrazitelnost, tak i rozmrazeni davek, aby bylo
mozné zajistit jejich nejlepsi kvalitu.

Cilem diplomové prace byla analyza kvalitativnich parametrl kryokonzervovaného
beraniho spermatu valasskych ovci v zavislosti na pouZiti riznych rozmrazovacich protokold.

Na zakladé a vyhodnoceni dat, které byly ziskdny pro tuto diplomovou praci bylo
potvrzeno, Ze rozdilné teplotni gradienty pfi rozmrazovani inseminacnich davek v zavislosti na
dobé ponoreni ve vodni lazni maji vliv na kvalitativni parametry spermii.

Z veskerych testovanych teplot se vysledky 45 °C, predevsim v hlavnich parametrech,
nejvice blizili standardu. U této teploty vysly hodnoty viability, mitochondridlniho
membranového potencialu, motilita a progresivni motilita podobné se standardem.

Vyssi teploty 60 a 65 °C v kratSich ¢asovém Useku rozmrazeni maji dle cytometrie lepsi
hodnoty neZ standard, ovsem dle vysledk(l CASA je potencial téchto bunék pro oplodnéni
vajicek nizsi z dlvodu naruseni progresivni motility.

Pro praktické vyuziti v chovu valasskych berant je nejlepsi variantou vyuZivat standardni
metody, kdy probiha rozmrazeni pfi 38 °C. V externich podminkach by bylo pouziti vyssich

Pro pfesnéjsi a statisticky vyznamné vysledky by bylo nutné ziskat vétsi mnozstvi dat se

zacilenim na kratsi casové Useky pfi vysokych teplotach.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

T1 - hodnoceni vzorky ihned po rozmrazeni

T2 —hodnoceni vzorku 2 hodiny po rozmrazeni
VIA — Zivotaschopnost

MMP — mitochondridlni membranovy potencial
PMD — poskozeni plazmatické membrany
ACRD — poskozeni akrozomu

PMAD — poskozeni plazmatické membrany a akrozomu
MOT — motilita

PROG — progresivni motilita

VAP — pramérna rychlost drahy

VCL — kfivocara rychlost

VSL - rychlost pfimky

LIN — linearita

STR — pfimost

n.e. —nebylo hodnoceno

* Statisticky vyznamny rozdil p <0,05 mezi namérenou hodnotou a standardem
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11 Samostatné prilohy
11.1 Pratokova cytometrie hlavni parametry T2

Graf €. 11: Vysledek priitokové cytometrie T2 hlavni parametry variabilita a mitochondridlni
membranovy potencial
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11.2 CASA hlavni parametry T2

Graf €. 12: Vysledky CASA hlavni parametry T2 motilita a progresivni motilita
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11.3 Prutokova cytometrie vedlejsi parametry T1 a T2

Graf €. 13: Vysledek pritokové cytometrie T1 a T2 poskozeni plazmatické membrany
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Graf €. 14: Vysledek pritokové cytometrie T1 a T2 poskozeni akrozomu a plazmatické
membrany
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11.4 CASA vedlejSi parametry T1a T2

Graf €. 15: Vysledky CASA priimérna rychlost drahy (jednotky um/s)
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Graf €. 16: Vysledky CASA kfivocard rychlost (jednotky um/s)
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Graf €. 17: Vysledky CASA rychlost pfimky (jednotky um/s)
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Graf ¢. 18: Vysledky CASA linearita
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Graf ¢. 19: Vysledky CASA primost
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11.5 Statistické vyznamnosti prutokové cytometrie

Tabulka €. 1: Vyznamnosti mezi variantou teplota/cas vici standardu T1
Statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)

VIA1 PMD1 PMAD1 ACRD1 MMP1
45/2 0.7074 0.1574 0.2152 0.5746 0.1086
45/5 0.6102 0.1141 0.1544 0.4313 0.0435
45/8 0.2401 0.9108 0.5442 0.3751 0.1194

45/11 0.6615 0.5583 0.4927 0.9115 0.8710
45/14 0.9394 0.7710 0.7923 0.9716 0.8452

50/2 0.2536 0.4562 0.8924 0.1930 0.6457
50/5 0.0385 0.5630 0.0912 0.0341 0.5218
50/8 0.5947 0.8877 0.8186 0.4292 0.3834

50/11 0.0803 0.3627 0.0965 0.6262 0.2227
50/14 0.0015 0.5424 0.0204 0.0434 0.2951

55/2 0.2772 0.9397 0.5333 0.7008 0.2380
55/5 0.7507 0.7360 0.9565 0.6394 0.4033
55/8 0.5402 0.1232 0.1444 0.5304 0.9532

55/11 0.3792 0.4442 0.3037 0.6835 0.4012
55/14 0.7461 0.2032 0.2578 0.9123 0.4951

60/2 0.5527 0.0110 0.1272 0.0968 <.0001
60/5 0.0478 0.2134 0.0367 0.1615 0.0001
60/8 0.9190 0.0802 0.2159 0.5365 <.0001

60/11 0.5533 0.4404 0.3529 0.6795 <.0001
60/14 0.8546 0.5334 0.5689 0.9956 <.0001

65/2 0.6059 0.9387 0.7959 0.5345 0.9293
65/5 0.6762 0.8829 0.7130 0.6193 0.9840
65/8 0.0129 0.5558 0.0635 0.3399 0.8125

65/11 0.0023 0.1208 0.0041 0.3500 <.0001
65/14 0.0002 0.0491 0.0004 0.1526 <.0001



Tabulka €. 2: Vyznamnosti mezi variantou teplota/cas vici standardu T2
Statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)

VIA2 PMD2 PMAD2  ACRD2 MMP2
45/2 0.7066 0.2723 0.2419 0.2247 0.9529
45/5 0.5474 0.5394 0.3760 0.3588 0.9394
45/8 0.3290 0.8870 0.5043 0.8483 0.7206

45/11 0.7072 0.8720 0.7240 0.8025 0.7757
45/14 0.8113 0.8932 0.9794 0.9609 0.9189

50/2 0.6171 0.8608 0.6538 0.6119 0.4603
50/5 0.2059 0.5185 0.1820 0.0597 0.7233
50/8 0.3777 0.8130 0.4929 0.9160 0.9673

50/11 0.3516 0.4745 0.2559 0.4791 0.8529
50/14 0.0027 0.0979 0.0021 0.0868 0.8901

55/2 0.7740 0.9269 0.8742 0.2196 0.9596
55/5 0.6407 0.5913 0.4913 0.9257 0.9761
55/8 0.9769 0.8056 0.7966 0.4765 0.9870

55/11 0.8347 0.9668 0.8485 0.4833 0.9014
55/14 0.9151 0.7735 0.8189 0.2913 0.3122

60/2 0.5142 0.2741 0.6187 0.6150 0.0255
60/5 0.5089 0.9798 0.6578 0.3509 0.0489
60/8 0.7484 0.2703 0.2817 0.9237 0.2310

60/11 0.0870 0.0961 0.7271 0.3489 0.4032
60/14 0.0500 0.0721 0.7407 0.4598 0.1033

65/2 0.4525 0.4626 0.3036 0.7559 0.9240
65/5 0.1818 0.6583 0.2784 0.8083 0.5780
65/8 <.0001 0.1681 0.1946 0.0163 0.7210

65/11 <.0001 0.0074 0.2202 0.0030 <.0001
65/14 <.0001 0.0261 0.0221 0.0009 <.0001

Xl



11.6 Statistické vyznamnosti CASA

Tabulka €.3: Vyznamnosti mezi variantou teplota/¢as vici standardu CASA T1

Statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)

n.e. — nebylo hodnoceno

45/2
45/5
45/8
45/11
45/14
50/2
50/5
50/8
50/11
50/14
55/2
55/5
55/8
55/11
55/14
60/2
60/5
60/8
60/11
60/14
65/2
65/5
65/8
65/11
65/14

MOT1
0.9782
0.9034
0.9149
0.7081
0.3191
0.2764
0.2221
0.8752
0.9398
0.0103
0.9212
0.6446
0.5882
0.4302
0.3473
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.1361
0.0744
0.0004
<.0001
<.0001

PROG1
0.7723
0.5121
0.9929
0.7209
0.8622
0.0283
0.1071
0.0096
0.1095
0.0008
0.5059
0.6466
0.7476
0.5935
0.7349
n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

0.0094
0.0038
0.0003
<.0001
<.0001

VAP1
0.8173
0.9912
0.9261
0.7044
0.9885
0.7635
0.8902
0.8318
0.6845
0.5376
0.4183
0.4402
0.7009
0.6840
0.9892
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.7298
0.6332
0.0006
<.0001
<.0001

VCL1
0.4506
0.3489
0.5701
0.4700
0.5978
0.2854
0.3540
0.3539
0.6966
0.5513
0.5476
0.3037
0.8565
0.8865
0.4816
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.1377
0.4677
0.0078
<.0001
<.0001

Xl

VSL1
0.5098
0.2977
0.5844
0.7411
0.5297
0.3165
0.2957
0.0791
0.1689
0.0612
0.2709
0.9449
0.3546
0.8026
0.5024
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.2061
0.0393
0.0003
<.0001
<.0001

LIN1
0.4593
0.2987
0.5198
0.8530
0.5385
0.3038
0.3467
0.1663
0.3853
0.1859
0.5694
0.8665
0.6602
0.7515
0.3010
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.1559
0.0970
0.2891
<.0001
<.0001

STR1
0.5103
0.2235
0.5417
0.9887
0.5237
0.1829
0.1943
0.0845
0.2386
0.0821
0.6076
0.8970
0.6105
0.7229
0.1490
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.0882
0.0506
0.3908
<.0001
<.0001



Tabulka €. 4: Vyznamnosti mezi variantou teplota/¢as vici standardu CASA T2

Statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)

n.e. — nebylo hodnoceno

45/2
45/5
45/8
45/11
45/14
50/2
50/5
50/8
50/11
50/14
55/2
55/5
55/8
55/11
55/14
60/2
60/5
60/8
60/11
60/14
65/2
65/5
65/8
65/11
65/14

MOT2
0.7795
0.4088
0.8027
0.7626
0.5381
0.9936
0.4631
0.4710
0.8085
0.1622
0.9725
0.6942
0.9257
0.7160
0.5909
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.5956
0.2761
0.0021
<.0001
<.0001

PROG2
0.6002
0.7684
0.6441
0.5730
0.6813
0.4187
0.4107
0.7056
0.5934
0.1245
0.3404
0.8222
0.3622
0.4408
0.2179
n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

0.7937
0.2912
0.1134
0.0077
0.0077

VAP2
0.3509
0.1179
0.4311
0.4288
0.7105
0.3165
0.0920
0.0963
0.3674
0.0922
0.3446
0.3319
0.9846
0.5126
0.5553
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.4777
0.2624
0.5062
0.0001
<.0001

VCL2
0.1229
0.0932
0.3794
0.3916
0.6980
0.7303
0.3315
0.4702
0.7283
0.4384
0.1709
0.2183
0.9095
0.2598
0.3563
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.9046
0.5078
0.7769
<.0001
<.0001

X1

VSL2
0.4018
0.1363
0.6054
0.4213
0.7559
0.0334
0.1439
0.3003
0.0416
0.1419
0.4277
0.6087
0.8410
0.5113
0.5541
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.1609
0.3875
0.4706
<.0001
<.0001

LIN2
0.9066
0.0926
0.9755
0.6545
0.7296
0.7046
0.7349
0.2871
0.5931
0.5720
0.5295
0.8367
0.7446
0.8202
0.7024
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.4923
0.4318
0.0911
0.0673
<.0001

STR2
0.8400
0.1729
0.9934
0.7338
0.9487
0.5937
0.5523
0.7380
0.6851
0.8528
0.6485
0.9251
0.7556
0.8891
0.8968
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
0.9041
0.9238
0.4784
0.2343
<.0001



11.7 Nastaveni regionu pro analyzu priutokové cytometrie

= =
E -] =
u
E ]
Ty} o
= 2
T E - |
2 % =
[} ©
b}
2
= S %
r:é' ’ ré R | L) L L]
1082 1022 1032 104 103 1082
FSC-H Propidium lodide
Lo
= 7
- E
% -
E o'E
g SPZ - 2T
b 5
€ =
= =R
= =2
Q.
2
[a O]
= T -|J T T T T T E E
107 102 10%F 10% 10° 108 1072 o
Hoechst-33342 ?3 -

102 10 104 10° 1084
PNA lectin - FITC
Obrazek ¢. 4: Regiony (Archiv Autora)

1. charakteristicky rozptyl s rozptylovym signdlem (SSC, FSC), které jsou typické pro
spermatické bunky.

Pik se spermatickymi burikami, které obsahovaly DNA (Hoechst-33342).

3. Region procentudlné analyzovany jako Zivotaschopné (VIA, bez poskozené plazmatické
membrany a bez poskozeného akrozomu); jako buriky s poskozenou pouze
plazmatickou membrédnou (PMD); jako bunky s poSkozenou jak plazmatickou
membranou, tak i akrozomem (PMAD); a jako buriky s poSkozenym pouze akrozomem
(ACRD).

4. Hodnoceni vysoké mitochondridlni aktivity (MMP) spermii z VIA bunék.
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