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Optimalizace procesu vyroby inseminac¢nich davek pro tcel umélé
inseminace ovci

Souhrn

Cilem diplomové prace je analyza mass motility neboli vifivého pohybu spermatu berana
Valasské ovce a nasledné jeho ovlivnéni pfidanymi fedidly. Je tfeba optimalizovat fedéni,
abychom uchovali vifivy pohyb 1 pii teploté 38 °C, coz je teplota d€lozniho hrdla ovce béhem
inseminace. Zachovanim dobrého vifivého pohybu pfi této teploté by mohlo dojit

k prodlouzeni piezitelnosti spermii v reprodukénim traktu samice a naslednému zvyseni Sance
na oplozeni.

Sperma bylo odebrano od dvou samct plemene Valasska ovce. Ejakulat byl vzdy odebran od
obou berand. Ejakulat je velmi citlivy na teplotni Soky a proto je pfi manipulaci s nim dulezité
mit vSe nahfaté na teplotu 37 — 38 stupnu Celsia. Jako prvni byl ur€en vstupni vifivy pohyb
obou vzorkt. Na predem vyhtaté podlozni sklicko byla nanesena kapka nativniho spermatu a
pod mikroskopem s pfiblizenim 40 x az 100 x, byl ur€en vifivy pohyb. Hodnoceni je na Skale
od 0 do 5, kdy 5 je brano jako nejkvalitnéjsi. Za kvalitni vzorek se povazuje od vifivého
pohybu 3 a vyssi.

Nasledné byly oba vzorky natfedény péti fedidly v poméru 1:2, kdy celkovy objem tvoril 180
mikrolitrd. Pouzita byla fedidla PBS, UHT mléko 3,5 %, Inra96, Optixcell, Diluent K, ktery
byl poté nahrazen fedidlem SLAD. INRA 96, Optixcell, PBS a SLAD jsou komer¢ni fedidla
narozdil od mléka 3,5% UHT a Diluentu K. Diluent K je vzdy nutné pfipravit predem

v laboratofi. Slozeni Diluentu K je 0,8 g glukozy, 2,9 g citronanu sodného, 20 ml vajecného
zloutku a 100 ml destilované vody. Vzdy byla fedidla pfedem nahtata na teplotu 38 stupriti
Ceslsia.

U kazdého z beranti byla ponechéna i varianta nenafedéného ejakulatu. Inseminacni davky
byly nasledné analyzovany a hodnoceny po dobu 6 hodin ve 30 minutovych intervalech.
Vyjimkou byl vzorek nenafedéného ejakulatu, ktery jsem hodnotila kazdou hodinu. Vzdy po
zhodnoceni vifivého pohybu byly vzorky ulozeny do vodni 14zné€ s optiméalni teplotou 37 — 38
°C

Z nasbiranych dat vyplyva, ze vybrana fedidla maji rizné vlivy a znatelné€ ovliviuji vifivy
pohyb spermii. Pfekvapenim bylo zji§téni, ze v nékterych ptipadech jsou reakce na redidla
odlisna v zavislosti na samci. To dokazuje, ze pozitivni vliv na motilitu daného fedidla nelze
se stoprocentni jistotou urcit plosné na celou populaci Valasské ovce. Do budoucna by bylo
vhodné ovéfit kvalitu inseminacnich davek v in vivo podminkéch a zhodnotit miru plodnosti.

Klicova slova: inseminace, ID, ovine, CASA, prutokova cytometrie, piezitelnost, analyza

vitivého pohybu



Optimization of the procedure for the production of
insemination doses for the purpose of artificial
insemination of sheep

Summary

The aim of the thesis is to analyse the mass motility or the vortex movement of the semen of
the Wallachian ram and its subsequent influence by added diluents. It is necessary to optimize
the dilution in order to preserve the swirling motion even at 38 °C, which is the temperature
of the sheep's cervix during insemination. By maintaining good vortex motion at this
temperature, sperm survival in the reproductive tract of the female could be prolonged and the
chance of fertilisation increased.

Semen was collected from two male Wallachian sheep. The ejaculate was always collected
from both rams. Ejaculate is very sensitive to temperature shocks and therefore it is important
to keep everything warmed up to a temperature of 37-38 degrees Celsius when handling it.
The first step was to determine the initial swirling motion of both samples. A drop of native
semen was applied to a pre-heated slide and under a microscope with a magnification of 40 x
to 100 x, the swirling motion was determined. The rating is on a scale of 0 to 5, with 5 being
taken as the best quality. A swirling motion of 3 or higher is considered to be a quality
sample.

Subsequently, both samples were diluted with five diluents in a 1:2 ratio, with a total volume
of 180 microliters. The diluents used were PBS, UHT milk 3.5%, Inra96, Optixcell, Diluent
K, which was then replaced by SLAD. INRA96, Optixcell, PBS and SLAD are commercial
diluents unlike 3.5% UHT milk and Diluent K. Diluent K must always be prepared in advance
in the laboratory. The composition of Diluent K is 0.8 g glucose, 2.9 g sodium citrate, 20 ml
egg yolk and 100 ml distilled water. The diluents were always preheated to a temperature of
38 degrees Cesslsius.

A variant of undiluted ejaculate was also retained for each of the rams. The insemination
batches were then analyzed and evaluated for 6 hours at 30 minute intervals. The exception
was the undiluted ejaculate sample, which was evaluated every hour. Each time, after
evaluation of the vortex motion, the samples were placed in a water bath with an optimal
temperature of 37-38 °C

The data collected showed that the selected diluents have different effects and noticeably
influence the swirling motion of spermatozoa. It was surprising to find that in some cases the
responses to diluents differed depending on the male. This shows that the positive effect on
motility of a given diluent cannot be determined with 100% certainty over the whole
population of Wallachian sheep. In the future, it would be useful to verify the quality of
insemination doses under in vivo conditions and to assess the fertility rate.

Keywords: insemination, ID, ovine, CASA, flow cytometry, survivability, mass motility
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1 Uvod

Inseminace hospodaiskych zvifat je v dnesni dobé zcela béznd zalezitost. Jednim
z hlavnich divodt inseminace je vét§i moznost Slechténi a udrzeni pozadovanych standarda
daného plemene. Prestoze jejich rozmnozovani probiha také pfirozen€, inseminace ma zna¢né
vyhody. Tyto vyhody zahrnuji kontrolu kvality ejakulatu a vyuziti spermatu nejkvalitné&j$ich
plemenikd. Diky fedéni semene vznika vétsi mnozstvi inseminacnich davek a je mozné jednoho
kvalitniho samce pouzit pro vice samic. Plemeno vala§ské ovce je zafazeno mezi genetické
zdroje nasi republiky a to diky jeho typickym vlastnostem, jako je znovuobnoveni a zachovani
horskych oblasti.

Praveé reprodukeni biotechnologie zahrnujici také inseminaci, napomahaji udrzet genetické
standardy a zachovavat zdravi zvirat.

Inseminace nemrazenym naredénym spermatem ma ve srovnani sinseminaci mrazenym
spermatem lepsi vysledky. Presto je zapotiebi zoptimalizovat pfeziti spermii pii teplotach
reprodukéniho traktu samice. Proto se ma diplomova prace timto tématem zabyva. Hlavnim
cilem je urcit nejoptimalnéjsi fedidlo, které zachova kvalitni motilitu spermii v fadu nékolika
hodin pfti teploté 37 — 38 °C. Pouze poté je mozné sperma dosahnout preziti inseminované
davky v pohlavnim ustroji samice a tim zvy$it Sanci na oplozeni.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Predpokladame, ze na uspeéSnost umélé inseminace ovci nafedénym nemrazenym
spermatem ma vliv pouzité fedidlo.

Umeéla inseminace ovci nafedénym nemrazenym spermatem (predevsim v pripad€ vyuziti
metodiky cervikalni inseminace) ma evidentni vyhody ve srovnani se spermatem mrazenym.
V dnesni dobé je snahou odbornikti najit optimalni fedidlo, které by poskytovalo, co
nejefektivnéjsi uchovani viability spermatickych bunék. Dnesni znalosti poukazuji na to, ze
jednim z nejdulezitéjsich kvalitativnich parametrti spermatickych bunék je jejich pohyblivost.
Také je znamo, ze komponenty fedidel miizou mit, jak pozitivni tak negativni u¢inek na
motilitu spermatickych bunék.

Cil: Hlavnim pfedmétem diplomové prace je overit danou hypotézu, ze bézné dostupna
komer¢ni fedidla maji vliv na vitivy pohyb. Zjistit, které fedidlo se svym slozenim dle
analyzy jevi jako nejoptimalné;si.



3 Literarni resSerse

3.1 ValasSska ovce

Jejich piivod prameni z capovych ovci, které se standardné vyskytuji na Balkané a Karpatech.
Vlivem kolonizace se toto plemeno dostalo v 15. — 16. stoleti 1 na naSe uzemi (Milerski, 2016)
Jeden z divoda chovu valasské ovce je Ze jsou velmi dobfe prizpisobeny extrémnim
podminkam v horskych oblastech (Horak a Treznerova, 2010).

Jejich uzitkovost je kombinovana, coz znamena, Ze se zaméfuje na vinu, mléko a maso. Mezi
jejich charakteristické vlastnosti se fadi chodivost v ¢lenitém terénu, otuzitelnost,
temperament a silny stadovy pud (Horak et al., 2004). Diky témto vlastnostem jsou vhodné
pro chov na neoplocenych horskych pastvinach. Pravé pro tyto oblasti jsou salasnictvim
charakteristické. Jejich dalsi vyuziti se tyka historického ptivodu a jsou oblibené pfi
folklornich a historickych akcich, kde prezentuji salasnictvi a salasnické vyrobky.

Jedna se o plemeno, které je charakteristické mensim az stfednim vzrastem, pevnou konstituci
a pastevni schopnosti. Koncetiny jsou pevné s men§imi paznehty, které jsou tvorené tvrdou
rohovinou. Hlava je sucha s uzkymi Celistmi. USi jsou kratké a smefuji do stran. Samci jsou
zpravidla rohati, u samic jsou mozné obé varianty. Zbarveni je u tohoto plemene razné, od
bilé, $edé az po Eernou. Castym znakem jsou tmavé Eerné skvrny na hlavé a kon&etinach.
SmiSené rouno s kratkou podsadou a dlouhymi pesiky je hlavnim charakteristickym znakem
plemene. Toto spojeni vytvaii zvinéné praminky, které se navzajem piekryvaji a tim zaji§t'uji
ochranu pred destém. Vyse zminéné vlastnosti jim davaji schopnost pezit v extrémnich
podminkach. Rouno hraje vyznamnou roli i pfi termoregulaci. Vlna se nevyskytuje na
koncetinach a hlavé. Co se tyka hmotnosti, samci vazi 50 — 65 kg, samice jsou o néco mensi a
vazi v prumeéru 40 — 50 kg (Milerski, 2016).

3.1.1 Geneticky zdroj

Podstatou vytvoreni genovych zdroju je zachovani ohrozenych druhti. Cilem neni zlepSovani
reproduk¢nich a produkénich schopnosti daného plemene.

Dtvodem vymirani druhti zvitat jsou zmény klimatu, choroby, genetické problémy a selekce.
Biologickou rozmanitost mazou ovlivnit i ptirodni katastrofy. Jak jiz bylo zminéno, tyto
genetické zdroje neslouzi primarné€ ke zméné produkenich vlastnosti, ale jako moznost
reagovat v budoucnosti na nepredvidatelné zmény (Méatlova et al., 2021).

Kazdy organismus ma charakteristické vlastnosti a muze byt napomocen pfi Slechténi jinych
druht. Cilem je uchovat genetické zdroje u druht momentaln€ pro hospodare
neperspektivnich a tim padem hrozi jejich vymfeni. Dalsi jejich velkou hrozbou a divodem
mozného vymfeni jsou utoky vlka obecného, ktery napada celé stada a tim snizuje jejich pocet
(Matlova et al., 2021., Ministerstvo zemédelstvi, 2017).

Listina platici na mezinarodni urovni je Umluva o biologické rozmanitosti — Convention on
Biological Diversity (Ministerstvo zemédélstvi 2017).

Vala3ska ovce bylo do toho seznamu zahrnuta zejmeéna pro jeji vySe zminéné vlastnosti. Dale
z divodu historického a kulturniho (Ministerstvo zeméedélstvi, 2017).
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3.2 Pohlavni soustava

Pohlavni soustava zahrnuje organy, které slouzi k rozmnozovani a zachovani druhu (Horak,
2012). Pohlavni soustava berana je totozna jako u ostatnich prezvykavcua. Sklada se z varlat,
nadvarlat, pfidatné pohlavni zlazy, chamovodu a pyje (Pugh a Baird, 2012).

Varlata — jedna se o parovy pohlavni organ. Hlavni tilohou je tvorba spermii a sam¢ich
pohlavnich hormont, zejména testosteronu. Varlata potiebuji pro spravnou funkci nizsi
teplotu nez je té€lesna teplota, proto jsou ulozeny mimo dutinu biisni v Sourku, kde je teplota
pro né optimalni (Cottle, 2010).

Nadvarle — dé€li se na tfi Casti hlava, t€lo a ocas. Hraje zasadni roli v dozravani spermii a
slouzi jako jejich rezervoar. Hlava nadvarlete se nachazi v horni ¢asti a pies télo pfechazi do
ocasu. Konec ocasu tvofi tzv. nadvarletni vyvod ptrechéazejici do chamovodu (Horak et al.,
2004).

Pridatné pohlavni zlazy — Jejich hlavnim produktem je sekret, ktery je vyplavovan do
mocové trubice. Sekret je nazyvan semenna plazma a po spojeni s vymeskem nadvarlat
spolecné tvoti ejakulat (Reece 2011). Patifi sem 1 prostata neboli zlaza predstojna spolecné

s bulborektalnimi zlazami, neboli Copwerovymi zlazami, a chamovodem. Piidatné pohlavni
zlazy jsou druhové rozdilné a mohou dokonce i chybét.

Chamovod - Patii mezi pridatné pohlavni zlazy (Reece 2011). Nachazi se podél nadvarlete a
smeétuje nahoru k tfiselnému kanalu. Jedna se o neparovou zlazu, jejiz sekret je alkaicky

s velkym mnozstvim proteinti. Po své délce je hojné cévné zasoben, krome panevni dutiny,
kde se chamovod od cév oddéluje a poté se spoji v ejakulacni vyvod (Cottle, 2010).

Pyj — Kopulacni organ, ptes ktery dochazi k prenosu semene do pohlavniho ustroji samice.
Pro spravnou funkeci jsou zapotrebi topotiva télesa, ktera se zde vyskytuji v paru, dale mocova
trubice, houbovité téleso pyje a pomocné svaly. Délka je individualni, ale pohybuje se

v rozmezi od 30 — 50 cm (Marvan, 2003).

321 Ejakulit

Ejakulatem se rozumi vymeéSek sam¢ich pohlavnich zlaz, ktery je slozen ze spermii a semenné
plazmy. K produkci spermii dochazi ve varlatech a semenna plazma se tvoti v ptidatnych
pohlavnich zlazach, které jsou podrobnéji popsany v predchozi kapitole.

Co se tyka chemického slozeni ejakulatu je lehce zasadity. Jeho pH se pohybuje okolo 7,2 —
7,8.

Celkové vlastnosti ejakulatu, coz zahrnuje barvu, pH, mnozstvi, zapach a hustotu, zavisi na
druhu. VSeobecné u malych prezvykavcu se jedna o mensi objem s vetsi koncentraci spermii
(Marvan, 2003).

Objem se pohybuje okolo 0,2 — 0,5 ml s koncentraci s 1,5 — 5,0 x 10° spermii na 1 ml (Cottle,
2010).

Kvalita ejakulatu je dulezita zejména pii urovani vhodnosti samce k plemenitbé.
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3.2.2 Spermie

Spermie je samci pohlavni buiika neboli gameta, ktera je velmi specializovana k vyhledani a
oplozeni vajicka (Marvan, 2011). K produkeci spermii dochazi v semenotvornych kanalcich
varlat v procesu zvaném spermatogeneze, kdy vznikaji buiiky s haploidnim poctem
chromosomu (Gadella & Luna 2014).

Jejich velikost a tvar se lisi podle druhu. Pro spermie vSech druhti je spole¢na pohyblivost a
schopnost oplodnit vajicko. Spermie se déli na tfi hlavni ¢asti, kterymi jsou hlavicka, kréek a
bi¢ik. Rozméry hlavicky spermie se pohybuji okolo 0,5 az 1 mikrometr. Jeji utvareni je téz
druhové zavislé. Hlavicka je ovalného tvaru ze stran splostéla, na jeji predni Casti se nachazi
cepicka tzv. akrosom (Jelinek a Koudela, 2003). Jeho hlavni ulohou je vyplaveni obsahujicich
enzymu a roz§té€peni glykoproteinového obalu vajicka tzv. zony pellucidy. (Chtopik et
Wysokinska 2019). Hlavicka je tvofena predevsim jadrem s chromatinem nesoucim
genetickou informaci daného jedince (Chtopik et Wysokinska 2019). Pomoci krcku je

s hlavickou spojen bicik, ktery diky mitochondriim a cytoskeletatni stukture, zajistuje pohyb
spermie (Hafez & Hafez, 2000).

Cely povrch je pokryt dvouvrstevnou cytoplazmatickou membranou, ktera neni nikde
preruSena a tim chrani spermii. Je charakteristicka svoji permeabilitou, acidorezistenci a
citlivosti na zmény osmotického tlaku. VySe zminéna permeabilita membrany umoziuje
latkovou vymeénu. Toho lze vyuzit naptiklad pii letaln€ vitalnim barveni, kterého se vyuziva
pro rozliSeni zivych a mrtvych spermii. K poskozeni permeability mize dojit naptiklad pfi
mrazeni spermii a tim se narusi oplozovaci schopnost (Jelinek a Koudela, 2003).

3.2.3 Semenna plazma

Tvorti 70 — 75 % ejakulatu a primarni ulohou je vytvofit pro spermie vhodné prostiedi.
Zajistuje ochranou a i vyzivnou funkci (Marvan, 2011). VSechny komponenty semenné
plazmy jsou tvofeny ve varlatech, nadvarleti a ptidatnych pohlavnich zlazach. Obsahuje
zejména proteiny, které maji funkci navazani se na plasmatickou membranu spermie a tim
ovliviiuji jeji vazebné schopnosti (Dominguez et al. 2008). Pomér a slozeni bilkovin semenné
plazmy je druhové zavisly (Muifio-Blanco et al., 2006).

Mustafa Hitit et al. (2021) se ve své studii zaméfuje na obsah bilkovin v beranim spermatu a
vlivu na oplozovaci schopnost. Berani (n = 66) s vys§im procentem zabieznuti (89,4 + 7,2 %)
byly zafazeni do skupiny s vyssi plodnosti (GF n=31; 94,5 + 2,8 %). Naopak samci s niz§im
procentem byly zarazeni do skupiny s niz§i plodnosti (LF; n = 25; 83,1 £ 5,73 %; P = 0,028).
Nasledné byly vzorky od berant s nejvyssi a nejnizsi plodnosti (n = 6, mira bfezosti; 98,4 +
1,8 % a 76,1 + 3,9 %) pouzity pro hodnoceni proteinii. Dohromady bylo nalezeno 997
proteint, z nichz 840 se vyskytovalo v obou skupinach a naopak 57 a 93 bylo obsazeno pouze
v GF a LF. Z dale detekovanych 190 bilkovin 124 bylo u GF a 66 bylo vice zastoupeno ve
skupiné LF. Z vysledki vyplyva, Ze existuje rozdil ve slozeni proteint a 1ze podle nich
odhadnout oplozovaci schopnosti.

Dale obsahuje ziviny a enzymy, které sehravaji dulezitou roli pfi samotném procesu ejakulace
az po oplozeni vajicka. Nelze opomenout fruktozu, cukry a kreatin, bioaktivni slozky jako
napiiklad estrogeny, androgeny a prostaglandiny (Jelinek a Koudela, 2003).
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Obsahuje znacné mnozstvi mineralnich latek jako zinek, vapnik, hoi¢ik a také sodik.

Zastoupeni jednotlivych slozek v semenné plazmé je zavislé na sekreci, velikosti a kapacité
samcich pohlavnich zlaz (Juyena & Stelletta 2011). Berani semenna plazma je specificka
oproti semenné plazmé ostatnich hospodarskych zvirat. Rozdil je, ze obsahuje specifické
bilkoviny s antimikrobialnim G¢inkem Berdefensin a Ovispirin. Jako dalsi priklad uvedu vyssi
koncentraci zinku, ktery ma pozitivni u€inky na kvalitu spermii (EI Amiri, 2022).

3.3 Faktory ovliviiujici kvalitu spermatu

Prestoze jsou samci plodni béhem celého roku i tak se kvalita jejich spermatu béhem roku
meéni. Udéava se, ze sperma je nejkvalitnéjsi na podzim (Horak, 2004).

3.31 Vék

Vék ovliviuje kvalitu spermatu u mnohych savci a proto i hospodarska zvitata nejsou
vyjimkou. Konkrétné beran dosahuje pohlavni dospélosti okolo 3 — 6 mésici, ale i tak je to
individualni a zalezi na plemeni a dalSich faktorech. Co se tyka chovatelské dospélosti, té
dosahuji priblizn€ v 7 — 10 mésici, kdy by meli mit zhruba 70 % konecné vahy. Mezi
nejplodnéjsi obdobi patti vék od 3 do 5 let. Po preklenuti 6 roku plodnost zac¢ina pomalu
klesat (Kuchtik et al., 2007). Mimo v€ék ma na plodnost velky vliv hlavné télesny vyvoj a
vyvoj varlat.

3.3.2 Strava

Béhem piipousténi museji mit samci kvalitni stravu. Vhodné je dopliiovat mineraly jako je
vapnik a fosfor. Pro lepsi pohyblivost spermii se do vyzivy pfidava vitamin E a selen nékolik
tydna pred pripusténim (Horak, 2012). Seno, oves a dostatek vody je zakladem. Kvalita
krmiva ma dopad na velikost varlat. Velikost a obvod Sourku urcuje tvorbu spermii, ¢im
vys$$i, tim véts§i pozadavky na bilkoviny a energii ve stravé (Gootwine, 2016).

3.3.3 Zdravotni stav

Kontrola a udrzovani dobfe télesné kondice a zdravi je dulezita pro reproduk¢ni ¢innost. Pred
pfipousténim je vhodné berany odcCervit a naockovat. Doporucuje se berany osttihat (Louda,
2001). Samoziejmosti je kontrola pohlavniho ustroji tzn. varlat, nadvarlat, spravna ¢innost
pyje a Cistota predkozky (Louda a HegediiSova, 2009). Beran s jakoukoliv vadou ¢i
onemocnénim pohlavni soustavy by mél byt 1é¢en nebo brakovan (Cottle, 2010).

3.3.4 Obvod Sourku

Parametr, ktery ma vyznamny vliv na kvalitu a fertilni schopnost spermii. Obvod Sourku se
muze ménit na zakladé rocniho obdobi, jelikoz souvisli s vahou samce a pohlavni aktivitou.
V obdobi pohlavni aktivity ma obvod Sourku vétsi rozméry, naopak mimo obdobi
rozmnozovani mize dojit ke zmenseni obvodu v ramci 2 — 3 cm (Pezzanite et al. 2010). Podle
obvod Sourku 1ze rozhodnout o vhodnosti zafazeni samce do plemenitby. Jako minimalni
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obvod se uvadi 33 centimetri, pokud je obvod mensi je vhodné samce vyftadit, jelikoz neni
schopen vyprodukovat pozadovany objem ejakulatu.

Podle studie Braun et al. (1980) ktery méfil obvod Sourku u 717 samct bez ohledu na
plemeno, z jeho vysledkt vyplyva, Ze existuje pfima uméra mezi vahou samce a obvodem
Sourku. VSeobecné vétsi plemena maji vétsi obvod Sourku.

Podle velikosti obvodu Sourku Ize berany rozde¢lit do tii skupin: vynikajici, uspokojivy a
pochybny. Méfeni se provadi pred zaclenénim samce do plemenitby (Pezzanite et al. 2010)

3.4 Odbér ejakulatu

Inseminace se vyuziva v procesu rozmnozovani u hospodatskych zvirat velmi hojné. Provadi
se aktivn€ a zamémé, aby se predeslo pfimému pohlavnimu styku partnerti. Hlavnim rozdilem
mezi pafenim a inseminaci je Casova prestavka, ktera slouzi ke zhodnoceni ejakulatu a k jeho
uprave, aby se dalo vyuzit pro vetsi pocet plemenic. Diky tomu lze pouzivat mensi pocet
plemenikd. Je to dano zejména tim, Ze dnes$ni technologie umoziiuji fedéni ejakulatu a tim
dojde k navySeni jeho objemu.

Co se tyka ziskavani ejakulatu od beranti musi nejdiive dosahnout chovné dospélosti. Tim se
rozumi vek, kdy je samec zatazen do chovu, aniz by to mélo vliv na jeho dalsi vyvoj nebo
zdravotni stav. Konkrétné u ranych plemen v 8. — 10. mésicich a u ostatnich ve 12. — 18.
meésici. Zatazeni do plemenitby neurcuje pouze vek, ale stuperi télesného vyvoje, ktery by me¢l
dosahovat alespori 70 — 75 % hmotnosti dospélého zvifete. Konkrétn€ u berani se bere

v potaz i vyvoj varlat (Kuchtik et al., 2007).

Fyzicka zdatnost a pfipadné abnormality by mély byt vySetfeny jesté pfed odbérem spermatu.
Ve vsech stadech 1ze nalézt berany s fyzickou abnormalitou, ktera ovliviiuje kvalitu semene a
i snizovat libido beranti. U vSech beranti by mél byt zkontrolovan Sourek, pyj a predkozka
(Louda a HegediiSova, 2009).

3.4.1 Odbér pomoci umélé vaginy

Umeéla vagina je pro sbér beraniho spermatu nejvyuzivanéjsi metoda. Presto je narocna na
trénink a pfipravu samce. Doba potiebna k zacviku samce muze byt nékolik dni i tydnt

v zavislosti na samci (Wulster-Radcliffe et al., 2001). Je mozné pouzit umeélou vaginu, jaka se
vyuziva u byku, pouze v krat§im rozméru (Romano & Christians, 2009).

Vagina se pred pouziti musi zahtat zavedenim teplé vody (40 — 50 °C) a vzduchu mezi
plastém, ktery je na vné&jsi strang€, a vnitini mékkou membranou (Romano & Christians,
2009). Nasledné¢ se vazelinou nebo sonografickym gelem namaze misto, kam dochazi

k zasunuti penisu a upevnéni konického jimaciho skla nachazejiciho se na druhém konci (Kos
et al. 2019). Jednorazovy sbéraC muze byt z riznych materialt, pfevazné sklenény nebo

z nespermicidni folie.

Beran musi byt pred samotnym zakrokem oci§tén. Zamétujeme se hlavné na bticho, zadni
koncetiny a Sourek. Je mozné predkozku predtim vycistit fyziologickym roztokem NaCl a
nasledné se otvor osusi sterilni rouskou. Poté co dojde k ejakulaci se uméla vagina drzi kolmo
vzhiru, aby se ejakulat v co nejkrat§im Case dostal do sbérace.
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Pro urychleni ejakulace a zvySeni objemu ejakulatu se vyuziva pfitomnost ovce v fiji (Cottle,
2010). Odbér se standartné provadi 1 —2 x za den, 5 x v tydnu. Frekvence odbéru se zvySuje
se stafim samce. Ve vySe zminéné frekvenci odbéru 1ze od jednoho berana ziskat za tyden az
50 — 200 inseminac¢nich davek (Louda a HegediiSova, 2009).

3.4.2 Elektrostimulace

Elektrostimulace se fadi k dal§i moznosti odbéru beranniho spermatu. Metoda se vyuziva
pokud beran neni nau¢en odbéru pomoci umélé vaginy (Napolitano et al., 2020). Pti této
metodé€ je beran fixovan v poloze na boku. Princip této metody je zalozeny na vlozeni
lubrikované bipolarni elektrody do konecniku a na zaklad¢ elektrickych vyboja dojde

k ejakulaci (Brindley 1981). Elektrické impulsy drazdi hypograstricky plex okolo semenného
vacku, prostatu a ductus deferens. Zaroven dochézi ke stimulaci nervu, inervujicimu mocovou
trubici a tim vznikaji kontrakce uterinnich svalt, které maji za nasledek ejakulaci semene
(Abril-Sanchez et al., 2019).

Elektroda se pied zavedenim ocisti roztokem NaCL a diky vlhkosti je elektricka stimulace
snadnéjsi (Wernerova 2015). Penis je pro lepsi odbér ejakulatu fixovan gazou.

Tato metoda je méné spolehliva nez pomoci umélé vaginy, diky tomu i mén¢ vyuzivana. Mezi
hlavni davody patfi rozdilnost kvality spermatu, kdyz pfi elekrostimulaci mize dojit ke
kontaminaci moci. Pro zvifata je stresujici a bolestivé jeji zavedeni a je nutné podat sedativa
¢i anestetika, které narusuji kvalitu semene (Abril-Sanchez et al., 2017). Samotny ukon trva
nekolik minut a k ejakulaci dochazi beéhem 3-5 stimulacich (Shipley et al. 2007)

3.4.3 Post mortem

Tento zptsob oznacuje odbér ejakulatu po smrti zvitete. Jedna se o chirurgicky vykon a je
vhodné ho provést, co nejdrive po smrti zvifete. Vyzkumy uvadi nejdéle do 24 hodin. Podle
jinych zdrojii i do 48 hodin (Kaabi et al., 2003). Pokud neni mozné provést odbér z nadvarlete
okamzité, uchovava se celé sperma pfi teploté 5 °C a poté se do 24 hodin odebere vzorek
(Kishikawa H et al., 1999, Shaken et al., 2008).

Jak jiz bylo zminéno jedna se o zakrok, kdy se z ocasu nadvarlete, ktery slouzi jako rezervoar
pro spermie, extrahuje ejakulat. Odebrany vzorek se uchovava s fedidlem pii teploté 37 °C.
Tento zptisob odbéru je vyhodny pro ziskani genetické informace u vzacnych a ohrozenych
druha zvifat (Abu et al., 2016).

3.5 Hodnoceni kvality spermatu

Hodnoceni kvality spermatu zahrnuje mnozstvi, kvalitu a oplozovaci schopnost. Nasim cilem
je zhodnotit kvalitu snadno, rychle a finanéné€ dostupné (Kubovicova 2011).

Vzorek musi projit makro a mikroskopickym laboratornim vySetfenim (Edmondson et al.,
2012).

Dulezité je po odbéru vzorky oznacit, aby nedoslo k zamén¢ a byl zfejmy ptvod ejakulatu.
V co nejkratsi dobé by vzorek mél byt donesen do laboratote, aby se makroskopicky a
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mikroskopicky zhodnotil. Nejlépe do 1 hodiny od odbéru, poté dochazi ke zméné kvality a je
to zpusobené ¢asovou prodlevou.

Pohyblivost spermii znatelné klesa po 2 hodinach. Sperma se pfi transportu umistuje do
inkubatoru s teplotou 37 °C. Jak jiz bylo vySe zminéno beranni sperma méa men§i objem a
vyS§si koncentraci spermii.

Kvalita je zavisla na rocnim obdobi, kdy nejlepsi vysledky vykazuje na podzim. Lze
pozorovat i rozdily v kvalit€ berani chovanym v inseminacni stanici a beranti v pfirozené
plemenitbé (Louda a HegedtiSova, 2009).

Diky systémim pro analyzu nejsou vysledky napfi¢ laboratoremi tolik variabilni. Pfesto je
nékolik krokt pfi ptiprave ID, které 1ze lidskou praci nékdy negativné ovlivnit, jako napfiklad
fedéni, manipulace, mrazeni a mnoha dalSich (Balazi et al., 2020).

3.5.1 Makroskopické posouzeni
Hlavnim cilem tohoto posouzeni je barva, objem, zapach a zrnitost (Heidari et al., 2021)

3.5.1.1 Objem

Objem lez zjistit pipetou s presnosti na 0,1 cm? (Louda et al., 2001). Dal§i moznosti je valec
nebo stfikacka. Co se tyka objemu by mél byt v rozmezi od 0,5 do 2 ml, pokud neodpovida je
nékolik faktord, které to mohou ovlivnit. Niz§i objem muze souviset se snizenou funkci ¢i
jinym poruchou piidatnych pohlavnich zlaz.

3.5.1.2 Zrnitost a konzistenci

Posuzujeme proti svétlu, aby zkumavkou prochazelo. Zkumavka se nakloni a diky prulnuti ke
stén¢ posuzujici zhodnoti viskozitu (Kos a kol. 2019). Sperma je charakteristické hustotou,
nepruhlednosti a vysokou viskozitou (Gamcik & Kozumplik 1992). Jakkékoliv odchyleni od
standardu znaci problem s kvalitou ejakulatu. Pokud je viskozita vysoka muze se jedna o
poruchu piidatnych pohlavnich zlaz, naopak pfi snizené viskozité 1ze o¢ekavat zhorSenou
motilitu spermii (Ducha a kol. 2021).

3.5.1.3 Barva a zapach

Stejné tak pro posouzeni barvy spermatu je nutné dobré svétlo. Krémova az bila barva, svétle
zluté je povazovana za optimalni. Moznou pfitomnost infekce naznacuje naSedla barva.
Naopak jasné zluta barva signalizuje pfitomnost hnisu, moce nebo cizich mikroorganismi.
Dalsim pfiznakem cizich mikroorganismi je zapach (Gamcik a Kozumplik, 1992). Takovy
ejakulat je znehodnocen. V ejakulatu 1ze také najit znamky krve (Louda, 2001., Gamcik a
Kozumplik, 1992). Normalni berani sperma je bez zapachu nebo je mirné citit zatuchlinou,
nesnesitelny nebo hnilobny pach muze signifikovat infekci (Wurlina a kol., 2020).

3.5.1.4 pH hodnota

Dalsi kritérium je pH hodnota, kterou Ize snadno stanovit pH metre nebo pH prouzky (Kos et
al., 2019). Vyssi pH nez je norma muze znacit niz$i koncentraci spermii.
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3.5.2 Mikroskopické posouzeni

Oproti makroskopickému, které se provadi pouhym okem nebo jednoduchou diagnostikou je
mikroskopické posouzeni konkrétnéj$i a podrobnéjsi. Zamétuje se na pohyblivost,
koncentraci v mm?, abnormality a poskozeni spermii (Gam¢ik a Kozumplik, 1992). Lze fict,
Ze se zamé&fuje na spermatogenezi.

3.5.2.1 Koncentrace

Koncentrace je jedna z hlavnich ukazatela kvality, jejim stanovenim zjistime kvalitu a
moznost zpracovani pii tvorbé inseminac¢nich davek. Jeji hodnotu Ize stanovit vice zpusoby,
napiiklad odhadem, fotometricky, hemocytometricky a v posledni fad¢ pocitacove
(Wernerova 2015). Rozmezi koncentrace spermii u berana je 2 — 5 milion{ spermii na 1 mm?.
Hodnoti se podle 6 skupin. Od velmi hustého ejakulatu s hodnotou 4 — 5 x 10° spermii az po
velmi #idky ejakulat s hodnotou 1x10 spermii v 1 mm?. Pro kratkodobé uchovani lze vyuzit
ejakulat s koncentraci alespoti 2x10° v 1 mm?. Pro dlouhodobé uskladnéni je vhodny ejakulat
s mirné vy3si koncentraci 2,8x10° /1 mm®. Pokud by doslo k tipIné absenci spermii

v ejakulatu je tento jev oznacovan jako azoospermie (Johansson et al., 2008).

3.5.2.2 Hodnoceni patologickych spermii

Jedna se o morfologické vySetieni, které je nejobjektivngjsi. Provadi se pfed inseminaci, tak i
pro védecké ucely (de Paz 2011). V kazdém ejakulatu je urcitd koncentrace morfologicky
odlisnych spermii, pokud je toho zastoupeni okolo 5 — 10 % nem4 zasadni vliv na fertilizace.
Vliv na oplozeni schopnost spermii lze o¢ekavat pfi mnozstvi abnormalnich spermii vice nez
25 % (Bearden, 2004)

Touto metodou se urCuje procento spermii s normalni morfologii a spermii se zménénou
morfologii (Wernerova 2015). Lze sledovat morfologické procesy béhem spermatogeneze.
Hodnoti se Cerstvé odebrany ejakulat. V minulosti se pouzivaly metody barveni dle Wels
nebo Brandon — Farellyho, kdy se nanesla kapka na podlozni skli¢ko a nasledné se obarvila.
V dnesni dobé¢ se pouziva pristroj CASA (Kliment et al. 1989).

Zmeny se pozoruji zejména na hlavicce, v akrozomu a mitochondriélni ¢asti. Tyto zmény
ukazuji na poruchu semenotvorného a vyvodného systému. K sekundarnim zménam muze
dojit pti nadmeérné dobé stravené v ocasu nadvarlete. Sekundarni zmény zplsobuji zmény na
biciku, které vznikaji nedokoncenim procesu zrani. Muze k nim dojit také pfi nespravném
odbéru a zpracovani. Jako dal§i zmény lze uvést roztrhnuti akrosomu, hlavicky a bobtnani
(Véznik et al. 2004).

3.5.2.3 Vady na hlavicce

Patii mezi nejcastéjsi poruchy vyskytujici se pfi spermiogenezi. Defekt se d€li na poruchy
samotné hlavicky nebo na akrosomu. Poruch hlavicky nesmi byt v inseminacni davce vice nez
5 % a poruch akrosomu vice nez 10 %. Nékdy dochazi k odchylkam tvaru ¢i velikosti
hlavicky. Mezi tyto odchylky patii giganticka hlava, zizena hlava, vicero hlavicek na jedné
spermii, mala hlavicka, hruskovity tvar a dalsi (Kliment et al. 1989).
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3.5.2.4 Vady na akrosomu

Jedna z nejcCast&jSich vad je nabobtnani akrosomu, ke kterému dochézi pfi manipulaci, pokud
se do sbérace umelé vaginy dostane voda. Dale 1ze zminit kondenzace akrosomu na pfednim
okraji hlavicky ¢i granulace akrosomu (Gamcik a Kozumplik, 1984).

3.5.2.5 Vady na bi¢iku spermie

Vady se déli podle jejich lokalizace na biciku. Odchylky se mohou tykat ulozeni, ale délky,
poctu ¢i kvality. Napriklad kratky bicik, zdvojeny, zlomeny, ohnuty, stoCeny ¢i oddéleny od
hlavicky spermie (Louda et al. 2001). VySe zminéné defekty se projevuji na mitochondrialni
pochve. Jde o dusledek oslabeni celé spojovaci Casti a nasledné zlomeni ¢i odtrzeni biciku.
Vsechny zminéné abnormality jsou spojené s nepohyblivosti a tim snizenou schopnosti
oplozeni. VSe zminéné je ovlivnéno i geneticky (Barth et al., 1989).

3.6 Pritokova cytometrie

Cytometr v§eobecné je vyuzivan pro pocitani a méfeni fyzikalnich a chemickych vlastnosti
jednotlivych bunék v roztoku (McKinnon, 2018). Pritokovy cytometr je specialni druh
cytometru, ktery se od ostatnich cytometru lisi tim, ze pfes n€j prochazi jednobunécna
suspenze v proudu tekutiny a lze urcit jeji velikost a zrnitost (Adan et al., 2016). Sklada ze tii
hlavnich ¢asti: fluidiky, optiky a elektroniky. Vyuziva lasery jako zdroj svétla k produkci
signalt fluorescen¢niho i rozptyleného svétla, které jsou nasledné Cteny detektory, mezi které
patii fotodiody nebo fotonasobice. Ziskané svetelné signaly jsou dale pfevedeny na elektrické
signaly a posléze analyzovany pocitacem a v konecné fazi zapsany do datového souboru v
daném formatu. Dané populace bunék je bud’ analyzovana nebo purifikovana s ohledem na
jejich fluorescencni charakteristiku nebo charakteristiku rozptylu svétla. Pro ziskani
fluorescencnich charakteristik jsou vyuzivany fluorescencni €inidla. Ty obsahuji jak
fluorescencné konjugované protilatky, barviva vazajici nukleové kyseliny, barviva pro
zivotaschopnost, iontova indikatorova barviva a fluorescen¢ni expresni proteiny (McKinnon,
2018).

3.6.1 Princip fungovani

Pratokova cytometrie je slozena z nékolika hlavnich parametri — elektroniky, optiky, fluidiky
a analyzy dat. Pojem fluidika oznacuje proudéni bunek v proudu kapaliny (Givan, 2001).
Prutokové cytometry zvladnou zachytit vice méfeni na jedné burice. Tato vlastnost je brana
jako nejuzite¢ngjsi a je tak upfednostnéna pired jinymi pristroji.

Klasicky prutokovy cytometr je slozen ze tii Casti
1. Laserové svétlo se snimacim systémem

2. Optika
3. Pocitaovy systém
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Prutokova cytometrie funguje na principu snimani jednotlivé buriky v kapalném roztoku.
Buiiky jsou pfedem nabarveny jednim nebo vice fluorochromy, které jsou oznacené markery.
Paprsek laseru zachycuje jednotlivé buriky, pokud jsou obarvené tak absorbuji fotony a
vyzartuji fluorescenci. Vyzatujici svétlo z bunék je zachyceno fotonasobici. Elektricky impulz
je nasledné prepsan na zaznam v pocitaci pomoci digitalnich dat (Dey, 2021).

Hlavnim ukolem pratokového cytometru je zhodnotit, zda byly v roztoku pfitomny bunky.
Pokud ano, tak urcit jejich pocet. Dale urcit druh vyskytujicich se bunék a urcit jejich
vlastnosti. Jeji méteni je zapotiebi zejména v biologii, pro zkoumani kvalitativni a
kvantitativni za pouziti fedidel (Givan, 2001).

Pratokovy cytometr ma hojné vyuziti i v reprodukéni biologii. Jeji vyuziti je primarné

k hodnoceni spermii v§ech druhii véetné cloveéka. Lze jejim pouzitim zjistit jadernou
morfologii, mitochondrie, usporadani chromatinu a schopnost spermii prezit. Pfesné
zhodnoceni DNA je schopné urcit podil spermii s X a' Y chromozomem a nasledné urcit
pohlavi (Spano & Evenson, 1993).

3.7 CASA

CASA neboli computer assisted semen analysis je pocitaCova metoda, urcujici koncentraci
spermii v ejakulatu. Metoda je znama od 80. let minulého stoleti, postupné se osvédcila a

v dnesni dobé se rutinné€ vyuziva (Lu et al., 2014). Od zacatku pouzivani prosla mnoha
inovacemi a neustale se zdokonalovala. Nejvétsi zmény probihaly na softwaru a hardwaru,
tim dosahuje vysoké urovné kvality a kontroly (Horst, 2020). CASA je schopna analyzovat
velké soubory dat.

Princip je zalozen na videokamere, ktera digitalné€ zpracovava a analyzuje vysledky, které
jsou vyhodnoceny pomoci pocitace. To ze jsou udaje zachycené kamerou prevedeny do
digitalni formy pomoci snimki je bezpochyby jeji velka vyhoda.

Pristroj CASA dokaze rozpoznat spermie pokud jsou na tmavém poli nebo pokud je pouzit
vysoky fazovy kontrast. Tim padem jsou hlavicky spermii dobfe rozeznatelné na Cerném
pozadi. Jadro hlavicky nebo nejjasnéjsi bod je jednim z udaju pro urCeni trajektorie spermie.
Pocitac hleda souvislé body v dané oblasti, po jejich zachyceni lze urcit trajektorii spermie
(Akashi et al., 2005). Kritéria pohybu spermie jsou zakladni tfi veliCiny mezi které patfi
rychlosti pohybu, tifi hodnot poméru rychlosti a tfi odrazejicich charakteristik kyvani pohybu.
Zminéné rychlosti pohybu jsou kiivocara rychlost (VCL), pfimocara rychlost (VSL) a
pramérna rychlost urcité vzdalenosti (VAP) (“WHO laboratory manual for the examination
and processing of human semen,” 2010).

Jak diive tak 1 dnes obsluha CASA vyzaduje odborné znalosti, aby byla zachovana funkce. I
ptes snahy nejvétsi automatizace fungovani CASA, je zapotiebi zasah zkuSeného Cloveka pri
chybném zachyceni nebo pokud se ztrati spermie z analyzovaného mista (Amann & Katz,
2004). Ruc¢ni hodnoceni morfologie neni idealni z divodu, Ze je subjektivni a vliv hraje i
rozmanitost vyuzivané techniky. Mozné diagnostické chyby a odchylky mohou mit za
nasledek Spatnou interpretaci vysledka a tim mit vliv na nasledné uchopeni problematiky a
jeji feseni.
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Z toho divodu vyvoj automatizovaného softwaru ma znatelné vyhody. Nabizi piesna a
rychlejsi morfologicka data. Analyza morfologie a morfometrie je komplikovany proces, ale
diky technologickym inovacim je dnes CASA schopna ur¢it morfometrické veliciny, pfesné€ a
objektivné zhodnotit tvar spermii (Horst et al., 2018).

Pro spravné fungovani je dalezité myslet na nékolik faktort, které ho ovliviiuji. Dilezité je
zminit hlavné pfipravu vzorku, koncentraci spermii, pocet snimka a jako posledni hloubku
pocitaci komory. Objektivni a pfesné vysledky jsou ziskany, pokud se dodrzi dany postup.
Béhem velmi kratké doby v ramci nékolika vtefin dokazou pocitace analyzovat stovky
spermii. Zametuji se na jejich motilitu, koncentraci, morfometrii a kinematiku. Touto
analyzou ovliviiuji konecny pocet a kvalitu inseminacnich davek.

Pro spravnou analyzu je zasadni spravna piiprava vzorku, proto se na ni vice zameétime.
Vzorky by mély byt stejné€ jako u ostatnich analyz fadné odebrany a nasledné pfipraveny. Pro
spravnou funkci je dilezita koncentrace, ktera se ovliviiuje fedénim. Pokud by koncentrace
byla vyssi nez CASA pozaduyje, je nutné vzorek odstfedit a nafedit semennou plazmou (Lu et
al., 2014).

Sperma pozaduje stalou teplotu 37 °C, proto CASA udrzuje stalou teplotu.

Berani sperma je obecné vysoce koncentrované (> 3 x 10 / ml). Pfi vysoké koncentraci se
spermie prekryvaji a narazeji do sebe a tim dochazi k chybam pfti méfeni. Pro snizeni
koncentrace se pouzivaji také vhodna redidla.

3.8 Metabolismus spermii

Spermie jsou slozeny z nukleovych kyselin, enzymd, tukti a bilkovin. Fosfolipidy jsou hlavni
slozkou mitochondrialniho pouzdra nachazejiciho se na bi¢iku. Spermie nemaji moznost
déleni, vSechny slozky nutné pro metabolismus a fungovani jsou vytvoieny béhem
spermatogeneze (Garner a Hafez, 2000).

Energii potfebnou pro spravnou funkci ziskavaji diky pfitomnym enzymim Krebsova cyklu,
anaerobni glykolyzy, B-oxidace mastnych kyselin a dychaciho fetézce, které jsou schopné
rozkladu slozitych latek na latky jednodussi (Varner a Johnson, 2011). Spermie jsou schopné
prezit v anaerobnim i aerobnim prostiedi (Garner a Hafez, 2000).

Energii ziskavaji vyuzitim exogennich i endogennich latek. Pfesto prevlada zisk energie
rozkladem exogennich latek, predevsim jednoduchych cukra jako je glukoza a fruktoza. Prave
diky tomu je glukéza povazovana za hlavni zdroj energie pro spermie (Varner a Johnson,
2011).

Jako endogenni zdroje 1ze dale zaradit glycerol, kyselinu mlécnou, mastné kyseliny a
aminokyseliny. Naopak mezi endogenni patii fosfolipidy.

Béhem anaerobni glykolyzy je glukoza ¢i fruktdza pfeménéna na pyruvat, ktery je dale
zpracovan v Krebsoveé cyklu a jeho vzniklé produkty vstupuji do dychaciho retézce. Aerobni
procesy probihajici v mitochondriich ve spojovaci Casti bic¢iku. Energie ziskana timto
zpusobem se uklada v podobé ATP (adenosintrifosfat) (Garner a Hafez, 2000). Pro spermie je
energeticky vyhodny aerobni zptisob ziskavani energie, kdy je vysledné mnozstvi
nekolikanasobné vyssi oproti anaerobni glykolyze (Varner a Johnson, 2011).
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3.9 Motilita spermii

Motilita neboli pohyblivost spermii je jedna z nejdulezitéjSich vlastnosti, ktera je dilezita pro
spravné oplodnéni vajicka (Van de Hoek et al., 2004). Pravé kvali dilezitosti kvalitniho
pohybu spermie je ma diplomova prace zaméifena pravé na motilitu. Jeji hodnota se vyjadiuje
v procentech a do tohoto tdaje se zahrnuji pouze spermie se spravnym tzv. progresivnim
pohybem dopfedu.

Typy pohybu spermie

-progresivni — ptimocary pohyb v kruzich

-neprogresivni — pohyb spermii je ziejmy, ale nepohybuji se pfimocate a pouze v malych
kruzich

-celkovy — celkové procento spermii s progresivnim 1 neprogresivhim pohybem

Pohyb spermie zajist'uje koncova ¢ast biciku, ktera neobsahuje mitochondrie. Mikrotubuly,
které bicik obsahuje se navzajem posouvaji a tim vytvareji pohyb. Ke svému pohybu spermie
pottebuji energii, ktera je ulozena v ATP (adenosintrifosfat). Zminénou energii ziskava
spermie aerobn€ mitochondriemi ve spojovaci ¢asti bi¢iku a nebo anaerobni glykolyzou
v distalni casti biciku (Gadella, 2014).
Konecny pohyb ma za nasledek kombinace interakce mikrotubuld, ATP a dyneinem. Dynein
je protein, jehoz ukolem je hydrolyza ATP na ADP (adenosindisfosfat) a Pi (inorganic
phosphate). Aktivita miktrotubuld ma za nasledek vinivy pohyb (Garner a Hafez, 2000).
Pohyb spermie ovliviiuji extracelularni ionty. Pozitivni vliv na pohyb maji PO* a Na?’CO3*
Lze také zminit nizké koncentrace K a Mg. Opac¢ny tedy inhibujici u€inek maji H, Mn, Ca a
velké mnozstvi Mg.
Faktory ovliviiyjici hyperaktivaci

1. Regulace motily v rezervoaru spemii

2. Aktivace motility pii ejakulaci

3. Hyperaktivace pfi kapacitaci ve vejcovodu
(Varner a Johnson (2011)
Potlaceni motility v nadvarleti je pravdépodobné dano kyselym pH. Dalsim divodem je, ze
ocas nadvarlete, ktery slouzi jako jejich rezervoar, neobsahuje bikarbonat, ktery funguje jako
jeden z hlavnich aktivatorti motility.
Nasledné spermie prochazi druhym kritickym bodem a to je ejakulace. Béhem ejakulace se
spermie misi s vyméskem piidatnych pohlavnich zZlaz tvz. semennou plazmou. Jelikoz
obsahuje vysoké koncentrace hydrogenuhli¢itanu m4 pozitivni vliv na aktivaci pohybu. Pro
proniknuti spermie do vejcovodu je aktivace motility nutna.
Proces aktivace spermie je narocny a probiha pomoci signalnich drah. VySe zminény
hydrogenuhligitan patfi spole¢né s vapenatymi ionty Ca?* a cAMP (cyklicky adenosin
monofosfat) mezi hlavni signalni slouc¢eniny. Tvorbu cAMP podminuje sAC (rozpustna
adenylcyklaza), ktera se nachazi v bi¢iku. Hydrogenuhlicitan a vapenaté ionty Ca se pfimo
podili na jeji stimulaci. ZvySeni intracelularniho pH zapficini vstup hydrogenuhlicitanu do
cytoplazmy spermii a dochazi k regulaci cAMP. Hodnota pH je ovlivnéna Na a K —
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ATPazovou aktivitou, vymeénou kationtd Na a K pfes membranu. Diky aktivité Na a K —
ATPaz vznika sodikovy gradient, potiebny pro prichod ionti pfes membranu. Vyména iontu
pfes membranu je nepostradatelna pro aktivaci pohybu spermie. Ionty Na jdou pomoci
sprazenych prenasect do bunky a H" ionty do extracelularniho prostoru. Vyznamnou tlohu
sehravaji Ca* ionty otevienim transmembranovych kanalt a regulaci hodnoty pH.

Celého procesu se zucastiiuji i PKA neboli proteinkinazy zavislé na cAMP. Fosforylaci PKA
dochazi k fosforylaci proteint v bi¢iku dilezitych pro pohyb.

Dynein nachazejici se v biciku je regulovan vapenatymi ionty. Zasadni je pfitomnost proteinu
kalmodulinu, ktery diky schopnosti na sebe vazat vapnik pfimo ovliviiuje funkci dyneinu a
tim 1 pohyb biciku (Varner a Johnson, 2011).

3.9.1 Hodnoceni motility

Motilita je povazovana jako jeden z dilezitych parametrt pro oplozovaci schopnost spermie a
z toho divodu je jeji hodnoceni dulezité pro volbu vhodného spermatu pro inseminacni
davky. UrCeni mass motility se provadi pod mikroskopem, kdy se hodnoti na skale od 0 do 5.
Urcuyje se vstupni motilita nativniho ejakulatu po pfineseni do laboratofe. VSechny pouzité
pomucky museji mit teplotu 37 °C, aby nedoslo k teplotnimu Soku a naslednému
znehodnoceni semene. Kapka nativniho ejakulatu 5 — 7 mikrolitra se pomoci pipety aplikuje
na vyhraté podlozni sklicko s priblizenim. Hodnotici urci subjektivné motilitu dle skaly.

Dle Goshme et al. (2021) vypada hodnotici skala nasledovné

1. Velmi Spatna: malo aktivni se slabym pohybem (cca 10 % aktivnich spermii)
2. Spatna: malo aktivni (20-40 % aktivnich spermii)

3. Slusna: pomaly pohyb (40-70 % aktivnich spermii)

4. Dobré: spermie vykazuji husty energeticky pohyb (75-90 % aktivnich spermii)
5. Velmi dobra: husty, zakaleny a rychly pohyb (>90 % aktivnich spermii)

David et al. (2015) uvadi, ze vyfivy pohyb je Gzce spjat se schopnosti oplozeni spermii samce.
Ve své studii se specializoval na souvislost mezi vinovym pohybem (mass motilitou) a
fertilitou samce. Vyzkum byl proveden na 711 562 ovcich rizného plemene, které byly uméle
nainseminovany. Inseminace byla provedena péti riznymi inseminacnimi centry. Potvrdilo se
ze uspésnost fertilizace je ovlivnéna vékem samce a vifivym pohybem spermii. Nicméné se
potvrdila subjektivita hodnoceni vifivého pohybu riznymi centry, kterou by bylo dobré

2

eliminovat a zvolit pocitacovou alternativu.

Subjektivni hodnoceni vitfivého pohybu je vhodna a levna forma, ktera frekventované
vyuzivana, ale presto jeji subjektivita ji mirné znehodnocuje. Mikroskopicky odhad vifivého
pohybu provadi vzdy jeden Clovek, proto je riziko nepfesnosti a nemoznosti opakovani.

Aby dochazelo k presnému hodnoceni motility in vitro je nutné chapat faktory, které maji vliv
na motilitu. Jednim z faktort je i vliv morfologické odliSnosti napfi¢ druhy a tim vliv na
pohyb biciku a celkové spermie. Dalsi faktor je proces zrani, kapacitace a hyperaktivace,
které maji vliv na funkci biciku. Dulezité je prostiedi ve kterém se spermie nachazi béhem
cesty k oplodnéni. Zejména je dilezité pH, osmolarita a viskozita (Van de Hoek et al., 2004)

22



3.9.2  Ovlivnéni motility

Ovlivnéni motility spermie ma vicero faktord, které maji odli§ny pavod. Lze je rozd€lit na
faktory exogenni neboli vnéjsi nebo naopak endogenni. Dal§i rozdéleni je na fyziologické a
patologické. Ke znehodnoceni ejakulatu dochazi i pfi nespravném postupu odbéru semene,
nevhodnou manipulaci a zpracovanim. Proto je dulezité postupovat podle danych postupd,
vénovat tomu patficnou dilezitost a moznym chybam se vyhnout. Pfi snizené motilité ¢i
uplné absenci pohybu 1ze mit na paméti faktory a brat je v potaz pii hledani pticiny (Hodder a
Liu, 2011).

Vek, rocni obdobi a kvalita zrani spermii patii mezi exogenni faktory, naopak manipulace,
fedéni a odbér spermatu fadime mezi endogenni. U fedidel a kryokonzervacnich medii je
dulezité jejich pH, osmolarita, teplota nebo toxické latky v nich obsazené. Vliv na spermie pfi
odbéru miize mit zvoleny lubrikant. Projevi se i vliv hormonalni 1é¢by, pokud je u samce
aplikovana (Hodder a Liu, 2011). K nejvétsimu poSkozeni dochazi pti mrazeni a rychlé zmeéné
teplot (Graham, 2011). U dlouhodobé konzervace se mize motilita ménit v zavislosti
casového intervalu mezi rozmrazenim a hodnocenim (Colenbrander a Stout, 2011)

Vek sehrava vyznamnou roli, kdy peripubertalni samci maji oproti pohlavné dospélym
samcum motilitu snizenou. Pravidelnost odebirani ejakulatu sehrava také velky vliv na
kvalitu. Po delsi pauze dochazi k narGistu motility a snizeni pohyblivosti, oproti ejakulatu u
samcu odebiranych pravidelné. Dochazi k tomu v disledku delsi doby stravené v ocasu
nadvarlete (Hodder a Liu, 2011).

Zdravotni problémy jako zanét Sourku nebo varlat jsou oznacovany jako patologické faktory.
V disledku zanéta stoupa télesna teplota a tim je ovlivnéna spermatogeneze.

Pokud neni sperma hodnoceno pocitacove, lze zminit subjektivitu lidské prace a tim odlis§né
hodnoceni motility u stejného samce (Graham, 2011).

3.10 Zpracovani a uchovani ejakulatu

Proces, ktery vede k vyrobé kone¢né inseminacni davky je dlouhy a naro¢ny. Vede od zisku
semene, pre$ fedéni, uchovani az k inseminaci. Prave kvuli nutnosti provedeni mnoha kroka
je zde velké riziko znehodnoceni ejakulatu (Gamcik & Kozumplik 1992). Snazime se o co
nejvetsi vyuziti spermatu a uchovani oplozovaci schopnosti po co nejdelsi dobu (Smerha
1980).

Nejzasadngjsi bod pii procesu umélé inseminace je uchovani spermatu bud’ v kapalné nebo
mrazené formé (Allai et al., 2018).

Uchovani lze rozdé¢lit na kratkodobé a dlouhodobé.

2

3.10.1 Dlouhodobé

Jak z nazvu vyplyva, jedné se o uchovani spermatu po delsi dobu. Dochazi k tomu diky
mrazeni ejakulatu a tim zpomaleni jeho metabolismu (Fiser et 1., 1986). Aby doslo k co
nejmensimu poskozeni, vyuzivaji se kryoprotektiva obsazena v fedidlech. Kryokonzervace
zpusobuje letalni a subletalni poskozeni spermii (Pini 2018).
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Pini et al (2018) se zameétoval na zménu proteinti u berana béhem kryokonzervace pfi pfidani
vajecného zloutku do fedidla. Pokud byl do fedidla ptidan zloutek poskytl spermiim 15
proteintl.

Redidla se vyuZivaji komer&ni. Po nafedéni se ID plni do pejet, které se oznadi a nasledné
ekvilibruji 1,5 — 2 hodiny pfi teploté 5 °C. Po ekvilibraci se pejety mrazi v horizontalni poloze
nad tekutym dusikem ve vySce 3 — 4 cm. Po 8 minutach jsou pejety zmrazeny a ulozeny do
kontejneru s tekutym dusikem. Hojné se vyuziva od 50. let 20. stoleti a stale se pracuje na
jeho zdokonalovani. Po mrazeni si spermie zachovavaji schopnost oplozeni po dlouhou dobu.
Presto je tento proces pro spermie naro¢ny a v mnoha krocich mize dojit ke zhorseni jejich
kvality. Z tohoto divodu se zamrazuje pouze vysoce kvalitni sperma, jelikoz se pocita

s moznou nizsi kvalitou po rozmrazeni. I diky tomu vykazuji mrazené spermie horsi kvalitu
nez pouze fedéné a nebo nativni sperma. Proto je ma diplomova prace zamérena na fedéni a
kratkodobé uchovani, aby bylo dosahnuto lepsich vysledkd.

Gordon (2004) ve své studii uvadi, ze prestoze je aktivita spermii po rozmrazeni uspokojiva
naopak oplozovaci schopnost je velmi §patna. Proces kryokonzervace snizuje zivotaschopnost
az 0 50 %. Negativni vliv mrazeni na kvalitu spermii je ovlivnén postupem kryokonzervace.
Dle Yanez-Ortis et al. (2022) je kryokonzervace zasadni metoda pro zkvalitnéni chovu a
nepostradatelna metoda pti vyvoji asistované reprodukce.

3.10.2 Kratkodobé

Uchovani spermatu v tekutém nemrazeném stavu je v porovnani s kryokonzervaci spermii
méné narocné. Spermie nemusi projit tolika riziky jako je chladovy Sok, mechanické sily a
vysoké fedéni.

V letech 1930 az 1992 byly provadény vyzkumy uchovani semene v tekutém stavu pfi
raznych teplotach. Varianty byly 0-5 °C, 10-15 °C a posledni byla pokojova teplota. Jako
fedidla slouzily syntetizované pufry spolecné s cukry, vajeCnym zloutkem, riizné druhy mléka
a glycinem. Z téchto vyzkumu byl proveden souhrn a bylo zji§téno, ze s

narustajicim Casovym intervalem je kvalita semene postupné snizovana bez ohledu na teplotu,
médium ¢i koncentraci fedéni. Hlavni zména je snizeni motility spermii a tim snizujici se
schopnost projit zenskym reprodukcénim tstrojim.

Z vyzkumu vyplyva, ze dochazelo ke snizeni plodnosti, pokud bylo sperma uchovano po
dobu delsi nez 24 hodin a nasledné pouzito pro cervikalni metodu inseminace, naopak pokud
byla zvolena varianta intrauterinni inseminace byla ispé$na i po 10 dnech uskladnéni spermii
(Maxwell, Salamon 1993).

3.11 Redéni

Naredénim semene pred inseminaci nebo mrazenim zajistuje vhodné podminky pro
zachovani zivotnosti spermii. Zarover se navySuje objem a tim dosahne vytvoreni vét§iho
poctu inseminacnich davek. (Mocé et al., 2020). Svym slozenim zajiStuji energetickou zasobu
pro spermie. Pro fedéni spermatu berant se pouzivaji tfi skupiny fedidel extendory,
protektory a implentory. Extendory se vyuzivaji k navySeni objemu pokud neni dalsi postup
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mrazeni a sperma zustane v ¢erstém stavu. Protektory taktéz navysuji objem a zaroven
dlouhodobé zajist'uji zdroj energie a vhodné prostiedi. Implentory maji stejné vyuziti jako
protektory a obsahujicimi latky navic ptisobi pozitivné na pohlavni ustroji samice a tim
prispivaji k oplozeni (Stadnik & Dolezalova 2015).

3.11.1 Redidla

Duvod jejich hojného vyuzivani ma dvé hlavni pfic¢iny. Prvni z nich je zajistit spermiim
optimalni prostfedi pro mrazeni ¢i udrzeni kvalit, po co nejdelsi dobu 1 pokud neni nasledné
sperma zamrazeno (Maksimovic et al., 2018). Druhym davod je, Ze nafedénim zaroven
dochazi k navySeni objemu a tim moznosti vyroby véts§iho poctu inseminacnich davek. Tento
divod souvisi i s ekonomikou trhu a vyuziti kvalitniho samce pro vice samic. Slozeni vSech
fedidel je zaloZzeno na n€kolika bazich. Obsah fedidel se navzajem lisi, ale nékteré prvky maji
spole¢né. Komercné prodavana bi — destilovana voda je soucasti kazdého fedidla. Ostatni
slozky jako pufry, sacharidy, kryoprotektiva, antibiotika, aminokyseliny a v neposledni fadé
mastni kyseliny jsou v ni rozpustény. Kazda z vySe zminénych slozek mé svou ulohu. Pufry
slouzi jako stabilizator pH, jelikoz produktem dychani spermie je kyselina mlécna, a tim se
okyseluje prostfedi. Kyselé prostiedi spermii Skodi a zpomaluje jejich metabolismus az dojde
k anabidze a umrti (Mutalik et al., 2014). Pro zdroj energie je nutna pfitomnost jednoduchych
cukru, napiiklad glukozy a fruktozy (Parkinson, 2009). Pro udrzeni sterility ejakulatu, jsou do
fedidel pfidavana antibiotika. Vyuzivana jsou antibiotika typu penicilin nebo streptomycin
(Curry, 2007). Pokud se pouziva mléko je mozné vyuzit jakoukoliv variantu od odstfedéného
pres odtu¢néné 1 UHT (Salamon & Maxwell 2000). Z toho vyplyva, ze slozeni fedidla hraje
velkou roli v kvalité spermii. Dobré fedidlo musi mit spravny osmoticky tlak, podobny jako
semenna plazma. Dal$im tkolem je chranit spermie pted chladovym Sokem, mrazenim a
rozmrazovanim (Edmondson et al., 2012).

Soucasti jsou ziviny nutné pro metabolismus spermii. Vhodnost fedidla se stanovuje na
zakladé pozadované délky uchovani spermii.

3.11.2 Optimalizace pouzivanych redidel

Neustalou upravou fedidel dochazi k jejich zlepseni a delsimu uchovani zivych spermii.
Z toho davodu jsou do fedidel stale pridavany nové slozky (Allai et al., 2018). Presto v dnesni
dobé neni tedidlo, které by uchovalo stoprocentni zivotaschopnost spermii.

3.11.2.1 Antioxidanty

Enzymatické antioxidanty slouzi jako protektor pred reaktivni formou kysliku a zachovavaji
fyziologickou spermatickou funkci (Baumber et al., 2000).

Dle Yanez-Ortiz et al. (2022) ve valné vétsiné studii melo zafazeni jak neenzymatickych tak
enzymatickych antioxidantil pozitivni vliv na spermie.

Caifeng Wu et al. (2021) se ve své studie zaméfoval na souvislost rychlosti mrazeni a pfidani
antioxidantt do fedidla pfi kryokonzervaci. Pfidanym antioxidantem byl procyanidin a
mitochinon. Pfi pridani 150 nM mitochinonu a rozmrazeni pii 70 °C se zlepSila pohyblivost,
integrita membrany i akrosomu. Pfi ptidani procyanidinu doslo ke zlepSeni pouze
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pohyblivosti a integrity membrany. Pokud byla pfidana jejich kombinace navysila se
koncentrace superoxiddismutazy a glutathionperoxidazy, zarover klesla hladina reaktivnich
forem kysliku.

3.11.2.2 Vitaminy

Vitaminy patii mezi hlavni slozky fedidel a jsou potiebné, aby doslo ke spravnému uchovani
spermatu. Mezi nejpouzivanéjsi 1ze zaradit alfa-tokoferol, vitamin E, trolox, kyselinu
askorbovou a vitamin B12. Kyselina askorbova neboli vitamin C chrani spermie pred
oxidativnim stresem a zachovava integritu membrany (Allai et al., 2018).

Béhem kryokonzervace muze dochazi k naruseni membrany spermii, pokud se do fediciho
média piida vitamin E dojde ke sniZeni poskozeni spermii. Espina-Avila et al. (2021) se ve
svém vyzkumu vénoval pridani vitaminu E do fedidla. Byly provedeny dva experimenty,
pfiemz v prvnim bylo pouzito 32 ejakulat. Ejakulaty byly rozd€leny na dvé skupiny, prvni
skupina byla konzervovana s Triladylem a vitaminem E, druha skupina pouze s Traladylem
bez vitaminu E. Ob¢ skupiny byly uchovany pfi teploté 24 °C na 24 hodin. Druhy experiment
mél stejny postup, rozdil byl v sobé& uskladnéni, které bylo 48 hodin. Zivotaschopnost spermii
byla métena vzdy pred fedéni a po uskladnéni. Z vysledkt vyplynulo, Ze v druhém
experimentu pfidani vitaminu E znatelné zlepSilo zivotaschopnost spermii.

3.11.2.3 Aminokyseliny

Slouzi taktéz jako antioxidanty v semenné plazmé. Hlavnimi aminokyselinami pfidavanymi
do fedidel jsou taurin, hystidin, glycin, cystein a glutamin. Jejich pfidani do fedidla je
prospésné diky jejich pozitivnimu vlivu na pohyb, celistvost membrany a zivotaschopnost
spermii. Po jejich pfidani dochazi ke snizeni fragmenatce DNA. Zminény cystein poskytuje
spermiim ochranu pied metabolity kysliku pfi peroxidaci lipida, které jsou toxické (Bucak et
al. 2008).

3.11.2.4 Cukry

Jednoduché cukry v fedidle slouzi jako zdroj energie béhem zpracovani (Fukuhara &
Nishikawa 1973). Bézné pouzivané monosacharidy jsou glukoza, galaktoza a fruktoza.

Z disacharidii se bézné vyuziva sachardza a trehaloza. Dalsim tkolem je zachovani osmotické
rovnovahy (Aboagla & Terada 2004).

3.11.2.5 Kryoprotektiva

Pfidanim kryokoprotektiv, které pronikaji do butiky dochazi ke snizeni tvorby ledu béhem
kryokonzervace. Diky tomu dochazi k eliminaci poskozeni spermie. Jejich nevyhodou je
toxicita pii pridani vyssi koncentrace (Best, 2015). Dle Besta (2015) je toxicita nejvetSim
problémem a brani kryokonzervaci naptiklad i organt.

3.11.2.5.1 Glycerol
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Je povazovan za hlavni kryoprotektor. Jsou dvé moznosti ptidani glycerolu, bud’ jako
samostatna slozka nebo uz jako soucast dané¢ho fedidla (Salamon & Maxwell 2000). Piidani
glycerolu je mozné pred ekvilibraci a nebo pfidani az po ekvilibraci tésné pred mrazenim
(Savvulidi et al., 2023) I pfes jeho hojné vyuzivani ma negativni u¢inku v podobé neplodnosti
a duvod jeho negativniho vlivu na spermie neni znam (Hsiu-Lien Herbie Lin et at., 2023).

3.11.2.5.2 Vajecny Zloutek

Poskytuje spermiim ochranu pted chladovym Sokem, udrzuje membranu spermii a jejich
pohyblivost. I pies sva pozitiva nese rizika kontaminace. Kvalitni ndhradou za Cerstvy zloutek
je praskova forma, kdy zloutek prochazi procesem pasterizace a je zbaven pripadnych bakterii
(Allai et al., 2018).

Optixcell je komercné dostupné fedidlo, které je bezbilkovinné a jeho slozeni odpovida
vajecnému zloutku (Ansari et al., 2016). Kvuli jiz zminéné mozné kontaminaci ejakulatu
vajecnym zloutkem, je OptixCell vhodnou nahradou, jelikoz nedojde k moznému Sifeni
chorob. Byl pouziti v naSem vyzkumu.

3.11.2.6 Mléko

Pti experimentu pro ucel mé diplomové prace bylo jako fedidlo pouzito UHT 3,5% mléko.
Mléko je diky svému slozeni vhodné pro zachovani zivotaschopnosti spermii. Mléko se
vyuziva pii kratkodobém uchovani nebo okamzitém pouziti semene (Salamon & Maxwell
1995). Pokud se mléko vyuziva pro kryokonzervaci je to v kombinaci s vaje¢nym Zzloutkem,
fruktézou a arabindzou (Salamon & Maxwell 2000).

3.11.2.7 Semenna plazma

Béhem rfedéni spermatu pii jeho zpracovani na inseminacni davky dochézi ke snizeni
procentualniho zastoupeni semenné plazmy. Vicero studii udava, ze po snizeni koncentrace
semenné plazmy ma za nasledek destabilizaci membrany a tim snizeni zivotaschopnosti
spermii. V dusledku snahy vytvofit, co nejvice inseminacnich davek, dochazi

k mnohonasobnému fedéni a tim snizovani semenné plazmy. Tomu lze zabranit naslednym
pridani semenné plazmy béhem manipulace. Dlouhodoba interakce spermii a semenné plazmy
vytvari nefyziologické prostfedi. Béhem pfirozeného procesu oplodnéni jsou spermie od
semenné plazmy po kratké dob€ oddéleny. Dlouhodoby vliv semenné plazmy je pro spermie
nepiiznivy (Hofner et al., 2020).

Hofner et al. (2020) se ve svém vyzkumu zamétfovaly na funkci semenné plazmy béhem
skladovani semene v tekutém stavu. Do vyzkumu byly zahrnuty ¢tyfi druhy zvifat a jednim
z nich byl beran, dale kanec, byk a hiebec. Byl kladen diiraz na teplotu a dobu inkubace
semenné plazmy a spermii. Bylo potvrzeno, ze dlouhodoba expozice mé negativni vliv na
celistvost membrany.
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3.12 Uméla inseminace ovci

Ume¢éla inseminace patii mezi metodami asistované reprodukce mezi nejpouzivanéjsi a
nejstarsi. Hojné se vyuziva v zivoCisné vyrobé, zejména u hospodarskych zvirat (Nuti 2007).
Tento pojem oznacuje zavedeni inseminacnich davek spermatu do pohlavniho ustroji samice
(Barbas & Mascarenhas, 2009).

Pavodni pouziti bylo z divodu hygienického, aby nedochazelo k Sifeni pohlavnich chorob.
Mezi dalsi vyhody, diky kterym se uméla inseminace vyuziva je navySeni objemu spermatu a
vyuziti spermatu kvalitniho samce u vice samic. Vyuziva se sperma samce s vhodnymi
vlastnostmi a tim se §ifi vhodné geny do budouci populace (Parkinson, 2009). Jednoduché
provedeni, nizké naklady a vysoka uspésnost zvysuji jeji oblibu. Kvili vyuziti jednoho berana
pro vice samic, neni zapotiebi chov nékolika samcu a nedochazi k nechténé ptibuzenské
plemenitbé (Nuti, 2007). Odbér spermatu je mozny i po uhynu samce a tim dava moznost
ohroZzenym druhtim k reprodukci. Neustalé zlepSovani konzervace a uchovani motility po
delsi dobu, dava moznost transport spermatu na velké vzdalenosti.

K oplozeni je vhodné sperma Cerstvé odebrané, mrazené ale 1 chlazené (Chemineau et al.,
1996)

3.12.1 Metody inseminace

Inseminace ovci je kvili anatomii dé€lozniho Cipku naro¢n€jsi nez u ostatnich hospodarskych
zvitat (Fukui & Roberts, 1976). Pies Cipek je tézké projit kvili jeho klikatosti. Délka
cervikalniho kanalu je 7 centimetru a stavba je usporadana do prstenct. Prstence maji
ochranou funkci proti vnéjsim infekcim, ale zt€Zuji pruchod spermatu. Timto faktorem je
ovlivnéna uspesnost zabfeznuti po umélé inseminaci (Kershaw et al., 2005). Sperma se ulozi
bud’ do délozniho kréku cervikalni metodou nebo do délohy pies délozni sténu intrauterinni
laparoskopickou nebo transcervikalni metodou (Casali et al., 2017). Studie poukazuji na fakt,
ze ¢im hloubéji se inseminacni davka aplikuje, tim se zvySuje pravdépodobnost zabfeznuti
samice. Na inseminaci ovci se nej¢astéji vyuziva intravaginalni, intracervikalni a intrauterinni
metoda. Intrauterinni metoda se dale dé€li podle zptsobu provedeni na laparoskopickou a
transcervikalni (Fair et al., 2007). Pokud se pouziva Cerstvé sperma voli se intravaginalni a
intracervikalni zptasob. U mrazeného spermatu intrauterinni (Parkinson, 2009).

3.12.1.1 Intravaginalni metoda

K provedeni je potieba pipeta, ktera se zavadi bez pouziti posevnich zrcadel. Inseminacni
déavka se zavadi na horni klenbu poSevni, bez potieby lokalizace délozniho hrdla (Faigl et al.,
2012). Aby nedoslo k zavedeni do mocCové trubice je pipeta na svém konci mirné zahnuta
smérem ke kosti kiizové. Pred nasatim inseminacni davky se do pipety nasaje trochu vzduchu
a poté sperma (Youngquist & Threfall 2007).

Vyhoda metody je rychlost provedeni a nenaro¢nost. Intravaginalni inseminaci lze provést
bez potieby pristroju a specialnich prostor. Vysoka spotieba spermatu na jednu inseminaci
patii k jejim nevyhodam. Vyuziva se pouze Cerstvé nebo chlazené sperma, mrazené sperma
neni vhodné kvuli kratkodobé prezitelnosti v pochvé (Evans, 1988).
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Objem inseminac¢ni davky by mél byt 0,3 az 0,5 ml a spliiovat koncentraci 400 x 10° spermii.
Mira aspésnosti je 20 — 60 % (Macias et al., 2020).

3.12.1.2 Intracervikalni metoda

Nejvice vyuzivana metoda pfi inseminaci malych prezvykavcu. Narozdil od intravaginalni
metody jsou zapotiebi poSevni zrcadla se svétlem, které se zasouvaji do pohlavniho ustroji.
Pipetou je sperma zavedeno na rozdil od prvni metody do dé€lozniho hrdla (Faigl et al., 2012).
Metodu je vhodné pouzit pii vSech moznostech uchovani spermatu, piesto ma metoda nejlepsi
vysledky pii pouziti Cerstvého nebo chlazeného spermatu. Inseminace mrazenym a
rozmrazenym spermatem nevykazuje dostate¢nou uc¢innost.

Pozadované koncentrace se li§i v zavislosti na typu inseminaéni davky. Cerstvy ejakulat by
m¢él mit koncentraci 1 x 10° spermii. U chlazeného spermatu je zapotiebi 1,5 x vyssi
koncentrace nez u &erstvého ejakulatu. Nejvyssi koncentrace, 200 x 10° spermii, je zapotiebi
pfi rozmrazeném spermatu. Metoda vykazuje vyssi procento uspésnych zabteznuti nez
predchozi metoda dvojnasobné, tedy 40 — 80 % (Fair et at., 2007).

3.12.1.3 Intrauterinni metoda

Tato metoda spociva v zavedeni spermatu piimo do délohy. Objem spermatu zlstava stejny
jako u predchozich metod, ale neni zapottebi vysoké koncentrace (Edmondson et al., 2012).
Semeno je vpravovano do délozniho krcku a podle zptasobu provedeni 1ze tuto metodu
rozde¢lit na laparoskopickou a transcervikalni.

3.12.1.3.1 Intrauterinni transcervikalni metoda

Pti této metod€ musi byt ovce fixovana v poloze na zadech (Casali et al., 2017). Pro zavedeni
je vyuzita inseminacni pipeta, ktera se v této poloze snadnéji zavadi do délozniho Cipku
(Underwood et al., 2015). Kromé pipety se vyuziva i spekulum na pochvy a klesté, kterymi se
fixuje délozni Cipek. Zavedeni do délohy je stejné jako u intracervikalni nebo laparoskopické
(Faigl et al., 2012).

Semeno se vpravuje pipetou pres klikaty kréek na hranici krcku a délohy, tento tkol vyzaduje
odborné znalosti veterinare, aby nedoslo k poskozeni samice (Purdy et al., 2020). Inseminuje
se zeyména mrazenym spermatem, ktery ma zhorsenou schopnost prochéazet déloznim krckem
a tim snizenou fertilni schopnost.

Objem je 0,1 — 0,5 ml a koncentrace je okolo 60—150 x 10° spermii. Procentualni Gsp&snost
oplozeni se vyrazné nelisi podle typu pouzitého spermatu. Cerstvé sperma ma usp&snost 40 —
70 %, u mrazeného 30 — 70 % (Macias et al., 2020).

U této metody hrozi nékolik komplikaci jako naptiklad poranéni délozniho ¢ipku, zavedeni
infekce, abscesy (Perry et al., 2010).

Waulster-Radcliffe a kol. (2004) vynalezly novy pfistroj pro transcervikalni metodu
inseminace, aby dochézelo k co neymensi mife poskozeni hrdla délozniho. Zkoumal, zda ma
pouziti nového pfistoje vliv na spermie, biezost nebo pocet mlad’at. Bylo vybrano 20 bahnic,
kdy 10 z nich bylo naiseminovano novym piistojem a zbylych10 klasickou laparoskopickou
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metodou. Po 20 hodinach byly odebrany délozni rohy a vejcovody, které byly proplachnuty.
V transportu spermii nebyly znatelné rozdily (P>0,05).

3.12.1.3.2 Intrauterinni laparoskopickd metoda

Stejné jako u transcervikalni metody, musi byt ovce pred vykonem fixovana na zadech.
(Edmondson et al., 2012). Na rozdil od ostatnich zminénych se provadi v celkové anestezii
pres biisni sténu. Do bfisni stény se dvéma vpichy zavede endoskop se sodnou. Sperma se
zavadi do obou dé€loznich roht (Faigl et al., 2012).

Délka inseminace u jedné samice se pohybuje okolo 5 — 10 minut. Zku§eny inseminator je
schopny nainseminovat desitky samic za jeden 250-300 (Cseh et al., 2012). Metoda obchazi
zavedeni spermatu pres délozni Cipek a tim se snizuje potiebné mnozstvi ejakulatu. Do
kazdého rohu se inseminuje 0,05 — 0,10 ml o koncentraci 20-50 x 10° spermii. Diky potiebé
niz§i koncentrace spermii v semeni, je mozné ejakulat vice naredit a tim vznika vét§i mnozstvi
inseminacnich davek.

Inseminuje se vSemi typy spermatu. Prestoze tato metoda vykazuje nejlepsi vysledky, je
spojena s velkym poctem rizik jako infekce, poranéni zvifete pii vykonu, §patna reakce
samice na anestezii (McCappin & Murray 2011). Nevyhodou je i finan¢ni naro€nost této
metody a vysoké naroky na znalosti 1 praktické dovednosti. I pres uSetfeni na inseminacnich
davkach se toto projevi a jejich cena opét vzrasta. Mirn¢ lepsi vysledky jsou u Cerstvého
spermatu 40 — 70 %, u mrazeného 30 — 70 % (Youngquist & Threfall 2007).
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4 Metodika

Vyzkum pro mou diplomovou praci probihal od 24.10 do 28.3 béhem kterého bylo 10
vyzkumnych dni.

4.1 Berani

Ejakulat byl odebiran od samcii plemena Valasské ovce. Samci odebirani pro ticel mé
diplomové prace jsou ustajeni ve stajich Ceské zem&dé&lské univerzity v Praze. P¥i
vyzkumném dni byly pouziti vzdy minimalné dva ejakulaty od dvou riznych berana.
Nejcetnéji byl pro vyzkum pouzit ejakulat berant krevni linie Radhost’ a Ondras. Radhost' 9
odbérovych dni a Ondras stejné tak. Dvakrat byl do vyzkumu z diivodu nedostate¢ného
mnozstvi ejakulatu u vySe zminénych samcl zafazen samec Solarn. Samec Beskyd byl do
vyzkumu ze stejného divodu zarazen pouze jednou.

Berani jsou chovani v krytych dfevénych kotcich. Venkovni vybéh maji nepretrzité

k dispozici, diky tomu maji neustadlou moznost se past a pristup k lu¢nimu senu. Granulové
krmivo ENERGYS OVCE UNI od vyrobce De Heus a.s., BuCovice je jim kazdodenné
podéavano v davkach 300-500 g. Slozeni krmiva je hruby protein 16.20 %, hruba vlaknina
10.50 %, hruby popel 8.70 %, hrubé oleje a tuky 2.90 %, vapnik 1.50 %, fosfor 0.44 %, sodik
0.35 %, hoi¢ik 0.20 %. Dostatek vody je zajistén plastovymi napajeckami, které maji trvale
v kotcich. Zdravotni stav berant je pravidelné€ kontrolovan zvérolékarem.

4.2 Odbér ejakulatu

Odbér spermatu byl provadén metodou pomoci umélé vaginy. Postup odbéru touto metodou
je popsan vySe v prislusné kapitole ,, Odbér spermatu.

Pred odbérem se v laboratofi pripravily potiebné véci pro samotny odbér. To zahrnovalo
ptipravu vaginy (Minitib GmbH, Tiefenbach, Némecko), teplou vodu do termosky, aby se
udrzela jeji teplota. Déle lubrikant, pipety, zkumavky na odebrané semeno, poptipade lih

k desinfekci. Aby vybaveni udrzelo stalou teplotu 38 °C bylo v§e ulozeno do polystyrenového
boxu. Po tspéSném odbéru jsou vzorky prepipetovany ze sbérace do pfedem oznacenych
zkumavek podle odebraného samce. Poté ulozen do termoboxu a v co nejkratSim Case
doneseny do laboratofe.

4.3 Redéni vzorku a hodnoceni vifivého pohybu

Pred pfinesenim vzorka do laboratofe probéhla priprava véci potfebnych pro naslednou
manipulaci s ejakulaty. Redidla byla nahiata na teplotu 38 °C, byla zapnuta vodni lazei a
vyhtevna deska, na které dochazi k manipulaci se vzorky. Jako prvni byl u vzorki hodnocen
vstupni vifivy pohyb neboli mass motilita. Jako mezni hranici mezi kvalitnim a nekvalitnim
ejakulatem lze brat vifivy pohyb ¢islo 3. Ani jednou beéhem vSech testovacich dni nebyl
vstupni vifivy pohyb nizsi nez 3, z tohoto diivodu byly vzorky vzdy povazovany za kvalitni a
vhodné k vyzkumu.
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Vitivy pohyb byl méfen po aplikaci kapky vzorku na predem vyhtaté podlozni sklicko a poté
pod svételnym mikroskopem se zvétSenim 100x zhodnocen.

Hodnoceni vifivého pohybu:

Dle Goshme et al. (2021) vypada hodnotici skala nasledovné

1. Velmi Spatna: malo aktivni se slabym pohybem (cca 10 % aktivnich spermii)
2. Spatna: malo aktivni (20-40 % aktivnich spermii)

3. Slu$na: pomaly pohyb (40-70 % aktivnich spermiti)

4. Dobré: spermie vykazuji husty energeticky pohyb (75-90 % aktivnich spermii)
5. Velmi dobra: husty, zakaleny a rychly pohyb (>90 % aktivnich spermii)

Poté byly oba vzorky natfedény s fedidly v poméru 1: 2 (vzorek : fedidlo). Celkem bylo
pouzito 6 fedidel a jednou doslo k jejich kombinaci. Pouzita fedidla byla INRA 96 (IMV
Technologies, Francie), UHT mléko 3,5 % (Mlékarna Hlinsko, a.s., Ceska republika),
Phosphate Buffered Saline (Merck KGaA, Némecko), Diluent K (glukéza 0,8g, citronan
sodny 2.9 g, vajeCny zloutek 20 ml, destilovana voda 100ml) pouze pii prvnim méfeni, poté
byl nahrazen komerénim fedidlem SLAD (Peking Beite, Cina) a nakonec Optixcell (IMV
Technologies, Francie). Pti poslednim 10. méteni doslo k namichani fedidel SLAD a PBS

v poméru 1:1. Zachovana byla také varianta nenafedéného spermatu.

Redidla byla oznagena ¢&isly, kdy 1 byla INRA 96, 2 piedstavovala UHT mléko 3,5 %, 3
znacila Optixcell, jako €islo 4 byl oznacen PBS, 5 byl Diluent K a 6tkou byl oznacen SLAD.
Nenatfedény ejakulat byl oznacen Cislem 7 a kombinace SLAD + PBS byla oznacena 8.
Nasledné byly zkumavky ulozeny do vodni 14zné a vifivy pohyb byl hodnocen kazdych 30
minut. Vyjimkou bylo nativni sperma, které bylo hodnoceno po delSich ¢asovych intervalech
a to kazdych 60 minut. V dobé mezi méfenim byly vzorky ulozeny ve vodni lazni o teploté
38 °C.

Sledoval se postupné snizujici se vifivy pohyb dokud nespadl na ¢islo 0. Pokud byl vzorek
vyhodnocen ¢islem 0, coz znamena zadny pohyb spermii, byl vzorek po 30 minutach znovu
zkontrolovan a se stejnym hodnocenim 0 byl vyfazen z vyzkumu.

Snaha byla kontrolovat vifivy pohyb po co nejdelsi dobu, pokud vzorek vykazoval dobrou
motilitu byl kontrolovan i v ramci 5 — 6 hodin.

4.4 Statisticka analyza dat

Ziskané hodnoty byly vlozeny do programu Microsoft Office Excel 2019, ve kterém se
vytvorily tabulky pro nasledné vyhodnoceni pomoci SAS software (SAS/STAT® verze 9.3,
2011).

Presny popis modelové rovnice vCetné urovni jednotlivych faktort a jejich Cetnosti ve
skupinéach je uveden nize:

Zavisle proménna — vifivy pohyb
Nezavisle proménné — den, fedidlo, samec
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VPjju = p + DEN; + RED; + SAM + eijkl

VPjjui = hodnota zavisle proménné

1 = primeérna hodnota zavisle proménné

DEN; = i-ké varianta odbérového dne (i = odbérovy den 1, n=12; 1 = odbérovy den 2, n = 12;
1 =odbérovy den 3, n =6; 1 = odbérovy den 4, n = 12; 1 = odbérovy den 5, n = 12; i =
odbérovy den 6, n = 12; 1 = odbérovy den 7, n = 18; i = odbérovy den 8, n = 18; i = odbérovy
den 9, n = 12; 1 = odbérovy den 10, n = 21)

RED; = j-t4 varianta pouZitého fedidla (j = varianta 1, n= 22; j = varianta 2, n = 22;j =
varianta 3, n = 22; j = varianta 4, n = 22; j = varianta 5, n =5; j = varianta 6, n =17;j =
varianta 7, n = 22; j = varianta 8, n =3)

SAMy = k-ta varianta odebraného samce (k = varianta 1, n = 55; k = varianta 2, n = 55; k =
varianta 3, n = 19; k = varianta 4, n = 6)

eijkl = residualni chyba

Statistické rozdily mezi odhadnutymi priméry byly detekovany na hladiné vyznamnosti p <
0,05

Prestoze vSechny nezavisle proménné ovliviiuji vysledek zavisle proménné (vifivy pohyb),
v interpretaci vysledki se zaméfime na vliv pouze fedidla.
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S Vysledky

V nize uvedenych tabulkach jsou uvedeny hladiny vyznamnosti mezi pouzitymi fedidly

v danych Casovych intervalech. Z toho nam vyplyne, zda je vyznamny rozdil v pouzitém
fedidlu a ma vliv na vifivy pohyb spermii. Tabulky jsou rozdéleny podle ¢asovych intervalt
od TO do T12. TO oznaduje méfeni ihned po nafedéni a dale kazdych 30 minut. Redidla jsou
znacena od 1 do 8.

Prestoze vybér berana a den odbéru ma na vifivy pohyb také vliv, zaméfily jsem se na vliv
pouzitého fedidla, které je pro vifivy pohyb stézejni.

Redidlo 1 - INRA 96, 2 - mléko 3,5%, 3 — Optixcell, 4 — PBS, 5 — Diluent K, 6 — SLAD, 7 —
nenaredény ejakulat, 8 — SLAD + PBS

Tabulka €. 1 Vysledek vifivého pohybu v ¢ase TO (po natedéni)

1 2 3 4 5 6 7 8 redidla motilita
n 0,7572 0,2805 0,6430 0,8814 0,5442 0,6367 0,8519 1 4.273728 £0,12
n 0,7572 0.4402 0.4402 0.9255 0.3732 0.3546 0.9344 2 4.228274 £0,12
B 0,2805 0,4402 0.1241 0.6999 0.1106 0.0811 0.6609 3 4.114638 +0,12
n 0,6430 0,4402 0.1241 0.8426 0.8576 0.8772 0.7839 4 4.341910 £0,12
H 0,9814 0,9255 0.6999 0.8426 0.7909 0.7971 0.8833 5 4.264638 + 0,12
n 0,5442 0,3732 0.1106 0.8576 0.7909 0.9706 0.7193 6 4.370520 £0,12
0,5367 0,3546 0.0811 0.8772 0.7971 0.9706 0.7298 7 4.364638 £ 0,12
n 0,9519 0,9344 0.6609 0.7839 0.96833 0.7193 0.7298 8 4.254507 0,30

Z tabulky lze zjisti, ze v Case TO neni mezi fedidly vyznamny rozdil a v tomto casovém
intervalu nelze fici, Ze by mél vybér fedidla vliv na motilitu.

Tabulka €. 2 Vysledek motility v ¢ase T1 (po 30 minutach)

1 2 3 4 5 6 7 8
n 0.8889 0.0134 0.7800 0.2198 0.6358 0.9659 0.1763 1 4.008281+ 0,13
E 0.8889 0.0092 0.8889 0.2397 0.7298 0.9833 0.1571 2 4.031008+ 0,13
B 0.0134 0.0092 0.0062 0.0324 0.0064 0.2360 0.8321 3 3.599190+ 0,13
n 0.7800 0.8889 0.0062 0.2608 0.8281 0.9326 0.1395 4 4.053735% 0,13
H 0.2198 0.2397 0.0324 0.2608 0.3134 0.3389 0.0636 5 4.548053+ 0,42
n 0.6358 0.7298 0.0064 0.8281 0.3134 0.8492 0.1174 6 4.092171+0,15
0.9659 0.9833 0.2360 0.9326 0.3389 0.8492 0.2581 7 4.023544+ 0,34
B 0.1763 0.1571 0.8321 0.1395 0.0636 0.1174 0.2581 8 3.523544+ 0,34

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.

Casovy interval T1 oznaGuje mé&feni motility 30 minut po nafedéni. V ¢ase T1 lze pozorovat
mezi fedidly statisticky vyznamné rozdily. Nejvice rozdila je vidét u fedidla 3 — Optixcell,
ktery vykazuje rozdil se vSemi ostatnimi fedidly, kromé nenafedéného ejakulatu a kombinace
SLAD a PBS. V case T1 dochazi u vzorku s Optixcellem ke snizeni motility oproti ostatnim
fedidlam. Ostatni fedidla zachovavaji kvalitu semene.
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Tabulka €.3 Vysledek vitivého pohybu v ¢ase T2 (1 hodina po natfedéni)

1 2 3 4 5 6 7 8 redidla motilita

0.3137 0.0199 0.0944 0.3371 0.2972 0.5904 0.0552 1 3.478979+0,28
n 0.3137 0.0010 0.5012 0.5621 0.9093 0.6376 0.0178 2 3.819888 0,28
B 0.0199 0.0010 <.0001 0.0660 0.0017 0.0045 0.3982 3 2.683525+0,28
n 0.0944 0.5012 <.0001 0.7447 0.6125 0.2538 0.0077 4 4.047161 £ 0,28
B 0.3371 0.5621 0.0660 0.7447 0.6035 0.4489 0.0432 5 4.338070+0,87
B 0.2972 0.9093 0.0017 0.6125 0.6035 0.5837 0.0166 6 3.861600 0,32
0.5904 0.6376 0.0045 0.2538 0.4489 0.5837 0.0309 7 3.660798 £ 0,28
ﬂ 0.0552 0.0178 0.3882 0.0077 0.0432 0.0166 0.0309 8 2.064214 0,71

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.

Tabulka v Case T2 vykazuje vétsi pocet vyznamnych rozdila napfic fedidly. K fedidlu 3
(Optixcell) se ptidala i kombinace SLAD + DPBS (8). Presto vysledky nejsou zcela prikazné
z divodu pouze jednoho odbérového dne. Z tabulky s motilitou, 1ze zjistit, ze nejlepsi motilitu
vykazuji v tomto Case fedidla 4 (PBS) a 5 (Diluent K), ktery byl také pouzit pouze béhem 1.
odbérového dne. Velmi dobré vysledky vykazuje i fedidlo 2 (mléko 3,5%) a 6 (SLAD).
Naopak velky pokles je u nenafedéného ejakulatu a Optixcellu.

Tabulka ¢. 4 Vysledek vifivého pohybu v case T3 (hodinu a pil po nafedéni)

1 2 3 4 5 6 7 8 redidla motilita

0.0522 0.0872 0.0010 0.7364 0.0141 0.0144 03729 1 2.668881 0,32
n 0.0522 0.0004 0.1559 0.6953 0.4896 0.1137 0.0763 2 3.418881 +0,32
H 0.0872 0.0004 <.0001 0.3298 <.0001 0.0015 09151 3 2.009790 0,32
n 0.0010 0.1559 <.0001 0.3578 0.5360 0.3475 0.0164 4 3.864335 £ 0,32
ﬂ 0.7364 0.6953 0.3298 0.3578 0.5148 0.1785 0.3952 5 3.015472+ 1,00
B 0.0141 0.4896 <.0001 0.5360 0.5148 0.2187 0.0373 6 3.706648 £ 0,37
0.0144 0.1137 0.0015 0.3475 0.1785 0.2187 0.0073 7 4,753707 £0,81
n 0.3729 0.0763 0.9151 0.0164 0.3952 0.0373 0.0073 8 1.920374 £ 0,81

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.

Z tabulky v Case T3, lze vycist, ze jsou napfic fedidly vyznamné rozdily, které souviseji

s narlistajicim ¢asovym intervalem a snizujicim se vifivym pohybem. Nejvice vyznamnych
rozdilti 1ze pozorovat u fedidla 3 (UHT 3,5% mléko), fedidla 4 (PBS), které si v méfeni po 1,5
hodiné zachovavaji podobny vifivy pohyb. Stejné tak fedidlo ¢islo 6 (SLAD) vykazuje dobré
vysledky. Dobrou motilitu spermii 1ze pozorovat i u nenafedéné varianty ejakulatu. Naopak u
ostatnich fedidel zac¢ina byt znatelny upadek.
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Tabulka €. 5 Vysledek vifivého pohybu v ¢ase T4 (2 hodiny po nafedéni)

1 2 3 4 5 6 7 8 fedidla motilita
m 0.1895 0.0290 0.8094 0.6880 0.5358 0.6084 0.4675 1 4570795+ 1,04
m 0.1895 0.3740 0.2831 0.9156 0.5527 0.4536 0.9046 2 2.9571594 = 1,04
E 0.0290 0.3740 0.0512 0.6600 0.1590 0.1107 0.7712 3 1.8662503< 1,04
m 0.8094 0.2831 0.0512 0.7660 0.6912 0.7785 0.5381 4 4.2753412+ 1,04
E 0.6980 0.9156 0.6600 0.7660 0.8948 0.8530 0.8702 5 3.3032677+ 3,19
E 0.5358 0.5527 0.1590 0.6912 0.8948 0.9023 0.6803 6 3.7470432+ 1,17
0.6084 0.4536 0.1107 0.7785 0.8530 0.9023 0.6325 7 3.9158474=1,1
m 0.4675 0.9046 0.7712 0.5381 0.8702 0.6803 0.6329 8 2.6387395+ 2 58

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny ¢ervenou barvou.

V case T4 lze zhodnotit fedidlo 4 (PBS) a 1 (INRA96) za nejoptimalnéjsi. K velkému poklesu
v tomto ¢ase u fedidla 3 (Optixcell). Dobry vysledkt nedosahla ani zvolena kombinace SLAD
+ PBS, kdy po 2 hodinach od nafedéni dochazi k rapidnimu snizeni vifivého pohybu. Zbytek
vzorku si zachovava stabilni vifivy pohyb.

Tabulka €.6 Vysledek vifivého pohybu v ¢ase TS (2,5 hodiny po nafedéni)

motilita

_ 0.8603 0.0186 0.0010 0.9889 0.0425 0.8838 0.3780 1 1.9448559 + 0,39
m 0.9603 0.0212 0.0009 0.9963 0.0382 0.8592 0.3904 2 1.9221286+ 0,39
m 0.0186 0.0212 <.0001 0.3838 <.0001 0.1022 0.8316 3 0.8539468+ 0,39
m 0.0010 0.0009 <.0001 0.2060 0.2918 0.0502 0.0164 4 3.4903105+ 0,3

E 0.96889 0.9963 0.3838 0.2060 0.4139 0.9284 0.5740 5 1.9278105+ 1,20
m 0.0425 0.0382 <.0001 0.2918 0.4139 0.2208 0.0617 6 2.9645752+ 0,44
0.86838 0.8592 0.1022 0.0502 0.9284 0.2208 0.3696 7 2.0511990+ 0,71
m 0.3780 0.3904 0.8316 0.0164 0.5740 0.0617 0.3696 8 1.0656138 £ 0,97

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.

Jako v ptfedchozich tabulkach, se ukazuje fedidlo Cislo 4 (PBS) jako nejlepsi varianta. Stale
oproti ostatnim je zachovana kvalitni mass motilita. U vySe zminéného UHT mléka 3,5%
dochazi k postupnému snizovani vifivého pohybu. V tomto ¢asovém intervalu je srovnatelné
s fedidlem 1 (INRA 96) a fedidlem 5 (Diluent K), ktery nelze plnohodnotné zaradit z divodu
nizké frekvence vyuziti pii vyzkumu. SLAD (6) stale zachovava dobré vysledky a v tomto
Case se jevi jako druha nejlepsi varianta. Postupné dochazi k upadku nenatredéného ejakulatu.

Tabulka €.7 Vysledek vifivého pohybu v ¢ase T6 (3 hodiny po nafedéni)

1 2 3 4 5 3 7 8
(1 | 0.8126 0.0388 0.0003 0.5324 0.0317 0.0366 0.4047 1 13968377 0,40
B3l o.5126 0.0217 0.0006 0.4758 0.0529 0.0606 0.3462 2 1.5104741% 0,40
[l 0.0388 0.0217 <.0001 0.8746 <.0001 <.0001 0.8984 3 0.39683777+0,40
I3l 0.0003 0.0006 <.0001 0.0443 0.2019 0.1748 0.0116 4 3.1922923% 0,40
Bl 05324 04758 0.8746 0.0443 0.1441 0.1476 0.9655 5 0.5984055+ 1,24
I 0.0317 0.0529 <0001 0.2019 0.1441 0.9455 0.0599 6 2.5260521% 0,45
0.0366 0.0606 <.0001 0.1748 0.1476 0.9455 0.0646 7 2.4881139% 0,46
B 0.4047 0.3462 0.8984 0.0116 0.9655 0.0599 0.0646 8 0.5295458% 1,01

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.
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V case T6 lze sledovat stejné vysledky jako u tabulky vyse.

Tabulka ¢€.8 Vysledek vitivého pohybu v ¢ase T7 (3,5 hodiny po nafedéni)

1 2 3 4 5 6 7 8
n 0.5461 0.0733 <.0001 0.6757 0.0888 0.4687 0.3667 1 0.9939900+ 0,37
E 0.5461 0.0176 <.0001 0.5175 0.2514 0.7655 0.2365 2 1.2558947+ 0,37
E 0.0733 0.0176 <.0001 0.7891 0.0010 0.0462 0.9556 3 0.2104977+0,37
u <.0001 <.0001 <.0001 0.0256 0.0060 0.0071 0.0019 4 3.1034608+ 0,38
E 0.6757 0.5175 0.7891 0.0256 0.2791 0.4589 0.8015 5 0.5159608+1,11
m 0.0888 0.2514 0.0010 0.0060 0.2791 0.5679 0.0826 6 1.7904610+ 0,41
0.4687 0.7695 0.0462 0.0071 0.4589 0.5679 0.1977 7 1.4334447+ 0,57
E 0.3667 0.2365 0.9556 0.0019 0.8015 0.0826 0.1977 8 0.1590693+ 0,90

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.

V tomto Case je mozné znamenat rapidni snizeni vifivého pohybu ve vSech variantach kromé
redidla 4 (PBS), které stale vykazuje dobré vysledky. Lze fici, ze tento Casovy interval T7
spolecné s T6 se jevi jako zlomovy.

Tabulka €. 9 Vysledek vitivého pohybu v ¢ase T8 (4 hodiny po nafedéni)

1 2 E] 4 5 6 7 8 fedidla motilita
m 0.3627 0.3622 <.0001 0.9999 0.1466 0.0050 0.7113 1 0.4651130+ 0,36
m 0.3627 0.0660 0.0001 0.7320 0.5434 0.0344 0.4205 2 0.8449770+ 0,35
m 0.3622 0.0660 <.0001 0.7319 0.0214 0.0004 0.9477 3 0.0846610£0,35
m <.0001 0.0001 <.0001 0.0632 0.0014 0.1634 0.0059 4 2.6128606+ 0,39
E 0.9999 0.7320 0.7319 0.0632 0.5719 0.2215 0.8136 5 0.4649170+1,08
m 0.1466 0.5434 0.0214 0.0014 0.5719 0.1271 0.2710 6 1.1128606+ 0,39
0.0050 0.0344 0.0004 0.1634 0.2215 0.1271 0.0531 7 1.8971329+ 0,45
m 0.7113 0.4205 0.9477 0.0059 0.8136 0.2710 0.0531 8 0.1418231+ 0,85

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.

Z nasledujici tabulky 1ze vy¢ist, ze v tomto Case uz spermie ve vétsin€ vzorkt nejevi dobry
vifivy pohyb a nelze semeno povazovat za kvalitni a schopné oplozeni. Vyjimkou byla
varianta s PBS a UHT 3,5% mlékem, které i v tomto Case vykazovaly dobry vifivy pohyb.

V tomto Case uz béhem vyzkumu dochazelo k vytazovani vzorka z davodu nulového pohybu.

Tabulka €.10 Vysledek vifivého pohybu v €ase T9 (4,5 hodiny po natedéni)

1 p 3 4 5 6 7 8 redidla motilita

0.4898 0.3723 0.0070 0.9797 0.6731 0.9411 0.9490 1 0.3716611+ 0,30
m 0.4898 0.1097 0.0330 0.7757 0.8375 0.6862 0.8338 2 0.6092389+ 0,29
m 0.3723 0.1097 0.0006 0.7563 0.2171 0.4884 0.6759 3 0.0642511+0,29
m 0.0070 0.0330 0.0006 0.2509 0.0276 0.0521 0.2583 4 1.4491738+ 0,36
E 0.9797 0.7757 0.7563 0.2509 0.8469 0.9520 0.9489 5 0.3483837+0,89
m 0.6731 0.8375 0.2171 0.0276 0.8469 0.8127 0.9056 6 0.5319194+ 0,34
0.9411 0.6862 0.4884 0.0521 0.9520 0.8127 0.9844 7 0.4088917+ 0,47
m 0.9490 0.8338 0.6759 0.2593 0.9489 0.9056 0.9844 8 0.4272132+ 0,86

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny ¢ervenou barvou.
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V tomto Casovém intervalu uz nelze vzorky povazovat za kvalitni. V tomto Case byly vzdy
vytazeny v§echny vzorky kromé varianty 4 (PBS) a 2 (2,5% mléko).

Tabulka €.11 Vysledek vifivého pohybu v €ase T10 (5 hodin po nafedéni)

1 2 3 4 5 6 7 8
n 0.2416 0.9742 0.0405 0.8761 0.2103 0.4280 0.7636 1 0.0277998+ 0,21
u 0.2416 0.2467 0.2922 0.7647 0.8765 0.9017 0.8574 2 0.3128272+ 0,21
E 0.9742 0.2467 0.0419 0.8856 0.2181 0.4363 0.7731 3 0.0353781+0,20
n 0.0405 0.2922 0.0419 0.4593 0.3811 0.3220 0.5134 4 0.6132813+ 0,26
E 0.8761 0.7647 0.8856 0.4593 0.7247 0.8242 0.9233 5 0.1253350+0,61
m 0.2103 0.8765 0.2181 0.3811 0.7247 0.8048 0.8060 6 0.3541492+ 0,23
0.4280 0.9017 0.4363 0.3220 0.8242 0.8048 09133 7 0.2743061+ 0,29
“ 0.7636 0.8574 0.7731 0.5134 0.9233 0.8060 0.9133 8 0.2061340+ 0,59

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.

Vzorky byly jiz vytfazeny kromé varianty 4 (PBS) a 2 (3,5% mléko), které vykazovaly vifivy
pohyb 2 az 3 podle uvedené stupnice.

Tabulka €.12 Vysledek vifivého pohybu v ¢ase T11 (5,5 hodiny po nafedéni)

1 2 3 4 5 (] 7 8 redidla motilita

n 0.9021 0.9893 0.0022 0.9860 0.2073 0.9929 0.8965 1 0.0043530«0,14
E 0.9021 0.9109 0.0033 0.9760 0.2633 0.9342 0.9365 2 0.0245765+ 0,14
n 0.96893 0.9109 0.0022 0.9900 0.2088 0.9994 0.9006 3 0.00647790,13

n 0.0022 0.0033 0.0022 0.1843 0.0601 0.0144 0.1940 4 0.6077414+0,17
E 0.9860 0.9760 0.9800 0.1843 0.6251 0.9905 0.9372 5 0.0118025+0,41
ﬂ 0.2073 0.2633 0.2088 0.0601 0.6251 0.3355 0.6768 6 0.2271254+0,15
0.9529 0.9342 0.9894 0.0144 0.9905 0.3355 0.8066 7 0.0063235< 0,20
n 0.8965 0.9365 0.9006 0.1940 0.9372 0.6768 0.9066 8 0.0566549+ 0,40

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.

Jak lze vidét v nasledujici tabulce, vzorky jiz nevykazovaly vifivy pohyb. Pouze pokud bylo
ptidano fedidlo 4 (PBS) a 2 (3,5% mléko). V tomto Case jiz i u téchto vzorka byl vifivy pohyb
snizen s hodnotou 1 ¢i 2 dle stupnice nebo vytazen.

Tabulka €.13 Vysledek vifivého pohybu v €ase T12 (6 hodin po nafedéni)

1 2 3 4 5 6 7 8 fedidla motilita
n 0.9784 0.9593 0.0100 0.9977 0.3064 0.2762 0.8784 1 -0.0043540+ 0,14
E 0.9784 0.9381 0.0099 0.9893 0.3075 0.2696 0.86%9 2 -0.0089202+ 0,14
E 0.9593 0.9381 0.0107 0.9870 0.3256 0.2871 0.8942 3 0.0039733+0,14
n 0.0100 0.0099 0.0107 0.2625 0.1208 0.2399 0.2968 4 0.5123068+ 0,18
E 0.9977 0.9893 0.9870 0.2625 0.6790 0.6149 0.9157 5 -0.0031003+0,42
m 0.3064 0.3075 0.3256 0.1208 0.6790 0.8360 0.7648 6 0.1847455+ 0,16
0.2762 0.2696 0.2871 0.2399 0.6149 0.8360 0.6917 7 0.2318252+ 0,20
“ 0.8784 0.8699 0.8942 0.2968 0.9157 0.7648 0.6917 8 0.0588142+ 0,41

*Statisticky vyznamné rozdily oznaceny Cervenou barvou.

V case T12 byly jiz vSechny vzorky vytazeny a nevykazovaly zadny vifivy pohyb.
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6 Diskuze

Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda ma vybér tfedidla vliv na vifivy pohyb
spermie pii teploté 38 °C. Dosazené vysledky potvrzuji danou hypotézu, ze fedidla maji vliv
na vifivy pohyb spermii. Prestoze po urcité dobé dojde ke snizeni vifivého pohybu spermii u
vSech fedidel, tak vybér fedidla ovliviiuje dobu, po kterou si spermie zachovaji kvalitni vifivy
pohyb.

Semeno bylo vzdy nafedéno s 5 fedidly a vzdy byla ponechéana varianta nenafedéného
ejakulatu, tim vzniklo 6 variant. Kvili vyméné Diluntu K za SLAD a kombinaci SLAD +
PBS bylo celkem pouzito 7 fedidel. Vzorky byly uchovany ve vodni lazni pfi teploté 37 — 38
°C. Tato teplota byla zvolena z divodu imitace teploty v hrdle déloznim u ovci. Dle Rasada a
Setiawana (2017) béhem estralni faze cyklu dochazi k nartastu teploty i pH, coz neprospiva
metabolismu spermii. Z tohoto divodu je volba optimalniho fedidla zasadni.

V prvnim odbérovém dni bylo pouzito fedidlo Diluent K, které je vzdy ptipravovano pred
naredénim v laboratofi. Jeho slozeni je gluk6za 0,8 g, citronan sodny 2,9 g, vaje¢ny zloutek
20 ml a destilovana voda 100 ml. Pfestoze vajecny zloutek poskytuje spermii proteiny, chrani
je pted chladovym Sokem a udrzuje fertilitu, stale se jedné o zivoc¢isny produkt a je zde
moznost kontaminace semene, jak uvadi (Bousseau et al. 1998).

Dalsi nevyhodou je rozdilné sloZeni vajecnych zloutkt. Z téchto divodu byl Diluent

K vyfazen a misto néj bylo pouzito komer¢ni fedidlo SLAD. Jelikoz byl Dilunet K pouzit
pouze prvni testovaci den nelze vysledky brat jako stéZejni z divodu nizké Cetnosti vyuziti.
Vyuzito bylo fedidlo Optixcell na bazi liposomda, které nahrazuji svym sloZzenim nahrazuji
vajecny zloutek, opét z divodi mozné kontaminace. Prestoze je Optixcell uvadén vicero
zdroji v€etn€ Ansari at al. (2015) jako vhodny pro zachovani pohybu spermii pfi
kryokonzervaci, jeho uc¢inky v opacnych vyssich podminkach nebyly v nasem vyzkumu
potvrzeny.

Nejlepsich vysledka bylo dosahnuto pokud bylo pouzito fedidlo PBS a UHT 3,5% mléko.
PBS je fedidlo na vodni bazi obsahujici hydrogenfosfore¢nan disodny a chlorid sodny, diky
kterym udrzuje stabilni pH, jak uvadi vyrobce IMV Technologies. Zminéné slozeni udrzuje
stalost bun€k, zabrariuje jejich praskani a deformaci. To lze brat jako divod, pro¢ béhem
vyzkumu vykazovalo PBS nejlepsich vysledka.

Dobré vysledky pii pouziti UHT mléka potvrzuje Hozbor et al. (2016) ve své studii, kdy
spermie nafedéné s UHT mlékem vykazovaly vysokou hodnotu vitfivého pohybu a
neporusenou funkéni plazmatickou membranou.

Prestoze se také jedna o zivociSny produkt, diky vysoko tepelné upravé pti 135 °C, jsou
vSechny pfipadné mikroorganismy zniceny.

Dalsi pouzité fedidlo INRA96 je primarné urceno pro hiebCi sperma, ale v praxi je bézné
vyuzivané i pro berani sperma. Obsahuje mlécné micelarni proteiny, jejichz funkci je ochrana
spermii. Nejlepsi vysledky prokazuje pfi nizSich teplotach 4 °C a pokojové teploté 15 °C dle
slov vyrobce IMV Technologies. Pfi naS§em vyzkumu bylo sperma uchovano pii vyssich
teplotach, kdy jsme zaznamenaly rychlejsi pokles vifivého pohybu oproti UHT mléku 3,5% a
PBS. Divodem miZe byt vyuziti vyssi teploty pfi naSem vyzkumu neZ teplota prokazatelné
vhodna pro INRU96.
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Béhem meéteni bylo zjisténo, ze pozitivni vliv fedidla na ejakulat je individualni. Bylo
zpozorovano, ze jeden samec velmi dobfe reagoval na fedidlo PBS, kdezto u druhého doslo
ke snizeni vifivého pohybu a naopak velmi dobfe reagoval na fedidlo SLAD. Z tohoto divodu
byla v posledni odbérovy den namichéana varianta SLAD + PBS (1:1). Pfedpoklad byl, ze
kombinace by méla pozitivné€ pasobit na oba samce. Predpoklad nebyl potvrzen, presto tento
vysledek nelze brat jako signifikantni z divodu nizké Cetnosti pfi vyzkumu (n=1). Myslim, Ze
toto zjisténi je zajimavé a doporucila bych ho jako dalsi predmét vyzkumu.

Vliv fedidla byl prokazan pti nafedi fedidlem SLAD a PBS, kdy po nafedéni byla hodnota
vifivého pohybu vyssi nez vstupni vifivy pohyb. Redidla obsahuji cukry, které slouzi pro
spermie jako zdroj energie, jak uvadi (Fukuhara & Nishikawa 1973). Diky tomu po nafedéni
doslo ke kratkodobému zvySeni vifivého pohybu. Pfi dal§im méfeni za 30 minut, kdyz doslo
k vycCerpani energie se pohyb znacné snizil.

Hameed et at. (2024) uvadi, Ze je dosahnuto lepsich vysledka pokud jsou spermii uchovany
pii nizSich teplotach, naptiklad 4 - 5 °C. Naopak pfi vystaveni spermii ve vysSim teplotam
dochazi k rychlej§imu zhorSeni oplozovaci schopnosti spermii. To se potvrdilo i v na§em
vyzkumu, kdy byly spermie uskladnény v teplotach 37 — 38 °C a pozorovany byly po dobu 6
hodin, kdy po dosazeni 6ti hodinového intervalu byly vSechny vzorky vyfazeny s 0 vifivym
pohybem.
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7 Zavér

S ohledem na dilezitost vifivého pohybu pii oplozeni samice je nutné optimalizovat fedéni
semene a schopnost zachovani vifivého pohybu spermii v teplotach obdobnych
reprodukénimu traktu samice.

Cilem diplomové byla analyza vlivu fedidla na vifivy pohyb spermii pfi teploté 37 — 38 °C.
Ze ziskanych dat vyplyva, ze vybeér fedidla hraje dilezitou roli pfi zachovani vifivého pohybu.
Ze vSech testovanych fedidel se jako nejlepsi jevi PBS a UHT 3,5% mléko.

Praktické vyuziti téchto fedidel je realné, ob¢ jsou volné€ k dostani a cenové nenakladné.
Zajimavym zjisténim byla individualita ve vlivu fedidel na semeno se zavislosti na samci.
Bylo zjisténo, ze nelze plosné zhodnotit idealni fedidlo na vSechny samce Valasské ovce.
Pro presnéjsi vysledky by byl nutny vétsi pocet dat zaméfenym na vliv kombinace SLAD +
PBS.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ID - inseminacni davka

TO — po nafedéni

T1 — 30 minut po nafedéni

T2 — 1 hodina po natfedéni

T3 — 1,5 hodiny po natedéni

T4 — 2 hodiny po nafedéni

T5 — 2,5 hodiny po natredéni

T6 — 3 hodiny po nafedéni

T7 — 3,5 hodiny po natedéni

T8 — 4 hodiny po nafedéni

T9 — 4,5 hodiny po naredéni

T10 — 5 hodin po natfedéni

T11 - 5,5 hodiny po nafedéni

T12 — 6 hodin po natedéni

Tzv.- takzvany

UHT - vysokotepelné oSetieni

PBS - Phosphate Buffered Saline
ATP - adenosintrifosfat

cAMP - cyclic adenosin monofosfat
sAC - rozpustna adenosin cyklaza
PAK - proteinkynazy

CASA — computer assisted semen analysis
VCL - kfivocara rychlost

VSL — piimocara rychlost

VAP - pruméma rychlost urcité vzdal
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