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ABSTRAKT

Hodnoceni kvality ejakulatu je dulezitym prvkem v hodnoceni plodnosti hiebce.
Kvalitni ejakulat produkovany v dostatecném mnozstvi je predpokladem pro tspésnou
inseminaci v chovu koni. Za tG¢elem posouzeni kvality ejakulatu je pouzivano mnoho
laboratornich metod hodnoceni. Vybranymi laboratornimi metodami se zabyva i tato
diplomova prace.

Zakladnimi parametry posuzovanymi u ejakulatu v této praci jsou hodnoceni aktivity,
koncentrace spermii v ejakulatu a morfologicka analyza spermii. Pro pouziti ejakulatu na
vyrobu inseminacni davky je potfeba zhodnotit i objem odebraného ejakulatu. Minimalni
objem ejakulétu u hiebce by mél byt 20 ml. Aktivita Cerstvého semene by méla dosahovat
minimélné¢ 60 %. Za normdalni hodnotu koncentrace spermii hiebciho ejakuldtu je
povazovano alespont 100 x 10° v1 ml semene. Minimalni mnoZstvi morfologicky
normalnich spermii v ejakulatu hiebce je poZzadovano nad hranici 60 %.

V této diplomové praci byla zkoumana skupina plemennych hiebcli ustajenych
V hiebCinci Tlumacov, statnim podniku. Hiebci byly zatazeni do plemenitby pro rok
2015. Hodnoceni kvalitativnich a kvantitativnich ukazateli bylo provedeno u 47 vzorkl
cerstvého ejakuldtu, které byly ziskdvany od 12 plemenikd béhem pfipoustéci sezony.
Odbeéry ejakulatu probihaly od dubna do ¢ervence roku 2015. Thned po kazdém odbéru
byl zméfen objem odebraného ejakulatu a byla zaznamenana aktivita spermii. K dalSimu
hodnoceni patfilo poc¢itani koncentrace spermii a hodnoceni morfologické stavby spermii.

Pro morfologickou analyzu byly natéry barveny dvéma metodami — barveni dle B. T.
Farellyho a barveni metodou Byghost. Pii analyze bylo zjistovano procento
morfologickych vad spermii, které byly rozdéleny do nasledujicich kategorii: vady
akrozomu, vady hlavicky, vady spojovaci Casti, vady biCiku, abnormalné vyvinuté
spermie a nezralé spermie. Soucasti vyzkumu bylo také teoretické porovnani obou
pouzitych barvicich metod vzhledem k vyskytu morfologickych vad a odhad korelacnich

vztahli mezi kvalitativnimi a kvantitativnimi ukazateli ejakulatu u hiebc.

Kli¢ova slova: ejakulat, spermie, hfebec, morfologické vady spermii, hodnoceni spermatu



ABSTRACT

Evaluation of semen quality is an important element in the evaluation of stallion
fertility. Quality ejaculate produced in sufficient quantities is a prerequisite for successful
insemination in horse breeding. To assess the quality of ejaculate is used by many
laboratory evaluation methods. Selected methods are also engaged in this thesis.

The basic parameters considerating in the ejaculate in this thesis are the evaluation of
activity, sperm concentration and morphological sperm analysis. For using ejaculate in
producing insemination doses need to be assessed volume of ejaculate too. Minimum
volume of the ejaculate of stallions should be 20 ml. The activity of fresh semen should
be at least 60 %. Normal sperm concentration value of stallions ejaculate is considered at
least 100 x 10%in 1 ml of semen. The minimum amount of morphologically normal
stallions sperm is required above the threshold value of 60 %.

In this thesis we studied a group of stallions which were stabled in Zemsky hieb¢inec
Tlumacov, s.p. Stallions were included in breeding season for 2015. Evaluation of
quantitative and qualitative parameters were performed od 47 samples of fresh semen,
which were collected from 12 stallions during the breeding season. Semen collecting was
from April to July 2015. Immediately after each semen collecting was measured volume
of ejaculate and sperm activity was recorded. To further evaluation were counting sperm
concentration and morphology of sperm evaluation.

For mophological analysis were preparations stained by two methods — B. T. Farelly
staining and method Byghost’ (Jaskovski et al. 1968). The analysis was determined by the
percentage of morphological sperm defects, which were divided into the following
categories: acrosome defects, sperm head defects, sperm mid-piece defects, sperm tail
defects, abnormal forms of sperm and immature sperm. The research also used a
theoretical comparison of the two methods of stainings due to occurence of morphological
defects and estimate the correlation relationships between qualitative and quantitative

parameters of the ejaculated os stallions.

Keywords: stallions ejaculate, sperm, morphological sperm defects, evauation of semen
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1 UVOD

Umeéla inseminace ma u koni stejné jako u jinych hospodaiskych zvitat velky
vyznam. Kvtili nesnadnosti a ekonomické nevyhodnosti pfevozu koni, nejcastéji prevozu
Klisen za plemeniky, je inseminace ¢erstvym ¢i mrazenym spermatem hojné vyuzivana.
Stejné tak je inseminace vyuzivana pro zvysSeni efektivity vyuziti samotnych plemeniki.
Diky umélé inseminace miiZze plemenik pomoci inseminacnich davek oplodnit
mnohonasobné vice klisen, nez pti pfirozené plemenitbé. Timto Ize ziskat vice potomkl
od jednoho hiebce a urychlit tak odhad jeho plemenné hodnoty. Dalsi vyhodou umé¢lé
inseminace je omezeni prenosu pohlavnich chorob ze samce na samici a naopak. Pii
odbéru je ejakulat podroben laboratornimu vySetfeni, diky kterému lze stanovit
reprodukéni schopnost plemenika a kontrolovat tak stav jeho pohlavnich organt
a produkci semene. Pfed zatazenim hiebce do plemenitby je kontrolovana piedevs§im
kvalita ejakulatu, ktera je jednim z ukazateld reprodukéni vykonnosti.

Kvalita ejakulatu je posuzovana na Grovni kvalitativnich a kvantitativnich ukazatelt.
Mezi kvantitativni ukazatele fadime napf. objem, barvu a typicky pach ejakulétu.
Kvalitativni znaky zahrnuji aktivitu, koncentraci spermii v ejakuladtu a morfologickou
stavbu spermii. PredevSim aktivita a spradvna morfologicka stavba spermii ma zasadni
vliv na plodnost plemenika. Kazda ¢ast spermie ma sviij specificky ukol, pokud bude tedy
néjaka ¢ast porusena nebo zménéna, spermie nemusi byt schopna oplozeni. Stejné tak
pokud je z n¢jakého divodu, at’ uz kvuli naruSeni morfologické stavby nebo jinych
poruch, spermie neschopna pohybu, nemize se dostat na misto oplozeni a narusuje tim
plodnost plemenika. V ptipadé¢ mrazeni inseminacnich davek se provadi dalsi funkéni
vySetteni ejakulatu, které vyzaduji specidlni laboratorni vybaveni. Jedna se o rizné testy
ptezitelnosti, chladové a tepelné testy, které ndm ukazuji kvalitu ejakuldtu pro oplozeni
a vhodnost ke konzervaci.

Kontrolni vySetteni ejakulatu zahrnujici zdkladni laboratorni metody pfed i béhem
piipoustéci sezény mize pomoci odhalit pfipadné poruchy plodnosti. Mirné vykyvy
Vv naméfenych hodnotach ejakulatu u jednoho hiebce béhem sezony nemusi nutné
znamenat poruchu. Kvalita ejakulatu zavisi na mnoha vné¢jSich i vnitinich vlivech, jako
jsou kvalita ustijeni a vyzivy, aktudlni zdravotni stav a psychickad pohoda. Vyznamnym

vlivem je i sportovni vyuziti plemenika.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vySetteni ejakulatu plemennych hiebcl zatazenych
do plemenitby pro rok 2015, ustijenych v Zemském hieb¢inci Tlumacov, statnim
podniku a hodnoceni kvalitativnich a kvantitativnich ukazatel ejakulatu. Soucasti
hodnoceni kvalitativnich ukazateli bylo morfologické vysetfeni spermii za pomoci dvou
rozdilnych metod barveni. A déale porovnani vysledkl barvicich metod pfi hodnoceni

vyskytu morfologickych vad.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Biologie ejakulatu

Ejakulat je popisovan jako tekutina skladajici se ze dvou sloZzek — bunécénd cast
obsahujici spermie a tekuta ¢ast, ktera se nazyva semenna plazma (Marvan a kol., 1992).
U htebct se k témto slozkam piidava jesté hlenovita Cast, tzv. hlenova zatka. Tato
biologickd tekutina je vytvafena u pohlavné dospélych samct ve varletnim tstroji
a ptidatnych pohlavnich zlazach. U hiebcil je semeno ejakulovano ve 3 frakcich. Hlavni
funkci ejakulatu je zabezpeceni oplozeni samicich pohlavnich bunék a podil na vzniku
novych jedinct (Kliment a kol., 1983).

Nejcastéji ma ejakuldt vzhled bélavé viskozni tekutiny (Gamcik, Kozumplik a kol.,
1992), avSak druhové se mohou vyskytovat rozdily v konzistenci, barve, pachu i objemu.
Hodnocené parametry ejakuldtu maji  velkou individudlni variabilitu. Rozdily
U jednotlivych zvifat jednoho druhu mohou byt zplsobeny typem ustdjeni, vyzivou,
zdravotnim stavem, vékem a intenzitou pohlavniho vyuzivani samce (Marvan a kol.,
1992).

Podstatnou cast ejakulatu tvoii semennd plazma vytvafena v ptidatnych pohlavnich
zlazach (Gamcik, Kozumplik a kol., 1976). Nejvétsi podil (aZ 95 %) ma semenna plazma
u hiebce. Biochemicky se semenna plazma druhové velmi lisi (Kliment a kol., 1983).
Obecné je semenna plazma tvofena anorganickymi latkami (napt. sodikem, draslikem,
chlorem a fosforem) a organickymi latkami (bilkovinami, cukry, tuky). Mohou se zde
také vyskytovat odloupané epitelie z pohlavnich cest a dalsi bunécné elementy, jako
napft. bilé krvinky (Komarek a kol., 1964). Nejvétsi vyznam maji v semenné plazmé
sekrety ze 7lazy méchytkovité a pfedstojné. Sekrety bulbouretralni Zl1azy jsou dilezité
v prvni frakci ejakulatu, kdy maji procistit vyvodné cesty pred tim, nez zde budou
prochazet spermie (Holub a kol., 1969). Semenna plazma vytvaii pfiznivé prostieni pro
spermie, zabezpecuje jejich vyzivu a energii a umoziuje pohyb spermii. Pfitomnost
semenné plazmy také znacné zvétSuje objem ejakulatu, coz je dulezité pro transport
semene sami¢imi pohlavnimi organy (Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1976).

Druhou casti ejakulatu tvoti spermie, sice vV mensim zastoupeni tj. 5 %, avsak

vvvvvv

informace, kterou poté piedavaji do samic¢i pohlavni bunky. V ejakulatu musi spermie
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vykazovat pohyblivost, schopnost pteziti a hlavné oplozeni schopnost (Gamcik,
Kozumplik a kol., 1992).

U ejakulatu mizeme makroskopicky hodnotit tyto vlastnosti: objem, barva,
konzistence, pach, obsah cizich piimési a dalsi (Kliment a kol., 1983). Objem ejakulatu
muze zna¢né kolisat od 30 do 200 ml dle plemenné prislusnosti hiebct. U teplokrevnych
hiebcil 1ze na jeden odbér ziskat primérné 45 ml, u stfedné té¢Zkych 60 ml a u tézkych
plemen lze ziskat 150 ml (Gam¢éik, Kozumplik a kol., 1976). Véznik a kol. (2000) uvadi,
ze minimalni objem ejakulétu na jeden odbér by mél byt 20 ml. U hiebcti je typicka barva
semene mlécné bila az Sedobila s modravym odstinem, coz zavisi na koncentraci spermif
v ejakulatu (Gamcéik a kol., 1988). Konzistence je spiSe vodnata, pokud vsak nebyl
odstranén hlen, mize byt semeno hustsiho charakteru (Gamcik, Kozumplik a kol., 1976).
Dale lze urcovat pH semene. To se pohybuje nejcastéji v rozmezi 6,7 — 7,5. Pokud
namétime pH vyssi nez 7.8, tedy vyraznég alkalické, znamena to, Ze ejakulat nebyl ziskan
cely. Prvni vodnata frakce ma totiz pH od 8,1 do 8,8 (Louda a kol., 2001). Podle Gam¢ika,
Kozumplika a kol. (1992) se vyrazné alkalické pH ejakulatu (pH > 7,8) vyskytuje u velmi
fidkych ejakulatt. U nizSich hodnot pH, napt. pfi pH 6, pozorujeme ustavani pohybu
spermii (Louda a kol., 2001).

Celkem se v ejakulatu vyskytuje 6 az 48 miliard spermii. Toto ¢islo je v zavislosti na
objemu a koncentraci spermii v ejakulatu. Dale je pocCet spermii ovlivnén frekvenci
odbéru semene (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Koncentrace spermii se muze
pohybovat v rozmezi 0,1 — 0,3 x 10%/mm?3. Koncentrace 0,8 x 108/mm?® mtize dosahovat
frakce bohata na spermie. Jako husté semeno ozna¢ujeme to, které ma koncentraci vétsi
nez 0,2 x 10%/mm?, stfedné husté semeno je s koncentraci 0,08 — 0,2 x 10%mm?3 a ¥idké
semeno je takové, které ma koncentraci 0,03 — 0,08 x 108/mm? (Louda a kol., 2001).
Oligospermie nastava pii koncentraci pod 0,03 x 10%/mm?® (Gam¢ik, Kozumplik a kol.,
1992). Gamcik a kol. (1988) v pozadavcich na ¢erstvé sperma hiebce uvadi, Ze minimalni
koncentrace spermii v 1 mm?® je 100 000. Do celkového podtu spermii se také pocitaji
patologicky zménéné spermie. Pocet patologickych spermii celkem nesmi ptesahnout
40 %, z toho muze byt maximalné 15 % primarnich zmén (Véznik a kol., 2000).

K vlastnostem ejakulatu patii také pohyb spermii. Spravny pohyb by mél byt
pfimocary, smérem za hlavickou. V ejakulatu zdravého hiebce se vyskytuje od 65 do

80 % spermii pohybujicich se progresivnim pohybem. Dale miiZzeme v ejakulatu
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pozorovat spermie s nekoordinovanym pohybem nebo i spermie nepohyblivé. Pohyb
spermii vSak zavisi také na teploté a pH (Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1976).

Cerstvy ejakulat vykazuje typicky hiebéi pach. Nezadouci jsou pfimiseniny, jako je
mo¢, krev a hnis. Dale se také v ejakulatu nesmi vyskytovat trus a chlupy, coz souvisi

se spravnou hygienou odbéru spermatu (Gamdik a kol., 1988).

3.2 Spermatogeneze — vyvoj spermii

Vyvoj a dozravani samcich pohlavnich bun¢k za¢ina s nastupem pohlavni dospélosti
samce a kon¢i jeho senilitou. Spermatogeneze probihd v semenotvornych kandlcich
varlete v pravidelnych cyklech (Kliment a kol., 1983). Dle Marvana a kol. (1992) lze
cyklus vyvoje spermii rozdélit na dv€é hlavni etapy. Prvni etapou je
tzv. spermatocytogeneze, ve které dochazi ke vzniku spermatid meiotickym a mitotickym
délenim. Ve druhé etapé pak probiha pfeména kulatych spermatid na zralé spermie, coz
nazyvame spermiogenezi (Smerha a kol. 1964).

Spermatogeneze je specializovany proces bunécného déleni a zmén (Cupps, 1991).
Stocené semenotvorné kandlky se zakladdaji uz béhem embryonalniho vyvoje a miizeme
zde najit prvopohlavni bunky (gonocyty) a podpurné bunky (Sertoliho buiky).
Po narozeni jedince vznikaji z gonocyti mateiské bunky — spermatogonie (Gamcik,
Kozumplik a kol., 1976). Sertoliho bunky piedstavuji spolu se zarodeénym epitelem
podporu pro vyvoj zarodecnych bunék ve spermie, a Leydigovy buiiky, které vyplnuji
prostor v pojivové tkani mezi semenotvornymi kanalky, produkuji hormony pro kontrolu
spermatogeneze. Kazdy cyklus v semenotvornych kandlcich u hiebce trva 12 dni
a celkova doba spermatogeneze je asi 57 dni (Cupps, 1991).

Marvan a kol. (1992) uvadi, ze spermatocytogenezi muzeme rozdélit do tiech fazi

— faze rozmnozovani, ristu a zrani.

3.21 Faze rozmnoZovani

Spermatogeneze probihd po cely dospély zivot samce, soucasné zralé¢ spermie
kontinualn€ odchézeji, a proto je nutné, aby se epitel semenotvornych kanalkt pravidelné
obnovoval (Gaméik, Kozumplik a kol.,, 1992). Tato rozmnozovaci faze
je charakterizovana n¢kolikanasobnych d€lenim spermatogonii v semenotvornych
kanalcich. Soucasné probihd jejich diferenciace délenim na spermatogonie typu A

a intermedialni spermatogonie, ze které nasledné vznika spermatogonie typu B (Marvan
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a kol., 1992). Spermatogonie jsou ulozeny v systému dutinek Sertoliho bun¢k a probiha
zde mitotické déleni vSech fazi spermatogonii. Predstavuji pasmo mitotické Cinnosti
— pasmo mitozy (Holub a kol., 1969). Zm¢nami v jadfe a dal$im rGstem spermatogonii

typu B zacina dalsi faze (Marvan a kol., 1992).

3.2.2 Faze ristu

Podle Klimenta a kol. (1983) se spermatogonie typu B déale meioticky d¢li
na spermatocyty 1. fadu, které se dal$im piibirdnim zasobnich latek zvétsuji a predstavuji
tak fazi ristu. Primarni spermatocyty, jak se také nazyvaji, tvofi druhou fadu buné¢k
v zarodecném epitelu. Dale se tyto buiikky dostavaji do lumen semenotvorného kanalku,
kde pozdéji probiha dalsi dilezité déleni — meidza. Meiotické déleni je jiz zakladem dalsi

faze spermatocytogeneze — faze zrani (Marvan a kol., 1992).

3.2.3 Faze zrani

Pro tuto fazi je charakteristické déleni bun¢k meidzou, pii kterém dochazi k redukci
poétu chromozomii (Smerha a kol., 1964). Jedna se o dvé po sobé jdouci bunééné déleni
— prvni a druhé zraci dé€leni. V prvni fazi meidzy vznikaji ze spermatocyti I. fadu
spermatocyty II. fadu neboli sekundérni spermatocyty. Nasleduje druhé zraci dé€leni, pfi
kterém ze sekundarnich spermatocytti vznikaji spermatidy (Marvan a kol., 1992).
Po tomto déleni maji buniky pouze haploidni po¢et chromozomt.

Jak popisuje Kliment a kol. (1983) z jednoho primarniho spermatocytu vznikaji dva
sekundarni spermatocyty. Dale z kazdého sekundarniho spermatocytu druhym délenim
vznikaji dv€ spermatidy, tudiz na konci meidzy mame 4 spermatidy.

Béhem spermatogeneze je stadium spermatocyti 1. fadu a meidzy povazovano
za kritickou fazi. Pokud dojde k naruSeni procesu v této fazi, hrozi, ze vzniknou spermie
neschopné oplozeni. Toto mulze nastat piedev§im u mladych jedinci (Gamcik,

Kozumplik a kol., 1992).

Spermatidy vstupuji do posledni etapy spermiogeneze. Jsou nejpocetnéji
zastoupenymi buiikami s zarode¢ném epitelu semenotvornych kanalkl a vytvaii v nich
3 — 4 vrstvy (Holub a kol., 1969). Tyto buiiky uz se dale nedéli, vznika tak stejny pocet
spermii. Geneticky potencidl ve spermatidé se béhem metamorfozy zachova, pouze jadro

se méni na hlavicku spermie a z organel a cytoplazmy vznika bi¢ik (Kliment a kol., 1983).
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Obrazek 1 Schéma spermatogeneze: a — bazalni blanka, b — Sertoliho burka, ¢ —
spermatogonie, d — spermatocyt 1. fadu, d” — d¢lici se spermatocyt I. fadu, ¢ —
spermatocyty II. fadu, f — spermatidy, g — spermatidy pfremé&nujici se ve spermie, h —
spermie. Sipka znazoriiuje smér od nejmladsich K nejstar$im vyvojovym fazim spermie

(Komarek a kol., 1964)

Proces morfologické premény — metamorfézy — zahrnuje nékolik stadii. Jedna se o se
Golgiho stadium, stadium akrozomové Cepi¢ky, stadium kaudalni manzety a stadium
zrani spermie (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).

Marvan a kol. (1992) uvadi, ze prvni zmény probihaji v organele bunky zvané
Golgiho komplex — podle toho Golgiho stadium. Zde se zacina formovat akrozomalni
vacek. Jeho zaklad se tvofi u jadra spermatidy a centrioly se pfesouvaji k okraji bunky.
Z jednoho centriolu pfilozen¢ho k bunééné membrané pozdéji vyrostou vlakna biciku
(Gamc¢ik, Kozumplik a kol., 1992). Zalozeny akrozomalni vacek, ktery se zaina
zvétSovat a spojovat sjadrem, predstavuje stadium akrozomové cepicky. Nakonec
pokryva akrozomova Cepicka celou piedni ¢ast jadra spermatidy (Kliment a kol., 1983).
Postupné se v akrozomalnim vacku zacinaji hromadit hydrolytické enzymy a jiné latky
ameéni se v akrozom (Marvan a kol., 1992). Pro vyvoj bic¢iku jsou dilezité centrioly

postupujici do protilehlého postaveni s akrozomem. Z distalniho centriolu se formuje
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osové vlakno biciku a v proximdlniho centriolu vznika tzv. Jenseniv krouzek, ktery
oddéluje mitochondridlni a hlavni oddil bi¢iku. Proximalni centriol vytvafi také strukturu
kréku spermie (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).

Dalsi stadium — kaudalni manzety — charakterizuje vznik piechodné vyvojové
soucasti spermie — kaudalni manzety. Ta se podili na stavbé implantacni jamky pii bazi
hlavicky a spojovaciho oddilu bi¢iku. Spermatida nabyva tvaru hrusky, coz je dano tim,
Ze v tomto stadiu se za¢ina hromadit cytoplazma v okoli osového vlakna (Kliment a kol.,
1983). Z puvodné kulaté spermatidy se zac¢ina formovat ovalna hlavi¢ka spermie. V této
fazi je dokonceno tvarovani jadra a kondenzace nukleoplazmy (Gamdéik, Kozumplik
akol., 1992). Hromadici se cytoplazma se odlu¢uje a pokryva celou spermii
cytoplazmatickou membranou (Marvan a kol., 1992).

Poslednim stadiem je stadium zrani spermii. V této fazi se dokoncuje vyvoj
akrozomu a bi¢iku spermie — poslednim vyvijejicim oddilem je mitochondrialni oddil
(Gamc¢ik, Kozumplik a kol., 1992). Pfi vyvoji mitochondridlniho oddilu se na zrajicich
spermiich zachovava zbytek cytoplazmy, tzv. cytoplazmaticka kapka. Spermie dozravaji,
kdyz se nepotiebnd protoplazmaticka kapka ztrati, a postupné se spermie uvoliuji
z cytoplazmy Sertoliho bun¢k (Kliment a kol., 1983).

Smerha a kol. (1964) uvadi, e cytoplazmaticka kapka se odluduje nejéastgji
az vV nadvarleti. Pokud ovSem samec piiliSné pohlavné zatiZen, do ejakuldtu se dostavaji
1 nezralé spermie, které mizeme snadno pozorovat podle zistavajici cytoplazmatické
kapky.

Dle Brita (2007) dochazi ke konecnému dozravani spermii v nadvarleti a zde také
ziskavaji svoji schopnost oplozeni. Tento proces muize trvat 9 — 14 dni.

,Znalost pribéhu spermatogenni cinnosti varlat plemenikii jednotlivych druhii
hospodarskych zvirat je duleZita pvi jejich vyuzivani v umeélé inseminaci. Na zakladé
denni produkce spermii se u plemenikit jednotlivych druhi zvirat stanovuje frekvence
odbéru spermatu, ktera zajistuje efektivni vyuzivani jejich genetického potencialu pri
realizaci Slechtitelského programu. Denni produkce Spermii je ovliviiovana primo
hmotnosti a velikosti varlat, spermatogenni aktivitou parenchymu varlat, velikosti ocasu
nadvarlete a neprimo pak rocnim obdobim, nervovym typem plemenika, vékem, technikou

chovu a ostatnimi vlivy “* (Louda a kol., 2001, s. 193).
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3.3 Morfologie spermii

Pfi oplozeni ma spermie plnit tyto zakladni funkce: aktivni vyhledani vajicka (samici
pohlavni buiiky), prinik do této samici bunky a pfenos genetické informace. Tomuto
napomaha samotna morfologicka stavba spermie — bicik pro aktivni pohyb, akrozom
zabezpecujici penetraci do vajicka a v jadru hlavicky je ulozena geneticka informace
(Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1992).

Jak jiz bylo uvedeno, spermie vznikaji v semenotvornych kanalcich varlat. Normalni
zdrava spermie se sklada ze dvou zakladnich ¢asti — hlavicky a bic¢iku (Holub a kol.,
1969). Podle Brita (2007) je zde dalsi ¢ast spermie, a to kréek, ktery spojuje hlavicku
s bicikem. Rozméry hieb¢i spermie v um jsou: hlavicka spermie — délka 6,27 a §itka 3,21;
bic¢ik spermie — spojovaci Cast 8,6 a hlavni cast 43,7; délka celé spermie 57,55 — 59,7
(Véznik a kol., 2000).

[ akrozom
hlavidka | - jadre
cytoplazmaticka
kréek t membrina
. . mitochondridlni
spojovaci spirila
&ast biciku
L fibrézni pochva
koncova ¢ast
bi¢ikn
hlavni ¢ast
324 ‘
biciku bidik

Obrazek 2 Morfologicka struktura spermie (Louda a kol., 2001)
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3.3.1 Hlavi¢ka spermie

Hlavicka spermie (caput spermii) je ovalné protahla, kdy pfedni tietina hlavicky
je rozsitena. Hlavicka je relativné plocha a na podélném prufezu ma ptiblizné elipticky
tvar (Brito, 2007). Je tvofena predev$im z jadra spermatidy, v pfedni Casti je pokryta
akrozomem, Vv zadni casti pak hlavicku pokryva pouze cytoplazmatickda membrana
a postakrozomalni ¢epka. Celd hlavicka spermie je pokryta bunéénou membranou, ktera
pak ptechazi na bicik. Z celkové hmotnosti spermie piipadéd na hlavicku 51 % hmotnosti
a na bicik 49 % hmotnosti celé spermie (Gamcik, Kozumplik a kol., 1976).

Dulezitou funkei hlavic¢ky pfi oplozeni je pienos dédicného materialu, pti¢emz musi
byt pln¢ vyvinuty akrozomalni systém a nukleoplazma (Gamcik, Kozumplik a kol.,
1992). Nukleoplazma, homogenni a kompaktni struktura, vypliuje téméf cely prostor
hlavicky, proto je tvar hlavicky podminén tvarem nukleoplazmy. Hlavicka by méla mit
celkové symetricky tvar, jinak ji lze povaZovat za projev choroby a pfic¢inu poruch
plodnosti. Nachazi se zde haploidni pocet chromozomi a chromatin (komplex
deoxyribonukleové kyseliny a proteint) je usporadan ve formé kompaktni hmoty. Jadro
hlavicky také obaluje dvojvrstva jaderna membrana, kterd je u baze hlavicky o néco
siln€jsi (Gamcik, Kozumplik a kol., 1976). , Bazdlni cast hlavicky je prohloubend
V podobée implantacni jamky hlavicky, do niz se vklada hlavice biciku, ktera slouzi
ke spojeni biciku s hlavickou (Marvan a kol., 1992, s. 57).

Piedni ¢asti hlavicky pokryva akrozom. Jedna se o cytoplazmaticky Eepickovity
utvar, ktery se nachazi mezi nukleovou a bunéénou membranou (Gamcik, Kozumplik
a kol., 1992). Akrozom vypliuje tzv. akrozomova hmota, ktera je sloZzena z mnoha
enzymil (hyaluronidaza, akrozin a dalsi). Tyto enzymy jsou nedilnou soucasti pii naruseni
vnéjsich oballi oocytu a proniknuti spermie do vajicka (Marvan a kol., 1992).

Tu cast hlavicky spermie, ktera neni pokryta akrozomem, pokryva postakrozomalni
¢epka. Pokud je spermie neporuSend, je spojend s bunécnou membranou (Gamcik,
Kozumplik a kol., 1976). Podle Klimenta a kol. (1983) pokryva tato vrstva az 40 % zadni
¢asti jadra. Na rozdil od akrozomu, ktery je velmi citlivy na osmotické zmény a muze
podléhat degenerativnim zménam, je postakrozomalni ¢epka odolnéjsi vici vnéjSim

vlivim (Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1992).
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3.3.2 Bicik spermie

Pohybovym organem spermie je jeji bicik (flagellum spermii), ktery
je cytoplazmatického ptivodu. Podle struktury a funkéni podstaty délime Casti biciku
na krcek, spojovaci ¢ast, hlavni a koncovy oddil (Holub a kol., 1969).

Kréek spermie je kratky spojovaci usek mezi hlavickou a bi¢ikem. Z ventralni strany
je krcek pripevnén k bazalni ¢asti hlavicky spermie a zezadu piipojen k vlakntim biciku
(Brito, 2007). Podle jeho morfologického zakladu miuZeme kréek oznaCovat jako
centriolovy (implantac¢ni) oddil. Je totiz sloZen ze dvou centriol (proximalni a distalni)
a segmentové chordy. Strukturdlné se jedna o nejslozitéjsi Cast spermie (Gamcik,
Kozumplik a kol., 1992). Osové vlakno (probihajici celym bic¢ikem a tvofici tak jeho
podklad) navazuje na distalni centriol a je obklopovano riiznymi ttvary lokalizovanymi
podle ¢asti bi¢iku (Marvan a kol., 1992).

Kromé centriol obsahuje kréek 1 nékolik malych mitochondrii. V misté, kde se dvé
kolmé mitochondrie zacinaji zamotdvat do mitochondridlniho helixu, zacina
mitochondrialni (stfedni) oddil neboli spojovaci ¢ast bi¢iku. Tento oddil je tvofen osovym
vlaknem (axonemou), které je obklopeno vnéj$imi hustymi vlakny a mitochondrialnim
plastém (Brito, 2007). Vnitini kruh osového vlakna je tvofen deviti dubletovymi vlakny.
Jedno z vlaken je vzdy duté (mikrotubuly) a druhé plné. Z kazdého z téchto elementi
vystupuji dva vybézky tvotfeny bilkovinou zvanou dynein — jedna se o kontraktilni
bilkovinu biciku, ktera zabezpecuje pohyb spermie (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).
Dubletova vlakna sahaji od jejich vzniku v krc¢ku, pies celou délku sttedni oddilu,
az k hlavnimu oddilu bi¢iku. V proximalni ¢asti stfedniho oddilu jsou vlakna nejtlustsi
a postupné se zuzuji smérem ke konci hlavniho oddilu. V koncovém oddilu bi¢iku uz tyto
vlakna nenajdeme (Brito, 2007).

Na stiedni oddil navazuje hlavni ¢ast biciku. Je to nejdelsi Cast biciku i celé spermie.
Stejné¢ jako u mitochondridlniho oddilu, i tento oddil je tvofen komplexem osovych
vlaken (Gamcik, Kozumplik a kol., 1976). Zvlastnosti této Casti je, Ze je obalen fibrozni
pochvou z proteinovych vlaken. Fibrozni pochva konéi nékolik mikrometrit od konce
bi¢iku, kde hlavni oddil piechazi v koncovy oddil bi¢iku. Proteinova vlakna poskytuji
strukturdlni podporu a pruznost pro efektivni ptfenos pohybu z kr¢ku na souvisly pohyb

bi¢iku (Brito, 2007).
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Koncovy (terminalni) oddil bi¢iku tvoii pouze osové vldkno tvofené dvojici
mikrotubul. Ke konci bi¢iku dvojice mikrotubultt zanika a zlstavaji zde pouze
jednoduché mikrotubuly (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).

Konec biciku, cely bi¢ik i hlavicku pokryva souvisla dvojvrstva cytoplazmatické
membrany, kterd chrani celou spermii. Fosfolipidy tvofici cytoplazmatickou membranu
jsou velmi citlivé na zmény vnéjsiho prostiedi, jako je zména osmotického tlaku, zména
teploty atd. Napf. pfi propirani spermii v roztoku NaCl se mize tato vrstva poskodit

a odhalit tak akrozom a mitochondrialni oddil (Gam¢éik, Kozumplik a kol., 1992).

3.4 Vyskyt morfologickych vad spermii

Hodnoceni morfologické stavby spermii, stejné¢ tak hodnoceni aktivity spermii,

vvvvvvvvvv

wewvr

normalni morfologickou stavbu spermie a umét ji odliSit od abnormalné utvaienych
spermii (Lipensky a kol., 2014). Morfologicky vadné spermie jsou dlouhodobé¢ spojovany
s neplodnosti a sterilitou u samcii. Vyskytuji se jako morfologické defekty, patrné pii
klinickém vySetieni, az po abnormality, které jsou méné zjevné. Vliv na vyskyt téchto
vad muze mit zivotni prostfedi, geneticky zaklad jednice nebo kombinace obojiho.
Ackoliv je vliv prostiedi povazovan za nejbeznéjsi pricinu vzniku morfologicky vadnych
spermii, lze pozorovat rostouci vyznam vlivii genetického ptivodu (Chenoweth, 2005).

Procento morfologicky normdlnich spermii mé pozitivni vliv na plodnost hiebc.
Morfologické abnormality mohou znamenat biologicky stres, trauma, vystaveni pasobeni
toxinli nebo poskozeni spermii zplsobené kryokonzervaci. Ackoliv je u ejakulatu
morfologické vySetfeni vnormé, po zmrazeni (kryokonzervaci) a rozmrazeni
inseminaéni davky a po nasledné inseminaci klisny, mize byt plodnost neuspokojiva
(Cowell a Ronald, 2002).

Lipensky a kol. (2014) uvadi, ze morfologicky vadné spermie zahrnuji vSechny
spermie, které vykazuji vady odliSujici se od normalni morfologické stavby. Abnormality
spermii mohou byt klasifikovany jako primarni, sekundarni nebo terciarni, podle ptivodu
jejich vzniku. Jini védci vS8ak upfednostiiuji jinou klasifikaci: srovnani zavaznych vad

s mén¢ vyznamnymi vadami (major versus minor defects) (Cowell a Ronald, 2002).
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Primarni vady mohou vznikat od procesu spermatogeneze az po prichod spermii
do ocasu nadvarlete. Zahrnuji vady hlavi¢ky spermie, jako jsou vady tvaru hlavi¢ky, vady
Vv nukleoplazmé a vady akrozomu. Dale sem fadime vady stiedniho oddilu biciku
a vyvojové vady spermii (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Podle Cowella a Ronalda
(2002) se mezi primarni vady fadi i pfitomnost cytoplazmatické kapky.

Dle Chenowetha (2005) jsou primarni vady zplUsobeny poskozenim epitelu
semenotvornych kandlkd. Dale uvadi pfedpoklad, ze priméarni defekty jsou vice
neptiznivé pro sam¢i plodnost nez vady sekundarni.

Sekundarni vady jsou pfipisovany del$imu pobytu spermii v ocasu nadvarlete, kde
jsou spermie uchovavany, nez dojde k ejakulaci (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Dle
Brita (2007) mohou byt sekundarni vady zptisobeny také prichodem spermii vyvodnymi
pohlavnimi cestami pfi ejakulaci. Radime sem nékteré vady hlavicky, vady akrozomu
(roztrhnuti ¢i rozvolnéni), torze a roztrhnuti bi¢iku a nezralé formy spermii (Gamcik,
Kozumplik a kol., 1992).

Cowell a Ronald (2002) terciarni vady pfipisuji nevhodné manipulaci s ejakulatem
pii odbéru. Tato poskozeni spermii mohou také vznikat pifi nespravném zhotoveni
preparatu, ktery pouzivame pro morfologické hodnoceni. Stejné jako u vad sekundéarnich
zde mizeme pozorovat uvolnéni akrozomu. Déle sem také patii potrhani a torze biciku
a odd¢leni bi¢iku od hlavicky spermie (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).

Dalsi skupinu vad popisuji Gaméik, Kozumplik a kol. (1992), primarni vady
vyc¢lenuji do dalsi skupiny a nazyvaji ji teratoidni spermie. Jedna se o vyvojové vady, kdy
ma spermie atypicky tvar hlavi¢ky (asymetrickd hlavicka, abnormalni velikost) nebo ma
spermie vice hlavicek. Dale se mohou vyskytovat rizné tvary bic¢iku a spermie
se zmnozenym bic¢ikem (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Nékteré teratoidni spermie
jsou tak siln¢ deformované, ze jdou stézi rozeznat jako spermie. Tyto spermii maji
narus$enou plazmatickou membranu, coz se projevi pti barveni preparatt. Je vSak nutné
rozeznat tyto degenerativni formy spermii od jinych buné€k — krvinek ¢i odloupaného
epitelu (Brito, 2007). Teratoidni spermie vznikaji jako odpad ve fazi metamorfozy
spermatidy. Pokud se vSak vyskyt téchto ,,nepovedenych* forem spermii zvysi pres 5 %,

Do vad vétsiho vyznamu pro plodnost samcti zahrnujeme morfologické abnormality

hlavi¢ky a stfedniho oddilu bi¢iku spermie (Cowell a Ronald, 2002). Dale jsou hlavni
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vady definovany nasledujicimi kritérii: primarni vady spermie, vEtsi procento zastoupeni
téchto vad a jejich konzistentni vyskyt (Chenoweth, 2005).

Razné formy torze bi¢iku fadime do vad vedlejsich. Tyto vady pravdépodobné
plodnost vyznamné neovliviiuji (Cowell a Ronald, 2002). Brito (2007) uvadi, Ze pouziti
tohoto systému rozdéleni vyzaduje znacné mnozstvi dat, které popisuji Ucinky
konkrétnich vad na plodnost, coZ u hiebcli nemame.

Cowell a Ronald (2002) dodavaji, ze morfologické vady spermii mohou byt také
klasifikovany jako vady, které 1ze kompenzovat a ty, které nelze.

Mezi kompenzovatelné vady patii pohyblivost spermii a abnormality bi¢iku. U téchto
vad lze zvysit plodnost zvétSenim inseminacni davky (vétSim poctem spermii v jedné
davce). Vady, které vsak nelze vykompenzovat zvétSenim ID, zahrnuji predevsim
abnormality hlavicky spermie (Cowell a Ronald, 2002).

V této diplomové praci je pouzito déleni morfologickych vad podle Gamcika,
Kozumplika a kol. (1992), kteti morfologické vady rozdé€luji na malformace hlavicky,
ke kterym jsou zahrnuty vady tvaru hlavic¢ky, vady na akrozomu a vady vnitini struktury.

Dale vady rozdé€luji na malformace biciku spermii a nezralé spermie.

3.4.1 Morfologické vady hlavi¢ky spermie

Na hlavi¢ce miizeme pozorovat mnoho odchylek od normélni morfologické stavby.
Jednotlivé vady lze rozdélit do dvou skupin, a to na vady akrozomu a vady hlavicky
(Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1992).

3.4.1.1 Vady akrozomu

Korektni morfologicka stavba, stejné jako zachovand funk¢nost akrozomu a jeho
a oplodnit ho. Pfi naruSeni akrozomalni hmoty tedy spermie ztraci svoji schopnost
oplozeni (Gaméik, Kozumplik a kol., 1992). Vady akrozomu u hiebct nejéastéji zahrnuji
knoflikovy defekt (knobbed acrosome defect), zbobtnani akrozomu a ¢aste¢né ¢i uplné
svleceny akrozom (Brito, 2007).

Dle Loudy a kol. (2001) je nejcast&jsi vadou akrozomu jeho zbobtnani. K tomuto
defektu muze dojit jak v pohlavnich cestach samce, tak pfi manipulaci s ejakulatem,

zejména pii kontaktu ejakuldtu s vodou. Bobtnani akrozomu je popsano jako naruSeni
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propustnosti protoplazmatického obalu (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Po takovém
naruseni obvykle akrozom praska a uvolni se akrozomalni hmota (Louda a kol., 2001).

Knoflikovy defekt se na svételném mikroskopu jevi jako koralek na vrcholu hlavicky
spermie. Podoba toho knoflikového defektu se mize ménit od koralkového vzhledu
vy¢nivajicitho nad vrchol hlavicky, az po vtlacovani do hlavicky a jejiho zplostovani.
Tento defekt akrozomu je tvofen piebytkem akrozomdlniho matrix a skladanim
membrany akrozomu pfes Spicku hlavicky. V akrozomalnim matrix jsou pak zachyceny
granula a inkluze obsazené v membranovych vezikulech (Brito, 2007).

Chenoweth (2005) uvadi, ze spermie majici knoflikovy defekt bud’to postradaji
schopnost penetrace do vajicka (navazani a prunik ptes zonu pellucidu), nebo je tato
schopnost sniZena.

Brito (2007) potvrzuje tuto domnénku a dodava, ze takova spermie muze mit
zménénou funkci plasmatické membrany a muize tak dojit k pfed¢asné spontanni
akrozomalni reakci.

Tato akrozomova vada muze byt zplisobena mnoha faktory. Nej€astéji jde o faktory
prostiedi, jako jsou tepelny stres a toxiny, a faktory genetického ptivodu. U hiebct vSak
knoflikové defekty genetického pivodu nebyly pozorovany (Brito, 2007).

DalSimi vadami, které souviseji s nerovhomérnym rozdéleni akrozomalni hmoty,
jsou kondenzace akrozomové hmoty na prednim okraji, granulace akrozomu a perzistujici
akroblast. V takovém pfipadé¢ se toto nahromadéni hmoty projevi nerovnomérnym
zbarvenim akrozomu a akrozom nabyva mapovit¢ho nebo mramorovaného vzhledu
(Gamc¢ik, Kozumplik a kol., 1992).

Svleceni akrozomu, castecné ¢i Uplné, je dle Chenowetha (2005) ¢asto spojeno
S knoflikovym defektem akrozomu. Pfi barveni takto naruSeny akrozom miize mit
nepravidelny vrasCity nebo shrnuty vzhled (Chenoweth, 2005). Hlavicka s plné
svleCenym akrozomem je Vv pfedni ¢asti z(izena a rovhomérné zbarvena. Nékdy zde po
svleCeni akrozomu zistava pulmésicovity utvar zvany perzistence ekvatoridlniho
segmentu (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992) a vysvleCeny akrozom lze v nékterych
piipadech pozorovat nedaleko hlavié¢ek (Louda a kol., 2001).

Shrnovani nebo svlékani akrozomu zna¢i bunécné starnuti spermie. Jde tedy
0 sekundarni vadu, ktera vznika pti dlouhodobém setrvavani spermii v ocasu nadvarlete

(Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1992).
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Abnormality akrozomu jsou ¢asto spojeny s defekty dalSich casti spermie, coz podle
Brita (2007) naznacuje poruchu spermatogeneze. VyuZivani elektronové mikroskopie
ukazalo, ze skutecny vyskyt vad akrozomu muze byt mnohem vyssi, nez bylo pozorovano

svételnym mikroskopem (Brito, 2007).

3.4.1.2 Vady tvaru a vnitini struktury hlavicky

Vyskyt morfologickych vad hlavicek je pomérné vysoky. Obvykle jde
0 nejrozsifenéjsi nebo druhé nejrozsifenéjsi vady spermii (Brito, 2007). Nejéastéji
sejedna o vady tvaru hlaviéky nebo vady jeji vnitini struktury (vady struktury
nukleoplazmy) (Gamc¢ik, Kozumplik a kol., 1992).

Tvarové deformity se mohou projevit zménénou velikosti hlavicky pfi nespravném
rozdéleni deoxyribonukleové kyseliny — malé ¢i obrovské hlavicky (mikrocefalie,
makrocefalie) a zménou v utvafeni baze hlavicky (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).
ZmenSené €1 zvétSené hlavicky jsou pravdépodobné disledkem naruSeni spermatogeneze
ve fazi spermatocytd I. a II. fadu, které pak maji nerovhomérné rozdéleni jaderného
chromatinu (Brito, 2007). Makrocefalické hlavicky casto mohou byt diploidni, triploidni
nebo dokonce tetraploidni (Chenoweth, 2005).

Dale Chenoweth (2005) uvadi, ze pusobeni toho defektu na plodnost je nejasné.
Avsak muzeme predpokladat, ze zménény pocet chromozomi ve veétSim mnoZzstvi
spermii v ejakulatu by ohrozil plodnost.

Samotny tvar hlavicky je dan tvarem jejiho vnitiniho jadra (Brito, 2007). Gamcik,
Kozumplik a kol. (1992) popisuji rizné tvary, kterych mohou hlavi¢ky nabyvat. Lze
pozorovat hlavicky zazené, ovalné, hruskovité a citronovité. In vitro studie ukazuji,
ze spermie s kuzelovitym nebo hruskovitym tvarem hlavicky mély sniZzenou schopnost
vazat se na zonu pellucidu (Brito, 2007).

Mezi vady vnitinich struktur patii nej¢astéji nerovnomérné rozdéleni jaderné hmoty
(chromatinu), granulovana nukleoplazma a vakuoly (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).
Mnohé studie ukazuji, ze utvareni morfologie hlavicky je divérnym ukazatelem
abnormalni struktury chromatinu, a tim i plodnosti (Severa a kol., 2009).

Varner a kol. (2000) ve své studii uvadi, Ze vSichni hiebci maji uréitou Groven
abnormalit chromatinu. Stupen téchto abnormalit pak uruje zavaznost naruseni plodnosti

hiebce. Priciny téchto abnormalit jsou z velké €asti dany vnitinimi faktory, jak uvadi

vvvvvvvv
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a tepleny stres. U n¢kterych hiebctl se zvySuje procento abnormalit chromatinu bez zjevné
pficiny a toto procento dale progresivné roste s piibyvajicim vékem hiebct (Varner akol.,
2000).

Nerovnomérné zbarveni jaderné hmoty muze také ukazovat na granulaci
nukleoplazmy. Tato porucha vznikd na zaCatku faze kaudalni manzety, kterd
charakterizuje dokonceni tvaru jadra a kondenzaci nukleoplazmy. Jedna se o poruchu
diferenciace nukleoplazmy a vznikd tak granulovand struktura chromatinu (Gamcik,
Kozumplik a kol., 1992).

Jako dalsi vadu vnitini struktury popisuji Gam¢ik, Kozumplik a kol. (1992) vakuoly
nukleoplazmy. Jaderné vakuoly se mohou vyskytovat s invaginaci (vnitinim vchlipenim)
jaderné membrany do jadra nebo bez ni (Brito, 2007).

Ve svételném mikroskopu pozorujeme vakuoly jako neobarvena, ostie ohrani¢ena
mista na hlavicce spermie. Nejcastéji se nachazeji pti apikalnim okraji nukleoplazmy
a v ekvatorialnim segmentu hlavicky (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Dle Brita (2007)
vSak lze tyto vakuoly pozorovat kdekoliv na hlavi¢ce. Vakuoly umisténé na vrcholu
hlavicky mohou také souviset s vadami akrozomu a muzeme tyto vady pozorovat
soucasné (Brito, 2007). Chenoweth (2005) dodava, ze mnoho hlavi¢ek obsahujici
vakuoly mélo zcela uvolnény akrozom.

Gamcik, Kozumplik a kol. (1992) dopliuji, ze zvySeny vyskyt vakuol v hlavic¢ce
spermie mohou také doprovazet dalsi tvarové a cytochemické zmény, které mohou byt
zpuisobeny poruchou spermatogeneze zanétlivého ptivodu.

Pii zménéch baze hlavi¢ky pozorujeme tvarové abnormality, jako je plochd, vtahnuta,
roz§ifend ¢i zizena béaze. Déale muze dochazet k vyoseni pfipojeni biciku (Gamcik,
Kozumplik a kol., 1992).

Nemén¢ dilezitou vadou mohou byt vyskytujici se dekapitované spermie. Rozpad
spermii ¢i oddéleni hlavicek od bicikli mlze byt zpisobeno mnoha faktory, které
ovlivilyji spermatogenezi nebo dozravani spermii. Dekapitace spermii je Casto spojena
s defektnim vyvojem hlavicky (Chenoweth, 2005). Podle Brita (2007) se volné hlavicky
bézné vyskytuji v ejakulatu do 5 %. Déle uvadi, Ze abnormalni vyskyt volnych hlavicek
by mohl znamenat poruchy spermatogeneze nebo také starnuti spermii v pohlavnim

traktu samce.
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Love (2011) udava, ze morfologické vady hlavi¢ek predstavuji nejvétsi procento
morfologicky zménénych spermii. Dale upozorfiuje na negativni korelaci mezi

abnormalitami hlavicek a plodnosti hiebc.

Obrazek 3 Morfologie hlavicky spermie. Knoflikovy defekt akrozomu (a — e),

vakuoly v jadie (f — 1), kratery v jadfe zpusobené velkymi vakuolami (j, | — n),

soucCasny nalez vakuoly i krateru v jadie (o) (Brito, 2007, upraveno)
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Obrazek 4 Zdvojeni bi¢iku (a, b), spermie se zmozenim hlavicek a bic¢iku (c — e)

(Brito, 2007, upraveno)

3.4.2 Morfologické vady biciku spermie

vlastnosti spermie, a to pohyblivosti. Vady bic¢iku ¢asto vedou ke zménénému sméru
a charakteru pohybu ¢i Gplné imobilit¢ spermii. Za charakteristicky povazujeme ptimy
rota¢ni pohyb (Vé&znik a kol., 2000). Louda a kol. (2001) rozdéluje morfologické vady
bi¢iku na vady v mitochondrialnim oddilu a vady hlavni ¢asti bi¢iku. Za vazné vady
povazujeme hlavné abnormality mitochondridlniho oddilu neboli spojovaci ¢asti biciku

(Gamc¢ik, Kozumplik a kol., 1992).

3.4.2.1 Vady mitochondridlniho oddilu

Spojovaci ¢ast biciku je tvofena mitochondridlnimi vldkny, proto také ¢asto hovoiime
o mitochondridlnim oddilu. Mezi nejcastéjsi vady fadime zkraceni nebo prodlouzeni
mitochondrialniho oddilu, dale jeho z(zeni, ztlusténi nebo pieruseni v nékteré jeho ¢asti.
U zdravé spermie by mél byt pomér mezi délkou hlavi¢ky a délkou mitochondrialniho
oddilu 1:1,5 (Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1992). Louda a kol. (2001) dale uvadi jako vadu
mozné rozvazani mitochondrialni spirdly, kterou pozorujeme jako nitkovity zavit. Tuto
vadu lIze také popisovat jako vyvrtkovity defekt (corkscrew-sperm defect) (Chenoweth,
2005). Pokud dojde k pteruseni v ¢asti mitochondrialniho oddilu, probiha zde pouze holé

osové vlakno nebo nitkové vyvinuta mitochondrialni spirala (Louda a kol., 2001).
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Chenoweth (2005) také do této skupiny pfifazuje tzv. pseudokapku
(,,preudo-droplet” defect) a charakterizuje ji ptedevSsim jako lokalni zesileni
mitochondrialniho oddilu. Vada je lehce zaménitelnd se zadrzenou cytoplazmatickou
kapénkou. Podrobnéjsi pohled vSak odhali nepravidelny tvar ztluSténi, coz znaci
nepravidelnost usporadani mitochondrii (Chenoweth a Lorton, 2014).

Vyvrtkovity defekt je vada popisovdna také jako nepravidelné rozdéleni
mitochondrii, které pod mikroskopem vypadaji jako vyvrtka (Chenoweth, 2005).
Ultrastrukturalni vzhled naznacuje, Ze tento defekt ma spoleCnou etiologii
s pseudokapkou, coz podle Chenowetha a Lortona (2014) dokazuje jejich spole¢ny
vyskyt u neplodnych hiebct.

Dale Brito (2007) popisuje jako béznou vadu distalni mitochondrialni reflex (distal
midpiece reflex) - DMR. Jedna se o ohnuti distalni oblasti tohoto oddilu do tvaru pismene
J. V ohybu je téméft vzdy zachycena cytoplazmaticka kapénka. Tato vada pravdépodobné
vznika v souvislosti se zménou pH prostiedi pii prichodu spermii nadvarletem vyvolanou
nepiiznivymi vlivy vn&jsiho prostredi (Brito, 2007).

Defekt mikrotubularni hmoty (microtubular mass defect) zahrnuje dalsi vadu — otok
mitochondrialniho oddilu. Tato vada se vyskytovala zejména u hiebct s vadami
Vv ejakulatu, jako jsou pseudokapky, vyvrtkovity defekt a zadrzené cytoplazmatické
kapénky (Brito, 2007). Podobné strukturalni defekty byly pozorovany u sterilnich hiebcti,
kterym bylo diagnostikovano virové onemocnéni. Pfi ultrastrukturnim vySetieni
se ukazalo, Ze abnormalni strukturalni rysy byly zptisobeny nahromadénim rozvolnénych
mitochondrii (Chenoweth a Lorton, 2014), pti¢emz nemusi byt narusena struktura
osového vlakna (Brito, 2007).

Pesch a kol. (2006) dodava, Ze nepravidelné uspotfadani mikrotubulii s kombinaci
S jejich absenci v osovém vlaknu, mélo za nasledek nulovy pohyb spermii ve zkoumaném

hieb¢im ejakulatu.

3.4.2.2 Vady hlavniho oddilu

Skupinu vad hlavniho oddilu bi¢iku tvofi zejména tvarové vady jako zdvojeni bi¢iku,
rizné stupné torze biciku a jeho ohnuti, nalomeny (zlomeny) bi¢ik a dal§i anomalie v jeho
ulozeni (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Stupn¢ ohnuti bi¢iku mohou zahrnovat

piedevsim stoCeni bi¢iku kolem protoplazmatické kapky, nepravidelné stoCeni az tiplné
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zavinuti bi¢iku do klubka. Mezi vady hlavniho oddilu se dale fadi abaxialni upevnéni
bi¢iku k hlavi¢ce (Louda a kol., 2001).

Ve své publikaci Louda a kol. (2001) vSak upozorfiuje na skute¢nost, Ze tyto vady
mohou velmi ¢asto vznikat nespravnym postupem pii zhotoveni natéru.

Mezi nejcastéjsi vady spermii patii jednoduché stoceni bi¢iku, které také zahrnuje jiz
vyse zminény distalni mitochondrialni reflex (Chenoweth, 2005). Bicik se ohyba bud’
kolem protoplazmatické kapénky, nebo ohyb miize nastat z diivodu abnormélniho vyvoje
musi proniknout bunéénou membranou, v dusledku poruchy k tomu v§ak nedojde a bi¢ik
se vyviji uvniti membrany (Véznik a kol., 2004).

Dalsi pozorovanou vadou je tzv. Dag defekt, pojmenovanou podle byka, u kterého
byla tato vada poprvé identifikovana. Ackoliv je tato vada popisovana u byku,
je zaznamenan vyskyt podobné vady (Dag-like defect) i u hiebct. Je mozné pozorovat
soucasné zadrzeni cytoplazmatické kapénky a nékolikanasobné stoCeni biciku
(Chenoweth, 2005). Dag defekt predstavuje absenci abaxialniho souboru fibril biciku
(Gamc¢ik, Kozumplik a kol., 1992). Louda a kol. (2001) tento defekt popisuje jako
abnormalni vyvin bi¢iku, u kterého jsou bicikové fibrily abnormalné uspotfadany a vné;jsi
skupina fibril vétSinou chybi.

Dle dalsich vyzkumt bylo dokazano, ze vyskyt Dag defektu ma geneticky zaklad a je
vazan na recesivni gen (Brito, 2007). V nékterych ptipadech je vSak tato vada spojovana
i se zvySenou hladinou zinku. Vyskyt Dag defektu muzZe poukazovat na poruchy varlete
nebo nadvarlete. Pokud se vada vyskytuje do 4 % v ejakulatu, je to povaZovano
za normalni. AvSak vice nez 50% vyskyt se povazuje za vaznou poruchu plodnosti
(Chenoweth a Lorton, 2014).

Zdvojeni bi¢iku Brito (2007) povazuje za neobvyklou vadu, ktera je spojena
se zdvojeni implantacni jamky a replikaci distalniho centriolu, ze kterého se formuji dvé
osova vlakna. U zdvojené¢ho biciku se vétSinou zachovavd mitochondridlni systém
(Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Spermie se dvéma bifiky mize mit normalné
utvafenou hlavi¢ku s normalni nukleoplazmou. Casto vSak mohou vznikat i spermie
se dvéma hlavickami spojeny jednim spolecnym mitochondrialnim oddilem. Takové
deformity vznikaji pfi neuplném rozdéleni bunky v prub&éhu spermatogeneze (Brito,
2007).
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Chenoweth (2005) dale popisuje vadu zvanou pahylovy defekt (,, tail stump * defect).
U této vady dochazi k urc¢itému ,,zakrnéni* biciku. Z hlavi¢ky pak misto plnohodnotného
bi¢iku vystupuje pouze maly pahyl. K této vadé dochazi pfi naruseni vyvoje distalniho
centriolu. Sledovani morfologie spermii u bykt prokazala mozny geneticky ptvod
(pokud bylo takto zménéno vice nez 25 % spermii v ejakulatu). Kromé toho byla zjisténa
velmi nizka koncentrace spermii v ejakulatu a prakticky nebyl zaznamenan pohyb spermii
(Chenoweth a Lorton, 2014).

Hlavniho oddilu se také tykaji méné Casté vady, jako je abnormalni vyvoj a aplazie
nékterych struktur. Absence nékterych mitochondridlnich listd je zodpovédna
za strukturalni slabost bi¢iku v konkrétni ¢asti, ve které mize dojit k fraktufe. Nejcastéji
ke zlomenindm dochazi v oblasti Jensenova krouzku, tedy v oblasti, kterd rozdéluje
mitochondrialni a hlavni oddil bi¢iku (Brito, 2007).

Nezanedbatelnym problémem mitize byt tzv. syndrom imobility. Pfi této vad€é mayji
spermie rozruSenou strukturu osového vldkna. Zaroven je zde caste¢na nebo Uplna
absence dyneinovych vlaken (protein zabezpecujici pohyb spermie), chaoticky
uspotadané mikrotubuly, nebo chybéji radialni vybézky (Chenoweth, 2005). Je tfeba
poznamenat, Ze komplex osového vldkna obsahuje vice nez 200 bilkovin, takZe chybné
uspoiadani nékterych znich, by bylo nasledkem chybného genetického kodovani
(Chenoweth a Lorton, 2014).

Brito (2007) uvadi, ze vyskyt konkrétnich vad mitochondrialniho a hlavniho oddilu
bi¢iku a jejich vliv na plodnost hiebct je obtizné zjistit, protoze se tyto vady vétSinou
vyskytuji soucasné s ostatnimi vadami spermii. Love a kol. (2000) také nepozoroval
zadnou zévislost plodnosti na ohybech ¢i zlomeninach, nicméné zvysSeni abnormalit

sttedniho oddilu a podilu svinutych bi¢ikli vedlo ke sniZeni plodnosti.
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Obrazek 5 Morfologické abnormality hlavniho oddilu bi¢iku. Ohnuti biciku

v distalni ¢asti spojovaciho oddilu (a, b), stoceni bic¢iku (c — e), Dag — defekt (f — j),
jednoduché ohnuti bi¢iku (k), svinuti bi¢iku a zadrZeni cytoplazmy (I, m), abnormalni

vyvinuti bi¢iku (n, o) (Brito, 2007, upraveno)
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3.4.3 Nezralé spermie

Mezi tuto skupinu spermii Gamcik, Kozumplik a kol. (1992) fadi spermie
se zadrzenou cytoplazmatickou kapénkou. Jedna se o pozistatek pii vyvoji spermie
ve spermatogenezi. V nadvarleti, kde dochazi ke zrani spermii, Se v normalnim piipadé
cytoplazmaticka kapénka piresouva postupné od kr¢ku az po konec biciku, kde se
od spermie oddéli (Love a kol., 2000). Pesch a kol. (2006) uvadi, ze jde o vadu s ¢astym
vyskytem a jednd se o poruchu procesu zrdni spermii.

Love a kol. (2000) vsak dodava, Zze nezralé spermie jsou také typické pro mladé
hiebce a pro hiebee s Castymi odbéry, kdy spermie nestihaji mezi jednotlivymi odbéry
dozrévat.

Cytoplazmatickd kapénka muze byt uloZena v riiznych castech spermie. Lze
Ji pozorovat na kréku spermie, nazyvanou proximalni kapénka. Také se mize vyskytovat
v distalnich ¢astech biciku, kam se presouva postupnym dozravanim, a jde tedy o distalni
kapénku (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). In vitro studie u bykt prokazaly sniZeni
fertility pfi vy$S8im vyskytu spermii s proximalnimi kapénkami (nad 10 %), protoze
takové spermie nejsou schopny vazat a proniknout do zony pellucidy. Naopak u distalnich
kapének prokazaly chovatelské zkousky u skotu nevyznamny vliv na plodnost (Brito,
2007). Jasko a kol. (1990) dodava, Ze negativni korelace mezi procentem proximalnich

kapének a plodnosti u hiebct je také asi trikrat vetsi, nez u distalnich kapének.

Obrazek 6 Nezralé¢ spermie. Proximalni kapka (k), zadrzena cytoplazma (1),

defekt mikrotubularni hmoty (m), distalni kapka (n, o) (Brito, 2007, upraveno)
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Pro zachovéani normdlni plodnosti by vyskyt cytoplazmatickych kapének nemél
presahnout 2 % v ejakulatu (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Lze vSak pozorovat
rozdily dle druh@t plemeniki. Musime také brat v uvahu individualitu kazdého
z plemenikt. Pokud vsak pozorujeme vyssi vyskyt nezralych forem spermii, mize to mit
souvislost s dalsimi vyvojovymi vadami, kter¢ je tieba také nadale sledovat (Louda a kol.,
2001).

V ejakulatu se mohou vyskytovat dalsi formy nezralych spermii. Jedna se o spermie
ve vyvojovém stadiu spermatogonii, spermatocytti I. a II. fadu a spermatid. Nalezy
takovychto forem spermii poukazuje na poskozeni epitelu semenotvornych kanalki
a poruchy v transformaci bun&k. Casto jsou také doprovézeny vyskytem spermii
s primarnimi vadami (Gamc¢ik, Kozumplik a kol., 1992). Ve své publikaci Turner (2007)
popisuje zvySeny vyskyt zarodecnych bunék jako nasledek testikularni degenerace,
zpusobené riznymi vlivy (traumatické poskozeni varlat, lokalni infekce, piisobeni toxin,
nutri¢ni nedostatky nebo tepelny stres). Pozorovani hiebci zarovenn vykazovali velmi
nizkou produkci spermii a tedy jejich nizkou koncentraci v ejakulatu. U testikularni
degenerace zavisi na povaze pusobicich vlivil, napf. Vv ptipadé poskozeni zptisobeného
tepelnym stresem, se po odstranéni vlivu spermatogeneze vratila do normalniho stavu
(Turner, 2007).

Pii morfologickém posouzeni hodnotime také ptitomnost jinych bunécnych

elementd, piedevsim bilé krvinky a epitel z pohlavnich cest (Brito, 2007).

3.5 Morfologické vady ve vztahu k plodnosti

Popsané morfologické vady a abnormality spermii mohou vést k poruchdm plodnosti
hiebcti. Pfi morfologickém vySetfovani lze pozorovat pfirozenou variabilitu mezi
ejakulaty jednotlivych plemenik, ale i variabilitu mezi ejakulaty od jednoho plemenika
(Gamc¢ik, Kozumplik a kol., 1992). Je proto také dileZité opakovat vySetieni ve vice
dennich intervalech, nelze vyvodit zavéry z jednorazového odbéru (Louda a kol., 2001).
Love a kol. (2000) uvadi, ze vysledky morfologického vySetfeni mohou byt také
proménlivé v prubéhu celé pripoustéci sezony, a proto je dilezité provadét kontrolni
vySetieni pravidelné v rozmezi 2 — 4 tydnd.

Vyskyt morfologickych vad vrozmezi 5 — 10 % v ejakulatu je povazovano
za fyziologické. Je vSak vhodné rozlisit procentudlni vyskyt vad primarniho charakteru

(vyvojové anomalie), které jsou povazovany za jednu zhlavnich pficin
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neplodnosti (Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1992). Card a kol. (2005) dodava, ze za
pfipustny stav se povazuje hodnota normospermii 50 % V ejakulatu hiebce. Dale je
dalezitym hlediskem hodnoceni plodnosti posouzeni vysledkii inseminace a procento
zabtezlych klisen (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).

Dle nékterych studii 1ze posoudit vztah morfologickych vad na plodnost. Jak uvedl
Jasko a kol. (1990), na vysledném procentu zabiezlych klisen se nejvice podilely vady
a abnormalné vyvinuté hlavi¢ky. Dale Brito (2007) uvadi negativni vliv jednotlivych vad
bi¢iku na pohyblivost spermii. Pfi vyS$Sim vyskytu téchto vad, zejména vad
na mitochondridlnim oddilu a pfitomnosti proximalni cytoplazmatické kapénky, se
aktivita spermii v ejakulatu vyrazné€ snizuje nebo vymizi tiplné (Brito, 2007).

Ejakulat od jednotlivych hiebcli se miize vyrazné liSit, pokud jde o morfologii
spermii. Proto i velké mnozstvi abnormalit mize byt pro hiebce normalni. Nicméné,
U hiebct s vysokou plodnosti a pravidelnymi odbéry pozorujeme obvykle nizky vyskyt
morfologickych vad (Malmgren, 1997).

Je vsak dilezité si uvé€domit, ze jednotlivé spermie mohou mit vétsi pocet vad.
Z tohoto duivodu je pak velice obtizné dokazat, ktera z danych abnormalit ma vétsi vliv

na plodnost (Veeramachaneni, 2011).

3.6 Metody laboratorniho hodnoceni ejakulatu

Obecnym cilem hodnoceni ejakulatu je posoudit vyhlidky na plodnost jednotlivych
hiebcli nebo jednotlivych vzorkli ejakulatu Cerstvé odebranych, chlazenych,
a rozmrazenych. Cilem laboratorniho vysetfeni je porovnat, zda jsou kvantitativni
a kvalitativni parametry v souladu s minimalnimi pozadavky na biologickou hodnotu
hieb¢iho spermatu (Samper, 2009).

Vysetifujeme sperma mladych plemenikl pfed zafazenim do plemenitby, zjistujeme
kvalitu jejich ejakulatu a vhodnost ke konzervaci. Vysetiuje se také ejakulatu hiebctu
v reprodukci jiz zatazenych. Vysetiuje se kazdy odebrany ejakuldt a zjistuje se jeho
pouzitelnost — provedou se zakladni spermiologicka vySetieni. Pro pravidelnou kontrolu
urovné spermatogeneze se vyuziva dalSich specialnich vysetfeni (Kliment a kol., 1983).
Pro posouzeni plodnosti je tieba brat v vahu ro¢ni obdobi (pfipoustéci sezonu), vek
hiebce, zdravotni stav, podminky ustajeni a jeho reprodukéni minulost (Cupps, 1991).

Laboratorni metody vySetfeni muzeme rozdélit do tifi zékladnich skupin:

makroskopické metody, mikroskopické metody a biochemické metody (Gamcik,
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Kozumplik a kol., 1976). Dale Gam¢ik, Kozumplik a kol. (1992) uvadi rozdéleni metod
na zakladni metody, které hodnoti kvalitu ejakulatu pfed pouzitim v inseminaci
(vySetfovani Cerstvého a zmrazeného ejakulatu), a specidlni metody, které se pouzivaji
pti kontrole zdravotniho stavu plemenika, pfi snizeni plodnosti a pii zménach zékladnich

ukazatelu.

3.6.1 Makroskopické metody

Prvni hodnoceni ejakuldtu probihd bezprosttedné po jeho odbéru. Jedna se
0 hodnoceni, pfi kterém neni potieba specialnich laboratornich piistroji. Makroskopicky
Ize zhodnotit objem ejakulatu, dale barvu, pach, hustotu, konzistenci, obsah hlenu a cizich
ptimisenin (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).

Objem ejakulatu lze stanovit v kalibrovaném odmérném valci nebo také vazenim
na automatickych vahach, kdy se pak objem udava v gramech (Louda a kol., 2001).
Vysledny objem je znacné variabilni v zavislosti na plemeni (teplokrevna plemena maji
pomérné nizsi objem ejakulatu nez plemena chladnokrevnd), véku a intenzité vyuzivani
plemenika a na dalsich faktorech (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Podle Sampera
(2009) by mé¢l byt objem stanoven s ohledem na pfitomnost hlenu v ejakulatu. Mizeme
tedy urcit objem celkovy nebo objem ejakulatu bez hlenové frakce, ktera je pred méfenim
oddélena od vzorku.

Barvu posuzujeme ve zkumavce nebo odmérném valci prohlédnutim ejakulatu proti
svétlu (Louda a kol., 2001). Odstin zavisi na hustoté a konzistenci ejakulatu, pticemz by
barva méla byt mlécné bila, u hiebce Casto s namodralym odstinem (Gamcik, Kozumplik
a kol., 1976). Neptipustna je barva nazloutla nebo nazelenald (pfimiseni mo¢i, ptipadné
hnisu), nebo nacervenala (pfitomnost krve) (Louda a kol., 2001). Konzistence se mize
ménit v zavislosti na poctu spermii v ejakulatu, z krémové, mlééné az po vodnatou, coz
naznacuje snizeni poctu ¢i uplnou absenci spermii. Barva a konzistence poskytuje
dulezité udaje o vhodnosti spermatu k dal$imu zpracovani (Samper, 2009).

Dale 1ze okem zhodnotit hustotu a zrnitost a pfitomnost cizich pfimisenin. Dobry
ejakulat by nemél obsahovat zadné pfimiseniny, jako jsou chlupy, necistoty z piedkozky,
mo¢, hnis, krev a dale také necistoty pochazejici z umélé vaginy, jako napt. vazelina

(Louda a kol., 2001).
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Pach hodnotime ¢ichem, Cerstvy ejakulat vykazuje neutrdlni az jemny typicky hiebci
pach. Podle neobvyklého zipachu lze také odhalit pfitomnost neZddoucich pfimisenin

(Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1992).

3.6.2 Mikroskopické metody
Do komplexu mikroskopickych vysetfeni patii predevSim hodnoceni aktivity
spermii, koncentrace spermii, posouzeni morfologické stavby spermii a testy piezitelnosti

a rezistence (Gamcik, Kozumplik a kol., 1976).

3.6.2.1 Aktivita spermii

Pohyblivost spermii byla dlouho povazovana za hlavni kritérium pii posuzovani
plodnosti. Cilem posouzeni aktivity je uréit pomér pohyblivych spermii a spermii
s progresivnim pohybem vpied (Malmgren, 1997). Bezprostiedné po odbéru se ze
sbérace odebere kapka spermatu, smicha se s predehiatym citratem sodnym (39°C £+ 1°C)
a po prikryti tenkym krycim sklickem se aktivita posuzuje mikroskopem pii zvétSeni
200 — 300 krat. Aktivita se hodnoti nejméné na tfech zornych polich odhadem
vySetfujiciho. Procento aktivity stanovuje zastoupeni spermii pohybujicich se vpted
za hlavickou (Louda a kol., 2001).

Déle mohou byt pozorovany nefyziologické druhy pohybu, jako je nepohyblivost,
pohyb v kruhu, pohyb okolo hlavi¢ky, zpétny pohyb a trhavy (pferuSovany) pohyb
(Gam¢ik, Kozumplik a kol., 1992). Takovéto zmény v pohybu mohou nastat, pokud se
prodluzuje doba od odbéru po vyhodnoceni. V ejakulatu dochazi k tzv. vitalni degeneraci,
kdy se pohyb stava kruhovym, trhavym a pferuSovanym az se pohyb zastavi upIn¢ (Louda
a kol., 2001). Vyhodnoceni aktivity spermii je subjektivnim odhadem vySetiujiciho, coz
znamena jistou nevyhodu v proménlivosti vysledkii mezi rliznymi vySetfujicimi.
Spolehlivost vysledki tedy do jisté miry z&visi na Urovni zkuSenosti vySetfujiciho
(Malmgren, 1997).

Kwvili né€kterym nevyhoddm subjektivniho hodnoceni, byl kladen diraz na vyvoj
objektivnich metod. Pro objektivni posouzeni byla pouzita metoda mikrofotografie
s casovou prodlevou, jeji vicenasobna expozice a prehravani jednotlivych snimku
(Malmgren, 1997). Pohybujici se spermie jsou zobrazeny jako nejasné stiny, naopak
nepohyblivé spermie jsou naprosto zietelné. Nicméné tyto metody jsou zdlouhavé

a naro¢né na pracovni silu (Gaméik, Kozumplik a kol., 1976).
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Dale k tomuto vySetfeni lze ptifadit hodnoceni vitivosti pohybu. Pohyb spermii se
zde hodnoti dle tfech stupniti: velmi rychly vifivy pohyb v Sirokych, tmavych a rychle
pohybujicich se vlnach; pomaly vifivy pohyb v tencich prusvitnych vinéach;
bez hromadného vifivého pohybu (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Tato hodnota
vyjadiuje spole¢ny stupen hustoty a pohyblivosti spermii. Na rozdil od hodnoceni
aktivity, se vifivost hodnoti v nativnim, tedy nezfedéném ejakuldtu, na podloznim skli¢ku
s dilkem pti mensim zvétSeni (100 — 200 krat). Tato metoda hodnoceni je jen orientaéni,

aktivita je vyznamné&jSim ukazatelem oplozovaci schopnosti (Louda a kol., 2001).

3.6.2.2 Koncentrace spermii

Koncentrace nebo také hustota predstavuje pocet spermii na jednotku objemu, udava
se vétsinou v milionech na mm3 nebo ml. Stanoveni koncentrace spermii v ejakulatu lze
provézt nékolika zptisoby. Hustotu 1ze stanovit odhadem, hemocytometricky v Bilirkerove
pocitaci komirce nebo za pouziti spektrofotometru (Samper, 2009). Za nejptesnéjsi
metodu je povazovana metoda hemocytometrickd, avSak tato metoda je zna¢né pracna
(Louda a kol., 2001).

V melanzéru se musi dikladné promichat ve spravném poméru sperma a zied’'ovaci
roztok (nejcasteji 3% NaCl), poté se kapne ne€kolik kapek do ryhy Biirkerovy komurky
prikryté krycim sklickem (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992). Spravnym zatlacenim na
sklicko se vytvoii duhové zbarveni, coZz znamend, ze spermie jsou stejnomerné
rozvrstveny po celé plose komurky (Kliment a kol.,, 1983). Spermie se pocitaji
v jednotlivych ¢tvereccich pod mikroskopem se zvétSenim 300 — 400 krat. V 10 ¢tvercich
o velikosti 1/16 mm? nebo 1/25 mm? se spo¢itaji viechny spermie, které jsou uvnitf
Ctverce a vSechny spermie, jejichz hlavicky se dotykaji levé a horni strany Ctverce.
Koncentraci v 1 mm? zjistime vypoétem. Tento postup se poté opakuje jesté jednou,
a pokud neni rozdil vétsi nez 15 %, pocita se s primérem obou méfeni (Louda a kol.,
2001).

Fotometricky pfistroj pracuje na principu méieni svétla prochazejiciho roztokem
ejakulatu a izotonického roztoku. Podle stupné zakaleni se urcuje koncentrace spermii.
Pro spravnost méfeni je potfeba mit piistroj spravné zkalibrovan (Gaméik, Kozumplik
akol., 1976). Pouzitim pfistroje lze odbourat nepfesnosti zpusobené subjektivnim
pozorovanim hodnotitele. Jeho dalsi vyhodou je také rychlost méfeni a mala potieba

ejakulatu (Louda a kol., 2001). Dle Véznika a kol. (2000) je vSak méfeni koncentrace
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pomoci fotometru povazovano za mén¢ presné. Dodava, Ze stanoveni je pouze orientaéni,
a proto je doporu¢ovano kontrolni méteni pomoci Biirkerovy komirky (Véznik a kol.,
2000). Samper (2009) uvadi dalsi nevyhodu, a to neschopnost pfistroje rozliit spermie
od jinych nezadoucich bungk (odloupany epitel, krvinky).

Piesné stanoveni koncentrace spermii v ejakulatu ma velky vyznam pfi vytvareni
inseminac¢nich davek a pfi jejich komerénimu prodeji, zejména pokud se zarucuje urcity

pocet spermii v insemina¢ni davce (Samper, 2009).

3.6.2.3 Morfologické hodnoceni spermii

Hodnoceni morfologického obrazu spermii je podstatnou slozkou analyzy ejakulatu,
poskytuje mnoho dilezitych informaci pro posouzeni plemenné hodnoty hiebce a kvality
jednotlivych vzorkl spermatu, jak jiz bylo uvedeno diive ve vztahu k plodnosti (Brito
akol., 2011). Poruchy spermatogeneze mohou vézt k riznym morfologickym
abnormalitdm spermii, které pak ovliviiuji plodnost vytvofenim defektni zygoty nebo
mohou blokovat oplozeni zdravymi spermiemi (Gamcik, Kozumplik a kol., 1976).

Morfologické vysetfeni spermii vyzaduje specidlni mikroskopickou techniku
a hodnotitele se zna¢nymi znalostmi a zkuSenostmi. Vyhodnoceni je také velmi casové
naro¢né, jak kvili pfipravé natéri k hodnoceni, tak kvali samotnému hodnoceni
(Lipensky a kol., 2014). K posouzeni je potieba napocitat alespon 200 spermii a stanovit
procento abnormalnich a morfologicky zménénych spermii. Pro hodnoceni se pouziva
nejméné 1000 nasobné zvétSeni obarveného natéru (VEéznik a kol., 2000). Dale Véznik
a kol. (2004) dodava, Ze pii hodnoceni je také nutné urcit pomér normospermii k vadnym
spermiim, kvalifikovat jednotlivé vady a urcit pfitomnost jinych bunécnych element
(nezral¢ formy spermii). VySetfeni se provadi vzdy na Cerstvém spermatu, zbaveném
hlenovité frakce, ktera by mohla narusit zobrazeni spermii (Brito, 2007). Kapku ejakulatu
je tfeba promichat na ptfedehiatém hodinovém sklicku se zied'ovacim roztokem, nejcastéji
se pouziva fyziologicky roztok NaCl. Takto zfedéné sperma se jednorazovou Pasteurovou
pipetou pfenese na okraj podlozniho skli¢ka a roztérovym sklickem se provede natér. Poté
se natér nechd 1 — 3 minuty zaschnout na termostatické desce pfti teploté 35 — 39°C
(Louda a kol., 2001).

Pro zkoumani morfologie hiebCich spermii bylo navrZzeno mnoho riiznych barvicich
technik. Obarvené natéry vzorkii spermatu jsou pak hodnoceny ve svételném poli

mikroskopu (Samper, 2009). Mezi nejcastéj$i metody barveni se fadi barveni podle
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Farellyho, podle Hancocka (pufrovanym roztokem Giemsy), metoda Byghost’, metody
WELS I., Il. a X., metoda dle Karrase — Kordela a dalsi (Louda a kol., 2001). Kazda
Z téchto barvicich metod je zaméfena na jinou ¢ast spermie. Na tvarové vady se zamétuje
napt. Farelly a Byghost, na vady akrozomu napi. metoda Hancocka nebo Karrase
— Kodela (Gamc¢ik, Kozumplik a kol., 1976).

Samper (2009) uvadi, Ze v obarvenych natérech byl vyskyt morfologickych vad vyssi
ve srovnani v hodnocenim neobarvené¢ho preparatu. Coz muize znamenat, Ze barvici
metody mohou do urcité miry spermie také poskozovat. Gaméik, Kozumplik a kol. (1976)
také dodava, ze nespravny postup ¢i neopatrna manipulace pii zhotovovani natéru mize
zpuisobovat ruzné artificidlni zmény, které lze zaménit s abnormalitami. Jednad se
predev$im o vady na hlavicce (dekapitace hlavicky, posSkozeni akrozomu) a biciku
spermie (roztrhnuty ¢i potrhany bicik). Ball (2008) dale upozornuje, Ze chladovy Sok pred
fixaci a barveni natéru, mize zpiisobovat vady na akrozomu a mitochondridlnim oddilu
biciku. Dalsi rozdily ve vysledcich mezi jednotlivymi metodami barveni lze pticist Spatné
interpretaci vad, Spatnému zobrazeni ¢ineznalosti hodnotitele. Nicméné spravna
kvantifikace a kvalifikace specifickych vad spermii muize pomoci urcit diagnozu
a odhadnout prognézu reprodukénich problémi plemenika (Brito a kol., 2011).

Véznik a kol. (2000) popisuje a doporucuje metodu hodnoceni morfologie spermii
SASMO (striktni analyza spermatické morfologie) pomoci specidlniho programu. Tento
program slouzi k piesn€jSimu hodnoceni morfologickému obrazu. Vyuziva se zde
specidlniho mikroskopu ptipojenému k pocitaci s programem SASMO. Pii analyze se
bere v vahu cela spermie a hodnoti se veskeré vady, které se na spermii vyskytuji
(Véznik a kol., 2004).

3.6.2.4 Testy pieZitelnosti a rezistence

Jako neptimy ukazatel fertility ejakuldtu se pouzivaji testy prezitelnosti spermii
—termicky test a dlouhodoby test piezitelnosti (Gamcik, Kozumplik a kol., 1992).
Hodnoti se aktivita spermii v ejakulatu po kratkodobém tepelném testu a dlouhodobém
chladovém testu piezitelnosti. Vysledna aktivita spermii ukazuje biologickou hodnotu
a oplozovaci schopnost spermii. Z téchto testl vyplyva vysoka korelace mezi vysledky
a skute¢nou plodnosti (Louda a kol., 2001). Dale zkouska rezistence spermii zkouma
odolnost cytoplazmatické membrany vici pasobeni roztoku NaCl. Béhem testu probiha

postupné zvySovani koncentrace NaCl. Vysledna koncentrace, pii niz ustava veskery
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pohyb v ejakulatu, je ukazatelem odolnosti vici nepfiznivym vlivim (Gamdik,

Kozumplik a kol., 1992).

3.6.3 Biochemické metody

Tyto metody zahrnuji zkoumani metabolismu spermii a tim posuzuji Zivotnost
a oplozovaci schopnost ejakulatu. Jedna se napt. o zjistovani hladiny fruktézy, ktera je
zdrojem energie pro spermie. K hodnoceni se pouziva dehydrogenacni zkouska, pii které
je sledovana rychlost fruktolyzy vzhledem v poctu pohyblivych spermii. Dal§im testem
muze byt zkouska anaerobniho metabolismu, pfi které se stanovuje obsah fruktozy
(Louda a kol., 2001).

Gamcik, Kozumplik a kol. (1976) fadi do biochemickych metod také uréovani pH
ejakulatu. Stanoveni koncentrace vodikovych iontl lze provézt dvéma zplsoby:
indikatorovym papirkem nebo pH metrem. Hodnota pH je dana ¢innosti piidatnych
pohlavnich zlaz. M¢ifeni pH je nutné provézt ihned po odbéru, s Zivotnimi pochody
spermii se totiz pH mize ménit (Louda a kol., 2001). S ptibyvajicim casem mezi odbérem
spermatu a méfenim, miZzeme ziskat niz8i hodnoty pH, kviili zvySovani obsahu latek
metabolismu spermii (kyselina mlé¢na). Naopak zvySené pH muze znamenat kromé
ziskani netuplného ejakulatu také kontaminaci ejakuldtu moci, zdn€t pohlavniho tustroji
plemenika nebo kontaminaci ziskaného ejakulatu vazelinou z umélé vaginy (Ball, 2008).
Louda a kol. (2001) dodava, ze ejakulaty s namétenou nizsi nebo vyssi hodnotou pH maji

snizenou oplozovaci schopnost a je nevhodné takové ejakulaty pouzivat k inseminaci.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

Materidlem pouzitym pro hodnoceni kvantitativnich a kvalitativnich ukazatelti byl
cerstvy ejakulat 12 plemennych hiebcti zafazenych do plemenitby pro rok 2015. Tito
hiebci byli v majetku Zemského hieb¢ince Tlumacov, statniho podniku. Sledovani byli
htebci riznych plemen, 7 teplokrevnych hiebct riznych plemen, 3 chladnokrevni hiebei,
1 hiebec plemene Huculsky kit a 1 hiebec plemene Cesky sportovni pony.

Odbér semene probihal behem ptipoustéci sezony 2015, od poloviny dubna do konce

cervence. Byly provedeny 4 odbéry a celkem bylo ziskano 47 vzorkl Cerstvého ejakulatu.

1979 Quentino

Holstynsky teplokrevnik, tmavy hnédédk, narozen 21. 3. 2011.

Tento hiebec po Quick Fire, z matky T — Casina po Cassini | je vitézem vybéru
mladych hiebc do plemenitby CT vroce 2013, diky jeho silnému a technicky
bezchybnému skoku. Ma také vyborny exteriér, vyrovnany ramec a konstituci. V roce
2014 obsadil prvni misto mezi skokovymi hiebei v 70dennim testu teplokrevnych hiebcetl,
s vysledkem 8,58 bod.

Otec Quick Fire byl na holstynském Koérungu hodnocen jako prvotiidni sportovec.

Matetsky otec Cassini I patii mezi velikany holStynského i svétového chovu.

2745 Oskar

KWPN, bélous, narozen 20. 4. 1996.

Hiebec po Celano, z matky Jodessa po Darnels byl do Ceské republiky importovan
z Holandska. Jedna se o skokové velmi nadaného hiebce s velmi dobrych charakterem.
Ve 100dennim testu hiebct obsadil 6. misto z 19-ti ucastniki. Jako pétilety se ve finale
KMK umistil na 2. misté. Jeho vlastni vykonnost v parkurovych soutézich je na urovni
, TT*. Na Mistrovstvi Ceské republiky se pravidelnd umistuje na ptednich ptickach.
V zebticku nejlepsich koni ve skokovych soutézi se umistil na 2. misté¢ v letech 2005
a 2006 a v roce 2009 byl na 1. misté. Do plemenné knihy CT ma zapsano jiz 13 klisen.

Otec Celano pusobil jako holstynsky kun v Holandsku, také ziskal mnoho

mezinarodnich Gspéchti. Matka Jodessa plemene KWPN také ptisobila v Holandsku.
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1875 Canturino

Holstynsky kan, tmavy hnédak, narozen 25. 4. 2005.

Tento hiebec po Canturo, z matky Raffiness po Mytens piedstavuje vzor sportovniho
kon¢ s perfektnim exteriérem, charakterem i pohybem. Jeho dokonaly hieb¢i vyraz
doplnuje velmi dobra technika skoku, vynikajici vznos a prostor nad skoky. V roce 2009
absolvoval test hfebcti v Némecku. Jeho vyborné hodnoceni — celkovy index 110,99 ho
zatadil mezi nejlepsi hiebce v testu. Jeho hiibata se projevuji vyraznou uslechtilosti, coz
je dano vysokym podilem plnokrevnika. Ve tieti generaci najdeme z dnesniho pohledu

Otec Canturo mél velké uspéchy na nejvyznamnéjSich svétovych parkurovych
kolbistich. Matetsky otec Mytens byl charizmatickym plnokrevnikem s naddhernym

exteriérem a jeho potomci sbirali tuspéchy na némeckych Sampionatech ve vSestrannosti.

5171 Lord Weingard

Oldenbursky kuan, ryzék, narozen r. 2001.

Vynikajici hifebec po Lordanos, z matky Weinland po Landadel je mimotadné
kvalitnim hfebcem. V roce 2004 absolvoval 30denni test sexcelentnim celkovym
vysledkem 8,29 a zvlast’ vynikajicim vysledkem 8,63 za skok. Plsobi jak v chovu, tak ve
sportu. Velmi rychle se dostal do mezinarodniho parkurového sportu a v roce 2010 sbiral
uspechy ve ttihvézdiCkovych T parkurech. Potomci Lorda Weingarda jsou také uspésni
sportovci, jeho nejstarsi potomci jiz dosdhli uspéchti v T parkurech. Timto ziskal
145 boda v ramci odhadu plemennych hodnot Némecké jezdecké federace 2013.

Otec Lordanos patii v souCasnosti mezi nejlepsi némecké skokové plemeniky, vitézi

vvvvvv

hiebce stoleti Landgrafa I.

2815 Catalin IV — 33 (I MT)

Furioso, hnédak, narozen r. 1990.

Mohutny, souladny hiebec po Catalin IV — Mot., z matky 808 Furioso XLVI — 3 po
Furioso XLVI — Mot. byl vyuzivan ve voltiznich soutéZich na domacich i mezinarodnich
kolbistich. Jeho pfednosti je konstitucni tvrdost a dobré charakterové vlastnosti.

Otec Catalin IV patii k MoteSické linii, kterou zalozil hiebec Catalin K. Matka
808 Furioso XLVI patii k Pohotelické linii, kterou zalozil hiebec 34 Furioso XLVI.
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1321 Catango HT

Cesky teplokrevnik, hnédak, narozen r. 2005.

Catango HT po Catango Z, z matky Julie po Grand Step je uSlechtily hiebec
s dobrymi sportovnimi pfedpoklady. Ve 100dennim testu hiebcti byl hodnocen zndmkou
8,1 bodli a byl velmi dobfe hodnocen pii skoku ve volnosti. V roce 2009 zvitézil
Vv kategorii ¢tyfletych v KMK, v roce 2010 byl druhy v kategorii pétiletych. V roce 2011
Vv kategorii Sestiletych zvitézil a zaclenil se mezi plemeniky, ktefi jsou zafazeni
v akceleraénim programu Ceského teplokrevnika. V soudasné dobé piisobi ve sportu
v parkurovych soutézich stupné ST**.

Otec Catango Z je povaZzovan za jednoho ze zlepSovateli skokovych koni v CR
Vv poslednich letech. Matetsky otec Grand Step je potomkem svétové zndmého plemenika

Granus.

2048 Olly

Ceské sportovni pony, hnédak, narozen 7. 4. 2011.

Hiebec po 1524 Orion s.v., z matky 65/15 Amalka po 3761 Filip je typickym
piedstavitelem plemene Cesky sportovni pony se vemi pozadovanymi vlastnostmi.
Po zalozeni PK v roce 2000 je toto plemeno Slechténo na vsestranné jezdecké vyuziti
s diirazem na tvrdou konstituci, nenaroc¢nost a odolnost. Dlraz je také kladen na dobry
charakter, ovladatelnost a ochotu k praci. Olly je vSestranny, jak pii pouziti na praci pod
sedlem, tak ve spiezeni. Ve vykonnostnich zkouskach dosahl bodového hodnoceni 8,1
a byl tak zafazen do akcelera¢niho programu.

Jeho ptedci ve tfeti generaci dosahli vykonnosti ,, T* v parkurovém skakani.

1847 Pietrosu Nelson

Huculsky ktn, hnédék, narozen 14. 5. 20009.

Hiebec po Pietrosu XI-I L, z matky OusSor IX-13 L po Ousor IX L je temperamentnim
hiebce s dobrou mechanikou pohybu a dobrym charakterem. Pochazi z linie Pietrosu a je
jednim z mala hiebct z této linie, ktefi pasobi v CR. Je pouZitelny jak na praci pod
sedlem, tak na préci v zaptahu. Pietrosu Nelson byl vybran jako genovy zdroj a je jen

ojedinéle piibuzny s klisnami chovanymi v CR.
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Otec Pietrosu XI-1 L je typickym ptedstavitelem pies 80 let staré linie Pietrosu. Matka
Ousor IX-13 L je vitézkou v kategorii klisen na Mezinarodnim chovatelském Sampionatu

v Topolc¢iankach v roce 2008.

1889 Armin Q

Hafling, ryzak, narozen 18. 1. 2010.

Mlady, sportovné nadany hiebec po Alkatras, z matky Dalmazia po Aslan — Z byl
do Ceské republiky importovan z Italie. Tento hiebec je v modernim typu haflinga
s vyrovannym charakterem, s vynikajici mechanikou pohybu s vyraznou akci ptednich
koncetin a velmi dobrym skokovym stylem. V roce 2012 byl zatazen do chovu po
korungu v Meranu, kde se umistil na patém mist¢ zcelkového poctu 46 hiebct.
S bodovym hodnocenim 8,9 bodi je zatazen do akceleracniho programu. Vykonnostni
zkousky nahradil uspéSnym absolvovanim fady skokovych parkurti stupné¢ ZM a Z.
Nadéjny je 1 vdrezirnich soutézich adiky své ovladatelnosti ma velky potencial
V soutézich vSestrannosti.

Radime ho do linie A, je oboustranné prochovan na slavného Afghana 1. M4 0%

piimés arabskeé krve.

2943 Dahoman IV — CZ ,,Tamarix“

Shagya arab, bélous, narozen 1. 3. 2001.

Tento hiebec po 4 Dahoman XI / Dahoman X — 3, z matky 583 Koheilan IV — 57/
Tamariska je idedlnim typem koné, stfedné velkého ramce a vSestranné vyuzitelného.
Vykonnostni zkousky vykonal v NZ Topolgianky shodnocenim 9,43 bodi za typ
a pohlavni vyraz, 8,59 bodu ziskal za exteriér a 8,80 bodii za vykonnost. S vyslednym
poctem 8,99 bodd je zafazen do tiéidy E. Tento hiebec je tiinactou generaci uchované linie
plemene Shagya-Arab bez ptilivu genti jinych plemen.

Radime ho k linii zalozené originalnim arabskym hiebcem Dahomanem, ktery
se narodil v roce 1846 v Syrii. V jeho rodokmenu se vyskytuji kmeny Shagya, Koheilan,
Siglavy Bagdady a Gazal.
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1435 Markon

Ceskomoravsky belgicky ki1, ryzak, narozen 4. 3. 2007.

Hiebec Markon po 2670 Mazur, z matky 55 / 237 Hera po 2715 Azur je typickym
piedstavitelem plemene Ceskomoravsky belgicky kafi s vybornym charakterem
a ochotou k praci. V roce 2009 absolvoval vykonnostni zkousky s hodnocenim 8,24 bodu
za exteriér a 8,60 bodii za vykon. Spoctem 59,3 % plvodnich genl byl zafazen
do genovych zdrojii Eeskomoravského belgického kond. Radime ho k linii 9 Marquis

de Vraimont. Jeho dv¢ dcery jsou zafazeny v chovu.

1700 Ryho

Slezsky noricky kan, ryzak, narozen 3. 3. 2009

Tento hiebec po 2637 Ryo, z matky 72 / 838 Jana po 2415 Hugo je jednim ze dvou
poslednich Zzijicich potomk po 2637 Ryo pisobicich v chovu. Je stiedniho ramce,
dobrého charakteru a klidného temperamentu. V roce 2011 vykonal vykonnostni zkousky
chladnokrevnych hiebcti s body 7,72 za exteriér a 7,66 za vykon. Radime ho do méné
pocetné linie 2500 Ritz Vulkan VIII. S poétem 52,8 % piivodnich gend byl vybran

do genovych zdrojt Slezského norického koné¢.

4.2 Metodika

4.2.1 Odbér ejakulatu

Odbéry se uskuteCnily v prostorach reprodukcniho centra Zemského htebcCince
Tlumacov. Vybrani hiebci byli odebirdni na fantomu za pouziti umélé vaginy typu
Missouri. Louda a kol. (2001) popisuje postup piipravy umélé pochvy pro byky, obdobny
postup byl pouzit i pro hiebce.

Pied odbérem byla pro kazdého hiebce zvlast pripravena uméld vagina. Do gumové
vlozky byla napusténa voda o teploté 40 — 42°C a dale se vlozka dofoukla vzduchem tak,
aby tlakem simulovala pohlavni cesty klisny. Jako sbéra¢ ejakulatu byla pouzita
jednorazova vlozka z polyethylenu, ktera byla na jednom konci zatavena a vlozena do
vnitinitho prostoru vaginy. Vnitini stény jednorazové vlozky byly vymazény bilou

vazelinou, ktera zde zajist'uje ptirozenou kluzkost.
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Ve vétsing piipadt byli hiebci nauceni ke skoku na fantoma bez ptitomnosti klisny
a stacil jim pouze pfitomny pach moci fijici se klisny. V ojedinélych ptipadech byla nutna
pritomnost klisny.

Po odbéru byl zataveny konec sbérace s odebranym ejakulatem odstiizen a ejakulat
se prelil do sterilniho a predehtatého odmérného vélce pro zjisténi objemu odebraného
ejakulatu. Ejakuldt byl pfecezen pfes sterilni gdzu, kde se mély zachytit necistoty a
hlenova ¢ast. Objem ejakulatu byl tedy méfen bez hlenové frakce. Dale bylo v laboratofi

reprodukéniho centra provedeno stanoveni aktivity.

4.2.2 Hodnoceni aktivity

Stanoveni aktivity spermii bylo provedeno subjektivni metodou pozorovani vzorku
pod mikroskopem. Thned po odbéru a zméfeni objemu ejakulatu byla odebrana kapka
ejakulatu a pfenesena na podlozni sklicko ptedehiaté na teplotu 39°C + 1°C. Nasledné
byla kapka pfikryta tenkym krycim sklickem.

Pro posuzovani aktivity se pouziva mikroskop s fdzovym kontrastem a vyhtivaci
destickou, ktera je vyhfata na teplotu 38 — 40°C. Aktivita byla hodnocena pii
200 az 300 nasobném zvétseni. Pro urceni aktivity je potfeba zhodnotit minimalné tii
zornd pole a procentické zastoupeni spermii pohybujicich se piimocate vpied
za hlavickou bylo ur¢eno odhadem. Zaroven byla provedena kontrola ostatnich
nezadoucich druhti pohybu (pohyb v kruhu, trhavy, zpétny) a pfipadné shlukovani

spermii.

4.2.3 Hodnoceni koncentrace spermii

Koncentrace spermii byla stanovena pomoci hemocytometrické metody pocitanim
v Biirkerové komtrce. Hodnoceni bylo provedeno podle postupu, ktery popsal Louda a
kol. (2001).

Do melanZéru byl nasat 3% roztok NaCl ke znacce /4975 pl/ a obsah se nechal vytéct
do banky. Déle se mikropipetou nasalo sperma po znacku 25 ul a ptidalo se do stejné
barnky jako roztok NaCl. Obsah banky se peclivé promichal 1 — 2 minuty. Kapka
ziedéného a promichaného spermatu se kapla na hranu kryciho sklicka Biirkerovy
komirky a kapka se nechala vtéci do prostoru miiZky. Kryci sklicko se jemné& zatlacilo

palci, pokud se objevily duhové skvrny, byla komurka pfipravena k pocitani.
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Biirkerova komtrka byla polozena pod mikroskop a spermie se pocitaly pod
300 az 400 nasobném zvétseni. Spermie byly spocitany v 10 ctvercich o velikosti
1/25 mm?. Zapoé&itany byly vsechny spermie, které byly uvnitt étverecku a ty, jejichz
hlavi¢ky lezely nebo se dotykaly horni a levé strany ctverce. Dale byl postup pocitani
zopakovan na druhé mfizce Burkerovi komurky. Hodnoty byly poté zprimérovany
a primérny pocet spermii byl vynasoben ¢islem 5000, coZ znacilo koncentraci spermif

v1lmmd,

4.2.4 Priprava vzorki pro morfologické hodnoceni

Pro jednotlivé vzorky byly v pfedstihu nachystany podlozni skli¢ka, ktera byla
popsana zkratkami pro jednotlivé hiebce a typy barveni. Tyto sklicka byla predehiata
na vyhfivaci desce na teplotu 39°C + 2°C. Dale bylo pouZzito podloZni sklicko s dilkem,
ve kterém probehlo zfedéni spermatu. Do diillku byla pfenesena kapka ejakulatu a dvé
kapky fyziologického roztoku a opatrnymi krouzivymi pohyby bylo sperma promichano.
Jednorazovou pipetou pak byla kapka zfedéného ejakulatu prenesena na kraj podlozniho
sklicka a roztérovym sklickem se zbrousenou hranou byl vytvoren nater.

Jednotlivé natéry se nechaly na vyhiivaci desce zaschnout a sucha podloZni sklicka
s natéry byla déna do specialni krabice na sklicka, aby mohla byt bezpecné prevezena do
laboratote reprodukce Ustavu chovu a Slechténi hospodaiskych zvifat Mendelovy

univerzity v Brn¢, kde probihalo dalsi zpracovani a zkoumani.

4.2.5 Barveni vzorki pro morfologické hodnoceni

Vzorky pro morfologickou analyzu byly hodnoceny pomoci dvou rozdilnych metod
barveni. Prvni metodou bylo barveni dle B. T. Farellyho a druhé barveni bylo metodou
Byghost’ (Jaskovski a spol. 1968). Metodicky navod metod, podle kterého se postupovalo
pfi barveni natért, popsal Louda a kol. (2001) a také Gamcik, Kozumplik a kol (1992).

4.25.1 Barvenidle B. T. Farellyho

Tato metoda je vyuzivana k posouzeni patologickych a nezralych spermii, dale
k vySetfeni akrozomu a stfedni ¢asti bi¢iku. Vyhoda této metody je v rychlosti barveni
preparatd.

Sucha podlozni skli¢ka s natéry byla fixovana v roztoku formaldehydu po dobu

15 sekund. Nésledn¢ se sklicka oplachla slabym proudem vody. Déle byl preparat
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ponoien do 5% roztoku anilinové modii na 15 sekund a nasledovalo dalsi oplachnuti
slabym proudem vody. Posledni barveni bylo v 0,5% roztoku krystalické violeti po dobu
4 — 6 sekund. Preparat se naposledy oplachl slabym proudem vody a nechal se uschnout
na vyhtivaci desce. Suché obarvené preparaty byly piipraveny na mikroskopické

posouzeni.

4.2.5.2 Barveni metodou Byghost’

Touto metodou lze pozorovat primarni zmény hlavicky a bi¢iku spermie. Po barveni
ma hlavicka spermie barvu podobnou kvétu ¢erného bezu a bic¢ik spermie je zbarven do
tmavé fialové.

U suchych reparati se provedla fixace natéri v 96% roztoku ethanolu po dobu
30 sekund. Po vyjmuti zethanolu se preparaty oplachly slabym proudem vody
a nasledovala fixace 1% roztokem eosinu po dobu 15 sekund. Znovu se preparaty
oplachly slabym proudem vody a probehla posledni fixace barvivem Byghost’ po dobu
15 — 30 sekund. Barvivo Byghost' se skladd z methylénové modfi, gencianové violeti,
glycerolu a vody. Po vyjmuti preparatu z barviva se naposledy oplachnul slabym
proudem vody a nechal se uschnout na vyhtivaci desce. Suché obarvené preparaty byly

pfipraveny na mikroskopické posouzeni.

4.2.6 Hodnoceni morfologickych vad spermii

Z ejakulatu kazdého hiebce byly vytvoteny vzdy dva natéry, jeden byl obarven
metodou dle Farellyho a druhy byl obarven metodou Byghost'.

Morfologické preparaty byly hodnoceny mikroskopicky pii 1000 az 1500 nasobném
zvétSeni za pouziti olejové imerze. V kazdém vzorku bylo hodnoceno 200 spermii, u
kterych byly pozorovany morfologické vady. Pozorované morfologické vady byly
rozdéleny na vady na akrozomu, vady na hlavi¢ce, vady spojovaci ¢asti, vady biciku,
abnormalni vyvoj spermii a nezralé spermie. Pficemz vady hlavicek byly dale rozdéleny
na dekapitaci hlavicky, vady kr¢ku a ostatni vady hlavicky spermie. Také vady bi¢iku se
dale déli na Dag defekt a ostatni vady biciku spermie. Mezi vySetfovanymi spermiemi
byl také zjistovan pocet normospermii.

Hodnoceni a porovnani téchto kvalitativnich ukazatelti ejakulatu bylo provedeno pro

kazdého hiebce a kazdou barvici metodu zvlast'.
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Pii hodnoceni morfologickych vad spermii byly potizeny fotografie natéri
programem QuickPHOTO INDUSTRIAL 3.0 CZ. Fotografie morfologickych vad
viz Piiloha 16 — 21.

4.2.7 Statisticka analyza

Ke zhodnoceni veskerych dat byl pouzit program Microsoft Excel. Ziskana data
kvalitativnich a kvantitativnich ukazatell ejakuldtu byla vyhodnocena pomoci
statistického programu STATISTICA verze 12, hodnoceni prikaznosti rozdilu mezi
jednotlivymi typy barveni a jednotlivymi typy morfologickych vad bylo provedeno
t — testem.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Hodnoceni kvalitativnich a kvantitativnich ukazatelii ejakulatu

U jednotlivych hi‘ebci

Pro zpracovéani vysledkti bylo pouzito celkem 47 vzorkli Cerstvého ejakulatu
ziskaného od 12 plemennych hiebcli zatazenych do plemenitby pro rok 2015. Zjisténé
hodnoty objemu, aktivity, koncentrace, patologickych spermii a normospermii

u jednotlivych hiebcti béhem odbéri jsou uvedeny a popsany v tabulkach 1 — 12.

Tabulka 1 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Quentino
1. odbér 2.odbér 3.odbér 4. odbér

Objem [mlI] 10 25 50 25
Aktivita [%0] 85 80 70 80
Koncentrace [10° / ml] 460 540 215 440
Patologické spermie celkem [%]

barveni Farelly 515 30,5 38 43

barveni Bydgost’ 60,5 37,5 39,5 40,5
Normospermie [%0]

barveni Farelly 48,5 69,5 62 57

barveni Bydgost’ 39,5 62,5 60,5 59,5

U hiebee Quentina se béhem odbérti pohyboval objem ejakulatu v rozmezi od 10 do
50 ml a jeho primérna hodnota byla 27,5 ml. Aktivita spermii se pohybovala od 70 do
85 % a prumérna hodnota byla 78,75 %. Namétena koncentrace ejakulatu se pohybovala
od 215 do 540 x 10%/ml a jeji pramérna hodnota byla 413,75 x 10%ml. Vyskyt
morfologickych vad se pohyboval v rozmezi od 30,5 do 51,5 % s pramérem 40,75 % pfi
barveni metodou B. T. Farellyho a vyskyt morfologickych vad pti barveni metodou
Byghost’ se pohyboval v rozmezi od 37,5 do 60,5 % a prumérny vyskyt byl 44,5 %.
Zjisténé prumeérné hodnoty viz Priloha 15.

Nejnizsi objem odebraného ejakulatu byl ziskan pfi prvnim odbéru, zaroven zde byl

zjistén nejvyssi vyskyt morfologickych vad u obou metod barveni. Hodnoceni
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jednotlivych morfologickych vad viz Ptiloha 1. Ve vzorku z prvniho odbéru bylo zjisténo
celkem 34,42 % vad hlavicek a z toho 22,13 % dekapitovanych hlavi¢ek pii barveni
metodou Byghost'. Vysoké procento vad hlavicek bylo zjisténo i u druhého barveni, avSak
mezi jednotlivymi odbéry nebyly zjistény velké vykyvy. Ve tfetim odbéru byl zjistén
velky vyskyt vad akrozomti pti barveni metodou Byghost, a to 3,37 %. Celkové bylo také
zjisténo velké procento vyskytu nezralych spermii, nejvice v prvnim odbéru pii barveni
metodou B. T. Farellyho, a to 16,03 %. Pii prvnim a ¢tvrtém odbéru bylo také zjisténo

vys$i procento abnormalné vyvinutych spermii.

Tabulka 2 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —
Oskar

1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér

Objem [ml] 85 110 130 100
Aktivita [%0] 60 60 65 70
Koncentrace [10° / ml] 222,5 240 157,5 127,5
Patologické spermie celkem [%]
barveni Farelly 46,5 33,5 37,5 42
barveni Bydgost’ 51 34 36,5 39,5
Normospermie [%0]
barveni Farelly 53,5 66,5 62,5 58
barveni Bydgost’ 49 66 63,5 60,5

U hiebce Oskara byly zjistény hodnoty objemu ejakulatu béhem odbéri v rozmezi od
85 do 130 ml a primérny objem byl 106,25 ml. Aktivita spermii se pohybovala v rozmezi
od 60 do 70 % s praimérem 63,75 %. Hodnoty koncentrace se pohybovaly z rozmezi od
127,5 do 240 x 10%ml a jeji primérna hodnota byla 186,85 x 108/ml. Morfologické vady
se béhem odbéru vyskytovaly v rozmezi od 33,5 do 46,5 % s pramérnou hodnotou
39,85 % pfii barveni metodou B. T. Farelly a v rozmezi od 34 do 51 % s primérem
40,25 % pfi barveni metodou Byghost’. Zjisténé primérné hodnoty viz Ptiloha 15.

Nejnizsi objem ejakulatu byl ziskan pti prvnim odbéru a v laboratofi pak byly zjistény
1 nejvyssi hodnoty morfologickych vad v ejakulatu ztohoto odbéru. Hodnoceni
jednotlivych morfologickych vad viz Pfiloha 2. Nejvice se v tomto vzorku objevovaly

vady hlavicek, a to 22,56 % z toho bylo 11,28 % morfologickych vad krcku pfi barveni
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metodou Byghost. Také vysoké procento vad hlavi¢ek bylo pozorovano ve ¢tvrtém
odbéru, a to 19,27 % a z toho bylo 16,8 % dekapitovanych hlavi¢ek pii barveni metodou
B. T. Farelly. Déle bylo v prvnim odbéru zjisténo 14,39 % vad biciku pii barveni metodou
Farelly, coz bylo ojedinéle vysoké procento vad bicikii u tohoto hiebce. Ve vsech

odbérech byl zaznamenan vysoky vyskyt nezralych spermii pii obou typech barveni.

Tabulka 3 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Canturino
1. odbér 2.odbér 3.odbér 4. odbér

Objem [ml] 30 70 110 80
Aktivita [%0] 75 80 70 65
Koncentrace [10° / ml] 610 550 522,5 207,5
Patologické spermie celkem [%]

barveni Farelly 42 45,5 45,5 39,5

barveni Bydgost’ 46,5 42,5 39 42,5
Normospermie [%0]

barveni Farelly 58 54,5 54,5 60,5

barveni Bydgost’ 53,5 57,5 61 57,5

Hiebec Canturino vykazoval béhem odbért velké vykyvy v objemu odebraného
ejakulatu, hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 30 do 110 ml a praimérna hodnota byla
72,5 ml. Zjisténa aktivita se pohybovala od 65 do 80 % a jeji primérna hodnota byla
72,5 %. Koncentrace ejakulatu se pohybovala v rozmezi od 207,5 do 610 x 10%ml
s pramérem 472,5 x 108/ml. Morfologické vady se vyskytovaly v rozmezi od 39,5 do
45,5 % a primérnou hodnotou 43,1 pfi barveni metodou B. T. Farelly a pfi barveni
metodou Byghost' se pohybovaly hodnoty v rozmezi od 39 do 46,5 % s primérnou
hodnotou 42,6 %. Zjisténé praimérné hodnoty viz Ptiloha 15.

Nejnizsi hodnoty koncentrace byly naméieny pii ¢tvrtém odbéru, kdy byla zaroven
vyhodnocena 1 nejnizsi aktivita spermii. Naopak pii tomto odbéru a barveni metodou
B. T. Farelly byl zjistén nejnizsi vyskyt morfologickych vad. Hodnoceni jednotlivych
morfologickych vad viz Priloha 3. Béhem odbéri byla pozorovana mald procenta
jednotlivych morfologickych vad, krom¢ vad bi¢ikti pfi druhém odbéru a barveni

metodou B. T. Farelly, kdy bylo zjisténo 10 % vad bic¢ikl a pfi tfetim odbéru a barveni
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metodou Byghost, kdy bylo zjisténo 9 % vad biciki. Velkym problém u toho hiebce
muze pifedstavovat zjiSténi velkého vyskytu nezralych spermii, ktery byl ve vSech

odbérech, kromé tfetiho odbéru — barveni metodou Byghost’, vice nez 20 %.

Tabulka 4 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Lord Weingard

1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér

Objem [ml] 20 45 50 55
Aktivita [%0] 80 75 85 85
Koncentrace [10° / ml] 222,5 577,5 282,5 250
Patologické spermie celkem [%]
barveni Farelly 445 32,5 33,5 29,5
barveni Bydgost’ 49 32,5 29,5 415
Normospermie [%0]
barveni Farelly 55,5 67,5 66,5 70,5
barveni Bydgost’ 51 67,5 70,5 58,5

Lord Weingard mél hodnoty objemu odebraného ejakulatu v rozmezi od 20 do 55 ml
s prumérem 42,5 ml. ZjiSté€na aktivita byla v rozmezi od 75 do 85 % a jeji primér byl
81,25 %. Rozmezi naméfené koncentrace béhem odbéri bylo od 222,5 do 577, 5 x 10%/ml
s primérnou hodnotou 333,1 x 10%/ml. Vyskyt morfologickych vad se pohyboval
v rozmezi od 29,5 do 44,5 % s pramérem 35 % pii barveni metodou B. T. Farelly. Vyskyt
vad pfi barveni metodou Byghost’ byl v rozmezi od 29,5 do 49 % s primérem 38,1 %.
Zjisténé primeérné hodnoty viz Ptiloha 15.

V prvnim odbéru byl ziskdn nejniz§i objem a zaroven byla nameétfena nejnizsi
koncentrace spermii v ejakulatu. V tomto odbéru byly zjistény také nejvyssi hodnoty
morfologickych vad pii obou metodach barveni. Nejvice vad bylo zjiSténo na hlavickach
pfi barveni metodou Byghost’, a to 40,68 % a z toho 29,2 % dekapitovanych hlavicek.
Podle Brita (2007) by zvySeny vyskyt dekapitovanych hlavicek mohl byt zptsoben
bunéénym starnutim spermii v nadvarleti, k cemuz dochazi pii méné Castych odbérech
ejakulatu. Béhem naSeho zkoumani vSak tento hiebec chodil na odbéry ejakulatu
pravideln¢. Také barveni B. T. Farelly odhalilo vysoké procento vad hlavicek, a to

15,96 % a z toho 10,16 % vad krc¢ku spermie. Ve druhém a ¢tvrtém odbéru bylo zjisténo
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vy$si procento nezralych spermii, 10,5 % a 17,29 % pfti barveni metodou Byghost’. U této
metody bylo také zjisténo 3,95 % abnormalné vyvinutych spermii ve ¢tvrtém odbéru.

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad viz Ptiloha 4.

Tabulka 5 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Catalin
1. odbér  2.odbér 3.odbér 4. odbér

Objem [ml] 80 90 95 75
Aktivita [%0] 90 70 85 75
Koncentrace [10° / ml] 240 395 590 337,5
Patologické spermie celkem [%0]

barveni Farelly 46,5 29,5 38,5 32,5

barveni Bydgost’ 37 315 43,5 36,5
Normospermie [%0]

barveni Farelly 53,5 70,5 61,5 67,5

barveni Bydgost’ 63 68,5 56,5 63,5

U hiebce Catalina byly zjistény hodnoty objemu v rozmezi od 75 do 95 ml a jeho
primérna hodnota byla 85 ml. Aktivita se pohybovala vrozmezi od 70 do 90 %
s prumérnou hodnotou 80 %. Koncentrace spermii v ejakulatu se pohybovala v rozmezi
od 240 do 590 x 10%ml a priimérna hodnota byla 390,5 x 10%/ml. Zjistény vyskyt
morfologickych vad se pohyboval od 29,5 do 46,5 % s primérem 36,75 % pii barveni
metodou B. T. Farelly a pfi barveni metodou Byghost’ se pohyboval v rozmezi od 31,5 do
43,5 % s pramérem 37,1 %. Zjisténé primérné hodnoty viz Ptiloha 15.

Nejvyssi koncentrace byla naméfena pii tietim odbéru, ve kterém byla zjiSténa
I vysoka aktivita. AvSak vtomto odbéru obé metody barveni odhalily velmi vysoké
procento vyskytu nezralych spermii, a to 19,98 % pii barveni metodou B. T. Farelly a az
29,5 % pfi barveni metodou Byghost. Louda a kol. (2001) upozoriiuje, ze vyskyt
nezralych spermii v ejakulatu u zdravého jedince by nemél piesdhnout 2 %. AvSak
Colebrander a kol. (2003) ve své praci uvadi, ze vyskyt spermii s cytoplazmatickymi
kapénkami, tedy nezralych spermii do 25 % v ejakulatu je stadle v norm¢. Pfi prvnim
odbéru bylo déle zjisténo 23,02 % vadnych hlavicek pti barveni metodou B. T. Farelly.

Alarmujici je také zjisténi vysokého vyskytu abnormalné vyvinutych spermii v prvnim
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odbéru pii barveni metodou Byghost, ktery byl 24 %. Podle nékterych autort by naruseni
cytoplazmatické membrany spermie mohlo byt zplsobeno samotnym barvenim. Pfi
nasem pozorovani vSak jedno ¢i druhé barveni nezpiisobovalo naruseni spermii ve vétsi
mife. Vzhledem k véku hiebce, kterému bylo v dobé odbért 25 let, nejsou zjisténé
hodnoty vadnych hlavicek a abnormalné¢ vyvinutych spermii nijak neocekévané,
bereme-li v avahu vliv vysokého véku na snizenou schopnost semenotvorného epitelu
varlat a pribéh spermatogeneze. Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad

viz Pfiloha 5.

Tabulka 6 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Catango HT

1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér

Objem [ml] 20 50 30 35
Aktivita [%6] 70 65 75 70
Koncentrace [106 / ml] 510 580 7775 365
Patologické spermie celkem [%]
barveni Farelly 49,5 35 31,5 48
barveni Bydgost’ 46,5 40 315 50
Normospermie [%0]
barveni Farelly 50,5 65 68,5 52
barveni Bydgost’ 53,5 60 68,5 50

Hiebec Catango HT mél hodnoty objemu pohybujici se v rozmezi od 20 do 50 ml
a jeho primérna hodnota byla 33,75 ml. Aktivita se pohybovala v rozmezi od 65 do 75 %
s prumérnou hodnotou 70 %. Naméfena koncentrace se pohybovala v rozmezi od 365 do
777,5 x 10%ml a jeji primérna hodnota byla 558,1 x 10%ml. Morfologické vady se
pohybovaly v rozmezi od 31,5 do 49,5 % s primérnou hodnotou 41 % pii barveni
metodou B. T. Farelly a v rozmezi od 31,5 do 50 % s primé&rem 42 % pii barveni metodou
Byghost'. Zjisténé primérné hodnoty viz Ptiloha 15.

Nejvyssi koncentrace spermii byl naméfena pii tietim odbéru, u které¢ho bylo zaroven
zjisténo 1 nejvyssi procento aktivity. Tento ejakulat vykazoval nejvy$si procento
normospermii u obou barveni. V prvnim odbéru barveni B. T. Farelly odhalilo 23,5 %

vad hlaviéek, z toho 12 % dekapitovanych hlavi¢ek a 10 % vad krcku. Také u barveni
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Byghost bylo zjisténo 14,5 % vad hlavicek u prvniho odbéru. Ve tetim odbéru u stejného
barveni bylo zjisténo 10,78 % vad bi¢ikl a vysoké procento nezralych spermii pfi prvnim
a druhém odbéru. Vyssi vyskyt vad bicika byl zjistén 1 u barveni B. T. Farelly ve druhém
a ctvrtém odbéru a presahoval vice nez 14 %. Pfi stejném barveni bylo zjisténo 13,22 %
vad spojovaciho oddilu ve ¢tvrtém odberu. Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad

viz Pfiloha 6.

Tabulka 7 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Olly

1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér

Objem [ml] 10 25 20 10
Aktivita [%0] 60 60 70 60
Koncentrace [10° / ml] 415 720 360 517,5
Patologické spermie celkem [%]
barveni Farelly 42 41 415 425
barveni Bydgost’ 40 43 40 39
Normospermie [%6]
barveni Farelly 58 59 58,5 57,5
barveni Bydgost’ 60 57 60 61

U hiebce Ollyho se objem ejakulatu béhem odbért pohyboval v rozmezi od 10 do
25 ml a jeho primérnd hodnota byla 16,25 ml. Tyto nizké objemy ejakulatu jsou dany
plemennou piislusnosti hiebce. Aktivita se pohybovala vrozmezi od 60 do 70 %
s primérnou hodnotou 62,5 %. Koncentrace ejakulatu se pohybovala v rozmezi od
360 do 720 x 10%ml a pramér byl 503,1 x 10%ml. Zjisténé morfologické vady se
pohybovaly v rozmezi od 41 do 42,5 % s pramérem 41,75 % pii barvena metodou
B. T. Farelly a pfi barveni metodou Byghost’ se morfologické vady pohybovaly v rozmezi
od 39 do 43 % s pramérnou hodnotou 40,5 %. Zjisténé prumérné hodnoty viz Ptiloha 15.

Nejvétsi objem byl naméfen pii druhém odbéru, kdy byla zjiSténa 1 nejvyssi
koncentrace ejakulatu. Vyskyt morfologickych vad nevykazoval velké vykyvy mezi
jednotlivymi odbéry a metodami barveni, rozdily se vyskytovaly v zastoupeni
jednotlivych vad. Metodou barveni Byghost bylo zjisténo 3,81 % vad akrozomu v prvnim

odbéru, ptes 11 % vad hlavicek v prvnim a ¢tvrtém odbéru, pievazné se jednalo o vady
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tvarové a vady vnitini struktury. Vady hlavicek odhalila také druha metoda barveni, kdy
ve ¢tvrtém odbéru bylo zjisténo 17,29 % vad hlavicek, také prevazné vady tvaru a vnitini
struktury. V tomtéz odbéru bylo zjisténo 11,37 % vad spojovaciho oddilu.

Ob¢ metody barveni odhalily zvySeny vyskyt nezralych spermii, pii druhém odbéru
25,41 % (Byghost) a 24,4 % (B. T. Farelly). Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad

viz Ptiloha 7.

Tabulka 8 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Pietrosu Nelson

1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér

Objem [ml] 40 40 60
Aktivita [%0] 70 75 65
Koncentrace [10° / ml] 385 505 370
Patologické spermie celkem [%]
barveni Farelly 445 445 535
barveni Bydgost’ 47 40 60
Normospermie [%0]
barveni Farelly 55,5 55,5 46,5
barveni Bydgost’ 53 60 40

Hiebec Pietrosu Nelson byl zafazen do analyzy az pti druhém odbéru. Objem
ejakulatu se pohyboval v rozmezi od 40 do 60 ml a jeho pramér byl 46,6 ml. Aktivita se
pohybovala v rozmezi od 65 do 75 % s primérnou hodnotou 70 %. Zméfena koncentrace
se pohybovala v rozmezi od 370 do 505 x 10%/ml s primérem 420 x 10%ml. Morfologické
vady se vyskytovaly v rozmezi od 44,5 do 53,5 % s pramérnou hodnotou 47,5 % pfi
barveni metodou B. T. Farelly a v rozmezi od 40 do 60 % s primérem 49 % pii barveni
metodou Byghost'. Zjisténé primérné hodnoty viz Ptiloha 15.

Nejvetsi objem byl ziskan pfi Ctvrtém odbéru, ale zaroven zde byla zjiSténa nejnizsi
aktivita, coz muze také souviset s vysokym vyskytem morfologickych vad u obou metod
barveni v tomto odbéru. Pti barveni metodou Byghost’ bylo zjisténo 28,03 % vad bicika
u ¢tvrtého odbéru. U téhoz odbéru bylo zjisténo 10,8 % vad hlavicek pti barveni metodou
B. T. Farelly a u tietiho odbéru bylo zjisténo 10,38 % vad spojovaciho oddilu. Metoda

Farelly odhalila velmi vysoka procenta nezralych spermii pii vSech odbérech a metoda
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Byghost’ ukéazala 31,01 % nezralych spermii pfi druhém odbéru. Hodnoceni jednotlivych

morfologickych vad viz Ptiloha 8.

Tabulka 9 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Armin Q

1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér

Objem [ml] 25 50 30 35
Aktivita [%0] 60 70 80 65
Koncentrace [10° / ml] 172,5 562,5 380 242,5
Patologické spermie celkem [%]
barveni Farelly 48 34 355 43
barveni Bydgost’ 40 35,5 27,5 43
Normospermie [%0]
barveni Farelly 52 66 64,5 57
barveni Bydgost’ 60 64,5 72,5 57

Hiebec Armin Q vykazoval hodnoty objemu v rozmezi od 25 do 50 ml a jeho pramér
byl 35 ml. Zjisténa aktivita se pohybovala v rozmezi od 60 do 80 % s primérem 68,75 %.
Koncentrace spermii v ejakulatu byla od 172,5 do 562,5 x 10%ml a primérna hodnota
byla 339,3 x 10%ml. Vyskyt morfologickych vad se pohyboval v rozmezi od 34 do 48 %
a prumérem 40,1 % pii barveni metodou B. T. Farelly. Pii barveni metodou Byghost' byly
morfologické vady v rozmezi od 27,5 do 43 % a primérem 36,5 %. Zjisténé pramérné
hodnoty viz Pfiloha 15.

Pii druhém odbéru byl ziskan nejvétsi objem ejakulatu s nejvyssi koncentraci
spermii. V tomto vzorku byl pozorovan jeden z nejnizsich vyskyti morfologickych vad
ze vSech odbért.

Ve vzorku z prvniho odbéru bylo pozorovano 27,92 % vad hlavic¢ek a z toho 20,08 %
dekapitovanych hlavic¢ek pti barvici metodé Farelly. I u druhého barveni bylo pozorovano
zvySené mnozstvi vad hlavi¢ek v tomto odbéru, a to 15,32 %. Dale barveni metodou
Byghost’ odhalilo 3 % abnormalné vyvinutych spermii ve Ctvrtém odbéru. Vzorek
ze ¢tvrtého odbéru obsahoval 11,46 % vad bicikl, které ukézalo barveni Farelly.

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad viz Ptilohy 9.
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Tabulka 10 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Dahoman
1. odbér  2.odbér 3.odbér 4. odbér

Objem [ml] 3 65 20 20
Aktivita [%0] 80 70 70 70
Koncentrace [106 / ml] 365 297,5 435 167,5
Patologické spermie celkem [%]

barveni Farelly 32 15 36 41,5

barveni Bydgost’ 44 25,5 27,5 42,5
Normospermie [%0]

barveni Farelly 68 85 64 58,5

barveni Bydgost’ 56 74,5 73 57,5

U hiebce Dahomana byly pozorovany velké vykyvy v ziskdvaném objemu ejakulatu,
ktery se pohyboval v rozmezi od 3 do 65 ml, a jeho primérna hodnota byla 27 ml. Aktivita
byla hodnocena v rozmezi od 70 do 80 % s primérem 72,5 %. Namétena koncentrace
spermii byla od 167,5 do 435 x 10%/ml a jeji primérna hodnota byla 316,25 x 10%/ml.
Morfologické vady byl zjistény v rozmezi od 15 do 41,5 % s primérem 31,1 % pfi
barveni metodou B. T. Farelly a pfi barveni metou Byghost' byly v rozmezi od 25,5 do
44 % s primérem 34,8 %. Zjisténé pramérné hodnoty viz Ptiloha 15.

V prvnim odbéru byly ziskany pouze 3 ml objemu ejakulatu. Hiebec byl pii tomto
odbéru mirné neklidny a projevoval se snizenym pohlavnim chovanim typickym pro
hiebce. Naopak aktivita u toho odbéru byla nejvyssi zjisténa, 1 kdyz zde bylo pozorovano
nejvice morfologickych vad u obou metod barveni. Barveni Byghost' v prvnim odbéru
odhalilo 40,05 % vad hlavi¢ek, z toho 27,19 % dekapitovanych hlavic¢ek a 11,87 % vad
kr¢ku. U tohoto odbéru nebyly objeveny vady biciku, coz mize souviset s vysokou
aktivitou u tohoto ejakulatu. V prvnim odbéru pii barveni metodou Farelly bylo také
zjisténo vyssi procento vad hlavicek, a to 15,03 %. Vady hlavicek se dale objevovaly
I dalsich odbérech, avsak ne v takovém mnozstvi jako pii prvnim odbéru. Dalsi zjisténou
vadou bylo 11,79 % vad spojovaciho oddilu ve ¢tvrtém odbéru pti barveni metodou
Farelly. Na rozdil od prvniho odbéru, kde vady biciku nebyly pozorovany, se u dalSich
odbéru tyto vady vyskytovaly kolem 15 %. Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad
viz Ptiloha 10.
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Tabulka 11 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Markon
1. odbér 2.odbér 3.odbér 4. odbér

Objem [ml] 180 150 160 200
Aktivita [%0] 65 55 60 50
Koncentrace [106 / ml] 175 350 270 157,5
Patologické spermie celkem [%]

barveni Farelly 52 35,5 28 39,5

barveni Bydgost’ 50 34,5 32,5 36,5
Normospermie [%0]

barveni Farelly 48 64,5 72 60,5

barveni Bydgost’ 50 65,5 67,5 63,5

U hiebce Markona byly hodnoty objemu ejakuldtu béhem odbérti v rozmezi od
150 do 200 ml, coz bylo nejvice z odebiranych ejakulatt, a jeho primérna hodnota byla
172,5 ml. Aktivita se pohybovala vrozmezi od 50 do 65 % sprimérem 57,5 %.
Koncentrace spermii v ejakulatu byla v rozmezi od 157,5 do 350 x 108/ml a jeji primérna
hodnota byla 238,1 x 108/ml. Zjisténé morfologické vady se pohybovaly v rozmezi od
28 do 52 % s primérnou hodnotou 38,75 % pii barveni metodou B. T. Farelly a v rozmezi
od 32,5 do 50 % s pramérem 38,3 % pii barveni metodou Byghost'. Zjisténé pramérné
hodnoty viz Ptiloha 15.

Nejvyssi ziskany objem ejakulatu byl ziskan pfi ctvrtém odbéru a zaroven zde byla
zjiSténa nejnizsi aktivita, kterd svou hodnotou byla pod hranici minimalnich pozadavki
na Cerstvy ejakulat u hiebct. Podle Loudy a kol. (2001) je pozadovana hodnota aktivity
minimalné¢ 60 % u ejakulatu, ktery je uren pro tvorbu inseminacni davky, cemuz by
ejakulat z tohoto odbéru nevyhovél. Tato nizka aktivita u ejakulatu ze ctvrtého odbéru
vSak mohla byt zpisobena velkym mnoZstvim hlenové frakce, ktera byla i po pfecezeni
pies gazu v ejakulatu pritomna. Z morfologického hlediska byl nejhorsi ejakulat ziskan
pfi prvnim odbéru, kde bylo pii barveni metodou Byghost' pozorovano 23,28 % vad
hlavi¢ek, ztoho 14,36 % dekapitovanych hlavicek. U barveni Farelly bylo také
pozorovano velké mnozstvi vad hlavicek u prvniho odbéru, a to 33,19 % vad hlavicek
celkem, ztoho 21,3 % dekapitovanych hlavicek a 11,89 % vad kréku. Dale byly

pozorovany vady biciku pfi druhém a ¢tvrtém odbéru u obou typa barveni a vyskyt se
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pohyboval kolem 10 az 14 %. Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad
viz Piiloha 11.

Tabulka 12 Souhrn zjisténych hodnot objemu, aktivity, koncentrace a morfologie spermii —

Ryho

1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér

Objem [ml] 50 55 70 75
Aktivita [%0] 85 80 70 80
Koncentrace [10° / ml] 465 412,5 255 280
Patologické spermie celkem [%]
barveni Farelly 40 20,5 345 38
barveni Bydgost’ 30,5 24,5 33 415
Normospermie [%0]
barveni Farelly 60 79,5 65,5 62
barveni Bydgost’ 69,5 75,5 67 58,5

Hiebec Ryho vykazoval objem ejakulatu béhem odbéri v rozmezi od 50 do 75 ml
a jeho primérna hodnota byla 62,5 ml. Zjisténé hodnoty aktivity se pohybovaly v rozmezi
od 70 do 85 % s primérem 78,75 %. Koncentrace se pohybovala v rozmezi od 255 do
465 x 10%ml a jeji priméma hodnota byla 353,1 x 10%ml. Vyskyt morfologickych vad
se pohyboval v rozmezi od 20,5 do 40 % s primérnou hodnotou 33,25 % pii barveni
metodou B. T. Farelly a pii barveni metodou Byghost se pohybovala v rozmezi od
24,5 do 41,5 % s pramérem 32,3 %. Zjisténé prumérné hodnoty viz Pfiloha 15.

Nejnizsi objem ejakulatu byl ziskan pti prvnim odbéru, pficemz byla pozorovéana
nejvyssi aktivita a byla naméfena nejvyssi koncentrace spermii v ejakulatu. Barveni
Farelly u tohoto odbéru ukazalo nejvyssi vyskyt morfologickych vad. Bylo zde
pozorovano 26 % vad hlavicek, z toho 15,5 % dekapitovanych hlavicek a 10 % vad krcku.
V prvnim odbéru bylo také zjisténo 3,44 % abnormalné vyvinutych spermii metodou
barveni Byghost. Ve druhém a ¢tvrtém odbéru bylo také pozorovano vyssi procento
vyskytu vad hlavicek a kréku u obou metod barveni. Behem odbért byl vyskyt nezralych
spermii vcelku nizky, kromé ¢tvrtého odbéru, kdy bylo pozorovano 20,5 % nezralych
spermii barvici metodou Bygho$t. Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad
viz Ptiloha 12.
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Aurich a kol. (2003) ve své studii porovnavali parametry ejakulatu u norickych
hiebcli podle véku. Z této studie vyplyva, ze hiebei ve véku do Sesti let vykazuji nizsi
hodnoty v objemu ejakulatu a vyssi procenta vyskytu normospermii (nad 40 %). U hiebct
starSich sedmi let stoupa objem ejakulatu, zaroven je zde ale pozorovano snizené procento
normospemii (pod 36 %). Dale je z této studie patrné, Ze se zvySujicim se objemem klesa

procento aktivnich spermii, coz naznacuje i nase hodnoceni chladnokrevnych hiebcti.

5.2 Porovnani barvicich metod u kvalitativnich a kvantitativnich

ukazatela

U vétSiny hiebeil se nejvice morfologickych vad vyskytovalo pfi prvnich odbérech
a ejakulaty tak nebyly pfrili§ kvalitni, coz je dano zac¢atkem sezony, kdy hiebci nemaji
jesté zcela nastartovanou spermatogenezi.

Vykyvy ve vyskytu morfologickych vad mezi jednotlivymi odbéry u jednotlivych
hiebctt mohlo byt spojeno s rocnim obdobim (jaro, 1éto) a teplotnimi vykyvy, ve kterych
odbér probihal. Na toto poukazal ve svém pokusu Janett a kol. (2003), ve kterém zkoumal
vliv poc€asi na parametry ejakulatu u teplokrevnych hiebcti. Zjistil, Ze pfi vySsich letnich
teplotach jsou také zvySené naroky na organismus hiebce a miize to byt jednim z vlivl

na vznik morfologicky vadnych spermii.
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Graf 1 Porovnani vyskytu jednotlivych morfologickych vad u hi‘ebcti — Byghost’
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V grafu €. 1 jsou znazornény rozdily ve vyskytu morfologickych vad pti barveni
metodou Byghost’ u jednotlivych hiebci.

Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulce v Piiloze 13. Ztéchto dat vyplyva,
ze nejvetsi vyskyt pozorovanych patologickych spermii byl 49 + 10,15 % u hiebce
Pietrosu Nelson. Tato hodnota (51 % normospermii) je té€sné nad hranici pfipustnosti
minimalné 50 % normospemii v ejakulatu, kterou uvadi Colebrander a kol. (2003). Pokud
by se procento normospermii snizilo pod tuto hranici, bylo by nutné podrobit ejakulat
tohoto hiebce specidlnim testiim. Naopak nejnizsi vyskyt byl 32,38 + 7,05 % u hiebce
Ryho.

Vady akrozomu se nejvice vyskytovaly u hiebce Ollyho, a to 1,45 + 1,6 %. Naopak
u hiebce Markona nebyla tato vada pozorovana. Vady hlavicek, zahrnujici dekapitované
hlavicky, vady kréku a skupina ostatnich vad hlavi¢ek se nejvice vyskytovaly u hiebce
Dahomana se 19,71 + 13,83 % a nejnizsi vyskyt mél hiebec Pietrosu Nelson se
5,4 £ 2,18 % a hiebec Canturino se 5,56 + 2,92 %. Pozorovan¢ vady spojovaci ¢asti byly
nejvice u hfebce Armin Q, u kterého se vyskytovaly 6,13 +2,09 %. Nejmensi podil téchto
vad méli hi‘ebei Ryho se 2,1 + 0,72 % a Oskar se 3,6 + 2,32 %.

Vady biciku se nejvice vyskytovaly u hiebce Pietrosu Nelson se 15,38 + 10,99 %
a nejmensi vyskyt byl zaznamenén u hiebce Ryho se 3,47 + 0,72 % a také u hiebce Catalin
se 3,75 £ 1,56 %. Vyvojové abnormality spermii byly nejvice pozorovany u hiebce
Catalina se 8,88 + 10,09 %. Nejméné vyvojovych abnormalit m&li hiebci Markon se
0,99 + 0,81 %, Ryho se 1,6 + 1,41 %, Armin Q se 1,61 + 1,12 % a Dahoman se
1,61 + 1,44 %. Vyskyt nezralych spermii byl pozorovan nejvice u hiebce Canturino se
25,85 + 6,25 % a také u hiebce Pietrosu Nelson se 21,01 + 8,93 % a nejmén¢ u hiebce
Dahomana se 1,61 + 1,01 %.
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Graf 2 Porovnani vyskytu jednotlivych morfologickych vad u hi‘ebct - Farelly

V grafu €. 2 jsou znazornény rozdily ve vyskytu morfologickych vad pii barveni
metodou B. T. Farelly u jednotlivych hiebct.

Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulce v Piiloze 14. Z téchto dat vyplyva, ze
nejméné patologickych spermii se vyskytovalo u hfebce Dahomana s 31,13 + 11,43 %
a podobné jako u predchoziho barveni i u hfebce Ryho s 33,25 + 8,8 %. Nejvyssi vyskyt
byl pozorovan u hiebce Pietrosu Nelson, také podobné jako u pfedchoziho barveni,
s475+5,2 %.

Vady akrozomu se vyskytovaly nejvice u hiebce Quentino s 1,12+ 0,49 %
anejmensi vyskyt byl zaznamenan u hiebci Oskara s0,12 + 0,24 % aRyha
50,13+ 0,25 %. Pozorované¢ vady hlavicek se nejvice vyskytovaly u hiebce Ryho
$1593+ 7,32 % a nejméné u hiebct Canturino s 5,23 + 2,55% a Pietrosu Nelson
$5,75+4,43 %. Méné frekventované vady spojovaci ¢asti byly nejvice pozorovany
U hiebci Dahomana s 7,59 + 3,82 % a Catanga HT s 7,71 + 4,11 %. Nejmensi vyskyt
téchto vad byl zaznamenén u Oskara s 2,58 + 0,8 %.

Nejvetsi  vyskyt vad biciku byl zaznamenan u hiebci Pietrosu Nelson
s 15,1 +6,31 % a Catango HT s 10,28 + 5,03 %. Nejméné se pak tyto vady vyskytovaly
u hiebce Ryho s 3,23 + 1,92 %. Abnormalni vyvoj spermii byl pozorovan nejvice u hiebce
Catalina s 4,22 + 0,87 %. Louda a kol. (2001) uvadi pfipustnou miru vyskytu vyvojovych

abnormalit do 5 %, coz i tento hiebce spliuje. Nejméné se vyvojové vady vyskytovaly
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U hiebcti Markona s 0,71 + 0,46 % a Ryha s 0,99 + 0,39 %. Nezralych spermii v ejakulatu
méli nejvice hiebci Lord Weingard s 25,59 + 4,13 % a Pietrosu Nelson s 18,66 + 3,42 %.

Nejméné jich pak ve svém ejakulatu mél hiebec Dahoman s 1,09 + 0,61 %.

Béhem odbért byly patrné rozdily mezi hiebci, jak vlivem véku, tak pfisluSnosti
k plemeni. Ur¢ité rozdily byl pozorovany i vlivem barvici metody. Colebrander a kol.
(1992) ve své studii pozoroval vliv plemene s pfihlédnutim na dal$i vnitini 1 vnéjsi vlivy
a zjistil, Ze u koni teplokrevnych plemen je obvykla hodnota normospermii kolem 70 %
a u chladnokrevnych a mén¢ proslechténych plemen se hodnota normospermii pohybuje
kolem 55 %.

Véznik a kol. (2004) udava, ze v ejakulatu, ktery je uréen pro umélou inseminaci, se
nesmi vyskytovat vice nez 40 % patologickych spermii. Dle naSeho hodnoceni (primér
patologickych spermii ze v§ech odbérii) by tomu pozadavku nevyhoveéli hiebei Quentino,

Canturino, Catango HT, Olly a Pietrosu Nelson.
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Graf 3 Porovnani patologickych spermii u jednotlivych hiebci dle metody barveni
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V grafu ¢. 3 jsou znazornény rozdilné hodnoty patologickych spermii dle barveni
u jednotlivych hiebci.

Béhem morfologické analyzy a zjisStovani vyskytu jednotlivych morfologickych vad
Vv ejakulatu u hiebcti probéhlo také porovnani jednotlivych metod barveni nativnich
vzorkt pii hodnoceni morfologickych vad spermii. V tabulce 13A a 13B jsou uvedeny
hodnoty vyskytu jednotlivych morfologickych vad rozdéleny podle typu barveni

preparat.

Tabulka 13A Srovnani vyskytu morfologickych vad spermii podle typu barveni

Barveni Farelly Prumér Minimum Maximum Sm.
[%0] [%] [%] odchylka

Akrozom 0,42 0 1,54 0,42
Hlavicka 11,3 25 33,19 7,46
Spojovaci ¢ast 5,45 0,49 13,22 3,09
Bicik 7,33 0,5 19,14 4,52
Abnormalni vyvoj 1,98 0 5,06 1,23
Nezralé spermie 12,27 0,49 31,31 7,55
Patologické spermie celkem 39,08 15 53,5 7,84

Tabulka 13B Srovnani vyskytu morfologickych vad spermii podle typu barveni

Barveni Byghost’ Prumér Minimum Maximum Sm.
[%0] [%0] [%] odchylka

Akrozom 0,48 0 3,81 0,82
Hlavicka 11,11 2,9 40,68 8,38
Spojovaci ¢ast 4,47 0,49 9 2,41
Bicik 6,82 0 28,03 4,69
Abnormalni vyvoj 2,58 0 5,39 1,26
Nezralé spermie 14,49 0,5 31,01 7,8
Patologické spermie celkem 39,68 24,5 60,5 7,85

Z tabulek vyplyva, ze primérné hodnoty zjisténych morfologickych vad u obou
barvicich metod jsou srovnatelné a mezi jednotlivymi vadami nebyly pozorovany

vyznamné rozdily pifi pouziti téchto barvicich metod. U metody barveni dle
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B. T. Farellyho bylo pozorovano 39,08 + 7,84 % patologickych spermii celkem
a u barvici metody Byghost' byla celkova hodnota patologickych spermii 39,68 + 7,85 %.

Nejvyssi rozdily mezi jednotlivymi vadami bylo pozorovany u nezralych spermii. Pii
barveni dle Farellyho se tato vada vyskytovala v 14,49 + 7,8 % a pii barveni metodou
Byghost’ byly nezralé spermie pozorovany v 12,27 + 7,55 %. Procentudlni rozdil mezi

témito hodnotami ¢inil 2,22 %.
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Graf 4 Porovnani vyskytu morfologickych vad dle typu barveni

V grafu €. 4 jsou znazornény rozdily mezi hodnotami jednotlivych morfologickych
vad spermii u pii pouziti typu barveni dle Farellyho a barveni metodou Byghost.

V tabulce 14 jsou uvedeny primérné hodnoty morfologickych vad dle typu barveni
a je zde uvedena statisticka prikaznost. Z této tabulky tedy vyplyva, ze rozdily zjisténych

morfologickych vad mezi témito typy barveni nejsou statisticky prikazné (P > 0,05).
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Tabulka 14 Porovnani vyskytu morfologickych vad dle typu barveni

Barveni Farelly Barveni Byghost’ p-hodnota
Akrozom 0,42 +£ 0,29 0,48 + 0,46 0,69
Hlavicka 11,3 +3,59 11,11 £4,38 0,84
Spojovaci ¢ast 5,45 +£1,63 447 +1,14 0,09
Bicik 7,33 £3,15 6,82 +3,3 0,58
Abnormalni vyvoj 1,98 £ 0,97 2,58 £2,06 0,16
Nezralé spermie 12,27 £ 6,42 14,49 £ 6,16 0,59
Patologické spermie 39,08 +£4,49 39,68 £4,51 0,72

celkem

Porovnani dvou barvicich metod také provedla ve svém pokusu i Banaszewska a kol.
(2015). V této studii Slo o srovnani barveni spermii pomoci dusi¢nanu stfibrného
a barveni komplexem eosinu a gencianové violeti. Bylo zde zjiSténo, Ze zptsob barveni
a pouzita chemicka ¢inidla méla podstatny vliv na rozméry a tvar hiebCich spermii.
V zavéru je zde upozornéno, ze by méla byt navrzena a sjednocena technika barveni
spermii pro morfologickou analyzu, coz by umoznilo srovnavani vysledkii mezi
laboratoremi a zvySila by se hodnota morfologické analyzy spermii v pfedvidani
a vyhodnocovani plodnosti.

Soucasti statistické analyzy zjisténych dat byl odhad korelacnich vztahti mezi
jednotlivych kvalitativnimi a kvantitativnimi ukazateli ejakulatu dle typu barvici metody
a korelace jednotlivych morfologickych vad mezi sebou také dle typu barveni.

V tabulkdch 15 a 16 jsou uvedeny zjisténé korela¢ni vztahy mezi aktivitou,
koncentraci a objemem a mezi jednotlivymi morfologickymi vadami pro jednotliva

barveni.
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Tabulka 15 Odhad korela¢nich vztahi mezi proménnymi 1 - Byghost’

Proménna  Koncentrace Objem Akrozom Hlavicka Spojovaci  Bi¢ik [%] Nezralé Abnormalni  Patologické spermie
/10°v ml [miI] [9%6] [%%0] cast [%] spermie [%] vyvoj [%] celkem [%0]
Aktivita [%0] 0,23 -0,39* -0,03 0,18 0,06 -0,26 -0,11 0,1 -0,05
p =0,124 p = 0,006 p =0,842 p=0,235 p=0,670 p=0,082 p = 0,444 p=0,516 p =0,756
Koncentrace -0,41* 0,003 -0,2 -0,13 0,03 0,21 -0,09 -0,04
/10° v ml p = 0,004 p=0,979 p=0,186 p=0,367 p=0,847 p = 0,165 p = 0,552 p=0,776
Objem [%] -0,3 -0,23 -0,16 0,09 0,18 -0,22 -0,13
p = 0,037 p=0,116 p=0,282 p=0,545 p =0,228 p =0,146 p=0,379
Cervené hodnoty: statisticky dokdzand pritkaznost p <0,05; hodnoty s * znaci p < 0,01
Tabulka 16 Odhad korela¢nich vztahtt mezi proménnymi 1 - Farelly
Proménna  Koncentrace Objem Akrozom Hlavicka Spojovaci  Bicik [%] Nezralé Abnormalni  Patologické spermie
/10°v ml [ml] [%%0] [%%6] cast [%] spermie [%0] vyvoj [%] celkem [%0]
Aktivita [%0] 0,23 -0,39* 0,23 0,18 0,13 -0,37* -0,17 0,31 -0,09
p=0,124 p = 0,006 p=0,115 p =0,215 p = 0,367 p=0,01 p =0,254 p =0,033 p = 0,555
Koncentrace -0,41* 0,12 -0,24 -0,16 -0,01 0,23 0,05 -0,06
/10°v ml p = 0,004 p=0412 p =0,107 p=0,283 p=0,944 p=0,125 p=0,722 p=0,676
Objem [%0] -0,33 -0,15 -0,31 0,15 0,16 -0,24 -0,08
p =0,023 p=0,317 p=0033 p=0,301 p=0,285 p =0,099 p =0,599

Cervené hodnoty: statisticky dokdzand pritkaznost p <0,05; hodnoty s * znaci p < 0,01



Z tabulky 15 i 16 vyplyvé, Zze zde existuje negativni korelace mezi ziskanym
objemem ejakulatu a aktivitou spermii (r = -0,39, P < 0,01) a mezi objemem ejakulatu
a koncentraci spermii v ejakulatu (r = -0,41, P < 0,01). Déle byla potvrzena negativni
korelace mezi objemem ejakulatu a vadami akrozomu, jak u barveni metodou B. T.
Farellyho (r =-0,33, P <0,05), tak u barveni metodou Byghost’ (r =-0,30, P < 0,05). Dalsi
korelacni vztahy byly zjistény pouze u metody Farellyho.

Jednim ze statisticky potvrzenych vlivii byla negativni korelace mezi objemem
ejakulatu a vyskytem vad spojovaciho oddilu (r = -0,31, P < 0,05). Piedpokladany
negativni vliv vyssiho vyskytu vad bi¢iku na aktivitu spermii (r = -0,37, P < 0,01) u této
metody barveni byl také potvrzen. Tuto negativni korelaci potvrdil ve své studii i Love
(2011), kde uvadi statisticky prikazny vliv ohnutych bicikia (r = -0,44, P < 0,05) a plné
svinutych bic¢ikt (r =-0,42, P < 0,05) na celkovou aktivitu spermii. Také Hellander a kol.
(1991) zkoumal ejakulat teplokrevného hiebce, u kterého byla prokazana nizka plodnost.
V ejakulatu pozoroval velmi vysoké procento vad bicika (az 85 %) a témér nulovou
aktivitu. Prokéazal tak negativni vliv vad biciki na aktivitu, ¢imz tak potvrzuje vyse
zjistény korelacni vztah.

Dale byla ptekvapiveé objevena pozitivni korelace mezi aktivitou spermii a vyskytem
abnormalné¢ vyvinutych spermii (r =0,31). Je mozné, ze timto zplsobem dochazi
ke kompenzaci této vady.

Aurich a kol. (2003) ve své studii provedené na norickych hiebcich zjistili pozitivni
korelaci mezi aktivitou spermii a procentem vyskytu normospermii u hiebcti do Sesti let
(r=0,43, P<0,01) a u hiebcti mezi sedmi a deviti lety (r = 0,64, P < 0,01). U nas byl
vsak tento vztah statisticky neprukazny.

V tabulce 17 a 18 jsou zndzornény korela¢ni vztahy mezi vyskytem jednotlivych

morfologickych vad.
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Tabulka 17 Odhad korela¢nich vztahd mezi proménnymi 2 - Byghost’

Proménna Hlavicka Spojovaci Bicik Abnormalni Nezralé Patologické
cast VyVoj spermie spermie
celkem
Akrozom 0,09 0,2 -0,18 0,11 -0,03 0,14
p=0550 p=0,184 p=0,228 p=0,472 p=0,838 p=0,348
Hlavicka -0,25 -0,2 -0,02 -0,49* 0,39*
p =0,090 p=0,177 p = 0,905 p = 0,001 p = 0,006
Spojovaci 0,05 0,27 -0,12 0,02
cast p=0,723 p = 0,067 p =0,426 p = 0,909
Bicik -0,09 -0,13 0,24
p =0,532 p=0,384 p=0,108
Abnormalni 0,1 0,38*
spermie p = 0,486 p = 0,009
Nezralé 0,28
spermie p = 0,054
Cervené hodnoty: statisticky dokdzand privkaznost p < 0,05; hodnoty s * znaci p < 0,01
Tabulka 18 Odhad korela¢nich vztahi mezi proménnymi 2 - Farelly
Proménna  Hlavicka Spojovaci Bicik Abnormalni Nezralé Patologické
cast VyVoj spermie spermie
celkem
Akrozom 0,09 0,1 -0,24 0,18 0,17 0,24
p=0529 p=0,519 p=0,110 p =0,238 p = 0245 p =0,104
Hlavicka 0,2 -0,46* 0,04 -0,43* 0,36
p=0,185 p = 0,001 p=0,771 p = 0,003 p=0,012
Spojovaci 0,1 0,12 -0,44* 0,24
Cast p = 0,522 p =0,410 p = 0,002 p=0,101
Bicik -0,14 0,05 0,19
p=0,335 p=0,716 p =0,203
Abnormalni -0,003 0,43*
spermie p = 0,984 p =0,003
Nezralé 0,17
spermie p = 0,252

Cervené hodnoty: statisticky dokdazana privkaznost p < 0,05; hodnoty s * znaci p < 0,01
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Z tabulky 17, kde jsou uvedeny korelace u barveni metodou Byghost, je patrna
negativni korelace mezi vyskytem morfologicky vadnych hlavicek a vyskytem nezralych
spermii (r= -0,49, P < 0,01). Dale byla zjiSténa pozitivni korelace mezi vyskytem
vadnych hlavi¢ek a celkovym poctem patologickych spermii (r = 0,39, P < 0,01).
Pozitivni vliv byl zjistén také pii vyskytu nezralych spermii na celkovy pocet
patologickych spermii (r = 0,38, P <0,01).

Z tabulky 18, kde jsou zndzornény korelace u barveni dle B. T. Farellyho, vyplyva
negativni korelace mezi vyskytem vadnych hlavi¢ek a vyskytem morfologickych vad
bi¢ika (r = -0,46, P < 0,01) a také byla zjisténa negativni korelace mezi vadnymi
hlavickami a vyskytem nezralych spermii v ejakulatu (r = -0,43, P < 0,01). Také u tohoto
typu barveni vyskyt vadnych hlavicek pozitivné koreloval s celkovym poctem
patologickych spermii (r = 0,36, P < 0,05). Mezi vadami spojovaci Casti a vyskytem
nezralych spermii byl prokdzan negativni vztah (r = -0,44, P < 0,01). Byla zde také
potvrzena pozitivni korelace mezi vyskytem nezralych spermii a celkovym poctem
patologickych spermii (r = 0,43, P <0,01).

Z obou typu barveni vyplyva negativni vliv vyskytu morfologicky vadnych hlavicek
na patologické spermie celkem. Jasko a kol. (1990) potvrzuje negativni vliv
patologickych hlavic¢ek na celkovou plodnost hiebce. Dale uvadi negativni korelaci mezi
poctem nezralych spermii v ejakulatu a plodnosti hiebceti. Také Pesch a kol. (2006) ve své
studii potvrzuje tento negativni vliv nezralych spermii, ktery byl hodnocen podle
zabtezavani klisen.

Celkove bylo u barveni dle B. T. Farellyho odhaleno vice korela¢nich vztahli nez
U barveni metodou Byghost’. Dle tohoto zjisténi lze fici, Ze je Farellyho metoda barveni

vhodnéjsi pro hodnoceni morfologickych vad spermii a hodnoceni plodnosti u hiebct.
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6 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit kvalitativni a kvantitativni ukazatele ejakulatu
plemennych hiebcti v majetku Zemského hieb¢ince Tlumacov s. p. Nejveétsi podil prace
zahrnovala morfologicka analyza spermii a porovnani rozdilnych barvicich metod pfi
vyskytu morfologickych vad. Dalsi soucasti vyzkumu bylo uréeni vzajemnych korelaci
mezi kvalitativnimi a kvantitativnimi znaky ejakulatu. Zejména byly sledovany korela¢ni
vztahy mezi vyskytem jednotlivych morfologickych vad a aktivitou, koncentraci spermii
nebo objemem ejakulatu. Vzijemné korelace byly také sledovany u jednotlivych
morfologickych vad mezi sebou.

Pii hodnoceni jednotlivych ukazateli ejakuldtu u plemennych hiebci b&hem
pripoustéci sezony byly zjistény tyto hodnoty:

e Ziskany objem ejakulatu od vSech hiebci b&hem vSech odbérti se
pohyboval v rozmezi od 3 ml do 200 ml. Primérna hodnota objemu za
celé sledované obdobi byla 60,9 ml.

e Aktivita spermii od vSech hiebci béhem vSech odbérii byla pozorovana
v rozmezi od 50 % do 90 %. Primérna aktivita byla 71,4 %. Po celou dobu
sledovani bylo posouzeni aktivity provadéno jednim vySetiujicim.

e Ejakulaty od hiebctl vykazovaly koncentrace v rozmezi od 127,5 x 10%/ml
do 777,5 x 10%/ml. Primérna hodnota koncentrace byla 376,5 x 10%/ml.

e Vyskyt morfologicky zdravych spermii se pii barveni metodou Byghost
pohyboval v rozmezi od 39,5 % do 74,5 %. Pramérné se vyskytovalo
60,5 % normospermii.

e Vyskyt morfologicky zdravych spermii se pii barveni metodou dle
B. T. Farellyho pohyboval v rozmezi od 46,5 % do 85 %. Pramérné se
vyskytovalo 61,1 % normospermii.

Po vyhodnoceni jednotlivych vzorkii ejakulati odebiranych béhem piipoustéci
sezony 2015 a dle zjisténych vysledkti morfologické analyzy 1ze posoudit, ktefi plemenni
hiebci méli nejlepsi ejakulaty. Mezi hiebee, ktefi odevzdavali nejkvalitnéjsi ejakulaty,
patfili: Dahoman s celkovym poctem normospermii 68,9 % (barveni dle Farellyho)
a 65,2 % (barveni Byghost’), Ryho s celkovym poctem normospermii 67,7 % (barveni
Byghost’) a 66,75 % (barveni dle Farellyho) a Lord Weingard s celkovym poctem
normospermii 65 % (barveni dle Farellyho) a 61,9 % (barveni Byghost). Naopak hiebci
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s nejméné kvalitnim ejakulatem — Pietrosu Nelson s po¢tem normospermii 51 % (barveni
Byghost) a 52,5 % (barveni dle Farellyho) a Canturino s celkovym po¢tem normospermii
56,9 % (barveni dle Farellyho) a 57,4 % (barveni Byghost) — by méli byt podrobeni
dalsimu vySetfeni a jejich ejakulat by mél byt posouzen pomoci specidlnich testt pro
presnéjsi vyhodnoceni mozné reprodukeni poruchy.

Mezi hiebei a také mezi jednotlivymi odbéry byla pozorovana urcitd mira variability.
Tato variabilita byla dana plemennou pfislusnosti — hiebec piislusici k pony plemeni
daval v priméru nejniz§i objem ejakulatu, naopak chladnokrevni hiebci odevzdavali
nejvyssi objemy. V ramci teplokrevnych hiebct byl ziskdvany objem také variabilni, coz
je dano individualitou kazdého hiebce. Dals§i vykyvy mezi kvalitou ejakulatu byly
zpusobeny plisobenim mnoha vnéjSich i vnitfnich vlivli, které také ptisobi na kazdého
hiebce jinak. U vSech hiebcii také hral vyznamnou roli vliv véku, ¢etnosti odbért a jejich
sportovniho zatizeni. Hiebci Slechténi na sportovni vykonnost pak maji pfirozené
snizenou reprodukénich schopnost, coz je dano negativnim vztahem produkénich
a reproduk¢nich vlastnosti.

Statistickou analyzou byly zaznamenany nékteré korela¢ni vztahy mezi proménnymi.
Pozitivni korelace byla zjiSténa mezi procentem celkového vyskytu patologickych
spermii a vadami hlavi¢ek a taktéz mezi vyskytem vyvojovych abnormalit spermii.
Pozorované negativni korelace byly mezi aktivitou a vyskytem vadnych biciki a dale
mezi aktivitou a objemem ziskaného ejakulatu. Objem ejakulatu také negativné koreloval
s koncentraci spermii.

Pti porovnani metod barveni preparatii byly pozorovany minimalni rozdily. Zjisténé
rozdily ve vyskytu morfologickych vad nebyly statisticky prukazné. Avsak metoda
barveni dle Farellyho ukdzala vice korelacnich vztahii mezi vyskytem jednotlivych
morfologickych vad.

Pro doplnéni hodnoceni plodnosti hiebcli by mélo byt také zafazeno hodnoceni
zabiezavani klisen po inseminaci ejakuldtem konkrétnich hiebcii. Hodnoceni kvality
ejakulatu je jednim ze zékladnich kritérii pfi vybéru hiebcil, ktefi budou zatazeni do
plemenitby. Pfed zafazenim do plemenitby nebo pied pfichodem hiebce na inseminacni
stanici je provedena kontrola ejakulatu pomoci zakladnich i specidlnich laboratornich
metod. Ejakulat je dale preventivné kontrolovan i béhem piipoustéci sezony, aby mohly
byt zjistény piipadné vady spermii. Nékteré z téchto metod jsou provadény v predlozené

diplomov¢é praci.
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12 PRILOHY

Priloha 1 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Byghost’

Quentino
Akrozom [%0]
Hlavic¢ka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
kréek
ostatni vady hlavic¢ky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvoj [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Quentino
Akrozom [%0]
Hlavic¢ka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
kréek
ostatni vady hlavicky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvej [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

1. odbér

1,48
34,42
22,13

8,36

3,93

3,44
10,33

0,49

9,84

1,48

9,35

60,5

1. odbér

1,46
17,98
10,2
4,86
2,92
7,77
4,37
0
4,37
3,89
16,03
51,5
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2. odbér

0,5
10
0
5
5
3
13
1,5
11,5
1,5
9,5
37,5

. odbér

0,48
8,23
1,94
2,42
3,87
4,84
9,68
0
9,68
1,45
5,81
30,5

3. odbér

3,37
6,27
2,41
1,93
1,93
7,23
53
0
53
1,45
15,9
39,5

3. odbér

1,54
14,73
5,39
4,43
4,91
7,32
3,47
0
3,47
1,06
9,72
38

. odbér

12

2,5
)

9,5

4,5
2,5
115
40,5

. odbér

0,99
17,9
1,98
1,98
13,94
6,43
5,53
0,49
5,04
4,05
8,01
43



Priloha 2 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Byghost’

Oskar 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
Akrozom [%0] 0,98 0 0 0
Hlavicka [%] 22,56 6,63 8 10,5
z toho dekapacitace hlavic¢ek 6,87 0 1 8,5
krcek 11,28 1,7 2 0
ostatni vady hlavicky 4,41 4,93 5 2
Spojovaci ¢ast [%] 4,41 1,97 15 6,5
Bicik [%] 5,39 2,95 7,5 2,5
z toho dag efekt 0 0,49 0 1
ostatni vady biciku 5,39 2,46 7.5 15
Abnormalni vyvoj [%] 1,96 1,97 1 4
Nezralé spermie [%] 15,7 20,2 18,5 16
Patologické spermie celkem [%] 51 34 36,5 39,5

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad — Farelly

Oskar 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
Akrozom [%0] 0,48 0 0 0
Hlavicka [%] 4,37 7,5 6 19,27
z toho dekapacitace hlavicek 0,48 0 0 16,8
kréek 0,99 1 1 0
ostatni vady hlavi¢ky 2,9 6,5 5 2,47
Spojovaci ¢ast [%0] 3,36 1,5 2,5 2,96
Bicik [%] 14,39 7,5 8 3,95
z toho dag efekt 3,36 0 1 0
ostatni vady bi¢iku 11,03 7,5 7 3,95
Abnormalni vyvej [%] 1,92 2,5 1 3,46
Nezralé spermie [%] 22,05 14,5 20 12,35
Patologické spermie celkem [%] 46,5 33,5 37,5 42
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Piiloha 3 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Byghost’

Canturino 1. odbér 2. odbér 3. odbér
Akrozom [%0] 0,49 0 0,5
Hlavicka [%] 4,41 6,42 7
z toho dekapacitace hlavicek 0,49 0,49 0,5
krcek 1,47 0,49 1
ostatni vady hlavicky 2,45 5,44 9,5
Spojovaci ¢ast [%] 5,38 1,98 4,5
Bicik [%] 5,39 2,97 9
z toho dag efekt 1,47 0,99 0,5
ostatni vady biciku 3,92 1,98 8,5
Abnormalni vyvoj [%] 1,47 1,98 15
Nezralé spermie [%] 29,37 29,17 16,5
Patologické spermie celkem [%] 46,5 42,5 39

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Canturino 1. odbér 2. odbér 3. odbér
Akrozom [%0] 0,98 1 0,98
Hlavicka [%] 8,79 4 2,94
z toho dekapacitace hlavicek 0,49 0 0,49
kréek 4,88 0 0,49
ostatni vady hlavi¢ky 3,42 4 1,96
Spojovaci ¢ast [%] 5,86 3 3,91
Bicik [%] 1,47 10 5,87
z toho dag efekt 0,49 0 0,49
ostatni vady bi¢iku 0,98 10 5,38
Abnormalni vyvej [%] 0,98 2 0,49
Nezralé spermie [%] 23,93 25,5 31,31
Patologické spermie celkem [%] 42 45,5 455
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4. odbér
0
4,4
0
1,47
2,93
5,37
2,45
0,98
1,47
1,95
28,34
42,5

4. odbér
0
5,17
0
0,94
4,23
6,11
4,23
0
4,23
2,35
21,63
39,5



Priloha 4 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Byghost’

Lord Weingard 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
Akrozom [%0] 0 0 0,49 0,49
Hlavicka [%] 40,68 10 8,36 6,41
z toho dekapacitace hlavic¢ek 29,2 1 0,98 0,49
kréek 9,99 3,5 5,41 2,96
ostatni vady hlavicky 1,49 55 1,97 2,96
Spojovaci ¢ast [%] 1,49 3 7,87 8,89
Bicik [%] 0,99 7 9,34 4,44
z toho dag efekt 0 0,5 0 0,49
ostatni vady bi¢iku 0,99 6,5 9,34 3,95
Abnormalni vyvoj [%] 2,97 2 0,98 3,95
Nezralé spermie [%] 2,97 10,5 2,46 17,29
Patologické spermie celkem [%] 49 32,5 29,5 41,5

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Lord Weingard 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
Akrozom [%] 0,97 0 0,49 0,47
Hlavicka [%] 15,96 9,5 3,95 4,22
z toho dekapacitace hlavicek 58 2 0,99 0,94
kréek 10,16 7,5 2,96 3,28
ostatni vady hlavi¢ky 3,39 4 3,94 4,68
Spojovaci ¢ast [%] 6,29 4 8,87 8,43
Bicik [%] 6,77 7 5,42 5,15
z toho dag efekt 0 0,5 0 0,47
ostatni vady bi¢iku 6,77 6,5 5,42 4,68
Abnormalni vyvej [%] 2,9 15 1,97 2,81
Nezralé spermie [%] 8,22 6,5 8,87 3,75
Patologické spermie celkem [%] 44,5 32,5 33,5 29,5
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Priloha 5 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Byghost’

Catalin 1. odbér 2. odbér 3. odbér
Akrozom [%0] 1,5 1 0
Hlavicka [ %] 8,5 135 4,5
z toho dekapacitace hlavicek 3 2,5 1
krcek 0 6 0,5
ostatni vady hlavicky 9,5 ) 3
Spojovaci ¢ast [%] 7 3 2
Bicik [%] 15 4,5 4
z toho dag efekt 0,5 0,5 1
ostatni vady bic¢iku 1 4 3
Abnormalni vyvoj [%] 24 4 3,5
Nezralé spermie [%] 16,5 55 29,5
Patologické spermie celkem [%] 37 31,5 43,5

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Catalin 1. odbér 2. odbér 3. odbér
Akrozom [%] 0,46 0,5 0,49
Hlavicka [%] 23,02 6,5 5,36
z toho dekapacitace hlavicek 9,21 0,5 0,49
kréek 5,06 2 0
ostatni vady hlavi¢ky 8,75 4 4,87
Spojovaci ¢ast [%] 7,83 4,5 0,97
Bicik [%] 3,22 9 7,31
z toho dag efekt 0,92 2,5 1,46
ostatni vady bi¢iku 2,3 6,5 5,85
Abnormalni vyvej [%] 5,06 3 4,39
Nezralé spermie [%] 6,91 6 19,98
Patologické spermie celkem [%] 46,5 29,5 38,5

87

4. odbér

0
3
0,5
0,5
2
9
5
15
3,5
4
15,5
36,5

. odbér

9,35
0,98
1,97
6,4
5,42
3,94
1,48
2,46
4,43
9,36
325



Priloha 6 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Byghost’

Catango HT 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
Akrozom [%0] 2 0 0 0
Hlavicka [%] 14,5 4,34 8,24 6,19
z toho dekapacitace hlavic¢ek 4 0 0,48 2,45
kréek 55 1,93 4,85 1,96
ostatni vady hlavicky ) 2,41 2,91 1,78
Spojovaci ¢ast [%] ) 53 5,82 4,9
Bicik [%] 5,5 9,64 4,36 10,78
z toho dag efekt 2 1,45 0,97 1,96
ostatni vady bic¢iku 3,5 8,19 3,39 8,82
Abnormalni vyvoj [%] 2 1,45 1,94 5,39
Nezralé spermie [%] 17,5 19,28 11,15 13,73
Patologické spermie celkem [%] 46,5 40 31,5 50

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Catango HT 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
Akrozom [%0] 0,5 0 0,48 0
Hlavicka [%] 23,5 6,41 6,2 13,72
z toho dekapacitace hlavicek 12 0,49 191 4,41
kréek 10 1,48 1,43 1,96
ostatni vady hlavi¢ky 15 4,44 2,86 7,35
Spojovaci ¢ast [%] 4 8,38 5,25 13,22
Bicik [%] 4,5 14,78 7,63 14,2
z toho dag efekt 2,5 2,46 0,95 1,96
ostatni vady bi¢iku 2 12,32 6,68 12,24
Abnormalni vyvej [%] 2,5 0,99 2,39 1,96
Nezralé spermie [%] 14,5 4,44 9,55 49
Patologické spermie celkem [%] 49,5 35 31,5 48

88



Priloha 7 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Byghost’

Olly 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
Akrozom [%0] 3,81 0,49 0,48 1
Hlavicka [%] 11,91 7,34 8,57 11
z toho dekapacitace hlavicek 0,48 0,98 0,48 0,5
kréek 0,95 0,98 1,9 2
ostatni vady hlavicky 10,48 5,38 6,19 8,5
Spojovaci ¢ast [%] 3,34 2,44 4,29 7,5
Bicik [%] 1,91 6,35 3,82 6,5
z toho dag efekt 1,43 1,46 0,48 2
ostatni vady biciku 0,48 4,89 3,34 4,5
Abnormalni vyvoj [%] 4,29 0,98 4,29 2,5
Nezralé spermie [%] 14,76 25,41 18,57 10,5
Patologické spermie celkem [%] 40 43 40 39

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Olly 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
Akrozom [%] 0,95 0 0,98 0,49
Hlavicka [%] 9,54 5,88 8,79 17,29
z toho dekapacitace hlavicek 0,95 0,98 0,49 1,48
kréek 1,43 0 0,98 1,48
ostatni vady hlavi¢ky 7,16 4,9 7,32 14,33
Spojovaci ¢ast [%] 4,77 0,49 5,86 11,37
Bicik [%] 3,34 8,79 1,95 6,42
z toho dag efekt 2,39 0,49 0 0,49
ostatni vady bi¢iku 0,95 8,3 1,95 5,93
Abnormalni vyvoej [%] 4,3 1,46 2,93 2,97
Nezralé spermie [%] 19,09 24,4 20,99 3,95
Patologické spermie celkem [%] 42 41 41,5 42,5
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Priloha 8 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Byghost’

Pietrosu Nelson
Akrozom [%0]
Hlavic¢ka [%]
z toho dekapacitace hlavi¢ek
krcek
ostatni vady hlavicky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvoj [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

1. odbér

2. odbér
0
2,9
1,45
0,97
0,48
1,45
8,24
0,97
7,27
3,39
31,01
47

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Pietrosu Nelson
Akrozom [%0]
Hlavicka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
kréek
ostatni vady hlavi¢ky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvej [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

1. odbér

90

2. odbér

0
2,5
1
0,5
1
1,5
18,5
0,5
18
1,5
20,5
44,5

3. odbér
0,99
6,91
0,49
6,42

0
7,41
9,87
0,49
9,38
0,99
13,83

40

3. odbér

0
3,95
1,48
1,98
0,49

10,38
7,91
0,49
7,42
1,48

20,77
44,5

4. odbér
0
6,39
0
4,43
1,96
4,43
28,03
0
28,03
2,95
18,2
60

4. odbér
0,49
10,8

0
5,89
4,91
6,38
19,14

0
19,14
1,96
14,72
53,5



Priloha 9 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Byghost’

Armin Q
Akrozom [%0]
Hlavic¢ka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
krcek
ostatni vady hlavicky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvoj [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

1. odbér 2. odbér

0,99 0
15,32 9
7,41 3
5,93 3,5
1,98 2,5
7,41 3
4,94 7
0 1
4,94 6
1,98 0,5
9,38 16
40 35,5

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Armin Q
Akrozom [%0]
Hlavicka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
kréek
ostatni vady hlavi¢ky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady bi¢iku
Abnormalni vyvoj [%]
Nezralé spermie [%6]

Patologické spermie celkem [%]

1. odbér 2. odbér

0,49 0
27,92 6
20,08 0
6,37 2
1,47 4
4,41 3
3,92 7
0 05
3,92 6.5
0,98 2,5
10,29 15,5
48 34
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3. odbér
0,47
5,68
0,47
2,37
2,84
7,11
6,17
1,9
4,27
0,95
7,11
27,5

3. odbér
0,49
12,32
6,41
3,94
1,97
5,92
7,4
0,99
6,41
0
9,37
355

4. odbér
0,5
11

4,5
6,5

6,5

9,5

15
43

4. odbér
0,48
12,42
1,43
3,82
7,17
8,12
11,46
1,43
10,03
1,91
8,6
43



Priloha 10 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - ByghoS$t’

Dahoman
Akrozom [%0]
Hlavic¢ka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
krcek
ostatni vady hlavicky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvoj [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

1. odbér
0,49
40,05
27,19
11,87
0,99
0,49
0
0
0
0,49
2,47
44

2. odbér
0
10
0
2
8
1
13,5

13,5
0,5
0,5

255

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Dahoman
Akrozom [%0]
Hlavi¢ka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
kréek
ostatni vady hlavi¢ky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvej [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

1. odbér

0,49
15,038
5,82
2,42
6,79
9,7
2,91
0,97
1,94
1,94
1,94
32
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2. odbér

0,5
55
0
0
55
3,5
4
0
4
0,5
1
15

3. odbér
0
12,28
0,98
2,95
8,35
4,42
5,89
1,47
4,42
1,96
2,45
27

3. odbér

0,49
27,73
15,08
5,84
6,81
5,35
0,98
0,49
0,49
0,97
0,49

36

4. odbér
0
16,5
2,5
2,5
115
7,5
14
1,5
12,5
3,5
1
42,5

4. odbér
0,47
10,85
1,89
1,89
7,07
11,79
15,56
0,94
14,62
1,89
0,94
41,5



Priloha 11 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - ByghoS$t’

Markon
Akrozom [%0]
Hlavic¢ka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
krcek
ostatni vady hlavicky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%0]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvoj [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Markon
Akrozom [%0]
Hlavicka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
kréek
ostatni vady hlavi¢ky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvej [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

1. odbér

0
23,28
14,36

743
1,49
4,95
4,46
0
4,46
1,98
15,35
50

1. odbér

0
33,19
213
11,89
0
6,44
2,97
0
2,97
0,49
8,91
52
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2. odbér

0
7,78
0,49
6,32
0,97
1,46
10,2

0
10,2

0

15,06
345

2. odbér

0,97
4,37
0,97
0,97
2,43
0,97
10,21
0
10,21
0,49
18,48
35,5

3. odbér

0
7,5
2,5
3,5
1,5

5

7
1,5
9,5

1
12

32,5

. odbér

0
5,14
1,4
2,34
1,4
4,2
9,33
1,4
7,93
1,4
7,93
28

4. odbér
0
7,4
2,47
2,96
1,97
3,95
14,3

14,3
0,99
9,86
36,5

4. odbér
0
9,05
0,94
2,89
5,22
6,15
14,52
0
14,52
0,47
9,31
39,5



Priloha 12 Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - ByghoS$t’

Ryho
Akrozom [%0]
Hlavic¢ka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
kréek
ostatni vady hlavicky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvoj [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%]

1. odbér 2. odbér 3. odbér 4.
0,49 0 0
8,86 13,72 8,5
1,48 3,92 0,5
59 8,33 6
1,48 1,47 2
2,95 2,45 1,5
2,95 3,43 4,5
1,97 0 0,5
0,98 3,43 4
3,44 1,47 0
11,81 3,43 18,5
30,5 24,5 33

Hodnoceni jednotlivych morfologickych vad - Farelly

Ryho
Akrozom [%0]
Hlavicka [%]
z toho dekapacitace hlavicek
kréek
ostatni vady hlavi¢ky
Spojovaci ¢ast [%]
Bicik [%]
z toho dag efekt
ostatni vady biciku
Abnormalni vyvej [%]
Nezralé spermie [%]

Patologické spermie celkem [%0]

1. odbér 2. odbér 3. odbér 4.
0,5 0 0
26 11,71 9,5

15,5 1,95 5
10 5,37 4
0,5 4,39 0,5

1 0,49 2,5
0,5 3,9 5
0 1,46 0

0,5 2,44 5
0,5 1,46 1

11,5 2,93 16,5
40 20,5 345

94

odbér
0
15
0,5
8,5
6
15
3
0
3
15
20,5
41,5

odbér

16,5

11

5,5

8,5

3,5

3,5

8,5
38



Priloha 13 Zjisténé hodnoty jednotlivych morfologickych vad u hiebci - Byghost’

Hiebec

Quentino
Oskar
Canturino
Lord Weingard
Catalin
Catango HT
Olly
Pietrosu Nelson
Armin Q
Dahoman
Markon
Ryho

Akrozom

1,34+ 1,49
0,25+0,49
0,26 0,29
0,25+0,28
0,63 £ 0,75
0,5+1
1,45+ 1,6
0,33 £0,57
0,49 £0.4
0,12 +0,25
0
0,12 +0,25

Hlavicka

15,67 £12,72
11,92 +£7,27
5,56 1,35

16,37 £ 16,28
7,38 £4,7
8,32 £4,42
9,71 £2,12
54+2,18
10,25 £4,03

19,71 £ 13,83
11,49 + 7,86
11,52 +£3,32

Spojovaci ¢ast

5,67 +£2,92
3,6 £2,32
431 +1,61
5,31 £3,62
525+33
5,26 £0,41
4,39+2,.21
4,43 +2,98
6,13 £2,09
3,35+3,27
3,84 £ 1,66
2,1£0,72

Bicik

8,53 £3,78
4,59 +£2,32
4,95 +2,99
5,44 +3,58
3,75+ 1,56
7,57 3,12
4,65+22

15,38 £10,99

6,15+0,88
8,35 +£6,69
8,99 £4,25
3,47+0,72

Abnormalni vyvoj

1,73 £ 0,51
2,23 +1,26
1,73 £ 0,28
2,48 £1,28
8,88 +£10,09
2,7+ 1,81
3,02+£1,6
2,44 +1,28
1,61 +1,12
1,61 +1,44
0,99 + 0,81
1,6 £1,41

Nezralé spermie

11,56 £3,05
17,6 £2,14
25,85+ 6,25
8,31 £7,03
16,75 £ 9,85
15,42 £ 3,67
17,31 £6,33
21,01 £8,93
11,87 £6,75
1,61 +£1,01
13,07 £ 2,62
13,56 +7,71

Patologické spermie

celkem

44,5 +£10,74
40,25 £7,51
42,63 £ 3,07
38,13 £8,86
37,13 £4,92

42 + 8,13
40,5+1,73
49 + 10,15
36,5+6,75
34,75 £9,85
38,38 £7,92
32,38 £7,05



Piiloha 14 Zjisténé hodnoty jednotlivych morfologickych vad u hiebci - Farelly

Hiebec

Quentino
Oskar
Canturino
Lord Weingard
Catalin
Catango HT
Olly
Pietrosu Nelson
Armin Q
Dahoman
Markon
Ryho

Akrozom

1,12 + 0,49
0,12 +0,24
0,74 + 0,49
0,48 + 0,4
0,36 + 0,24
0,25 + 0,28
0,61 + 0,46
0,16 £ 0,28
0,37 +0,24
0,49 £ 0,01
0,24 + 0,49
0,13 0,25

Hlaviéka

14,71 £ 4,58
9,29 +6,78
5,23 £2,55
8,41 £5,65
11,06 + 8,15
12,46 + 8,15
10,38 + 4,87
5,75 +4,43
14,67 £ 9,33
14,78 £9,48

12,94 + 13,66

15,93 £7,32

Spojovaci ¢ast

6,59 + 1,29
2,58 0,8
4,72 + 1,51
6,9 +2,24
4,68 +2,84
7,71 £4,11
5,62 + 4,48
6,0 + 4,45
5,36 £2,19
7,59 + 3,82
4,44 42,52
3,12 £ 3,69

Bicik

5,76 £2,74
8,46 £4,35
5,39 +£3,57
6,09 +0,94
5,87 £2,75
10,28 £ 5,03
5,13 £3,08
15,18+ 6,31
7,45 £3,1
5,86 = 6,59
9,26 +4,77
3,23 +1,92

Abnormalni vyvoj

2,61 £1,58
2,22 +1,03
1,46 0,87
2,3+0,68
4,22 +0,87
1,96 + 0,69
2,92 +1,16
1,65+0,27
1,35+1,1
1,33 £0,71
0,71 £ 0,46
0,99 + 0,39

Nezralé spermie

9,89 +4,39
17,23 £4,55
25,59 +4,13
6,84 £2,29
10,56 + 6,44
8,35+4,71
17,11 £9,04
18,66 + 3,42
10,94 +£3,12
1,09 £ 0,61
11,16 4,92
9,86 + 5,68

Patologické spermie

celkem
40,75 + 8,82
39,88 £ 5,62
43,13 £2,93
35+6,56
36,75 £7,5
41 +£9,08
41,75 £0,65
475+5,2
40,13 £ 6,56
31,13 +£11,43
38,75 £10,04
33,25 +£8,8



Priloha 15 Zjisténé primérné hodnoty za vSechny odbéry od jednotlivych hirebci

Hiebec

Quentino
Oskar
Canturino
Lord Weingard
Catalin
Catango HT
Olly
Pietrosu Nelson
Armin Q
Dahoman
Markon
Ryho

T - teplokrevny, CH - chladnokrevny,

T/CH

- 4 A4 4 4 4 4 -+

0 0O
T 7 I

CH

Cetnost odbéri Objem [ml]
béhem sezény
kel 27,5+16,58
* 106,25 £ 18,87
* 72,5 +33,04
kel 42,5 +15,55
* 85+9,13
* 33,75+12,5
* 16,25+7,5
*x 46,6 + 11,55
e 35+10,8
** 27 +£26,57
*x 172,5 £22,17
*x 62,5+11,90

Motilita [%0]

78,75 + 6,29
63,75+ 4,79
72,5 + 6,46
81,25 + 4,79
809,13
70 £ 4,08
62,5+5
70+ 5
68,75 + 8,54
72,545
57,5 + 6,46
78,75 + 6,29

Koncentrace
[10® / ml]

413,75 £ 139,37

186,85 £53,17
472,5+180,41
333,1 £ 164,75
390,5 £ 147,51
558,1 £171,48
503,1 +£158,63
420 + 73,99
339,3+171,92

316,25+ 113,95

238,1 £ 89,48

353,1 £101,68

Cetnost odberii: * méné casty, ** pravidelny, *** velmi casty

Patologické spermie celkem [%]

barveni Farelly

40,75+ 8,82

39,85 + 5,62
43,1 +2,93
35+6,56
36,75+7.,5
41 +9,08
41,75 £ 0,65
47,5 +5,19
40,1 + 6,56
31,1 + 11,43

38,75 + 10,04

33,25+8,8

barveni Byghost

44,5 + 10,74
40,25 + 7,51
42,6 +3,07
38,1 + 8,86
37,1 £4,92
33 420,93
40,5 + 1,73
49 £10,15
36,5 + 6,75
34,8 49,72
38,3 +£7,92
32,3 +7,05



Ptiloha 16 Fotografie natéru - Byghost’

Morfologické vady pti barveni metodou Byghost. Deformace hlavicky (a),
pseudokapka (b), knoflikovy defekt akrozomu (C).

Priloha 17 Fotografie natéru - Byghost’

Morfologické vady pii barveni metodou Byghost'. Dekapitovana hlavicka (a), kratery

Vv jadie zplisobené velkymi vakuolami (b), ztlusténi spojovaci €asti (c).
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Ptiloha 18 Fotografie natéru - Byghost’

Morfologické vady pfi barveni metodou Byghost. Spermie se dvéma hlavickami

(a), nezrala spermie (b).

Ptiloha 19 Fotografie natéru - Byghost’

Morfologické vady pti barveni metodou Byghost. Abnormalni vyvoj spermie (a),

Dag defekt (b).
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Ptiloha 20 Fotografie natéru - Byghost’

Morfologickd vada pti barveni metodou Byghost'. Pahylovy defekt.

Piiloha 21 Fotografie natéru - Farelly

Morfologicka vada pfi barveni metodou dle Farellyho. Zlomeni bi¢iku v krcku.
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