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Souhrn

Cilem této prace je literarni shrnuti poznatki o ejakuldtu malych
prezvykavci — berant a kozla.

Sperma neboli ejakuldt je produkt samci pohlavni soustavy, slozeny ze spermii
a semenné plazmy. Spermie vznikaji béhem spermatogeneze, ke které dochazi ve varlatech.
Nasledné jsou ulozeny v nadvarlatech, kde dozravaji. Nejcastejsi metodou jeho ziskavani je
odbér do umélé vaginy nebo pomoci elektroejakulace, méné ¢astym zpisobem odbéru je jeho
ziskavani post-mortem.

Makroskopicky u odebraného ejakulatu hodnotime objem, barvu a cizi pfimési.
Mikroskopicky lze hodnotit koncentraci, pH, motilitu a morfologii. Mezi biologické zkousky
fadime tepelné testy prezitelnosti, zkousku rezistence, zkousku odolnosti vic¢i chladovému
Soku a stanoveni zivych a mrtvych spermii pomoci jejich barveni. Ejakulat Ize také vySetfit
pomoci specializovanych metod, jako je pocitacova analyza (CASA), hypoosmoticky test
(HOS), nebo pritokova cytometrie. Na tyto metody je vhodné se v budoucnu zamérit a déle
je rozvijet, nebot’ maji potencial hodnotit vzorky velmi rychle a objektivné.

Kvalita ejakuldtu je ovlivnéna fadou vnitinich a vnéjSich faktor, mezi které fadime
frekvenci odbéru, ro¢ni obdobi, v€k a zdravi zvifete, jeho télesnou kondici, dédi¢nost,
velikost roht, varlat a Sourku.

Zpracovani ejakulatu spociva v jeho fedéni a vyrobé inseminacnich davek, které je
mozné kratkodobé skladovat v tekutém stavu, nebo zmrazit. Témito insemina¢nimi davkami

se nasledn¢ provadi inseminace.

Kli¢ova slova: ejakulat, beran, kozel, objem, aktivita, koncentrace, prezitelnost



Summary

The aim of this work is to collect knowledge about the ejaculate of small
ruminants - rams and goats.

Sperm, i.e. ejaculate is a product of the male genital system and is composed
of spermatozoa and seminal plasma. Spermatozoa are formed during spermatogenesis in the
testicles. Subsequently, they are stored in epididymis where they become mature. The most
common method of the collection of sperm is the collection with an artificial vagina
or electroejaculation, the post-mortem collection is used less frequently.

We inspect the volume, colour and the content of foreign impurities in the ejaculate
macroscopically. The concentration, pH, motility and morphology can be assessed
microscopically. Biological tests, such as the thermal test, resistance test, cold shock
resistance test and the determination of live and dead sperm by their staining are commonly
used. Ejaculate can also be inspected using specialized methods such as computer analysis
(CASA), hypososmotic test (HOS) or flow cytometry. These methods have the potential
to assess samples very quickly and objectively and should therefore be focused on and further
developed in the future.

The quality of the ejaculate is affected by various internal and external factors, e.g.
the frequency of collection, season, age and health of the animal, its body scale condition,
heritability, size of the horns, testicles and scrotum.

The ejaculate is extended and the insemination doses are produced. The doses can be
stored in a liquid state for a short time or frozen. Later on, the insemination is carried out

using these insemination doses.

Keywords: sperm, ram, buck, volume, motility, concentration, survivability
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1 Uvod

Reprodukéni ukazatelé jsou dilezitym atributem, ktery mé vliv na kvalit¢ nasledné
produkce. Ovce a kozy patii mezi nejstarSi a nejvyznamnéj$i druhy hospodaiskych zvitat.
Clovéku piinasi siroké vyuziti od produkce mléka a masa pies produkci viny aZ po zachovani
ptirozen¢ho razu krajiny diky jejich pastvé. Jednim z ptedpokladii pro dobrou reprodukci jsou
samci s kvalitnim ejakulatem, kteti jsou vyuziti v pfirozené plemenitbé, nebo od kterych je

odebiran ejakulat pro vyrobu inseminacnich davek.



2 Cil prace

Hodnoceni kvality ejakulatu slouzi pro uspokojivé zabiezavani ovci pii pfirozené
plemenitbé, stejné jako nasledné pro produkci inseminacnich davek. Cilem studie je soupis
aktualnich poznatkli kvalitativnich a kvantitativnich ukazatell ejakulatu berand a kozll.
Literarni pfehled bude zaméfen na popis metod analyz pro jednotlivé ukazatele. Soucasti
bakalarské prace bude také soupis vnitinich a vnéjSich faktorG ovliviujicich kvalitativni
a kvantitativni ukazatele ejakulatu. Na zakladé diplomové prace budou stanoveny metody pro

konzervaci a uchovani ejakulatu kozla a beranti.



3 Literarni prehled
3.1 Anatomie pohlavnich organii samcu

3.1.1 Varlata a Sourek

Varlata jsou dvé parové zlazy ulozené v Sourku. Jejich hlavnimi funkcemi je
produkovat sam¢i pohlavni buiikky — spermie a hormon testosteron. Tvarem piipominaji vejce
s mirnym zplosténim po strandch (Marvan a kol., 2011). V poméru k t€lu jsou oproti ostatnim
hospodaiskym zvifatim pomérné velka. Jejich hmotnost se u berand, ktefi jiz doséahli
pohlavni dospélosti, pohybuje okolo 150-300 g (Notter a kol., 1981; Tekpetey a Amann,
1988), u kozll okolo 190 g (Youngquist a Threfall, 2007).

Aby se spermie spravné tvorily, potiebuji teplotu o 3—4 °C niZsi, nez je teplota téla.
Z toho diivodu jsou ulozeny mimo bfisni dutinu v Sourku, kam u pfezvykavci sestupuji tésné
pied narozenim zvifete. Pokud by k sestoupeni jednoho nebo obou varlat nedoslo, doslo by
k jednostrannému, popiipadé oboustrannému kryptorchismu. V prvnim pifipad¢ je zvife stile
plodné, nicméné tato porucha je dédicnd a samci se k reprodukci nepouzivaji
(Marvan a kol., 2011). Pokud je zvife postizeno oboustrannym kryptorchismem, Ize jej
v chovu vyuzit jako prubite (Horak a kol., 2012).

Sourek je kozni vak lahvovitého tvaru ulozeny ve stydké krajing mezi stehny, uvnitf
kterého najdeme svisle ulozend varlata. Na jeho povrchu je kiize, husté porostla srsti (Jelinek

a Jelinek, 2002). U své baze je Sourek piezvykavcu zieteln¢ zaskrceny (Marvan a kol., 2011).
3.1.2 Vyvodné pohlavni cesty

Slouzi k uskladnéni a odvodu spermii. Skladaji se z pfimych kanalkd, varletni sité,
odvodnych kanalkti varlete, vyvodu nadvarlete, chamovodu a mocové trubice

(Marvan a kol., 2011).
3.1.3 Nadvarlata a chamovody

Z varlat spermie pokracuji do nadvarlat. Ta jsou sloZena ze tii Casti - hlavy, téla a
ocasu. V prvnich dvou Castech spermie dozravaji a v ocasu se uskladnuji. Hlava lezi na
dorzokaudalni hranici varlete a je tvorena siti 13—-20 tubuldi, sloZzenych z odvodnych kanalki
varlete, které navazuji na semenotvorné kandlky. Tubuly v hlavé nadvarlete se spojuji

a vytvaii télo nadvarlete.



Na opacném poélu varlete lezi ocas nadvarlete, ktery vznika rozsifenim téla. Nadvarle
ma strukturu spirdlové zakroucené trubice. Mulze dosahovat délky okolo 70 m
(Yungquist a Threlfall, 2007; Hafez a Hafez, 2000). Nadvarlata produkuji sekret mirné kyselé
povahy, ktery vyzZivuje spermie, blokuje jejich motilitu, ¢imz zabranuje plytvani jejich
energie. Dochazi zde také k resorpci latek, které vznikly rozpadem neejakulovanych spermii.

Na nadvarlata navazuji chamovody. Maji tvar trubice, ktera spojuje nadvarlata
s mocovou trubici. Sténa chamovodu je slozena ze sliznice, svaloviny a ser6zy. V panevnim
useku se u prezvykavcell rozsifuje a vytvari ampule chamovodu, ktera obsahuje rozvétvené

tubulézni zlazy, produkujici sekret hlenovité konzistence (Marvan a kol., 2011).
3.1.4 Piidatné pohlavni Zlazy

Produktem téchto zlaz jsou sekrety, které usti do mocCové trubice a maji za tkol
spermie fedit, vyZivovat a vytvafet pro n¢ vhodné prostiedi v mocové trubici a samicich
pohlavnich organech. Patfi mezi né¢ méchyikovitd, predstojné a bulbouretralni zlaza.

Méchytkovita zlaza je parova zldza protdhlého tvaru (Jelinek a Jelinek, 2002).
Vylucuje sekret, ktery vyznamné piispiva k objemu ejakulatu (Noakes a kol., 2001).
U vétSiny hospodarskych zvitat se predstojna zlaza sklada z t€la a roztrouSené ¢asti. U berana
a kozla ovSem télo chybi a najdeme u nich pouze jeji roztrousenou c¢ast. Jeji sekret ma
mlékovitou konzistenci a davéd spermatu zdpach charakteristicky pro dany druh.

Bulbouretrarni zlaza ma ovalny tvar (Marvan a kol., 2011).
3.1.5 Penis

Penis je organ, pomoci kterého se ejakuldt dostane do pohlavniho ustroji samice.
U beranti a kozli dosahuje délky v rozmezi 30-50 cm a je pomérné tenky. Na jeho konci se
nachazi zalud, ktery je Sir§i nez télo penisu a je oddélen zuzenym krckem. Pokud je
v klidovém stavu, vytvati piiblizné v poloviné své délky esovité ohbi, které se nachazi
kaudéln¢€ od baze Sourku.

U berant a kozlt v trovni kré¢ku Zaludu na povrch vystupuje mocova trubice, ktera
pokracuje vybézkem dlouhym piiblizn¢ 4 cm (Marvan a kol., 2011). Tento vybézek se muze
pfi ejakulaci pohybovat a diky tomu rozptylit semeno po celé oblasti délozniho

kr¢ku (Reece, 2009).



3.2 Spermatogeneze

Proces, pfi kterém se tvoifi nové spermie, se nazyva spermatogeneze. Uplatiiuji se pii
ni dva typy bunécného d€leni — mitdéza a meidza. Vznikaji v semenotvornych kandlcich
ze spermatogonii mitotickym dé€lenim. Ze spermatogonie vznikne jedna stejna burka, kterd
zustava uloZena na svém pivodnim misté, a druhd, kterd se nazyvéa spermatogonie typu A.
Spermatogonie A se dale mitoticky déli po n€kolik generaci, az z nich vznikaji spermatogonie
typu B, které se poslednim miotickym d€lenim pfeméni na primarni spermatocyty s poctem
chromozomt 2n. Ty se meioticky déli na spermatidy s haploidnim poctem chromozomu
(Reece, 2009). Spermatidy se v blizkosti lumen kanalku postupné z nepohyblivych bunék
pfeméiuji na potencialné pohyblivé, s jiz vytvofenym bicikem. Tento d& se nazyva
spermiogeneze. Dozralé spermatidy jsou béhem posledni faze spermiogeneze uvolnény
do lumen semenotvornych kanalki jako spermie. Tyto jeste¢ nepohyblivé spermie jsou pomoci
kontraktilnich elementd a tekutiny, jez je secernovana semenotvornymi kanalky,
transportovany do nadvarlat, kde nasledné ziskavaji schopnost se pohybovat (Noakes a kol.,

2001; Youngquist a Threfall, 2007).

3.3 Neurohumoralni rizeni

Mozkova kura vyhodnocuje podnéty z vnéj$itho a vnitiniho prostiedi. Po jejich
zpracovani vysle informace do hypotalamu, ktery svymi releasing hormony ovliviluje
adenohypofyzu v syntéze luteinizacniho hormonu (LH). LH stimuluje leydigovy buiiky ve
varlatech k sekreci testosteronu. Pokud je hladina testosteronu vysoka, inhibuje dalsi sekreci
LH. Nizk4 hladina testosteronu naopak vyvolava vétsi sekreci LH. Uplatituje se zde negativni
zpétnd vazba. Testosteron difunduje z intersticidlni tkané do semenotvornych kanalkd, kde
ovliviiuje spermatogenezi podporou meiotického procesu (Noakes a kol., 2001).

Dalsim gonadotropnim hormonem hypofyzy je folikulostimula¢ni hormon (FSH),
ktery je secernovan pfednim lalokem hypofyzy. FSH stimuluje produkei proteinu vazajiciho
androgeny (ABP) sertoliho bunkami. Tento protein je secernovan do lumen semenotvornych
kanalk a vaze zde testosteron a dalSi androgeny. Tim je stabilizovéana jejich koncentrace
a zajiSteno jejich piiméfené mnozstvi potiebné pro spermatogenezi. Sertoliho bunky také

secernuji inhibin, ktery inhibuje sekreci FSH (Reece, 2009).



3.4 Ejakulat

Ejakulat je tekutina skladajici se ze dvou cCasti — semenné plasmy a spermii.
Je vyluovan jednorazové na konci ejakulace (Gamcik a kol., 1992).

Semenna plasma je produktem ptidatnych pohlavnich Zlaz a v malém mnoZstvi také
varlat, nadvarlat, chAmovodii a mocov¢ trubice (Marvan a kol., 2011). Je dtlezita pro funkci
spermii, jejich preziti a transport (Hamahah a Gatti, 1998).

Spermie se skladaji z hlavicky a bi¢iku. Jsou dlouh¢ pfiblizné¢ 70 um (hlavicka 8 pm).
Hlavi¢ka ma zplostély ovalny tvar. V hlavicce je uloZeno jadro nesouci DNA. Predni ¢ast je
pokryta akrosomem. Je to struktura ¢epickovitého tvaru, obsahujici enzymy, které se podili
na oplozeni vajicka. Bi¢ik spermie zprostiedkovava jeji aktivni pohyb. Sklada se z krcku,

sttedniho, hlavniho a koncového oddilu (Hafez a Hafez, 2000).

3.5 Odbér ejakulatu

K odbéru ejakulatu se vyuziva ne¢kolik metod. Nejcasteji se pouziva odbér do umelé
vaginy. Mén¢ Castou metodou je odbér pomoci elektroejakulace (Gamcik a kol., 1992).

Je také mozné ejakulat odebirat ejakulat post-mortem (Kaabi a kol., 2003).
3.5.1 Odbér do umélé vaginy

Uméla vagina se skladd z pevného vnéjSiho plasté tvaru trubky (délka 200-210 mm,
pramér 50-55 mm) a vnitfni gumové vlozky (délka 320-360 mm, primér 30-35 mm)
(Gamcik a kol., 1992). Pied odbérem se mezera mezi plastém a vnitini vlozkou naplni vodou
o teplot¢ 40-55 °C, strana, kde dochazi k vniknuti penisu, se nalubrikuje vazelinou
a na opacny konec se ptipevni sklenény sbéra¢ (Hosek, 2016).

Odbér do umélé vaginy (AV) je uvadén jako nejspolehlivéjsi metoda a je doporucovan
(Malejane a kol., 2014). Pfi odbéru do AV dosahuji vzorky menSiho objemu a vétsi
koncentrace oproti elektroejakulaci (EE) (HoSek, 2016). Rozdily v parametrech ejakulatu
za pouziti AV a EE porovnaval Matthews a kol. (2003). Dle této studie 1ze pomoci AV

shromazdit kvalitnéj$i vzorky, dostacujicich parametri se ovsem dé dosahnout i pomoci EE.



Tabulka ¢. 1: Parametry ejakuldtu pri vyuZiti AV a EE

Um¢éla vagina Elektroejakulace
Objem [ml] 1,1 1,3
Progresivni pohyb 2,5 2,5
Koncentrace (*10°/ml) 1671,9 1115,8

Zdroj: Matthews a kol. (2003).

Aby bylo mozné vyuzivat odbéru do umélé vaginy, je nutné, aby se samec tuto

metodu odbéru nejprve naucil, po tydennim tréninku jiz ale berani nemaji s odbérem problém

3.5.2 Eltektroejakulace

Dalsi metodou je elektroejakulace. Vyuziva se k ni bipoldrni elektroda vsunutd
do kone¢niku (HosSek, 2016). Elektroda ma tvar tyCinky o délce 320400 mm
a prumeéru 0—5 mm.

Pred odbérem se konecnik vyplachne vlaznym roztokem NaCl o koncentraci 1-2 %.
To uleh¢i prechod elektrického proudu. Nésledné se sterilni gazou ocisti predkozkovy otvor
a pokud je znecistény, mize se pouzit fyziologicky roztok k jeho oplachnuti. Stimulace trva
okolo tfi minut, béhem kterych se do elektrody pousti elektricky proud v intervalech 2—5
sekund o napéti 10-30 V (Gamcik a kol., 1992). Malajane a kol. (2014) ve svém experimentu
napéti postupné zvySoval, dokud beran neejakuloval.

Rozdily ve vzorcich odebranych pomoci AV a EE zkoumali ve své studii Aral a Aral
(2002). Ti také uvadeji, ze spermie v ejakulatu odebraném pomoci EE maji horsi motilitu.
Tapaloaga a Tapaloaga (2016) zkoumali vliv metody odbéru na morfologii spermii.
Sledovanymi parametry byly délka, Sitka, obvod a plocha hlavicky. Metoda odbéru v tomto
ohledu nema vyrazny vliv.

Metoda odbéru ejakulatu pomoci EE miize také ovlivnit parametry ejakulatu
konzervovaného zmrazenim. Ejakuldt kozld, ziskany pomoci EE vykazuje po rozmrazeni
horsi parametry neZ pifi odbéru pomoci AV. Vliv metody odbéru na kvalitu ejakulatu, ktery

byl nasledné zmrazeny, je u berant nizsi (Ramon a kol., 2016).



Malajane a kol. (2014) také uvadi problém, ktery doprovazi tuto metodou odbéru,
bolest, kterou zvifatim zpusobuje elektricky proud. Tuto bolest doprovazi hlasové projevy
a kontrakce svali zadnich koncetin. Tyto projevy ustavaji piiblizné¢ do ¢ty mésict. Je to
pravdépodobné tim, Ze si zvifata zvyknou na tento druh stresu.

Hosek (2016) uvadi, ze tato metoda je méné spolehliva. Odebrané vzorky se mohou

li$it v mnozstvi, kvalité a mohou byt kontaminovany moc¢i.
3.5.3 Odbér ejakulatu post-mortem

Tato metoda je chirurgickd. Pfed odbérem se Sourek vycisti. Varlata s nadvarlaty
se pomoci skalpelu pec¢livé vyjmou z jejich obald. Poté se od sebe varlata a nadvarlata odd¢li.
Ejakulat je ziskavan z ocasu nadvarlete. Na jeho spodnim konci se provede n¢kolik feza, které
umozni vyplaveni ejakulatu. Ten je shromazdén do fedidla, pfedehiatého na teplotu 37 °C
(Abu a kol., 2016). Pfi odbéru je dulezité, aby vzorek nebyl kontaminovan krevnimi
srazeninami a cizimi tkdnémi. Také je vhodné, aby se fezy vyhnuly cévam.

Vzorky lze odebirat az 48 hodin po smrti zvifete (Kaabi a kol., 2003). Bergstein-Galan
a kol. (2017) doporucuje odebrani vzorku co nejdiive po smrti zvifete, nebot’ smrti zvitete
se prodluzuje doba skladovani a jeho parametry se zacinaji zhorSovat. Pokud nelze odebrat
spermie z nadvarlat ihned, je doporuceno je skladovat pfi teploté 5 °C. Pii této teploté je
doporuceno také uchovavat nezmrazené vzorky ejakulatu (Shaken a kol., 2008). Vhodné
skladované spermie si dokazi udrzet parametry srovnatelné s odbérem do AV i1 24 hodin
po smrti (Bergstein-Galan a kol., 2017).

Vyhodami této metody jsou moznost odbéru vzorku po nahlé smrti a moznost

zachovani geneticikého materidlu hodnotnych nebo ohrozenych zvitrat (Abu a kol., 2016).

Tabulka ¢. 2: Parametry ejakulitu po urcitém case

0h 24 h 48 h

Motilita [%o] 79,93 69,00 50,60
Koncentrace (*10°/ml) 2,86 1,91 1,93
Zivé spermie [%)] 83,40 71,27 60,47
Integrita akrosomu [%] 92,87 89,00 88,00

Zdroj: Abu a kol. (2016)



3.6 Hodnoceni ejakulatu

3.6.1 Makroskopické hodnoceni ejakulatu

Pti makroskopickém hodnoceni ejakulatu se posuzuje barva, hustota, zrnitost, pach,

obsah piimési a objem (Louda a kol., 2001).

3.6.1.1 Barva

Barva ejakulatu se muze lisit od krémové bilé¢ barvy pies svétle zlutou az po zlutou
(Ahmad a Noakes, 1996). Je ovlivnéna jeho hustotou, konzistenci a pifimésemi. Pokud je
ejakulat kontaminovéan krvi, mize mit nacervenalou barvu. Pfi kontaminaci hnisem nebo
moci zlutozelenou (Gamcik a kol., 1992). Koncentrace ovliviluje zbarveni na krémovou
(2.5->4 x 10°/ml), mlé¢nou (0.5-1.5 x 10°/ml) a syrovatkovou (<0.1 x 10°/ml)
(Youngquist a Threfall, 2007).

3.6.1.2 Objem

Objem ejakulatu se urcuje ihned po odbéru. Jeho objem se urcuje s presnosti na 0,1 ml
(Maurya a kol. 2010). Pohlavné dospély a zdravy beran vyprodukuje 1-1,5 ml ejakulétu,
kozel 0,4-3 ml. Mnozstvi ejakulatu mize vyrazné ovlivnit metoda odbéru. Pokud sperma
odebirame pomoci elektroejakulace, mize byt jeho objem o 2-3 ml vys§i. MnoZzstvi mize

také ovlivnit ro¢ni obdobi, béhem kterého provadime odbér (Gamcik a kol., 1992).

3.6.1.3 Cizorodé primési

Ejakulat mize byt znecistén chlupy, pfedkozkovymi necistotami, vazelinou, koznimi
parazity, prachem, piskem, krvi, moc¢i, nebo hnisem. K dal§imu vyuziti se zpracovava pouze

ejakulat bez znecisténi (Gamcik a kol., 1992).



3.6.2 Mikroskopické hodnoceni ejakulatu

Pti mikroskopickém hodnoceni ejakulatu se posuzuje koncentrace, aktivita spermii,

pH, vitfivost a morfologické vady spermii (Gamcik a kol., 1992).
3.6.2.1 Koncentrace

Koncentraci spermii v ejakulatu ur€ujeme poctem spermii v 1 ml. U berana i kozla
se koncentrace pohybuje 2 - 5 x 10° spermii v 1 ml ejakulatu (Youngquist a Threfall, 2007).

Lze ji ur¢it jejich odpocitavanim pod mikroskopem pomoci hematocytometru. Tento
nastroj byl zprvu urcen k pocitani krevnich bunek, avsak lze jej vyuzit i pfi scitani spermii.

Hematocytometr je mikroskopické sklicko s ptesné narysovanymi komirkami.
Na sklicko se nanese sperma a nasledn€ je manualné spocitan pocet spermii v jedné komurce
(Hafez a Hafez, 2000). Tato technika je ¢asové velmi ndro¢nd, patii ovSem k nejpfesnéjSim
ze vSech metod (Root Kustritz, 2010).

Dalsi metodou, pomoci které je mozné urcit koncentraci spermii, je fotokolorimetricka
metoda. Hodnota se ur¢i na zéklad¢ zakaleni roztoku (Louda a HegediiSova, 2009). Tento
zpusob rozboru je rychly a relativné jednoduchy. Jeho vyuziti 1ze uplatnit dle typu pfistroje
k rozboru zfedéného i neztedéného spermatu (Louda a kol., 2001; Vanderwall, 2008).

Metodou, pii které¢ se da zméftit koncentrace spermii, je pomoci spermatodenzimetru
podle Karrase. Do Karrasova klinu se pfida 0,1 cm’ spermatu spole¢né s 10 ml 1% roztoku
NaCl. Po promiseni se na stupnici odecte hodnota, kterou je jest€ mozné patrné videét.

Koncentrace spermii ve vzorku se da také orienta¢né odhadnout pod mikroskopem pfi
100200 nasobném zvétSeni na zakladé jejich vzdjemné vzdalenosti a prostorovém

uspotadani (Louda a kol., 2001).

3.6.2.2 Motilita

Motilitou, nebo také aktivitou, se rozumi piimocary pohyb spermie za hlavickou, ktery
je vyjadien v %. NeZadouci je pohyb na misté a zpétny pohyb (Louda a HegediiSova, 2009).
Nejcastéji se hodnoti optickym mikroskopem za pouziti 200400 nasobného zvétSeni. Malé
mnozstvi natfedéného vzorku spermatu fyziologickym roztokem nebo citratem sodnym
se aplikuje na podlozni sklicko a nasledné zakryje sklickem krycim. Optimalni teplota vzorku

se uvadi 37 °C (Gungor a kol., 2017; Pradie¢ a kol., 2016; Louda a kol., 2001).
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K dal$imu zpracovani se pouziva sperma, které obsahuje minimaln¢ 70 % aktivnich
spermii (Pradieé a kol., 2016).
Tufarelli a kol. (2010) ve své studii hodnoti motilitu spermii na stupnici 1-5,

kdy hodnota 1 ur€ovala nepohyblivé spermie a 5 velmi rychly progresivni pohyb.

3.6.2.3 pH

pH ejakulatu se pohybuje u beranli okolo 6,4—7,2. Kvalitni ejakulaty maji pH 6,4—6,6.
Kozli ejakulat se pohybuje v hodnotach pH 6,2—7,5. Obecné plati, ze ¢im je tidsi ejakulat,
tim je vyssi hodnota pH (Gamcik a kol., 1992). pH by mélo byt stanoveno idedln¢ do 15
minut po odbéru kvili rychlym Zivotnim pochodiim spermii (Louda a kol., 2001). Greyling

a Grobbelaar (1983) doporucuji métit pH vzorku pH-metrem ihned, jak je to mozné.

3.6.2.4 Hodnoceni vifivého pohybu

Toto hodnoceni tizce souvisi s hustotou a motilitou. Pfi 10-50 ndsobném zvétSeni
kvalitniho ejakulatu lze pozorovat pohyb ve vlnach, které se rychle stfidaji. Pokud
pozorujeme Tidsi ejakulat, pohyb je pomalejsi. U fidSich ejakulatti je pohyb velmi malo

vyrazny (Youngquist a Threfall, 2009).

3.6.2.5 Morfologické vady

Morfologické vady spermii miizeme rozliSit na dva typy — primarni a sekundarni.
Primarni zmény vznikaji v dobé spermatogeneze az do jejich ptichodu do ocasu nadvarlete.
Mezi tyto zmény muzeme zafadit degenerativni formy spermii, zmény tvaru hlavicky,
akrozomu, bi¢iku a mnoho dalSich vyvojovych anomalii.

Sekundéarni zmény vznikaji pfi pfili§ dlouhém pobytu spermii v nadvarleti, béhem
ejakulace ve vyvodnych cestach, Spatnou manipulaci a pfipravou preparatu. Mezi tyto zmeny
patii zmény hlavicky, akrozomu a biciku (Louda a kol., 2001).

Mezi zvySenym vyskytem morfologickych vad spermii a plodnosti je prok4zéana
souvislost, a proto jejich vyhodnoceni mize byt pomocny ukazatel pii inseminaci

(Tizado a kol., 2016; de Paz, 2011).
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3.6.3 Biologické zkousky ejakulatu

Pomoci téchto metod sledujeme odolnost spermii vi¢i riznym vnéjSim vliviim.
Do této skupiny testti fadime kratkodoby tepelny a dlouhodoby chladovy test prezitelnosti,
zkousku rezistence, zkouSku odolnosti vi¢i chladovému Soku a stanoveni mnoZzstvi zivych
a mrtvych spermii pomoci jejich barveni.

Pti kratkodobém tepelném testu piezitelnosti zahiejeme ejakuldt na 38 °C
a v hodinovych intervalech posuzujeme aktivitu spermii.

Dlouhodobym chladovym testem zjiStujeme aktivitu spermii po urcitém case
ve vzorku zchlazeném na 1-3 °C. Dobr¢ ejakulaty maji 50% aktivitu po 96 hodinéch.

Pti zkouSce rezistence se malé mnozstvi vzorku zkoumaného ejakuldtu smisi
s 1% roztokem NaCl a na zakladé¢ jeho mnoZzstvi a Casu, béhem kterého spermie jesté
vykonavaly pfimocary pohyb, se urci hodnota rezistence spermatu.

Zkouska odolnosti vic¢i chladovému Soku se provadi ponoienim kapilary do vodni
lazné o teploté 0 °C na 10 minut. Procento spermii, jez zkousku ptezily, vyjadiuje odolnost.

Metoda barveni vyuziva toho, Ze zivé spermie nepropoustéji skrze svoji membranu
barviva na rozdil od spermii mrtvych ¢i oslabenych. Jako barviva se pouzivaji naptiklad

roztok eosinu, nigrosinu, opalové modii, atd. (Louda a kol., 2001).
3.6.4 Specializované vySetieni ejakulatu

3.6.4.1 Pocitacova analyza ejakuliatu (CASA)

Pocitacova analyza ejakulatu, kterd byla vyvinuta v 70. letech. Zkratka pochazi
z anglického Computer Assisted Sperm Analysis (nékdy také nazyvana CASMA — Computer
Assisted Sperm Motility Analysis). Je to metoda rozboru, pfi které se analyzuji snimky
vzorkll pomoci specidlné vyvinutého pocitacového software (Dott et al., 1979; Mortimer
1994). Snimky jsou pofizovany pomoci specidlniho mikroskopu s videokamerou.

Timto zptisobem Ize zkoumat koncentraci, motilitu a morfologii ispermii. Vyhodou je,
7e rozbor je vice objektivni a pfesny, nez pii hodnoceni ¢lovékem. Béhem kratkého ¢asoveého
intervalu dokdze analyzovat velké mnozstvi spermii. Nevyhodou tohoto systému je vysoka
pofizovaci cena a nutnost standardizace parametrii pfistroje pro dany druh ptfed pouzitim.
Na pfiistroji je mozné nastavit frekvence potizovani snimki (15-60 Hz), zvétSeni mikroskopu,

velikost sledovanych objektl, pocet a velikost sledovanych poli.
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Analyzou motility je mozné vyhodnotit kiivkovou rychlost (VCL), coz je prumérna
rychlost méfena na draze, kterou spermie urazi z bodu A do bodu B, primérnou rychlost
(VAP), primérnou piimocarou rychlost (VSL), kterd piedstavuje prameérnou rychlost
méfenou na piimce z bodu A do bodu B, amplitudu posunuti hlavicky v um (ALH),
frekvenci, se kterou hlavicka spermie protne primérnou drdhu spermie (BCF). Z téchto
hodnot lze wvypocitat piimost (STR; STR = VSL/VAP v procentech) a linearitu
(LIN; LIN = VSL/VCL v procentech) (Verstegen a kol., 2002).

Obrazek ¢. 1: Hodnoty namérené pomoci CASA
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Zdroj: Verstegen a kol., (2002).

Pti pozorovani morfologie spermie se CASA jevi jako velmi vyhodny, nebot je mozné
analyzovat parametry, u kterych by to nebylo manualné¢ mozné, pozorovani je mnohem
presnéjsi a objektivnéjsi (Verstegen a kol., 2002).

Olivares a kol. (2017) pii svém experimentu s beranim ejakulatem méli parametry
pfistroje nastavené na 25 snimkid za sekundu, zvétSeni mikroskopu x100. Pocita¢ provadél
rozbor na ploSe 24 x 24 mm ve vzorku objemu 10 pl. Plocha objekta, kterou pocitac
vyhodnoti jako hlavi¢ku spermie, byla 18-60 pm?* Vzorek je vhodné udrzovat pfi teploté 37
°C.  Dle rychlosti kiivkového pohybu (VCL) byly spermie zatazovany do skupin — pod
10 um*s™ byly klasifikovany jako nepohyblivé, 10-45 um*s” stfedné pohyblivé a rychlé
nad 75 um*s”'.  Jako spermie s progresivnim pohybem byly klasifikovany ty, které
dosahovaly STR nad 80 %.
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3.6.4.2 Hypoosmoticky test (HOS)

Timto testem se hodnoti funkcnost plasmatické membrany biCiku spermie. Vzorek
ejakulatu se smisi s hypoosmotickym roztokem. Pokud je bunécnd sténa v poradku, bicik
spermie se zacne kroutit, zvétSovat sviij bunéény objem a nasledné bobtnat (Gadea, 2005).

Jako hypoosmoticky roztok se pouziva naptiklad roztok fruktdzy s citrdtem sodnym,
nebo roztok sachardzy. Doba, za jakou se test vyhodnocuje, se pohybuje okolo 15-60 minut.
Idealni teplota pro vzorek je 37 °C (da Silvia a kol., 2010; Vasquez a kol., 2010).

Membrany spermii riznych druhit maji rizné vlastnosti, coz mize mit vliv
na vysledky testu. Nalley a Arifiantini (2014) ve své studii urCovali idealni postup, kterym
provadét tuto metodu u beranil, zejména dobu. Roztok byl ptipraven ze 7,35 g citratu sodného
a 13,52 g fruktozy. Nasledné se smisilo 10 pl ejakuldtu se 2 ml hypoosmotického roztoku.

Tyto vzorky byly uchovavany pfi teploté 37 °C a kazdych 15 minut byly pozorovany.
Vysledky ukazaly, ze idealni doba je 30 min.

3.6.4.3 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda, jejiz pomoci lze hodnotit riizné vlastnosti bunck
vcetné spermii, jako je napfiklad jejich pocet, koncentrace, velikost, integrita membran,
akrozému, nebo kvalita DNA (Ormerod, 2000). Tyto parametry jsou detekovany pomoci
optického systému, ktery zaznamenava, jak jednotlivé Castice rozptyluji a vyzatuji zareni
(Fernando a kol., 2016).

Analyzované builky se ozna¢i vhodnym barvivem a ndsledné rozptylené v tekutém
médiu prochézi pritokovym cytometrem, kde jsou ozafovany laserem. Nejcastéji je vyuzivan
argonovy laser o excitacni vinové délce 488 nm. Barviva, jez jsou navazana v analyzované
bunice, absorbuji svétlo o urcité vinové délce a nasledné vyzaiuji svétlo s odliSnou vinovou
délkou. Buiiky s riiznymi vlastnostmi pak vykazuji rozdilnou fluorescenci (Ormerod, 2000).
Fluorescencni svétlo je pomoci Cocek a filtri vedeno na detektory, které sbiraji data
do pocitace (Fernando a kol., 2016).

Jednou z metod, kterd vyuziva pritokovou cytometrii, je cell sorting, neboli tfidéni
bunék, které lze aplikovat pii sexaci spermii. Vychdzi ztoho, Ze spermie se sam¢im
chromozomem Y obsahuje méné DNA nez sami¢i spermie s chromozomem X
(Ormerod, 2000). DNA se obarvi pomoci barviva, jez se na ni navaze. Chromozom X na sebe

tedy navaze vice barviva nez chromozom Y (Seidel a kol., 2007).
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3.6.4.4 VySetieni struktury chromatinu spermii (SCSA)

SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) je test, zaloZzeny na pritokové cytometrii.
Tato metoda slouzi k vySetfeni DNA. Definuje abnormalni strukturu chromatinu jeho
zvysenou nachylnosti k denaturaci, ktera vypovida o jeho odliSnostech (Garcia-Macias a kol.,
2006). Tyto poruchy mohou vzniknout béhem spermatogeneze, nebo vlivem jinych faktort,
jako jsou napf. teplotni ¢i oxidativni stres, nebo vliv kyselého prostiedi (Aoki et al., 2006).
Spermie jsou barveny akridinovou oranzi. Jednovldknové, poskozend DNA fosforeskuje

cervené a dvojity fetézec nedenaturované DNA zelen¢ (Falchi a kol., 2018).

3.7 Vlivy piisobici na kvalitu ejakulatu

3.7.1 Frekvence odbéru

U berand je doporuceno odebirat ejakulat 1-2x denné, 5x za tyden. U mladsich
plemeniki je doporucena frekvence odbéru nizsi. Frekvence odbéru u kozli je 1-2x za den po
dva dny za sebou, poté alespon jeden den sexualni pauzy (Louda a kol., 2001).

Neni doporuc¢eno délat odbér piili§ Casto. Kaya a kol. (2002) beranim odebiral
ejakulat jednou, tfikrat, Sestkrat a osmkrat denné. Nasledné¢ byl hodnocen jeho objem
a koncentrace, motilita spermii, mnoZstvi spermii a pocet spermii s abnormalitami.

Se zvysujici frekvenci odbéru se parametry ejakulatu zhorsovaly.

Tabulka €. 3: Vliv frekvence odbéru na objem ejakulatu

Ix denné 3x denné 6x denné 8x denné
Objem [ml] 1.1 0.8 0.5 0.4
Koncentrace [<10"9 ml] 3.8 3.5 2.4 1.9
Motilita [%] 89.8 74.9 63.7 65.7
Mrtvé spermie [%o] 5.8 4.8 6.2 3.4
Abnormality spermii [%o] 4.8 6.9 9.0 8.6

Zdroj: Kaya a kol., 2002
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3.7.2 Roéni obdobi

Kvalita ejakulatu je zéavisla na ro¢nim obdobi. NejlepSich parametri dosahuje na
podzim a na jafe. Béhem Iéta a zimy byvaji parametry ejakulatu horsi. Sezoénnost také zavisi
na plemeni a na zemépisné §ifce. V naSich podminkach dochazi k vrcholu plodného obdobi
ovci a beranit v druhé poloviné roku, kdy se zkracuje svételny den (Louda a kol., 2001;
Chesneau a kol.,, 2016). Exoticka plemena mohou vykazovat niz§i sezonnost
(Malejane a kol., 2014).

Ve studii, kterou provadél Benia a kol. (2018), 1ze naptiklad vidét vySsi proménlivost
objemu, na rozdil od hodnot, které nam¢til Malejane a kol. (2014) v dalSich parametrech, jako
naptiklad motilita nebo abnormality, ov§em byla kvalita ejakulatu nizsi v zimé.

Zamiri a kol. (2010) vypozorovali nejlepSi parametry ejakulatu (objem, hustota,
progresivni motilita a procentudlni zastoupeni normalnich spermii) na podzim a b&éhem
casnych zimnich mésicti. Ve studii provadéné Karagianndis a kol. (2000) vzesly nejlepsi
parametry ejakulatu odebiraného na podzim.

Rozdily Ize také pozorovat v morfologii spermii. Dle Montanero a kol. (2014) je
mozné pozorovat jasné sezonni chovani morfologickych parametrii, pficemz nejvétsi velikosti

dosahuji spermie na podzim a v zimé¢.

Graf ¢. 1 a 2: Vliv ro¢niho obdobi na parametry ejakulatu

OObjem [mI] B Motilita [0—5] M Koncentrace [1079/ml]

5
45 4,31
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) 4 3,95 4 015
3,43
3,5
3
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1
0'5 D
0
jaro léto podzim zima

Zdroj: Benia a kol. (2018)
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DOoObjem [ml] M Motilita [%] Abnormality [%]
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%0 77,8 76,7 76,7
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60 52,2
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20
10 1,1 44 1,1 " 1,1 >3 1,1
° _jaro = léto —podzim = ima
Zdroj: Malejane a kol. (2014)
Tabulka €. 4: Vliv ro¢niho obdobi na parametry ejakulatu
Mésic Objem Koncentrace (10°/ml) | Abnormality (%) Motilita (%)
leden 1.04 433 10.4 78.1
unor 0.88 4.37 10.5 78.0
btezen 0.86 3.98 13.9 73.5
duben 0.97 3.53 13.7 71.3
kvéten 0.93 3.44 14.2 69.3
cerven 1.09 4.12 11.8 73.3
cervenec 1.19 4.24 13.4 76.7
srpen 1.24 433 13.6 78.2
ZAfi 1.20 4.47 12.2 79.6
ffjen 1.38 4.56 9.4 82.0
listopad 1.50 4.60 7.9 85.6
prosinec 1.60 4.84 9.2 84.9

Zdroj: Zamiri a kol. (2010)

17




3.7.3 Vék

Proces spermatogeneze zacind béhem obdobi pohlavniho dospivani — puberty, ve véku
4-6 meésict. Kvalitni ejakuldt vSak plemenici produkuji az ve vysSim véku
(Youngquist a Threfall, 2007).

Ejakulat nedospélych jedinci mé horsi kvalitu. Samci nubijské kozy od 8 mésicu
zacinaji produkovat kvalitni ejakulat s motilitou a morfologii spermii srovnatelny se samci
starymi 1-5 let, objem a koncentrace se ovSem zvysuje az do 2 let (Skalet, 1986).

Dle Benia a kol. (2018) maji berani i ve véku 18 mésici stile hor$i motilitu
a koncentraci spermii nez dospéli plemenici ve veéku 3—4 let (viz tabulky ¢. 5 a 6).
Akpa a kol. (2012) tvrdi, Ze k plemenitb¢ by méli byt pouZivani berani star$i nez 24 mésict,
protoze mladsi berani maji vétsi mnozstvi morfologickych abnormalit spermii.

Dulaimi a kol. (2015) provadéli studii, kterd zkoumala vliv v€ku beranli na velikost
atvar hlavicky spermii. Zjistili, Ze spermie mladSich beranti maji mensi hlavicky, nez
hlavi€ky spermii berant dospélych. Na zaklad¢ téchto parametri lze piiblizné indikovat

dospélost jedince.

Tabulka ¢. 5: Parametry ejakulatu v zavislosti na véku jedince

Vek 18 mésicti 3 - 4 roky
Objem (ml) 1,18 1,29
Motilita (1-5) 3.8 4,42
Koncentrace (10°/ml) 4,01 4,25

Zdroj: Benia a kol. (2018)

Tabulka €. 6: Velikost hlavi¢ky spermii v zavislosti na véku jedince

12 mésict 36 meésictl 72 mesict
Délka [um] 7,91 7,95 8,54
Sitka [pum] 4,49 4,51 4.9
Plocha [pn?] 28,01 28,21 30,2
Obvod [um] 22,71 23,01 24,09

Zdroj: Dulaimi a kol., 2015
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3.7.4 Zdravotni stav

Fertilitu samci mize negativné ovlivnit zhorSeny zdravotni stav zpiisobeny Spatnou
pé¢i o zvirata, vlivem raznych bakteridlnich ¢i virovych onemocnéni, parazith a jinych
Ciniteld (Tsakmakidis, 2010).

Gouletsou a Fthenakis (2015) ve své praci uvadi souhrn ¢astych mikrobidlnich chorob
malych prezvykavci. Mezi né patii zanéty varlat a nadvarlat (orchitida, epididymitida),
piidavnych pohlavnich zlaz, penisu, predkozky a Sourku.

Jako nejcastéjsi pivodce zanétl varlat a nadvarlat uvadi bakterie rodu Brucella
a Truperella. Brucella ovis zpusobuje chronické onemocnéni, charakterizované zménamy
varlat a nadvarlat, které mizou vést az ke ztraté plodnosti (Iwaniak, 2002). Carrera-Chavez
a kol. (2016) porovnaval ejakulat zdravych berant s ejakulatem berani nakazenych bakterii
Brucella ovis. Ejakuldt nakazenych plemeniki vykazoval horSi charakteristiku.
Dle Youngquist a Threfall (2007) je Brucella ovis hlavni pfi¢inou snizené¢ plodnosti
v Australii, na Novém Z¢éland¢ a na zépadeé USA.

Virus nestovic zpusobuje viedy, jez se mohou nachazet na riznych castech téla,
véetné penisu a predkozky. Tento virus je celosvétove rozsifen, mizZe napadnout vice druhil
zvifat ama zoonoticky potencial. Pribéh onemocnéni se miize liSit od sublklinického
azpo umrti zvifete. V mist¢ viedd hrozi infikovani jinymi patogeny (Gouletsou
a Fthenakis, 2015).

Ekto a endoparazité mohou na fertilitu zvifete plsobit nepiimo, naptiklad zhorSenim
jeho telesné kondice, poruchami hormonalni ¢innosti, nebo mohou piimo zpiisobit degeneraci
gonad (Yunusa a kol., 2016; Yunusa a kol., 2011).

V piipad¢ zjisténi ndkazy je nutné vyhodnotit, zda je vhodna 1écba, popiipade zvolit
utraceni zvifete. Pokud se pfistoupi k 1é¢be, voli se vhodné antibiotika, antivirotika, poptipadé

antiparazitika (Gouletsou a Fthenakis, 2015)
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3.7.5 Télesna kondice a krmny reZim

Maurya a kol. (2010) se zabyval reprodukénimi ukazateli berani v souvislosti
s télesnou kondici. Bylo zkoumano sexualni chovani, parametry ejakulatu, rozméry Sourku
a hormony, konkrétn¢ u ejakuldtu byl sledovan objem, motilita, koncentrace a progresivni
pohyb spermii. Zvifata byla rozdélena do tfi skupin a nasledn¢ jim byl upraven rezim krmné
davky, dokud nedosahly pozadované kondice. V prvni skupin€ byli berani s t€lesnou kondici
2,5, v druhé 3,0 a ve tieti 4,0. T¢lesnd kondice byla hodnocena na stupnici 1-5, kdy
1 pfedstavuje uplné¢ vyhubld a 5 velmi ztucnéld zvifata. Zvifata ve vSech tfech skupinach
prokazovala plodnost, ovSem nejlepsich reprodukénich parametri doséhla zvitata s télesnou
kondici 3,0. Ejakulét téchto zvitat dosahoval vétsSiho objemu, a spermie mély lepsi motilitu.
Koncentrace se mezi skupinami vyrazné nelisila.

Pretu¢nélost vlivem vysokoenergick¢ diety mize podminovat vyS§i mnozstvi
podkozniho tuku v oblasti Sourku. Tento tuk muze interferovat s termoregula¢nimi
mechanismy varlat, nezbytnymi pro spermatogenezi (Labuschagne a kol., 2002).

Tufarelli a kol. (2011) uvadi, ze kvalitni strava, jez ovliviiuje t€lesnou hmotnost, ma
vyrazny dopad na charakteristiku ejakulatu. V této studii mél ejakulat berant s niz8i krmnou
davkou, jez vedla ke sniZeni jejich télesné kondice, hor§i parametry nez ejakulat berani
s krmnou davkou zvySenou.

Krmeni méné kvalitnimi krmivy mitze zvysSit podil nezralych a morfologicky

abnormalnich spermii. (Dana a kol., 2000).

Tabulka €. 7: parametry ejakulatu v zavislosti na télesnou kondici

BCS2,5 | BCS3,0 | BCS4,0
Objem (m) 0,67 1,13 0,89
Motilita (0-5) 4,16 4,58 4,47

Koncentrace *10%ml | 3246.9 3527,6 | 3453,58
Motilita (%) 75,2 86,2 80,6

Zdroj: Maurya a kol. (2010)
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3.7.6 Dédicnost

Dle Furstoss a kol. (2007) mé hlavni vliv na ukazatele ejakuldtu vnéjsi prostiedi.
Ve své studii urCoval u kozli plemene alpine a saanen koeficient dédivosti pro objem
spermatu, celkovy pocet spermii, koncentraci, motilitu spermii vyjadfenou na stupnici 0-5
a procento pohyblivych spermii. Hodnoty koeficientu dédivosti u zjiStovanych parametrti se
pohybovaly v rozmezi 0,05-0,32 pro plemeno saaren a 0,03—0,34 u plemene alpine. Detailnéji
jsou vysledky prezentovany v tabulce ¢. 8. Podobné hodnoty zjistil Bodin a kol. (2007) také

u beranu.

Tabulka €. 8: Heritabilita jednotlivych ukazateli ejakulatu

Plemeno Saanen Plemeno Alpine
Koncentrace 0,32 0,34
Mnozstvi spermii 0,15 0,25
Objem ejakulatu 0,25 0,29
Motilita 0 - 5 0,12 0,17
Motilita [%] 0,05 0,03

Zdroj: Furstoss a kol. (2007)

U ovci Ize pozorovat vyrazné meziplemenné rozdily v plodnosti (Louda a kol. 2001).
Mohammed a kol. (2013) ktizil plemeno koz aradi saudi (A) s plemenem syrian damascus
(D). Parametry ejakulatu byly sledovany u cistokrevnych zvifat a u kiizenci L2D'%2A
a ¥4D%A. Ejakulat hybridi téchto dvou plemen vykazoval lepsi hodnoty nez ejakulat
¢istokrevnych potomk (viz tabulka €. 9).

Tabulka €. 9: Parametry ejakulatu v zavislosti na plemenné prislusnosti

Aradi Damascus DA YaDYVaA
Objem (ml) 1,55 1,46 1,58 1,56
Koncentrace *10°/ml 3,6 7,1 7,2 7,1
Motilita (%) 79,1 79,5 84,8 81,6
Zivé spermie (%) 80,9 86,9 88,4 87,6
Abnormalni spermie (%) 7,3 8,1 8,2 11,1

Zdroj: Mohammed a kol. (2013)
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3.7.7 Velikost varlat a Sourku

Kvalitou ejakulatu a rozmeéry varlat se ve své studii zabyval Turri a kol (2014). Zjistil
pozitivni korelaci s parametry ejakulatu. Mia a kol. (2013) uvadéji, ze o parametrech
ejakulatu mize vypovidat také scrotalni obvod. Dle Rege a kol. (2000) lze na zékladé téchto
rozméril vybirat mladé plemeniky. Velikost varlat a Sourku souvisi s vékem a hmotnosti

zvitete (Youngquist a Threfall, 2007; Bongso a kol., 1982).

Tabulka ¢. 10: Parametry ejakulatu v zavislosti na scrotalnim obvodu

ey O | T | 0| 2 g
17 0,40 1,36 80,11 90,20
18 0,45 2,32 79,78 86,24
19 0,49 2,40 78,41 84,79
20 0,47 2,63 80,73 84,78
21 0,58 2,46 77,83 87,14
22 0,60 2,80 81,25 89,58
23 0,79 3,25 80,00 88,93

Zdroj: Mia a kol. (2013)
3.7.8 Velikost rohii

Rohy jsou sekundarni sexudlni znak a jsou pouzivany pro souboje mezi samci v
obdobi pafeni, z cehoz lze usoudit, Ze nejdominantnéj§i samci s nejvyvinutéjSimi rohy jsou
piirozené¢ vybrani k reprodukci. Studie provedena Toledano (2007) ukazuje, ze motilita
spermii mize byt spojena s kvalitou rohti. Santiago-Moreno a kol. (2016) ve své studii uvadi,
ze symetrie, velikost a primér rohti pravdépodobné muzou ovlivnit pocet a koncentraci

spermii.
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3.8 Zpracovani

3.8.1 Redéni

Pomoci natedéni ejakulatu mizeme ziskat jeho vétsi objem, diky kterému je mozné
oplodnit vétsi mnozstvi samic a také s jeho pomoci zajistime vhodné podminky pro pfezivani
spermii in vitro. Stupenn fedéni se pohybuje v pomér 1:3 az 1:8, v zévislosti na objemu,
koncentraci, aktivit¢ spermii a technologii konzervace (Gamcik a kol., 1992).

K fedéni se pouzivaji fedidla na bazi latek, jako je naptiklad citrdt sodny, cukry,
mléko, glycerol, vaje¢ny Zloutek, tris (hydroxymethyl-aminometan) atd. (Salamon a Maxwell,
1995a; Salamon a Visser, 1972). Skladovatelnost ejakulatu lze také zlepSit piidanim
antioxidant, mastnych kyselin, kravského sérového albuminu, nebo napf. antibiotik
(Allai a kol., 2017; Salvador a kol., 2003; Quan a kol., 2016).

Redidla je mozné pfipravit, nebo jsou k dostani také komerén& vyrabéna pod nazvy
jako napft. Ovipro, Optidyl, Triladyl a Andromed CSS, atd. (HegediiSova a kol., 2012; Louda
a kol., 2001).

Louda a kol. (2001) uvadi, ze pro zifedéni ejakulatu v tekutém stavu lze naptiklad
vyuzit Zloutko-citratové fedidlo, kde se pouzije 30 % vajecného Zloutku a 70 % citratu
sodného o pH 6,7). Z mléka, vajecného zloutku, bezvodé glukézy a fosfore¢nanu draselného
lze ptipravit fedidlo na bazi mléka.

Quan a kol. (2006) ve své studii pouzival fedidlo ptipravené z Tris, glukozy, kyseliny
citrénové, penicilinu, streptomycinu, kravského sérového albuminu a vajecného Zloutku.

Pro fedéni ejakulatd, které se konzervuji mrazenim, se vyuzivaji fedidla jiného
slozeni. Louda a kol. (2001) pro kryokonzervaci jako vhodné fedidlo uvadi zloutko-laktoézové
za pouziti vodného roztoku laktozy, vajecného zloutku, glycerolu a fedidlo TRIS za pouziti
tris, kyseliny citronové a fruktézy. Choquepuma a kol. (2017) ve své studii pouZzival fedidlo
slozené z tris, sdjového lecitinu a glycerolu.

Obecné plati, ze zloutkova tedidla a fedidla na bazi sdji poskytuji lepsi ochranu ve
srovnani s fedidly na bazi mléka. Kasimanickam a kol. (2011) uvadi s6jova fedidla jako
vhodnou néhrazku ftedidel ZivociSného plivodu, protoze existuji obavy z mikrobialni

kontaminace.
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3.8.2 Konzervace

Pro konzervaci ejakuldtu se nejcastéji pouzivaji dvé metody — skladovani v tekutém
stavu a kryokonzervace, neboli zmrazeni (Allai a kol., 2017). Pti skladovani je nutné
zpomaleni metabolismii spermii, coz vede k prodlouzeni jejich Zivotaschopnosti

(Maxwell a Salamon, 1993).

3.8.2.1 Konzervace v tekutém stavu

V tekutém stavu se konzervuje ejakuldt, uréeny k pifimému pouziti. Skladuje se
v teplotach okolo 4 °C. Spermie si uchovaji uspokojivou oplozovaci schopnost az 48h
po odbéru (HegediiSova a kol., 2012; Louda a kol., 2001).

Pti pouZiti Cerstvého ejakulatu se procento zabteznutych ovei uvadi az 75 %. Kazdym
dnem skladovani klesd oplozovaci schopnost o 10-35 %. Pravdépodobnost zabieznuti je
mozné zvySit dobie nacasovanou laparoskopickou inseminaci. Za pouziti této metody je

mozné zabteznuti 1 s ejakulatem starym 8 dni (Salamon a kol., 1979).

3.8.2.2 Konzervace mrazenim

Konzervovat ejakulat zmrazenim je mozné francouzskou metodou — v pejetach nebo
japonskou metodou — v peletach.

Pti zmrazovani ejakuldtu do pelet je nejprve nutné provést ekvilibraci po dobu
2-3 hodin pfi teploté 2—4 °C. Poté se 0,1-0,3ml davky zmrazuji 7 minut na suchém ledg,
na plastové desce nebo na hlinikové folii pfi teploté -79 °C. Poté se pelety vlozi do kontejneru
s tekutym dusikem.

Po zfedéni a ekvilibraci se ejakuldt plni do pejet o délce 65 mm a priméru 0,3 mm.
Poté, co jsou pejety hermeticky uzavieny, se mohou zamrazit. Nejprve je nutné je umistit na
minimalné¢ 30 sekund pfiblizné¢ 5 cm nad hladinu kapalného dusiku a poté je do né&j vlozit.
Objem davky v jedné pejeté je 0,2-0,5 ml (Gamcik a kol., 1992; Salamon a Maxwell, 1995a).

Mrazeni méa na spermie negativni efekt. Motilitu si zachovd primérné asi 50 %
spermii, fertilitu si ov§em vlivem defektli vzniklych nizkou teplotou zachova pouze 20-30 %
(Salamon a Maxwell, 1995b). Dle Choquepuma a kol. (2017) ma kryokonzervace negativni
vliv také na morfologické parametry spermii, jako je napi. délka, Sitka, plocha a obvod

hlavicky.
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Kvalitu ejakulatu po rozmrazeni lze zlepsit pouzitim vhodného fedidla. Salmon a kol.
(2017) porovnaval parametry ejakulatu, ktery byl zfedén pomoci fedidla na bazi odtu¢néného
mléka a cyklodextrinu s obsahem cholesterolu oproti Zloutkovému fedidlu. Spermie
v gjakulatu, jenz byl ziedén Zloutkovym fedidlem, po rozmrazeni vykazovaly hor$i parametry.

Nur a kol. (2011) srovnavali vliv rychlosti mrazeni na motilitu, integritu akrozomu
a strukturu chromatinu. Shromazdéné vzorky ejakuldtu byly zfedény v poméru 1:5 a pak
béhem 1 hodiny ochlazeny na tepotu 5 °C podrobeny ekvilibraci po dobu 2 hodin. Poté byly
davky o objemu 0,25 ml mrazeny dvéma rlznymi rychlostmi. Prvni skupina vzorkl byla
mrazena pomalu, rychlosti 0,5 °C za minutu, od 5 °C do -20 °C. Druha skupina byla mrazena
rychle, rychlosti 5 °C za minutu, od 5 °C do -20 °C. Ob¢ skupiny vzorka pak byly zmraZeny
az do teploty -120 °C rychlosti 25 °C za minutu a nasledn¢ ulozeny v kapalném dusiku.
Rozmrazeni bylo provadéno po dobu 30 min na teplotu 37 °C. Analyza ejakulatu po
rozmrazeni ukdzala, ze mezi dvéma mrazicimi kiivkami nebyly vyznamné rozdily v defektech
akrozomu a chromatinu. Vyznamny rozdil byl vSak zaznamenan v motilit€¢ spermii

ve prospéch pomalého mrazeni.

3.8.2.3 Rozmrazeni

Pejety se rozmrazuji pii teplot¢ 37 °C. Rozmrazovéani pelet se provadi suchou
metodou ve zkumavce, nebo mokrou metodou v roztoku pfi teploté¢ 37-45 °C. Je doporuceno
rozmrazovat dvé a vice pelet v jedné zkumavce (Salamon and Maxwell, 1995a).

Nur a kol. (2011) ve své studii rozmrazovali vzorky ejakulatu pfi teplot¢ 37 °C po

dobu 30 minut.

3.9 Inseminace

Inseminaci lze provést pomoci nékolika technik, a to intravaginalné, intracervikalné
a intrauterinné. Intrauterinni inseminaci muizeme dale rozdélit na transcervikalni
a laparoskopickou metodu (Daskin a kol., 2016; Anel a kol., 2006). U ovci neni umé¢la
inseminace natolik rozsifena jako u jinych domacich druht. Vysledky jsou ovlivnény vlivem
plemenika a plemenice, farmou a v neposledni fadé¢ inseminacnim technikem
(Shackell a kol., 1990; Donovan a kol., 2004; Paulenz a kol., 2004). U koz lze umé¢lou

inseminaci podstatné snizit sam¢i neplodnost, kterd nékdy ptesahuje az 30 % (Kliment, 1998).
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Um¢la inseminace poskytuje geneticky zisk a umoziiuje pouziti spermatu ze stad,
kterd se nachazi v riznych oblastech zemé&, nebo vysoce hodnotnych Zivo€isnych zvitat, ktera

zemfela (Silvia-Mairelles, 2017).

Tabulka ¢. 11: Parametry inseminaéni davky pri pouZiti riiznych metod inseminace

Metoda Typ semene Objem [ml] Koncentrace v 1 ml
Intravaginalni Pouze Cerstvé 0,2 1000 x 106
Intracervikalni Pouze Cerstvé 0,2 2000 x 108
Intrauterinni transcervikaini Cerstvé nebo zmrazené 0,5 200 — 400 x 10°¢
Intrauterinni laparoskopicka Cerstvé nebo zmrazené 0,05 400 — 800 x 10°

Zdroj: Youngquist a Threfall (2017)
3.9.1 Intravaginalni metoda

Pfi intravaginalni metod¢ se Cerstvd nebo zchlazena inseminacni dévka aplikuje za
pouziti inseminacni pipety co nejhloub&ji do pochvy. Tato metoda je spoleéné
s intracervikalni metodou nejvice pouZzivana, je vSak neyméné spolehliva. Uvadi se, ze pomoci
intravaginalni inseminace zabfezne 20-60 % samic (Youngquist a Threfall, 2007;

Anel a kol., 2006; Mourad a kol., 2003; Robinson a kol., 1970).
3.9.2 Intracervikalni metoda

Inseminacni davka je aplikovana pomoci inseminaéni pipety do délozniho krcku
v nejhlubSim mozném misté, bez pouziti sily k praniku. (Youngquist a Threfall, 2007;
Anel a kol., 2006; King a kol., 2004). Dle Kerton a kol. (1984) je tato metoda ucinné¢jsi nez
metoda intravaginalni. Na vysledky ma vliv hloubka zasunuti a také tvar katetru
(Macias a kol., 2017). Youngquist a Threfall (2007) doporucuji vaginu vyplachnout

fyziologickym roztokem nebo mlékem, pokud ovce béhem piiprav na inseminaci mocila.
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3.9.3 Intrauterinni transcervikalni metoda

V praxi neni pfiliz vyuzivana. Pii této metod¢ je nejprve nutné plemenici stabilizovat
ve hibetni poloze s vyvySenymi zadnimi koncetinami (Casali a kol., 2017) Pochva se rozsiti
pomoci posevniho zrcadla se svételnym zdrojem s vnéj$im primérem 30 mm. Identifikuje se
délozni kréek a klestémi se uchopi. Spravné uchopeni usnadnuje vstup do délohy a prichod
inseminacniho zatfizeni. Tato ¢ast postupu vyzaduje mnoho odbornych znalosti. Po prichodu

dé¢lozniho krcku se insemina¢ni davka aplikuje do d€lohy (Youngquist a Threfall, 2007).
3.9.4 Intrauterinni laparoskopickd metoda

Tato metoda se provadi za pouziti specidlniho zafizeni a malého mnozstvi spermatu.
Plemenice se zafixuje ve hibetni poloze s hlavou smérem dolli, pod thlem pfiblizné 45°. Poté
se 1020 cm kranidlné¢ od mlééné Zlazy zastiihne srst a misto se dezinfikuje. Nasledné se
zavede trokar a kanyla, skrze kterou je zavedena inseminacéni pipeta. Tento postup se provadi
dvakrat, pro aplikaci inseminacni davky do obou dé€loznich rohti. Po odstranéni zafizeni se
muze v misté punkce objevit krvaceni, které lze zastavit pfitlaCenim na ranu, stehy nebo
sponkami. Miizou byt podana profylakticka antibiotika (Youngquist a Threfall, 2007).

Ricardo Aké-Villanueva a kol. (2017) ve své studii dosahl 60-70% spolehlivosti této
metody. Anel a kol. (2006) uvadi, ze je mozné az 80%.

Laparoskopickd metoda muze byt také pouzita k diagnostice patologickych stavl
reproduk¢nich organt plemenic a jejich naslednému vyfazeni (Anel a kol., 2005). Ve studii,
kde Masoudi a kol. (2017) porovnaval spolehlivost jednotlivych metod inseminace, méla
laparoskopickd metoda nejlepsi vysledky. Nevyhodou ovsem je jeji slozitost, relativné vysoka
cena, potieba vyskolenych techniki a problémy tykajici se dobrych zivotnich podminek zvitat

(Anel a kol., 2006).

27



4 Zavér

Pro dosahnuti uspokojivych reprodukénich ukazatelli je dulezité, abychom méli
k dispozici kvalitni ejakulat.

Ze souhrnu vyplyva, ze na jeho kvalitu maji vliv vnéjsi a vnitini faktory. Mezi vnéjsi
faktory patii frekvence a metoda odbéru, rocni obdobi a vyziva. Mezi vnitini fadime dédi¢né
vlivy, zdravotni stav zvifete, jeho vék a rozméry. Pokud jsou negativni faktory téchto vlivi
eliminovany, mizeme ziskat kvalitni vzorky.

Po odbéru je nutné vyhodnotit jeho parametry. K tomu se vyuziva subjektivnich
metod, pfi kterych zalezi na pozorovateli, jeho schopnostech a zkuSenostech, nebo metod, jez
jsou zalozeny na vyuziti informacnich technologii, jako je CASA a prutokova cytometrie.
Na tyto metody je vhodné se v budoucnu zaméfit a dale je rozvijet, nebot’ maji potencial
hodnotit vzorky velmi rychle a objektivné.

Dtlezitou ¢asti postupu je také fedéni a konzervace ejakuldtu s naslednou piipravou
insemina¢nich davek. Rizné postupy mohou mit vliv na jejich findlni kvalitu. Na reprodukci

ma také vliv zvolené metody inseminace.
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