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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo pomoci Sperm Class Analyzer systému (SCA,
MICROPTIC SL) stanovit semenné charakteristiky teplokrevnych hiebct, posoudit
vztah mezi parametry motility spermii a rozméry hlavicek spermii (experiment 1)
a porovnat ochranny ucinek tfi mlécnych fedidel na chlazené sperma (experiment 2).

V experimentu 1 bylo od 10 klinicky zdravych a plodnych hiebca (veék 3 az 22
let) odebrano 32 vzorkd ejakulatu béhem pfripoustéci sezony 2016 a 36 vzorkl
ejakulatu béhem pripoustéci sezony 2017. U odebranych vzorkl byl sledovan objem
ejakulatu (ml), koncentrace spermii (M/ml), motilita spermii s jednotlivymi
kinematickymi  parametry, zivotaschopnost (%) a morfologie spermii
s morfometrickymi parametry.

V experimentu 2 bylo pfed zaCatkem piipoustéci sezony 2018 odebrano celkem
21 ejakulati od 11 hiebct. K fedéni byla vyuzita fedidla Kenney, EquiPlus a INRA
96. U 63 vzorka ejakulatu byla hodnocena Zzivotaschopnost spermii (VIT, %),
celkova motilita (MOT, %), progresivni motilita (PMOT, %) a vybrané kinematické
parametry. Tyto parametry byly stanoveny 2 hodiny po zpracovani spermatu a poté
po 24, 48 a 72 hodinach skladovani pii 5 °C.

U ziskanych vzorka ejakulatu byly za sledovana obdobi pfipoustécich sezon
2016 a 2017 zjistény nasledujici primémé hodnoty - objem ejakulatu 49,22 a 56,77
ml, koncentrace spermii 208,20 a 222,19 M/ml, MOT 82,44 a 81,38 %, PMOT 37,34
a 35,46 %, VIT 60,71 a 42,91 %, morfologicky normalni spermie 75,00 a 64,50 %,
rychlost na kfivocaré draze (VCL) 62,67 a 60,26 um/s, ptimocara rychlost (VSL)
32,10 a 27,55 pum/s, pramérna rychlost (VAP) 48,14 a 44,35 um/s, linearita kiivocaré
drahy (LIN) 50,64 a 44,89 %, linearita primérné drahy (STR) 66,56 a 62,01 %, mira
kmitani skute¢né drahy kolem primérmé drahy (WOB) 75,74 a 72,12 %, amplituda
boc¢niho posunu hlavi¢ky po jeji primérné draze (ALH) 2,59 a 2,90 um, frekvence
bocnich oscilacnich pohybu hlavicky spermie kolem primémé drahy (BCF) 7,32
a 7,49 Hz, délka hlavicky (L) 6,33 a 6,41 um, maximalni Sitka hlavicky (W) 3,01
a 3,11 um, plocha hlavicky (A) 15,65 a 16,37 umz, obvod hlavicky (P) 16,26 a 16,55
um, prodlouzeni (Elong) 0,36 a 0,35, elipti¢nost (Elip) 2,11 a 2,07, drsnost (Rugo)
0,74 a 0,75 a pravidelnost (Regu) 0,96.

Byl prokazan vyznamny vliv hiebce ve vSech hodnocenych parametrech. Dale

byl u sledovanych parametrt prokazan také vliv véku a fertility hiebct.



Byla zjisténa vyznamna pozitivni korelace MOT, PMOT, VCL, VSL, VAP, LIN
a WOB s plochou, Sitkou, délkou a obvodem hlavicky a vyznamna negativni
korelace téchto parametrii s prodlouzenim a eliptiCnosti hlavicky spermie. Spermie
s vét§imi rozméry hlavicek tak meély vétsi MOT, PMOT, VCL, VSL, VAP, LIN,
WOB, STR a mensi ALH a BCF. Naopak nizsi motilitu a kinematické parametry
meély spermie s vétSim prodlouzenim a elipticnosti.

Byl prokéazan vyznamny vliv fedidla (P < 0,05) a doby skladovani spermatu (P <
0,001) na hodnocené parametry. Pramérny ochranny tcinek fedidla INRA 96 byl
vyznamné lepsi po celou dobu skladovani u vsSech sledovanych parametra
nez u fedidla Kenney (P < 0,01) a nez u EquiPlus (P < 0,05) u hodnot PMOT, VCL
a VAP. Vysledky, dosazené s tfedidlem INRA 96 ukazaly, ze kvalita chlazeného

spermatu muze byt dostate¢né udrzena nejméné béhem prvnich 24 hodin skladovani.

Kli¢ova slova: hiebec, ejakulat, CASA, hodnoceni spermatu, chlazené sperma,

fedidlo, motilita spermii



ABSTRACT

The main objective of the study was to determine the seminal characteristics
of warmblooded stallions, to assess a relationship between motility parameters
of spermatozoa and sperm head dimensions (Experiment 1) and to compare the
ability of three milk-based extenders to preserve the motility and viability of cooled
shipped semen (Experiment 2) using Sperm Class Analyzer (SCA, MICROPTIC
SL).

In Experiment 1, 32 and 36 ejaculates were collected during breeding seasons
2016 and 2017 from 10 clinically healthy and fertile warmblooded stallions (age 3—
22 years). The volume of ejaculate (mL), sperm concentration (M/mL), motility
of sperm with kinematic parameters, viability of sperm (%) and sperm morphometry
with morphometric parameters were evaluated.

In Experiment 2, 21 ejaculates from 11 stallions were collected before
the beginning of the breeding season 2018 and diluted with Kenney, EquiPlus and
INRA 96. Spermatozoa viability (VIT, %), total motility (MOT, %), progressive
motility (PMOT, %) and selected kinematic parameters were evaluated for 63 semen
samples. These parameters were determined 2 hours after semen processing and
then in 24, 48 and 72-hour intervals of storage at 5 °C.

The following average values were found in the obtained ejaculate samples
for the observed periods of the breeding seasons 2016 and 2017 — volume
of ejaculate 49.22 and 56.77 ml, sperm concentration 208.20 and 222.19 M/ml, MOT
82.44 and 81.38 %, PMOT 3734 and 35.46 %, VIT 60.71 and 4291 %,
morphologically normal sperm 75.00 and 64.50 %, curvilinear velocity (VCL) 62.67
and 60.26 pum/s, straight-line velocity (VSL) 32.10 and 27.55 pum/s, average path
velocity (VAP) 48.14 and 44.35 um/s, linearity coeficient (LIN) 50.64 and 44.89 %,
straightness coeficient (STR) 66.56 and 62.01 %, wobble coeficient (WOB) 75.74
and 72.12 %, amplitude of lateral head displacement (ALH) 2.59 and 2.90 um, beat-
cross frequency (BCF) 7.32 and 7.49 Hz, head length (L) 6.33 and 6,41 pum, head
maximum width (W) 3.01 and 3.11 pm, head area (A) 15.65 and 16.37 um? head
perimeter (P) 16.26 and 16.55 pum, elongation (Elong ) 0.36 and 0.35, ellipticity
(Ellip) 2.11 and 2.07, roughness (Rugo) 0.74 and 0.75 and regularity (Regu) 0.96.



There where significant differences among stallions in all evaluated parameters
of sperm (P < 0.05). Furthermore, the influence of age and fertility of stallions was
also demonstrated for the observed parameters.

MOT, PMOT, VCL, VSL, VAP, LIN and WOB were positively correlated
with area, width, length and perimeter of the head and negatively correlated
with elongation and ellipticity of the sperm head. Sperms with larger head
dimensions thus had larger MOT, PMOT, VCL, VSL, VAP, LIN, WOB, STR and
smaller ALH and BCF. In contrast, sperms with greater elongation and ellipticity had
lower motility and kinematic parameters.

The effect of the extender (P < 0.05) and the storage time (P < 0.001) was highly
significant for evaluated parameters. The ejaculates extended with INRA 96 reached
significantly higher values (P < 0.01) for all evaluated parameters compared
to Kenney extender. The INRA 96 extender significantly increased the values
of PMOT, VCL and VAP compared to EquiPlus (P < 0.05). The results obtained
from using INRA 96 showed that quality of cooled semen can be sufficiently

maintained during at least 24 hours of storage.

Keywords: stallion, ejaculate, CASA, cooled semen, extender, sperm motility
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1. UVOD

V poslednich nékolika letech je do Ceské republiky dovazeno mnoho
zahrani¢nich hiebct, ktefi by zde méli puasobit jako zlepSovatelé a postupné
pozdvihnout kvalitu naseho chovu na evropskou uroven. Jednou z moznosti, jak
prispét k produkci kvalitnich koni se stala uméla inseminace, ktera se radi mezi
moderni biotechnologické metody, vyuzivané v reprodukci a Slechténi koni.
V dnesni dobé se inseminace stala nedilnou soucasti plemenaiské prace v chovu
koni, kde se vyuziva imigrace geni a zvySeni genetického pokroku v chovu
Spickovych sportovnich koni. Uméla inseminace ma u koni, stejné jako u jinych
hospodarskych zvitat, velky vyznam predevsim z hlediska zlepSeni odhadu plemenné
hodnoty. Diky umélé inseminaci muze plemenik pomoci inseminacnich davek
oplodnit mnohonésobné vice klisen, nez pii pfirozené plemenitbe, a tim lze ziskat
vice potomku od jednoho hiebce a urychlit tak odhad jeho plemenné hodnoty.

Vybér plemennych hiebci ovSem nelze zaméfovat pouze na jejich sportovni
vykonnost nebo na jejich pivod. Divodem je skuteCnost, ze i vysoce kvalitni
plemenik nemusi byt schopen produkovat dostate¢né mnozstvi kvalitniho ejakulatu.
Proto by jednim z hlavnich uréujicich prvka pro zarazeni hiebce do plemenitby méla
byt kvalita jeho ejakulatu, ktera je jednim z ukazateli reprodukéni vykonnosti.
Ziskani co nejkvalitngjSiho ejakulatu od hiebci ma velky vyznam vzhledem
k $irokému uplatnéni umé&lé inseminace v chovu koni v CR a praimérnym vysledkiim
plodnosti klisen.

Pfi umgélé inseminaci je ejakulat po odbéru podroben laboratornimu vysetieni,
diky kterému lze stanovit reprodukéni schopnost plemenika a kontrolovat tak stav
jeho pohlavnich organi a produkci spermatu. Pro odbéry spermatu a vyrobu
inseminacnich davek je potfebné vybrat hiebce, kteti produkuji dostatecné mnozstvi
ejakulatu dobré kvality. Hiebci vyuzivani v inseminaci musi mit vybornou
reprodukéni vykonnost.

Na kvalitnim ejakulatu zavisi GspéSnost inseminace a zabtfeznuti klisny, proto
musi ziskany ejakulat spliiovat pozadované parametry. Analyza ejakulatu je
v soucasné dob€ nejvice pouzivanym postupem pro hodnoceni plodnosti samcu.
Jelikoz plodnost patfi mezi vlastnosti s nizkou dédivosti, je ve vétsi mife ovlivnéna
komplexem prostfedi. Pfedev§im u umélé inseminace je proto vyznamna ¢innost

chovatele, zahrnujici management chovu, vlastni odbér ejakulatu a jeho nasledné
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zpracovani a konzervaci pro pouziti k umélé inseminaci. Kvalita ejakulatu tedy
zavisi na mnoha vnéjSich 1 vnitfnich faktorech, jako jsou napfiklad plemenna
prislusnost a veék hiebce, kvalita ustajeni a vyzivy, sportovni vyuziti plemenika,
aktualni zdravotni stav a psychicka pohoda. Pfi pouziti umélé inseminace je velmi
vyznamnym vlivem také vybér vhodného ftedidla, pro zachovani co nejlepsi

oplozovaci schopnosti odebraného ejakulatu.
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2. LITERARNI PREHLED
2.1 PLODNOST HREBCU

Plodnost hiebct je ekonomicky dulezitou vlastnosti, ktera je v malé mife dana
geneticky a ve vét§i mife ovlivnéna komplexem prostiedi (Giesecke et al., 2010).
Faktory prostredi, jako je klima, vyziva a management chovu maji vyznamny vliv
na fyziologii organismu a tim i1 na jeho plodnost. Mezi tyto faktory patfi naptiklad
extrémni klimatické vykyvy, dlouhd doba prepravy nebo nevybalancovana krmna
davka (Parisi et al., 2014). Klimatické faktory (teplo, chlad, vitr, vlhkost) mohou mit
vliv na pocet spermii, morfologii, fyziologii a dalsi (Fuerst-Waltl et al., 2006).

Nezbytné dilezitou soucasti optimalni reprodukcni schopnosti je spravna funkce
endokrinniho systému, respektive fizeni produkce spermii a jejich zrani (Parisi et
al., 2014). Gilbert et al. (2012) uvadi, ze napfiklad koncentrace FSH (folikuly
stimulujictho hormonu) a inhibinu v organismu jsou nezbytné pro produkci

a zivotaschopnost spermii.

2.2 EJAKULAT HREBCE

Parametry ejakulatu vypovidaji o potencialni oplozovaci schopnosti inseminaéni
davky, tudiz i o samotné plodnosti hiebce. Parametry ejakulatu vychazi z biologie

spermie a jejiho fungovani.
Spermie

Spermie jsou vysoce diferencované a polarizované bunky. Tvofi nejdulezitéjsi
slozku ejakulatu, protoze jsou nositeli zarodecné hmoty a kyseliny
deoxyribonukleové jako genetické informace (Gamcik, Kozumplik et al., 1992).
Kazdy sav¢i druh je specificky svymi proteiny, umisténymi na povrchu spermie,
které se podileji na oplozeni oocytu, dale jsou znamy rozdilné velikosti a tvary
spermii, umoznujici pohyb a penetraci skrz extracelularni vrstvu chranici oocyt
(Vieira et Miller, 2006). Délka celé spermie je u hiebct 57,5 az 59,7 pm (Véznik et
al., 2004). Pesch et Bergmann (2006) uvadi délku spermie hiebce piiblizné 60 um.

Spermie se sklada =z hlavicky a bi¢iku (Pesch et Bergmann, 2006).
Pro kazdého samce je tvar hlavicky spermii relativné konstantni a pravdépodobné je
geneticky kodovan. Hlavicka spermie predstavuje utvar slozeny z nekolika

strukturalnich 1 funkénich casti (Véznik et al., 2004). Hlavicka spermie je tvotfena
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akrozomem, postakrozomalni laminou a jadrem. Jadro tvoii vétsi cast hlavicky
spermie a obsahuje geneticky material ve formé vysoce kondenzované DNA. Jadro
je obklopeno dvojitou jadernou membranou. Prvni dvé tfetiny jadra jsou prekryty
akrozomem, ktery obsahuje hydrolytické enzymy, nezbytné pro penetraci spermie
do oocytu (Brito, 2007; Hofirek et al., 2009). U hiebce pokryva akrozom 60 %
dlouhé osy hlavicky spermie (Véznik et al., 2004). Zbyvajici Cast jadra je pokryta
postakrozomalni laminou, ktera je sloZena z charakteristicky té€snych lamel
s vysokou hustotou elektroni a pokryva kaudalni Cast jadra a kaudalni prstenec.
Bazalni cast hlavicky, ktera se téz oznacuje jako postnuklearni cepicka, ma
vykrojeni, oznacované jako implantatni jamka (nebo také implanta¢ni ryha).
Do implanta¢ni jamky zapada rozsifena cast biCiku, kréek, oznaCovany jako
implantacni talif, tvofeny segmentovanymi chordami. Hranice mezi hlavickou
a kr¢kem je jasné vymezena kaudalnim prstencem a odpovidd mistu pfipojeni
plazmolemy k jadernému obalu na bazalni ¢asti hlavicky (Brito, 2007; Hofirek et
al., 2009).

U vétSiny hiebCich spermii je implantacni jamka excentrické polohy vzhledem
k Sifce butiky, tudiz spermie s abaxialnim bi¢ikem nejsou povazovany za abnormalni
(Pesch et Bergmann, 2006).

Bicik predstavuje pohybové ustroji spermie, je spojen s hlavickou krckem
(centriolovou ¢asti) a sklada se ze spojovaci Casti, hlavni Casti a koncové (terminalni)
casti (Jelinek, Koudela et al., 2003; Pesch et Bergmann, 2006). Kréek spermie je
kratky spojovaci segment mezi hlavickou a bicikem. Krcek je v predni Casti piipojen
k bazalni casti hlavicky a v zadni ¢asti k vné€j§im hustym vlaknam (fibrilam) biciku
(Pesch et Bergmann, 2006). Kréek (hlavice bic¢iku) je vytvofen z proximalniho
centriolu, ktery da vznik implantacni ploténce a z predni Casti distalniho centriolu,
ktery da zaklad tvorby biCiku. Vznikla segmentovand chorda svym tvarem
predstavuje rozsifenou hlavici biciku. Svym zuzenim, které vystupuje z implantacni
jamky, se pevné priklada k hladkym chordam. Je jich 9, obdobné jako filament
centriolového vélce, a tvoii chordovy obal komplexu osovych vlaken.

Celym bicikem prochazi axonema. Axonema nebo soubor osovych vlaken je
tvofena centralnim parem mikrotubull, kolem néhoz je usporadano 9 part vlaken,
oznacovanych za dublety. Toto usporadani mikrotubuld je oznacovano jako struktura
9+2. Kazdy dublet se skladd z podjednotky A (plné vldkno) a podjednotky B

(tvofena neuplné pfipojenym mikrotubulem ve tvaru pismene C). Obé tyto
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podjednotky jsou ve vzajemném kontaktu, z kazdé podjednotky A vystupuji dveé
kratka sty¢na ramena, smétujici k elementu B dal§iho (sousedniho) dubletu (obrazek
1). Raménka tvoii peptidy (dynein) s ATP aktivitou a takto uvolnénd energie je
transformovana do bilkovin kontraktilnich vlaken. V pribéhu tohoto procesu dochazi
k prodluzovani a zkracovani molekularniho usporadani téchto bilkovin, ¢imz dochazi
k pfenostim prostorovych sil a pohybu bi¢iku (Brito, 2007; Véznik et al., 2004).
Kazdy mikrotubulovy dublet axonem je obklopen jednim z deviti vnéjSich
hustych vlaken. VSechna vlakna jsou nejsilnéjsi v proximalni Casti spojovaci Casti
a postupné se zuzuji smérem ke konci hlavni Casti a nejsou jiz pfitomné v koncové
Casti biciku. Ve spojovaci casti biCiku jsou wvné&jsi hustd vlakna obklopena
mitochondriemi uspotradanymi konci k sobé v nepfetrzité dvojité spirale (Brito,
2007). Spojovaci (mitochondridlni) cast bi¢iku je tedy tvofena axonemou,
obklopenou vnéj§imi hustymi vlakny, a mitochondridlnim pouzdrem. Mitochondrie
jsou zodpovédné za aerobni fungovani spermie (Tanaka et Baba, 2005). Hlavni
funkci mitochondrii je produkce ATP, ale vstupuji také do mnoha fyziologickych
procesti. Mitochondrie jsou povazovany za nejdalezitési organely pro hodnoceni
kvality spermii, maji vyrazny vliv na funkce spermie, zmény v mitochondrialni
struktufe spermii ovliviiuji motilitu spermie (Piomboni et al., 2012) a mohou mit
vliv na schopnost spermie oplodnit oocyt (Le Guillou et al., 2013). Obsahuji vlastni
DNA a membranovy potencial, ktery muze byt snadno zkouman in vitro pomoci
integrity DNA spermii a pomoci hodnoceni motility (Carra et al., 2004).
Na kaudalnim konci mitochondridlniho pouzdra je prstencovy trojboky utvar, tzv.
Jensentv prstenec, ktery pfesné vymezuje konec spojovaci Casti biciku a pfipisuje se
druhé ¢asti rozdéleného distalniho centriolu. Hlavni ¢ast je dlouha pfiblizné 30 az 44
um a je nejdelsi casti biCiku (Pesch et Bergmann, 2006). V porovnani
s mitochondridlni ¢asti je hlavni cast bic¢iku tenci. Jejim podkladem je komplex
osovych vlaken (Véznik et al., 2004). Specifickym rysem hlavni ¢asti biciku je jeji
ohrani¢eni fibrézni pochvou z proteinového materidlu, ktera je tvorena ze dvou
longitudinalnich sloupcti (dorzalni a ventralni sloupec) probihajicich paralelné
s osovymi vlakny. Z téchto sloupcti vybiha obéma sméry fada ramen obepinajicich
osova vlakna a hladké chordy (specifickd soustava husté cytoskeletalni formace,
ktera zajistuje pohyb vpred). Husta vlakna a fibrézni pochva nejsou kontraktni, ale
poskytuji strukturalni podporu a flexibilitu nezbytnou pro efektivni pfenos

klouzavého pohybu dubleti axonemy do pohybud biciku. Fibrozni pochva je tedy
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nejen utvarem strukturalné podporujicim skladbu biciku, ale svou tvarovou paméti
napomaha pruznosti biciku pfi jeho kmitavém a rotaénim pohybu. Fibrozni pochva
kon¢i nekolik mikrometrd od konce biCiku, kde hlavni ¢ast prechazi do koncové
casti. Koncova c¢ast je kratky, koncovy segment biciku, obsahujici pouze axonemu
(je tvofena pouze osovym vlaknem bez chord a fibrézni pochvy (Brito, 2007;
Véznik et al., 2004).

Cely povrch spermie pokryva dvouvrstevna cytoplazmatickd membrana, ktera
se sklada prevazné zlipidi a proteini (Hofirek et al., 2009). Lipidové slozeni
membrany spermie dodava potrebnou flexibilitu pro buriku, reguluje jeji bunécné
funkce (spermatogeneze, kapacitace) (Sanocka et Kurpisz, 2004). Zatimco
fosfolipidy predstavuji stavebni komponenty plazmatické membrany, proteiny plni
jeji specifické funkce. Transmembranové proteiny slouzi jako iontové kanaly
a prenaSeCe, ucCastni se selektivniho pfenosu molekul skrz membranu a dale
regulacnich a signalnich procesu. Periferni proteiny slouzi zejména pii oplozeni
(Tapia et al., 2012). Integrita cytoplazmatické membrany je podminkou rezistence
bunék. Membrana biciku mé odliSnou antigenni strukturu od membrany hlavicky
spermie. Zatimco hlavicka spermie ma plazmatickou membranu ptivodni spermatidy,
bicik po penetraci a jeho morfologickém dotvafeni méa povrchovou membranu nove

vytvorenou (Véznik et al., 2004).
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Obrazek 1 Anatomické usporadani biciku spermie — pficny prutez (Brito, 2007)
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Semenna plazma

Je tekutina druhové specifického mnozstvi a barvy, rozdilného pH a konzistence.
Predstavuje pfirozené prostiedi pro spermie, umoziuje jejich vyzivu a transport
v pohlavnich organech samice. Ma relativné staly osmoticky tlak a vyznacuje
se velkymi pufracnimi schopnostmi (Jelinek, Koudela et al., 2003). Obecn¢ je
semenna plazma povazovana za médium, které umoziuje preziti spermii a usnadriuje
jejich transport (Juyena et Stelletta, 2012).

Pti ejakulaci jsou spermie z ocasu nadvarlete promiseny s tekutinou, ktera je
produkovana ptidatnymi pohlavnimi zlazami (Cowperovy zlazy, bulbouretralni zlazy
a prostata) (Gibbons et al., 2005). Semenna plazma tedy obsahuje velké mnozstvi
molekul produkovanych predev§im piidatnymi pohlavnimi zlazami (Poiani, 2006).
V malém mnozstvi se na jejim slozeni podili i tekutina, ktera ma svij puvod
ve varleti, nadvarleti, chamovodu a v mocCové trubici. U hiebce tvofi semenna
plazma 95-98 % ejakulatu a predstavuje tak hlavni podil ejakulatu (Marvan et al.,
1998).

Semenna plazma je tvofena ionty (Na®, K', ZN', Ca™, Mg™. Cl),
energetickymi substraty (fruktoza, sorbitol, glycerylphosphocholin), organickymi
slouceninami (kyselina citronova, aminokyseliny, peptidy, proteiny s nizkou
a vysokou molekularni hmotnosti, lipidy, hormony - testosteron, estrogen,
prostaglandiny) a dusikatymi komponenty (amoniak, mocovina, kyselina mocova,
kreatin a redukujici latky — kyselina askorbové, hypotaurin). Chemické slozeni
semenné plazmy a funkce piidatnych pohlavnich zl4z se 1isi jak v ramci druhu, tak
i mezi ejakulaty jednoho samce. Rozdily v koncentracich nékterych komponent
v semenné plazmé mohou byt zpasobeny vyzivou, managementem chovu,
pusobenim enzymt pfitomnych v plazmé a metabolickou aktivitou spermii
rozptylenych v semenné plazmé (Vieira et Miller, 2006). Po smichani spermii
s vymesky pridatnych pohlavnich zlaz jsou spermie vystaveny novému prostiedi
s komplexni smési novych proteini. Obecné je znamo, Zze semenna plazma
stabilizuje membranu spermie obklopenim jejiho povrchu. Proteiny semenné plazmy
tvofi ochrannou vrstvu spermie s dekapacitacnimi faktory, které inhibuji oplozovaci
schopnost ejakulované spermie, to umoziuje spermiim zachovat si oplozovaci
schopnost pfi prichodu sami¢im pohlavnim traktem, tedy skrz prostiedi, které je

pro spermie neptiznivé (Gibbons et al., 2005, Juyena et Stelletta, 2012).
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2.3 SPERMATOGENEZE

Spermie se tvofi po dosazeni pohlavni dospélosti v semenotvornych kanalcich
varlete a cely proces jejich tvorby je oznaCovan jako spermatogeneze (Marvan et
al., 1998). Proces spermatogeneze se uskuteciiuje v pravidelnych cyklech a probiha
kontinualn€ v prubéhu celého reprodukéniho obdobi Zivota. V pocatecni etapé nema
spermatogeneze jesté pravidelny cyklicky charakter, vysledkem je pak vyssi obsah
nezralych forem spermii v ejakulatu. Pravidelné cykly nasleduji za sebou v presnych
Casovych intervalech, pficemz kazdy cyklus zacind o ¢tvrtinu délky cyklu pozdéji
nez cyklus predchazejici. Délka spermatogenniho cyklu je druhové rozdilna,
u hiebce se pohybuje kolem 54 dni. Dle ptevazujiciho charakteru zmén se proces
spermatogeneze déli na dvé vyvojové faze, a to obdobi spermatocytogeneze a obdobi
spermatohistogeneze (Jelinek, Koudela et al., 2003; Véznik et al., 2004).

Spermatocytogeneze se dale Cleni na obdobi rozmnozovani (stadium mitdzy),
obdobi ristu a obdobi zrani (stadium meidzy). Stadium mitdzy je charakteristické
opakovanym mitotickym délenim pavodnich kmenovych bunék A-spermatogonii.
Kazda matefska bunka A-spermatogonie se rozdéli na dvé nestejné velké dcefiné
buriky — jednu vétsi a podobnou mateiské buice, ktera zistava po delsi dobu
v latentnim stadiu (tzv. interfaze) a druhou, mensi intermediarni buriku, ktera se opét
nékolikrat déli a vysledkem jsou B-spermatogonie. V zavéru rozmnozovaci faze
se B-spermatogonie rozdéli na spermatocyty I fadu, neboli tzv. primarni
spermatocyty, které poté vstupuji do obdobi ristu a v tomto stadiu pouze zvétSuji
svij objem v dasledku zmnoZeni zasobnich latek v cytoplazmé (Jelinek, Koudela et
al., 2003; Marvan et al., 1998). Stadium meiozy je charakterizovano dvéma po sobé
nasledujicimi  délenimi, jejichz vysledkem je redukce poctu chromozomu
na polovinu. V prvnim meiotickém déleni vznikaji dva spermatocyty II. fadu.
Druhym meiotickym délenim pak vznikaji Ctyfi spermatidy, které jsou
charakteristické pritomnosti vzdy jen jednoho sexchromozomu (X nebo Y) (Jelinek,
Koudela et al., 2003).

K mnoha charakteristickym zménam dochazi v pribéhu spermatohistogeneze,
kdy je dokonceno druhé meiotické déleni spermatocytu a formuje se spermatida jako
podlouhla burka tvaru spermie. Dale je z Golgiho aparatu formovan akrozom, ktery
u zralé spermie prekryva apikalni Cast protahlého jadra spermie, obsahuje matrix

pro enzymy nutné k dosazeni povrchu oocytu a pruniku skrz kumularni vrstvu
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oocytu a zonu pellucidu (hyaluronidazu a akroziny) (Hofirek et al., 2009; Gadella,
2008). Oba bunécné centrioly se piesouvaji k zadnimu polu hlavicky a davaji vznik
kr¢ku a osovému vladknu biciku spermie. Takto metamorfované spermie se uvoliuji
z vyb&zkli podpurnych bunék a dostavaji se do lumen semenotvornych kanalku
a do vyvodnych cest (Jelinek, Koudela et al., 2003). Pfed tim, nez se spermie
odpoutd od lumen Sertoliho buné€k, zbavuje se mnozstvi nepotfebnych organel
(Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum, lysozomy, peroxizomy a ribozomy),
které nejsou nezbytné nutné pro oplodnéni oocytu (Gadella, 2008).

Kdyz volné spermie migruji ze semenotvornych kanalkl pfes rete testis
obsahujici jadro s vysoce kondenzovanym chromatinem, ktery obsahuje haploidni
genom a specifické sekreCni organely a vysoce specializovany bi¢ik. V dasledku
udalosti, které probéhly na povrchu spermie, doSlo ke zménam nékterych
metabolickych procest, coz mélo vliv na vlastnosti pohybu spermii (v hlavé
nadvarlete jsou spermie nepohyblivé). V ocasu nadvarlete na svij povrch pritahuji

mnozstvi proteind, které se nasledné podileji na oplozeni (Sullivan et Saez, 2013).

2.4 ODBER SPERMATU OD HREBCU

Efektivni odbér vysoce kvalitniho spermatu je v programech umélé inseminace
velmi dualezity. Samotny proces odbéru ejakulatu mize byt pficinou $patné plodnosti
nebo podradné kvality ejakulatu (Hurtgen, 2009). K maximalizaci kvality Cerstvého
ejakulatu je velmi dulezité, aby hiebci byli sexualné aktivni (Sieme et al., 2004).
S cilem maximalizovat pocet morfologicky normalnich a pohyblivych spermii by
hiebci meli byt odebirani pomoci vhodné metody odbéru, intervalu a frekvence.
Spermie z prvniho ejakulatu po obdobi delSiho sexualniho odpoc¢inku maji obecné
velky pocet morfologickych abnormalit, vysS§i koncentraci a niz§i motilitu. Kromé
toho maji tyto ejakulaty také nizsi zivotnost (Samper, 2009).

Sperma musi byt odebirano od hiebct, ktefi vyhovuji pfedepsanym zdravotnim
podminkam. Penis hifebce musi byt pravidelné oSetfovan a dezinfikovan. Dezinfikuje
se 1 pripoustéci mistnost po skonCeni odbéru a zad atrapy se dezinfikuje
pred kazdym odbérem hiebce (Louda et al., 2001).

Odbér spermatu u hiebce se provadi pfevazné pomoci umélé vaginy a umélého

fantomu nebo fijici se klisny (Miiller, 2006).
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Odbér spermatu pomoci umélé vaginy je nejrozsirenéjsi zpusob odbéru spermatu
u hiebcti. K tomuto ucelu je k dispozici vice modelti umélych vagin. Vsechny umélé
vaginy, pouzivané pro odbér spermatu hiebct, jsou opatieny vodnim plastém, ktery
umoziuje pasivni regulaci vnitini teploty a tlaku uvnitf umélé vaginy. Ve vétsiné
pfipadii mize byt vnitini pramér umélé vaginy modifikovan pfidanim vody nebo
vzduchu do vodniho plasté (Hurtgen, 2009). V umélé vaginé musi byt stejné tepelné
a tlakové poméry jako v piirozené pochvé, proto musi byt vodni plast’ naplnén vodou
o teploté asi 40 - 42 °C a musi byt vytvoren potiebny tlak v umélé vaginé, ktery
by mél byt 530 kPa. Dale by méla byt zajisténa potrebna kluzkost vaginy, které je
dosazeno vymazanim vnitini vrstvy umélé vaginy nespermicidnim lubrika¢nim
gelem (Louda et al., 2001). Pro tyto ucely se nejcastéji vyuziva sterilni vazelina
nebo methylceluléza. Jiné lubrikanty mohou obsahovat bakteriostatické nebo
spermicidni slouCeniny, které jsou Skodlivé pro pohyblivost spermii. Mozné davody
Skodlivého vlivu lubrikantd se pfipisuji hyperosmolarité a nefyziologickému pH.
Peclivy vybér lubrikantu, jakoZ i jeho pouzité mnozstvi, jsou dulezitymi faktory
pii procesu odebirani ejakulatu (Froman et Amann, 1983). Pro snizeni bakterialni
kontaminace z pryzovych vlozek jsou vyuzivany jednorazové sbéracCe, vétSinou
z PVC folie. V pfipadé, Ze jednorazové sbéraCe nejsou pouzivany, mély by byt
pryzové vrstvy umélé vaginy ponoteny do 70% alkoholu po dobu 1 hodiny, promyty
objemem horké vody a uskladnény v bezpra§ném a suchém prostfedi. Na gumové
Casti by neméla byt pouzivana mydla a dezinfekéni prostfedky. Pro odstranéni
necistot, gelové frakce spermatu nebo cizich Castic ze vzorku ejakulatu by mél byt
cely ejakulat filtrovan. Filtr mize byt u vétSiny komercné dostupnych umélych vagin
pifimo soucasti sbémého systému, nebo je cely ejakulat filtrovan az po odbéru
(nylonové, polyesterové filtry) (Hurtgen, 2009).

K odbéru hiebciho ejakulatu se pouziva otevieny nebo uzavieny typ umélé
vaginy. U uzavieného typu je ejakulat ziskavan pfimo do sbérné nadobky nebo PVC
folie, ktera je soucasti umélé vaginy. U otevieného typu se sperma odebira
do samostatné odbérové nadobky, coz umoziuje oddélit jednotlivé frakce ejakulatu
a ziskat tak ejakulat s vyssi koncentraci spermii. Pfi pouziti tohoto typu umélé vaginy
je mozné nechat odtéct prespermatickou frakci ejakulatu, ktera muiZze obsahovat
1 nezadouci mikroorganismy, a také zavéreCnou postspermatickou frakci, obsahujici
predev§im husty gel s velmi malym poctem spermii. Takto ziskany ejakulat je 1épe

skladovatelny nez celkovy ejakulat, obsahujici vSechny tii frakce (Gordon, 2004).
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Specifické vlastnosti jednotlivych typt umélych vagin se lisi v celkové délce,
pruméru, plnénim vodniho plasté, manipulaci, hmotnosti, a mistem ejakulace hiebce.
K odbéru ejakulatu se pouzivaji umélé vaginy razného typu, konstrukce a puvodu
(Love, 1992). Mezi bézné pouzivané modely patii napiiklad Missoury, Colorado,
Hannover, Nishikawa, HarVet a Krakovsky typ (Hurtgen, 2009). Nejznaméjsi jsou
Colorado nebo Missoury, pouzivajici vnitini vlozku vaginy z polyetylenu, ktera
neporusuje aktivitu ziskanych spermii (Louda et al., 2001).

Missoury model ma zizeny vchod pryzovym prstencem, je zaloZen
na domnénce, ze reflex ejakulace je vyvolan tfenim u baze pyje (Kliment et al.,
1989). Tento typ se sklada z kozeného pouzdra s kozenou rukojeti, vodniho plaste,
tvoreného ze dvou tvarovanych vrstev pryze a pryzového kuzele, vedouciho
z vodniho plasté (slouzi pro umisténi sbérace spermatu). U tohoto typu umélé vaginy
je zalud hiebce v dobé ejakulace mimo teply vodni plast, ¢imz je zabranéno
poskozeni spermii tepelnym Sokem (Hurtgen, 2009).

Model Colorado je podstatné delsi, vétsi v pruméru, a t€zSi nez ostatni typy
umélych vagin. Sklada se z pevného vnéjSiho plastového obalu a dvou vrstev
pryzovych vlozek, vytvarejicich vodni plast’ (Samper, 2009). Délka vaginy Cinni 54
cm a pramér 14 cm. Sbéra¢ se pouziva jednorazové a je vyroben z PVC folie.
Do mezistény vaginy se naléva tepla voda v rozmezi 1,5 — 2 1, teplota umélé vaginy
v dobé odbéru musi Cinit 40 — 42 °C (Kliment et al., 1989). Piednosti tohoto typu je
udrzeni potfebné teploty uvniti umelé vaginy po vyrazné delsi dobu. Vyznamnym
nedostatkem naopak je, ze vétSina hiebcu ejakuluje pfiblizné v poloviné délky
vodniho plasté a ejakulat je tak vystaven vysokym teplotam. Je proto zapotiebi
pii odbéru velké opatrnosti, aby se zabranilo tepelnému Soku spermii.

Typ Hannover je krat$i a v pruméru mens$i nez typ Colorado a je vyroben
z pevného pryzového plasté a vnitini pryzové vlozky. K ejakulaci dochazi v blizkosti
konce vodniho plasté. Tento model je vhodny pro vétsSinu hiebct.

Typy Nishikawa a HarVet jsou lehké a snadno ovladatelné, a vétSina hiebct
ejakuluje pfimo do sbéraCe spermatu. Uméla vagina se sklada z hlinikového nebo
plastového pouzdra s jednou latexovou vlozkou. Model Nishikawa ma navic také
vypustny ventil, ktery umoziuje unik vody pod tlakem béhem ejakulace (Hurtgen,
2009).

Krakovsky typ nebo také polsky model umélé vaginy se podstatné lisi

od ostatnich model. Jedna se o tzv. zkracenou umélou vaginu. Tento typ umélé
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vaginy umoziuje kontrolu zaludu penisu a je proto mozné provadet frakcionovany
odbér. Ejakulat je zachycovan do pfipravené tepelné izolované sterilni nadobky
(Louda et al., 2001). Tato vagina je 40 cm dlouha o priméru 14 cm. Odbérem
do této vaginy je zamezeno vys$§i mikrobialni kontaminaci a dosazeno vyssi hustoty
ejakulatu a lepsi hygieny odbéru, coz je uziteCné zejména Vv programech
kryokonzervace. Rovnéz umoziuje pouziti vysokych teplot ve vodnim plasti
bez rizika poskozeni spermii tepelnym Sokem. Tento typ umélé vaginy nejlépe
odpovida fyziologickym potfebam hiebci (Kliment et al., 1989; Tischner et
Kosiniak, 1992).

Pro hiebce, ktefi maji potize s ejakulaci do umélé vaginy, mize byt za urcitych
okolnosti nutné zvysit vnitini teplotu umélé vaginy na 50 °C. V tomto ptipade je
ovSem tfeba dat pozor na to, aby hiebec ejakuloval pfimo do sbérace spermatu nebo
koncové casti vodniho plasteé umélé vaginy, aby se zabranilo tepelnému Soku.
Spermie, vystavené prebyteCnému teplu ve vodnim plasti umélé vaginy, vykazuji
krouzivy typ motility a maji snizenou zivotnost v Cerstvém a nafedéném ejakulatu
(Hurtgen, 2009).

Pfi samotném odbéru by uméla vagina méla byt drzena rovnobézné s ventralni
plochou bficha hiebce. Ve fazi ejakulace by umeéla vagina méla byt naklonéna
smérem doli a umoznit rychly vstup spermatu do sbérné nadoby, aby nedoslo
k tepelnému Soku spermii (Love, 1992). Ejakulace nasleduje po nékolika frik¢énich
pohybech a trva 5 — 35 sekund, v priméru 16 s (Louda et al., 2001).

Chyby pfi odbéru spermatu jsou ¢asto spojeny napftiklad s nizkou teplotou uvnitf
umélé vaginy, pretlakem vumeélé vaging, pfili§ nizko nastavenym fantomem
nebo nevhodnou pozici umélé vaginy pro konkrétniho hiebce.

Odebrané sperma se laboratorné hodnoti (Miiller, 2006). Laboratoi by méla byt
pfipravena tak, aby veSkeré pomucky, pouzivané pii manipulaci s odebranym
spermatem, byly Cisté a mély piislusnou teplotu (35-37 °C) (Véznik et al., 2004;
Hurtgen, 2009).
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2.5 HODNOCENI EJAKULATU

Hodnoceni kvality spermatu je uzitecné pro predikci plodnosti hiebci a ma
velky vyznam pro dosazeni maximalni reprodukcni efektivity, at’ uz v pfirodnich
podminkach chovu nebo v programech asistované reprodukce (Colenbrander et al.,
2003; Rodriguez et al., 2001). Kromé toho je také uziteCnym nastrojem v klinické
diagnostice subfertilnich zvirat.

Obecnym cilem hodnoceni spermatu je posoudit plodnost jednotlivych hiebct
nebo jednotlivych vzorkd spermatu, pfiCemz sperma muze byt pouzito jako Cerstve,
zchlazené nebo zmrazené (Colenbrander et al., 1992; Jasko et al., 1992;
Petrunkina et al., 2007). Kvalita ejakulatu, pouzitého k inseminaci, musi odpovidat
pozadavkiim stanovenych normou pro kazdy druh plemenika hospodaiskych zvifat
(Louda et al.,, 2001). Cilem hodnoceni ejakulatu je proto zjistit, zda jsou
kvantitativni a kvalitativni spermiologické parametry v souladu s nejnovéj§imi
minimalnimi pozadavky, stanovenymi pro biologické slozeni hiebCiho spermatu
(Klug, 1982; Parvevliet et al., 1994).

Hodnoceni a zpracovani odebraného ejakulatu se provadi ve specializované
laboratofi. Vzhledem k tomu, Ze stanoveni oplozovaci schopnosti ejakuléatu je velmi
obtizné, pouziva se fada zkousek (L.ouda et al., 2001). Obvyklé parametry, zahrnuté
do hodnoceni kvality cerstvého spermatu, jsou kvantitativni (napf. objem,
koncentrace spermii na ml, celkovy pocet spermii v ejakulatu) nebo kvalitativni
(napf. procento pohyblivych spermii, morfologie spermii, dlouhovékost aktivity
spermii po zchlazeni a skladovani) (Sieme, 2009).

Pro ziskani lepsi predstavy o soucasné kvalité ziskaného ejakulatu by melo byt
provedeno makroskopické a mikroskopické vySetieni ejakulatu (Samper et al.,
2007). Makroskopické vySetieni se provadi bezprostiedné po odbéru ejakulatu
a stanovuje se objem ziskaného spermatu, barva, konzistence, pach a obsah cizich
pfimisenin. Mikroskopické vySetfeni spermatu zahrnuje stanoveni koncentrace,
aktivity a morfologie spermii, koncentrace vodikovych iontli a procenta zivych
a mrtvych spermii (Kliment et al., 1989).

Jednotlivé metody hodnoceni ejakulatu jsou napomocné k odhadu potencialni
plodnosti konkrétniho hfebce. Neexistuje jediné hodnoceni, parametr nebo test, které
lze pouzit samostatné k urCeni miry plodnosti nebo neplodnosti hiebce, proto

se dirazné doporucuje vyuziti vice metod hodnoceni (Samper et al., 2007).
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Nejpresnéj§i dosazitelnou metodou objektivniho hodnoceni spermatu je
automatickd pocitacova analyza spermatu CASA (Computer-Assisted Sperm
Analysis), kdy se k hodnoceni spermiologickych parametri vyuziva kombinace
mikroskopu, kamery a pocitacového softwaru (Love, 2011).

Konven¢ni technika hodnoceni je vSak nejCastéji zaloZzena na subjektivnim
hodnoceni objemu, koncentrace a aktivity spermatu (Verstegen et al., 2002;

Varner, 2008; Samper, 2009).

2.5.1 Barva, konzistence a pach ejakulatu

Makroskopicky vzhled ejakulatu zavisi na jeho hustoté, kterd je urcena
koncentraci spermii, slozeni semenné plazmy a obsahu fyziologickych (epitelové
buriky) nebo patologickych (moc¢, krev) slozek. Barva a konzistence ejakulatu
poskytuji dalezité udaje o vhodnosti ejakulatu pro pouziti v Al (Sieme, 2009). Tyto
makroskopické parametry ejakulatu se posuzuji smyslove, bezprostiedné po odbéru
ejakulatu. Pro vylouceni odchylek v barvé nebo vzhledu odebraného ejakulatu je
potieba provést vizualni posouzeni (Samper et al., 2007). Barva se posuzuje proti
sveétlu. HrebCi ejakulat by mél byt bilé az Sedavé bilé barvy, pficemz zalezi
na koncentraci spermii v ejakulatu (Louda et al., 2001). Samper et al. (2007)
dodava, ze jinak zabarveny ejakulat vétSinou signalizuje poruchu nebo onemocnéni.
Sperma nazloutlé barvy poukazuje na pritomnost moci v ejakulatu (tzv. urospermie),
ejakulat rizové nebo nacervenalé barvy je kontaminovan krvi (tzv. hemospermie).
Prestoze urospermii i hemospermii 1ze snizit odstfedénim naredéného ejakulétu, jsou
tyto vzorky spermatu nevhodné k inseminaci. Konzistence se posuzuje ve sbéraci
v dopadajicim nebo prochazejicim svétle (Louda et al., 2001). Konzistence se méni
s klesajicim poctem spermii z krémové, mlécné, syrovatkové az na vodnatou,
a indikuje snizeni po¢tu spermii nebo absolutni absenci spermii (Sieme, 2009). Husté
sperma dobré jakosti je neprihledna vazka tekutina, zpravidla smetanového mirné
zmitého vzhledu s pomalu se pohybujicimi zrnitymi shluky spermatu. Ridké sperma
$patné jakosti je vodnaté, prusvitné a bez zrnitosti. Konzistence hiebc¢iho ejakulatu je
spiSe vodnata. Pach se posuzuje Cichem ve sbéraci. Ejakulat hiebce je obvykle
pachové neutralni nebo ma slaby specificky pach pfipominajici pach kravského

mléka. Ejakulaty se zapachem moci, hnilobnym zapachem (svéd¢icim o piimiseni
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hnisu) a s druhové specifickym fekalnim zapachem musi byt zlikvidovany. Ejakulat

by mél byt prosty cizich ¢astic a pfimé&si (Louda et al., 2001; Sieme, 2009).

2.5.2 Objem ejakulatu

Objem ejakulatu je kvantitativnim ukazatelem dulezitym pro stanoveni
celkového poctu spermii v ejakulatu a pro kalkulaci vhodného poméru fedéni
spermatu pro vyrobu inseminacnich davek (Louda et al., 2001; Root Kustritz,
2007; Sieme, 2009).

Objem ejakulatu se stanovuje okamzité po jeho ziskani a zjiStuje se mérenim
v odmémych nadobéach nebo vazenim na laboratorni automatické vaze (Véznik et
al., 2004). Nadoby na méfeni objemu by mély byt sterilni a predehtaté na teplotu 37-
38 °C (Samper, 2009).

Hiebec, jakozto druh s intrauterinni ejakulaci, produkuje vétsi mnozstvi
ejakulatu nez druhy s intravaginalni ejakulaci (pfezvykavci). Objem ejakulatu je
ovlivnén ftadou faktori, zejména plemennou pfisluSnosti a hmotnosti hiebce,
genetickym zakladem, vékem a prostifedim. Faktory prostfedi, které mohou
ovliviiovat objem ejakulatu, jsou napfiklad vyziva, ustijeni, oSetfovani, intenzita
pohlavniho vyuziti plemenika, stupefi pohlavniho vydrazdéni, technika a frekvence
odbéru ejakulatu (odbér celého ejakulatu nebo spermatické frakce), ro¢ni obdobi
(az 50 % rozdil mezi produkci v pfipoustéci sezoné a mimo sezénu) a vyznamneé
se podili 1 vyrovnanost plemenika v daném prostiedi a jeho zdravotni stav (Véznik et
al., 2004; Janett et al., 2003). Objem spermatu je také do znacné miry ovlivnén
mnozstvim sekrett piidatnych pohlavnich Zlaz (Sieme, 2009).

Objem spermatu u hiebce by mél byt stanoven jen ze spermatické frakce,
to znamena bez frakci ejakulatu chudych na spermie, tj. bez nespermatické frakce
vylucované mocovou trubici a bulbouretralnimi zlazami a stejné tak bez specifické
gelové frakce produkované semennymi vacky. Tyto frakce ejakulatu se neodebiraji,
respektive odstrafiuji. Objem ejakulatu by tedy meél byt reprezentovan pouze
spermatickou frakci (Véznik et al., 2004; Samper, 2009).

Dle Véznika et al. (2004) by objem spermatické frakce hiebce mél byt
minimaln& 20 cm’. Sieme (2009) uvadi, Ze celkovy objem ejakulatu by mé&l byt 60-
120 cm’, bez gelové frakce 30-100 cm’. Dle Loudy et al. (2001) se objem hiebciho
ejakulatu pohybuje od 50 do 200 cm’. Jelinek, Koudela et al. (2003) uvadgji
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primémy objem okolo 70 cm®. Pozadavek na minimalni objem ejakulatu, stanoveny
ve Vyhlasce ¢. 471/2000 Sb. kterou se provadéji nektera ustanoveni zakona
¢. 154/2000 Sb., o Slechténi, plemenitbé a evidenci hospodarskych zvitat (dale jen

Vyhlaska), je 10 cm’.

2.5.3 Koncentrace spermii

Koncentrace spermii, nebo také hustota, pfedstavuje pocet spermii na jednotku
objemu. Stanoveni koncentrace spermii v ejakulatu se vyjadiuje poctem spermii v 1
mm’ a je ukazatelem pro ureni stupné fedéni spermatu. Obvykle se udava
v milionech na mm® nebo ml (Véznik et al., 2004; Sieme, 2009).

Stanoveni koncentrace spermii v ejakulatu je jednou ze zakladnich informaci
o jeho kvalité. Pocet spermii, produkovanych hiebcem, je dan velikosti varlat
a funk¢ni aktivitou semenotvorného epitelu (Louda et al., 2001; Véznik et al.,
2004; Samper et al., 2007). Samper et al. (2007) dodava, ze denni produkce
spermii je jednim faktorem, ktery ovliviiuje pocet spermii v ejakulatu. Jeden gram
testikularniho parenchymu produkuje béhem obdobi rozmnozovani pfiblizné 19
miliond spermii denné, mimo piipoustéci sezonu se tato produkce snizuje na 15
miliond. Celkova Sitka Sourku vysoce koreluje s testikularni hmotnosti, velikosti
a produkci spermii, a je proto povazovana za dualezity udaj pfi hodnoceni potencialni
plodnosti urcitého ejakulatu. Koncentrace spermii na mililitr nasobena objemem
dava celkovy pocet spermii (TSC) v ejakulatu, coz je jeden znejdulezitéjsich
ukazatela kvality ejakulatu (Martinez, 2004; Sieme, 2009).

Faktory, ovliviiyjici koncentraci spermii v ejakulatu, se vseobecné uplatiiuji
prostfednictvim vnitiniho prostfedi organismu a negativnim pusobenim na fidici
mechanismy, popfipadé pfimo na cilové tkané pohlavniho systému (Véznik et al.,
2004). Koncentrace je dana vékem, zdravotnim stavem hiebce, pfipravenosti
a technikou odbéru ejakulatu (Louda et al., 2001). Mnozstvi spermii, produkované
hiebcem, se zvysSuje s vékem, protoze celkova délka semennych kanalkt se zveétsi
a zvysi o vice nez 30 % v prabéhu zivota hiebce.

Ke zjisténi koncentrace spermii v ejakulatu existuje nekolik metod. Nejcasteji
se koncentrace spermii zjiStuje hemocytometricky nebo fotometricky.
Hemocytometrie je pfima metoda pocitani spermii (Samper et al., 2007). Stanoveni

koncentrace spermii hemocytometrickou metodou je zalozeno na pocitani spermii
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v Biirkerové komurce. Presnost této metody velice zavisi na presnosti pipetovani,
peclivém promiseni a absolutnim poctu pocitanych spermii (alespont 100). Ackoliv je
tato metoda Casové narocnéjsi, nez nékteré jiné dostupné metody, je povazovana
za velmi pfesnou a spolehlivou a slouzi také ke kontrole presnosti méfeni nékterych
pfistroja, pouzivanych ke stanoveni koncentrace spermii (Louda et al., 2001;
Samper et al., 2007).

Dalsi moznosti je pouziti prutokového cytometru v kombinaci s fluorescenénim
barvivem oznacujicim spermie. Tato metoda je rovnéz cennym nastrojem k urCeni
koncentrace spermii s vysokou pifesnosti. Vzhledem ke slozitosti pfipravy spermii
a celkovym nakladim nachazi tato metoda uplatnéni ve specializovanych
laboratorich (Evenson et al., 1993).

Pro stanoveni koncentrace spermii byly vyvinuty i jiné alternativni metody
zjistovani koncentrace spermatu, kdy se pocet spermatickych bunék urcuje
z nafedénych vzorkd ejakulatu pomoci specialnich zafizeni (Gordon, 2004).
Pii spektrofotometrii je odhad koncentrace spermii zalozen na hustoté vzorku
a propustnosti paprsku svétla skrz ejakulat (Gordon, 2004; Sieme, 2009). Mnozstvi
svétla prenasené skrze vzorek je nepifimo umérné koncentraci spermii ve vzorku.
Ve standardnim spektrofotometru je odecet (opticka hustota nebo procento
transmitance) preveden do grafu s odpovidajici koncentraci spermii (Samper et al.,
2007). Urcitou nevyhodou téchto metod je vSak chybéjici rozlisSeni mezi spermiemi
a ostatnimi burikami ve vzorku spermatu.

V posledni dobé bylo vyvinuto snadno pouzitelné zafizeni pro pocCitani spermii
NucleoCounter SP-100. Tento pristroj je zalozen na pocitani sav¢ich bunécnych
jader obarvenych specifickym fluorescencnim barvivem (propidium jodid).
Propidium jodid je vylu€ovan ze zivych bunek, ¢ehoz se vyuzivad k odhadu
koncentrace nezivotaschopnych bunék a koncentrace celkového poctu bunék
v suspenzi (Hansen et al., 2006).

Dal§i moznosti stanoveni koncentrace spermii je integrace do pocitaCové
analyzy spermii (CASA). Tyto systémy mohou s dostateCnou presnosti urcit
koncentraci spermii a pohyblivost spermii sou¢asné (Evenson et al., 1993).

Koncentrace spermii 100 - 350 x 10%ml jsou b&Zné v zavislosti na sezonnich
vlivech a frekvenci ejakulace, ale obvykle spada koncentrace spermii do rozmezi 50-
150 x 10°ml, za ptedpokladu, Ze jsou provadény pravidelné odbéry ejakulatu
(jednou denn¢ nebo kazdy druhy den) (Sieme, 2009). Morrel et al. (2008) uvedli
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rozpéti koncentrace spermii u teplokrevnych plemen hiebci 162 az 356 x 10%ml.
Louda et al. (2001) uvadi, Ze koncentrace spermii v ejakulatu je wvariabilni
a pohybuje se mezi 100 000 az 300 000 spermii v 1 mm®. Frakce bohata na spermie
muze dosahnout koncentrace az 800 000 spermii/mm’. Husté sperma ma koncentraci
vice nez 200 000 spermii/mm®, stiedné husté sperma 80 000 az 200 000 spermii/mm’
a fidké sperma 30 000 az 80 000 spermii/mm”.

Dle Vyhlasky je pii kratkodobé konzervaci ejakulatu pozadovéana koncentrace
spermii nejméné 100 000 spermii v 1 mm”, pii dlouhodobé konzervaci pak nejménd
120 000 spermii v 1 mm’. Insemina¢ni davka kratkodob& konzervovaného spermatu

by méla obsahovat nejméné 300 x 10° aktivnich spermii.

2.5.4 Motilita spermii

Motilita spermii je vSeobecné povazovana za predni ukazatel pro posuzovani
kvality ejakulati a odhadu potencialni fertility a patii tudiz na pfedni mista vyctu
spermatoanalytickych metod (Véznik et al.,, 2004; Sieme, 2009; Contri et al.,
2013).

Motilita spermii je dana progresivnim pohybem spermie vpied za hlavickou
(Mortimer, 1997). Progresivni pohyb spermii je povazovan za vyznamny ukazatel
pro odhad fertilizaéni schopnosti ejakulatu. Z hlediska funkéniho je pohyb spermii
nutnou podminkou jejich priniku do oocytu. Proto je pfipravenost energie (ATP)
vyménou latkovou zakladni potifebou bunécné vybavenosti kazdé spermie. VSechny
faktory ovliviiyjici motilitu spermii, ovliviiuji 1 vymeénu latkovou a naopak. Pifimy
progresivni pohyb je znakem funkcni plnohodnotnosti a ma jej vykazovat pti dobrém
ejakulatu 70 % spermii. Spermie pii svém progresivnim pohybu rotuji kolem své osy
s frekvenci 3-15 otaCek za sekundu. U alterovanych spermii postupné mizi rotace
a pohyb se stava plochy, pfiemz se ptimocary pohyb méni v kruhovy. S postupujici
vitalni degradaci se méni piimy pohyb vétSinou na pohyb na kruhu, a ¢im mensi je
kruznice, tim vysSi je stupeni vitalni degradace. Nékteré spermie vykazuji trhavy
nebo preruSovany pohyb, pfipadné pohyb na misté (oscilacni). Véznik et al. (2004)
uvadi, ze dolni hrani¢ni hodnota pozadovaného procenta pohyblivych spermii
u hiebce je 60 %. Spermie normalné plodnych hiebci by mély mit okamzitou

progresivni pohyblivost vétsi nebo rovno 60 % (Malmgren, 1997).
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Dle Sampera (2009) je cilem hodnoceni motility urcit celkové procento
pohyblivych spermii, které zahrnuje jeSté procento spermii oscilacnich (vitalni
spermie pohybujici se v kruhu kolem své vlastni osy) a podil progresivné
pohyblivych spermii. Uvadi, ze abaxialni pfipojeni spojovaci casti k hlavicce
spermie je u hiebCich spermii fyziologické a odpovédné za kruhovy pohyb specifické
alikvotni Casti ejakulatu hiebce. Proto odhad pouze progresivni pohyblivosti muaze
podcenit dobrou pohyblivost vzorku spermatu nékterych hiebcut.

VysSetfeni motility se provadi ihned po odbéru a po skladovani spermatu.
Zakladnim zpuisobem kvantitativniho stanoveni motility spermii je subjektivni
stanoveni poctu pohyblivych spermii pomoci mikroskopického vysetieni, kdy je
odhadem stanoveno procentické zastoupeni spermii pohybujicich se wvpred
za hlavickou (Louda et al., 2001). Pii posuzovani motility se hodnoti také charakter
pohybu, pfiCemz se urcuje jeho smér a rozsah kmitu hlavicky spermie.
Neoddélitelnym atributem pohyblivosti je 1 rychlost pohybu spermii. Proto jsou tyto
dvé veli¢iny vétSinou zkoumany soucasn€. Rychlost pohybu spermii je citlivym
ukazatelem, ktery dovoluje Casné posoudit nastupujici vitalni degradaci ejakulatu
(Véznik et al., 2004). Soucasn€ s hodnocenim pohyblivosti spermii, by mél byt
zaznamenan vyskyt aglutinace spermii a pocet cizorodych bun¢k (Colenbrandner et
al., 1992; Brito, 2007). Sperma by mélo byt pfed analyzou nafedéno (na koncentraci
25 a7 50 x 10° spermii na mililitr), protoze Gerstvy ejakulat hiebce ma tendenci
k aglutinaci (shlukovani spermii), coz ztézuje individudlni pohyblivost spermii
(Samper et al., 2007; Samper, 2009).

Klasické mikroskopické hodnoceni motility je subjektivni proces ovlivnény
fadou subjektivnich faktor. Nevyhodou tohoto hodnoceni je mensi presnost, nizka
opakovatelnost a skuteCnost, ze odhad pohyblivosti spermii se muze lisit mezi
posuzovateli (Amann et Katz, 2004). Proto I1ze pro hodnoceni motility spermii
vyuzit také objektivnich metod, kdy se pro hodnoceni vyuziva pocitacova technika
(Véznik et al., 2004). Znacny pokrok v tomto sméru piinesla CASA (Computer-
Assisted semen analysis).

CASA je poloautomatickd pocitaCova metoda pro objektivni hodnoceni
parametrd ejakulatu, vyuzivana nejCastéji pro stanoveni riznych parametri motility
(Samper, 2009). CASA je jedinou objektivni metodou pro analyzu motilnich,
progresivnich a hyperaktivnich spermii ve vzorku, a proto poskytuje informaci

o oplozovacim potencialu spermatu. Opticky systém zafizeni snima obraz, ktery je
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digitalizovan a prenasen na monitor ve formé pixeli. Pomoci specialnich algoritmu,
vyuzivajicich poCty a jasnost pixelt, jsou rozliSovany pohyblivé a nepohyblivé
spermie a je analyzovana draha kazdé spermie. Draha jednotlivych spermii je
determinovana funkci jejich bicikli a charakteristikou pohybu odrazi fyziologicky
stav spermie. Ziskané trajektorie jsou matematicky zpracovany, coz umoziiuje
definovani téchto trajektorii v Ciselné podobé. Vysledky tohoto zpracovani se odrazi
v fadé kinematickych parametra, které presné vymezuji pohyb kazdé spermie a jsou

prezentovany béhem néekolika vtefin (Quintero-Moreno et al., 2003).

Kinematické parametry motility

VCL, curvilinear velocity, kiivocara rychlost (um/s): primérna rychlost hlavicky
spermie po jeji skutecné kiivocCaré draze, okamzité zaznamenany sekvencni postup
celé trajektorie spermie.

VSL, straight-line velocity, linearni (pfimocara) rychlost (um/s): primérna rychlost
hlavicky spermie podél pfimky mezi jeji prvni zjisténou polohou a posledni zjisténou
polohou; pifima trajektorie spermie za jednotku Casu.

VAP, average path velocity, pramérna rychlost (um/s): praimérna rychlost hlavicky
spermie podél své primérné drahy - draha je vypocitana zmirnénim kiivocaré
trajektorie podle algoritmi v SCA Motility modulu; primérna trajektorie spermii
za jednotku ¢asu.

ALH, amplitude of lateral head displacement, amplituda bo¢niho posunu hlavicky
(um): rozsah bo¢niho posunu hlavicky spermie po jeji prumémé draze, muze byt
vyjadrena jako maximum nebo jako prameér téchto posunti. Odvozena z VCL a VAP,
odréazi pohyb biciku.

LIN, linearity coefficient, linearita (%): linearita kfivocaré drahy (VSL/VCL).

WOB, wobble coefficient, kmitani (%): mira kmitani (stupenn oscilace) skutecné
drahy kolem primérné drahy (VAP/VCL).

STR, straightness coefficient, ptimost (%): linearita pramérné drahy (VSL/VAP).
BCF, beat-cross frequency (Hz): praméma rychlost, se kterou kiivoCara draha
protina primérnou drahu; pocet bocnich oscilacnich pohybu hlavicky spermie kolem

prumérné drahy (kolikrat je primérna draha piekiizena kiivoCarou drahou).
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ktera se nazyva zakfivenou drahou. Priméma rychlost pod¢l této drahy je nazyvana
krivocarou rychlosti — VCL. Dale je vypocitana primérna draha a prumérna rychlost podél
této drahy je oznacovana jako prumérna rychlost pohybu po draze — VAP. Linearni draha je
vynesena od prvni do posledni pozice hlavicky spermie. Rychlost podél této trajektorie je

N2

od prumérmé drahy, se oznacuje jako amplituda bo¢niho posunu hlavicky — ALH. Podobné
existuji body, kde zakfivena draha protina pramérnou drahu a pocet téchto prasecika
oznacuje pocet bocnich oscilacnich pohybu hlavicky spermie kolem pramérné drahy — BCF
(pocet za sekundu) (Amann et Waberski, 2014).

CASA je velmi presna metoda, urcujici celou Skalu pohybovych charakteristik
spermii. U té€chto systému je vSak nutné zohlednit mezidruhové rozdily ejakulatq,
respektive pohybovych charakteristik spermii, coz vyzaduje spravné nastaveni
parametril méfeni pro vysSetfeni na riznych typech pfistroji. K poskytovani presnych
a opakovatelnych vysledkti vyzaduje také standardizaci, kalibraci a technické
nastaveni, vhodnou pfipravu vySetfovaného vzorku a spravnou interpretaci ziskanych
vysledka (Sieme, 2009).

Dle Vyhlasky by sperma pro kratkodobou konzervaci meélo obsahovat
minimalné 50 % aktivnich spermii, sperma pro dlouhodobou konzervaci minimalné
70 % aktivnich spermii. Stanoveny pozadavek na kvalitu inseminacni davky

kratkodobé konzervovaného spermatu je nejméné 50 % aktivnich spermii po fedéni.
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Inseminacni davka dlouhodobé konzervovaného spermatu by méla obsahovat

nejméné 30 % aktivnich spermii po rozmrazeni.

2.5.5 Koncentrace vodikovych iontd (pH ejakulatu)

Prestoze méfeni pH neni nejpopularnéjsi technikou, vyuzivanou k hodnoceni
kvality ejakulatu, muze spolecné s ostatnimi udaji poskytnout cenné informace
k posouzeni plodnosti ur¢itého vzorku spermatu (Samper et al., 2007). Koncentrace
vodikovych iontt se zjistuje bud’ pomoci lakmusovych papirkl, nebo pomoci pH-
metri a méla by byt stanovena do 15 minut po odbéru, vzhledem ke zménam
zivotnich pochodl spermii.

Obecné je reakce vodikovych ionti Cerstvého ejakulatu blizka neutralni hranici.
Ejakulat hiebce by mél mit pH v rozmezi 6,7 az 7,5. Pokud pH stoupne na 7,8,
znamena to, ze nebyl ziskan cely ejakulat. Vyrazné alkalické pH miize poukazovat
na patologické zmény sekretd pridatnych pohlavnich zlaz, pfipadné na jiné piimési
v ejakulatu a je tedy doprovazeno poruchami plodnosti (Louda et al., 2001).
Samper et al. (2007) uvadi optimalni hodnotu pH pfiblizn€ 7,7 a ze zmény v této
hodnoté negativné ovliviiyji motilitu spermii. Contri et al. (2013) uvadi, ze pH 7
az 7,5 umozfiuje maximalni projev potencialni motility spermii. Dale tvrdi, ze pH
niz8i nez 5,5 snizuje motilitu spermii a membranovou integritu, zatimco pH nad 8,5
vede ke znehybnéni spermii, coz je zpusobeno vyznamnym poklesem jejich
mitochondrialni aktivity.

Spermie vykazuji vétsi snizeni pohyblivosti v reakci na kyselé prostiedi
nez na prostiedi alkalické (Samper et al., 2007). Pii pH 6 ustava pohyb a dochazi
ke stavu anabiozy, ve kterém mohou spermie prezit po delsi dobu. Obnoveni pohybu
je mozno dosahnout pridanim alkalickych latek nebo zahfanim spermatu. Tohoto
jevu je vyuzivano ke kratkodobé konzervaci spermatu chlazenim (Louda et al.,
2001). Zatimco spermie imobilizované kyselym prostfedim jsou schopné obnovit
motilitu poté, co se pH vrati k normalnim hodnotam, vliv alkalického prosttedi je
ireverzibilni (Samper et al., 2007).

Vzhledem ke skuteCnosti, ze hiebec témer postrada pufracni schopnost, ktera
vyrovnava kolisani hladiny pH v ejakulatu, je jeho sperma velmi citlivé na vykyvy
pH (Louda et al., 2001). Byla prokazana negativni korelace mezi objemem ejakulatu
a pH a mezi poCtem spermii a pH, coz naznacuje, ze vzorky s vysokym pH mohou

mit nizkou koncentraci spermii (Samper et al., 2007).
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2.5.6 Integrita plazmatické membrany spermii

Integrita a normalni funkceschopnost plazmatické membrany spermii je
nezbytny predpoklad Gsp&snosti fertilizace. Zivé bunky si zachovavaji asymetrické
rozdéleni raznych fosfolipidi mezi vnitini a vnéjsi st€nou plazmatické membrany.
Jsou-li buniky vystaveny extrémnim nefyziologickym podminkdm, dojde v nich
k biochemickym a morfologickym zménam a nastupu nekrobiotického procesu.
Nekroza zacind zhorSenou schopnosti buiiky zachovat homeostazu, coz vede
k influxu vody a extracelularnich iontt. Hydropicka degenerace se projevi zménou
intracelularnch organel a celd buika se postupné edematicky méni. U spermie je
pfedev§im postizena oblast akrozomu a povrchové membrany, postupné
mitochondrialni struktury a bicik (Véznik et al., 2004). Funk¢ni testy integrity
plazmatické membrany mohu potencidlné charakterizovat kvalitu bunék (Sieme,
2009). Pii rutinni analyze spermii se zjiStuje mnohdy vyznamné procento mrtvych
spermii. VSeobecné je tato bunéfna smrt povazovana za duasledek bunécnych
nekrobiotickych procest, nebot pouzivana vitalni barviva pro rozliSeni zivych
a mrtvych spermii pronikaji do spermii zménou permeability plazmatické membrany.
Integrita membranovych systému je pii vySetieni ejakulatu propojena se stanovenim
procenta zivych a mrtvych spermii, nebot jejich prikaz je podloZen pravé zménami
membran (Véznik et al., 2004).

Zakladem je supravitalni postup barveni spermii, ktery diferencuje vySetfovanou
bunécnou suspenzi na skupinu spermii s neporuSenou povrchovou membranou
a skupinu spermii se zménami permeability povrchovych membran a v disledku
poruSeni jejich integrity ke zménam interakce s pouzitym barvivem (Sieme, 2009).
V praxi se pouziva 0,5% eosin ve fyziologickém roztoku o pH odpovidajicim
pfislusnému druhu zvifat (pro hiebce pH 7,2). Z pouzivanych fluorochromt
se pro mikroskopickou techniku nejCastéji uplatfiuje primulin, chlortetracyklin
a pfi vyuziti prutokovych cytofotometri proprium jodid nebo specialnich testovacich
sett napt. Sperm Viability Kit (Véznik et al., 2004).

Zkouska je zalozena na rozdilné afinité zivych a mrtvych spermii k barvivam.
Mrtvé nebo oslabené spermie pfijimaji barvivo, kdezto zivé spermie nepropousté)i
semipermeabilni membranou barvivo a hlavicka zustava bila. Mrtvé spermie se barvi
bledé razoveé az Cervené (Samper et al., 2007). Hodnoti se 200 bunék a stanovi

se procento zivych a mrtvych spermii (Véznik et al., 2004).
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Integrita plazmatické membrany spermii je dokladovana téz testem membranové
tolerance a rezistence vuci hypoosmotickému prostiedi. Podstatou tohoto testu je
predpoklad, ze u nenaruSené membrany zivé spermie v hypoosmotickém prostredi
dojde kreakci biCikt jejich staCenim po praniku vody do bunécného interiéru

(Sieme, 2009).

2.5.7 Morfologické vySetieni spermii

Posouzeni normalnich a patologicky zménénych spermii, jakoz i1 stanoveni
ptitomnosti bunék jinych bunéénych kategorii, je povazovano za neoddélitelné
diagnostické kritérium vedle stanoveni koncentrace a motility, proto je morfologie
spermii dalezitym parametrem pro hodnoceni kvality spermatu (Véznik et al., 2004).
Vzhledem k dulezitosti v reprodukénim procesu je studium morfologie spermii
nezbytnou soucasti analyzy spermatu, protoze abnormality v morfologii spermii jsou
dilezitym ukazatelem snizené plodnosti (Chandler et al., 1988; Jasko et al., 1990;
Barth et al., 1992). Zjistovani po¢tu abnormélnich spermii pfi morfologickém
vySetfeni hraje dulezitou roli pro stanoveni fertility hiebch, je dulezité také
pro selekci plemenik a k odhadu potencialni vhodnosti ejakulatu ke skladovatelnosti
a pro ucely ume¢lé inseminace (Kuster et al., 2004).

Abnormality mohou byt klasifikovany s ohledem na anatomické misto defektu,
tedy jestli je zasazena hlavicka, kréek, spojovaci Cast nebo bicik (Jasko et al., 1990).
Na téchto Castech spermii jsou posuzovany odchylky od normalni struktury spermie
(Véznik et al., 2004; Samper, 2009).

Podle mista vzniku se abnormality rozdé€luji na primarni a sekundarni. Primérni
zmény spermii vznikaji v prubéhu spermatogenniho cyklu a fadi se mezi né
degenerativni formy spermii, zmény tvaru hlavi¢ky, zmény v nukleoplazmé, zmény
na akrozomu, tvarové zmeény bic¢iku a dalsi vyvojové anomalie. Sekundarni zmény
nastavaji pii dlouhém pobytu spermii v ocasu nadvarlete, dale v pribéhu ejakulace,
Spatnou manipulaci odebraného ejakulatu a nespravnou piipravou preparatu. Tyto
zmény jsou projevem kvalitativnich zmén v semenné plazmeé a nespravného
technologického postupu pfi zpracovani spermatu (Louda et al., 2001). Obecné jsou
primarni defekty povazovany za vaznéjsi, protoze vznikaji béhem spermatogeneze
v semenotvorném epitelu varlat (Sieme, 2009).

Patologické formy spermii se dle Loudy et al. (2001) déli do nékolika skupin:
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Vyvojové tvarové anomalie degenerativniho charakteru — do této skupiny
patii vSechny formy spermii, které se vyvinuly atypicky a nemaji normalni
diferenciaci - hlavicku s akrozomem, spojovaci Cast biciku a bicik samotny. Patii
sem také spermie s dvojitym bicikem nebo se zdvojenou hlavickou. V normalnim
ejakulatu by se nemélo vyskytovat vice nez 5 % téchto abnormalit. VyS§si procento je
ukazatelem vaznéjsi poruchy spermatogeneze.

Patologické tvary hlavicek — tyto zmény jsou nejcastéjSimi odchylkami
pfi poruchach spermatogeneze a provazeji nejCastéji vznik degenerativnich nebo
zanétlivych procesu ve varlatech. NejCastéji se vyskytuji hlavicky zuzené, hruskovité
(azka zakladna), abnormalné velké (macrocephalis), abnormalné malé
(microcephalis), asymetrické a dale spermie s abnormalni strukturou hlavicky.
Vsechny tyto anomalie se fadi mezi zmény primarni a jejich celkovy vyskyt
by nem¢l prekrocit hranici 5 %.

Zmény akrozomu - stav akrozomu je silné spojeny s fertilitou ejakulatu a tak
razné morfologické defekty akrozomu musi byt zvazeny. Tyto defekty mohou
zpusobit Casné embryonalni Umrti nebo zcela zabranit oplozeni. Typicka
morfologickd zména v utvareni akrozomu, kterd je vSeobecné uznavana jako znak
snizené fertility, je knoflikovy defekt spermii (knobbled sperm defect). Napadnost
tohoto utvaru je predevsim spojena sjeho prominenci v apikalni casti akrozomu.
Zmény akrozomalni oblasti maji i jiné formy abnormalniho utvafeni. Castou zménou
je zvySena kondenzace akrozomalni hmoty k prfednimu okraji hlavicky, tvoftici
tmavéji zbarveny hieben hlavicky spermie. Velmi Castou anomalii je také zbobtnaly
akrozom.

Zmény spojovaci ¢asti — abnormalitou této oblasti mohou byt zmény v délce
nebo tloust'ce spojovaci ¢asti, vyskyt proximalnich protoplazmatickych kapek nebo
rozvolnéni mitochondridlni spirdly, které je vétSinou provazeno naruSenim
povrchové membrany (spermie nevykazuji pohyb). Pfi vaznéjSich poruchach funkce
pohlavnich organi se muze vyskytnout segmentalni aplazie (parcialni absence
mitochondrialni spiraly).

Patologické zmény bic¢iku — abnormality bi¢iku meéni pohyblivost spermii.
Nejcastéji se jedna o rizné formy stoCeni biCiku. Pfitomnost stocenych bi¢ikd muze
byt povazovana za signal nedostateCného zrani v nadvarleti. Dale sem patfi
dekapitace (oddé€leni hlavi¢ek od bicikt) a abnormity v orientaci bi¢iku z hlediska

podélné osy — ulozeni abaxialni, ve sklonu k ose — paraaxialni a retroaxialni, coz je
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bic¢ik v protismérném postaveni, navozujici obraceny pohyb. Z funkéniho hlediska
jsou abnormity v ulozeni biCiku provazeny zménou charakteru pohybu spermie
a ovliviiyjyi motilitu a jeji efektivitu v procesu fertilizace. Mezi tyto zmény se fadi
i tzv. Dag-defekt, kdy dochazi k abnormalnimu vyvinuti bic¢iku v dasledku toho,
ze se bicikové fibrily nevyvinou v usporadani 2+9+9, ale ve vn&jsim kruhu obvykle
skupina fibril chybi.

Nezralé spermie — jedna se o spermie se zadrzenou protoplazmatickou kapkou
na krcku — proximalni, nebo v prubéhu spojovaci Casti — distalni. Zatimco distalni
kapky jsou z hlediska fertility povazovany za méné vyznamné, proximalni kapky
naznacuji vysokou nezralost bunék, které jest¢ nedokoncily proces zrani béhem
jejich prichodu nadvarletem (Pérez-Sanchez et al., 1997; Gago et al., 2000).
Pii vys$Sim vyskytu nezralych spermii v ejakulatu je tfeba sledovat vyskyt dalSich
vyvojovych vad.

Zmény v nukleoplazmé — tyto zmény se posuzuji pii pouziti specialniho
barveni, které znazoriiuje jadernou substanci. Mezi nejCastéj§i zmény pak patii
nepravidelné usporadani deoxyribonukleovych kyselin v jadie, makrovakuoly nebo
slaba barevna reakce nukleoplazmy. V ejakulatu nema byt vice nez 15 % téchto

anomalii.

Pii soucasném zpusobu klasifikace je zaznamenavan pocet vyskytujicich se
morfologickych abnormalit. Pokud se na jedné spermii vyskytne takovychto
abnormalit vice, znamena to zavaznéjsi naruseni spermatogeneze a horsi prognézu
plodnosti. Méla by proto byt zaznamenavana frekvence vyskytu defektd v nejméné
100 buiikach namisto poctu abnormalnich bun¢k ze 100 (Samper, 2009).

Vaznou otazku v posuzovani kvality ejakuldtu tvoii nepohyblivost spermii
bez vyraznych morfologickych zmén (Véznik et al., 2004). Procento pohyblivych
spermii v ejakulatu by meélo byt paralelni s poctem morfologicky normalnich
spermii. SkutecCnost je vSak takova, ze ne vSechny pohyblivé spermie maji normalni
morfologii a ne vSechny morfologicky normalni spermie jsou pohyblivé (Samper,
2009).

Vysoce plodni hiebci maji vice nez 60 % morfologicky normélnich spermii
a méné nez 5 % abnormalit akrozomu (Samper et al., 2007). Rodriguez-Martinez
et Barth (2007) dodavaji, ze frekvence vyskytu abnormalnich hlavi¢ek spermii

by neme¢la pievySovat 10 % a zaroven také abnormality jednotlivych ostatnich
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parametri (akrozom, spojovaci cast, biCik, proximalni cytoplazmatické kapky)
by nemély prevysovat 5 % nebo celkem c¢init 10-15 %. Sperma pro kratkodobou
konzervaci by mélo obsahovat 60 % morfologicky normalnich spermii, u ejakulatu
pro dlouhodobou konzervaci je pozadavek zvysen na 70 % morfologicky norméalnich
spermii (Vyhlaska).

Pfi hodnoceni morfologie spermii lze vyuzit celé fady riznych metod a barviv
(Samper et al., 2007). Véznik a kol. (2004) popisuje barveni podle Hancocka,
Farellyho, Cefovského, Karrase a barveni podle Papanicolaoua. Samper (2009)
uvadi, ze bézné pouzivana barviva pro morfologické hodnoceni jsou Williamsovo,
Karrasovo, nigrosin-eosin, Eosin Anilin Blue, Spermac, Feulgen. Hidalgo et al.
(2005) uvadeji dale Diff-Quick, Hemacolor, Harris hematoxylin.

Dle Hidalga et al. (2006) je subjektivni posuzovani morfologie spermii
ovlivnéno nedostatkem presnosti a opakovatelnosti, coz vede k omezené
vyuzitelnosti morfologického hodnoceni spermatu pro kvalitni predikci k reprodukeci.
Subjektivni hodnoceni morfologie spermii na zakladé vizualniho pozorovani vede
k velmi rozdilnym vysledkim vzhledem k fadé faktort, jako je napiiklad pouZiti
raznych postupti barveni nebo zkusenosti technikti. Zaini et al. (1985) uvadeéji, ze
variabilita vysledkl se miaze pohybovat v rozmezi 40 az 60 %.

Cestou, jak prekonat problém subjektivity metod, zalozenych na vizudlnim
posouzeni, bylo zavedeni automatizovanych systémi pro analyzu morfometrie
spermii (ASMA) v roce 1990. Ackoliv tato technologie byla pivodné navrzena
pro lidské spermie, postupné byla pfizplisobena nékterym druhiim zvifat (Iguer-
Ouada et Verstegen, 2001; Esteso et al., 2006; Saravia et al., 2007; Hidalgo et al.,
2008). Vyvojem automatické analyzy morfometrie spermii (ASMA) se zlepsilo
posouzeni morfologie spermii s pfesnym a opakovatelnym méfenim rozméra
hlavi¢ek spermii riznych druhd, véetné hiebcti (Ball et Mohammed, 1995; Arruda
et al., 2002; Soler et al., 2003; Hidalgo et al., 2005).

ASMA systémy poskytuji fadu objektivnich parametri, které usnadriuji
standardizaci morfologického hodnoceni spermatu (Yaniz et al., 2015). Témito
automatickymi systémy lze také prokazat nepatrné rozdily v rozmérech hlavicek
spermii mezi plodnymi a neplodnymi hiebci (Hidalgo et al., 2008). Nicméné vyuziti
této metody vyzaduje peclivou pfipravu vzorku a jeho barveni za ucelem snizeni

chyb digitalizace (Davis et Gravance, 1993).
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Presnost ASMA systéml zavisi na standardizaci analytickych proménnych,
vyuzivanych pro kazdy druh, na odpovidajici pfipravé vzorku (fixace a barveni)
a spravné mikroskopické analyze obrazu (Hidalgo et al., 2004). Chyby vznikaji
Casto dusledkem rozdild mezi jednotlivymi ASMA systémy nebo nedostateCnym

poctem analyzovanych spermii (neni reprezentativni vzorek).

2.6 MORFOMETRICKA ANALYZA SPERMII

Murphy et al. (2013) uvadéji, ze 1 pres zdanlivou jednoduchost spermii,
predstavuji tyto specializované buriky obrovskou rozmanitost ve velikosti a tvaru
u riznych druhli. Spermie se lisi tvarem a rozméry mezi druhy i mezi jednotlivci
(Downing- Meisner et al., 2005).

Morfometrie spermii byla zkoumana u mnoha druht savci. Vétsina studii je
soustiedéna na celou hlavicku spermie, s vysokou variabilitou v ramci druhu,
prevazné vysvétlovanou rozdily v metodice. Spermie raznych druhd savet mohou
byt klasifikovany podle velikosti a tvaru hlavicky/jadra. Hlavicka spermie hiebce je
ovalné protahla, pfi¢emz nej§irsi Casti je predni tietina hlavicky. Hlavicka je relativné
plocha a podélny fez je priblizn€ eliptického tvaru s mirn¢ zesilenou zadni Casti
(Brito, 2007). Délka hlavicka spermie hiebce je 6,3 um, §irka 3,2 um (Véznik et al.,
2004). Samper (2009) uvadi rozméry pro délku a Sitku hlavicky spermie 6,6 um
a3,6 um.

K popisu morfometrickych parametrd hlavicky spermie jsou vyuzivany ruzné
parametry. Primarni parametry poskytuji informace o rozmeérech hlavicky spermie
a obvykle zahrnuji délku (L), Sitku (W), plochu (A) a obvod (P) (obrazek 4).
Odvozené parametry tvaru hlavicky jsou odhadovany pomoci fady matematickych
vzorcl. Mezi tyto parametry patfi napfiklad elipticnost (Elip = L/W), drsnost (Rugo
= 4mA/P?), prodlouzeni (Elong = (L-W)/(L+W)) a pravidelnost (Regu = tLW/4A)
(Severa et al., 2010; Sanchez et al., 2013). Vzhledem k tomu, ze tyto parametry
nevysveétluji vSechny morfologické odchylky, pozorované u hlavi¢ek spermii,
vyuziva se pro sofistikovanéjsi analyzu tvaru Fourierova analyza a geometricka
morfometrie (Ostermeier et al., 2001a, b; Thurston et al., 2001, Sanchez et al.,
2013).
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SHAPE PARAMETERS

Ellipticity: L/'W

Rugosity: 4mA/S p*
Elongation: (L-W)/(L+W)
Regularity: mLW/4A

Obrazek 4 Popisované morfometrické parametry hlavicky spermie (Hidalgo et al.,
2005)

Se zvySujici se velikosti vSech bunécnych komponentl se souCasné zvétSuje
velikost spermii a nasledné jsou schopny produkovat vice energie a pohybovat se
rychleji (Tourmente et al.,, 2011, Sanchez et al., 2013). Spermie s vétSim
prodlouzenim hlavicky mohou také dosahnout vétsi rychlosti pohybu diky snizenému
odporu a véts§i hydrodynamické efektivité (Malo et al., 2006). Morfometrie hlavicky
spermie muze také urCovat vhodnost konkrétni spermie ke kryokonzervaci
(Thurston et al., 2001; Pena et al., 2005). Studii morfometrie subpopulaci spermii
byly u€inn€ prokazany rozdily v mrazitelnosti mezi ejakulaty. Na zéaklad¢ toho lze
predpokladat, ze rozdily mezi tvarem spermii a bunénym objemem mohou byt
zodpovédné za rozdily v rychlosti vymény vody skrz plazmolemu béhem procesu
zmrazeni-rozmrazeni, a tak vznikaji rizné osmotické gradienty v rtznych
subpopulacich spermii (Nunez-Martinez et al., 2007).

Morfometrické parametry jadra spermie by mély uzce korespondovat
s morfometrickymi parametry hlavicky (Ostermeier et al. 2001a; Nunez-Martinez
et al., 2005). Yaniz et al. (2015) uvad¢ji, ze analyza dalSich akrozomalnich
parametrd, jako jsou plocha a obvod akrozomu, by mohly byt zajimavé,

ale Ze nejcCastéji popsanym rozmérem je pouze podil hlavicky kryty akrozomem.
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Soucasné poznatky o morfometrii spojovaci Casti spermie jsou pomérmné nizké.
Vétsina studii je zaméfena na meéfeni délky spojovaci Casti za pouziti svételné
mikroskopie a analyzy obrazu (Morrow et Gage, 2001; Malo et al.,, 2006;
Aggarwal et al., 2007; Brito et al., 2010). Analyza této struktury mize poskytnout
cenné informace nejen o délce, Sifce a plose spojovaci Casti, ale také o vzdalenosti
mezi hlavni osou hlavicky a spojovaci Casti a uhlu divergence spojovaci Casti
od hlavni osy hlavicky (obrazek 5). Proto by se mél dal§i vyzkum vénovat
vyhodnoceni této struktury. Existuji prace, které prokazuji souvislost mezi délkou
spojovaci ¢asti spermie a motilitou (Gil et al., 2009; Lupold et al., 2009). Délka
spojovaci Casti mize mit vliv na mnozstvi energie vyrobené v mitochondriich
(Bierla et al., 2007). Naopak studie Malo et al. (2006) prokazala, ze spermie s delsi
spojovaci Casti se pohybuji pomaleji nez spermie, jejichz délka spojovaci Casti je
krat§i. Toto zjisténi ovSem nepodporuje hypotézu, ze velikost spojovaci casti
determinuje mnozstvi energie, které je prevedeno do rychlosti pohybu. Véznik et al.
(2004) uvadeji délku spojovaci casti spermii hiebce 8,6 um. Pesch et Bergmann
(2006) uvade¢ji délku 8 az 10,5 um a prumér 0,6 um. Dle Sampera (2009) je

spojovaci cast dlouhd 9,8 um.

MIDFIE CE

Obrazek 5 Popisované morfometrické parametry spojovaci ¢asti spermie (Hidalgo
et al., 2005)
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Rychlost spermie a potencialni schopnost oplodnit vajicko 1ze determinovat také
z bi¢iku spermie, ktery by mél byt proto hodnocen spolecné se spojovaci ¢asti (Malo
et al., 2006; Kondracki et al., 2011). ASMA systémy se vSak soustfed’uji predevsim
na hlavicky spermii z divodu ztizené detekce bicikii spermii (Soler et al., 2003).
Existuje sice néekolik studii, zabyvajicich se hodnocenim délky bi¢iku u riznych
druhti, ale jen malo znich vyuziva pro stanoveni délky biCiku spermie systém
ASMA (Serres et al., 1983; Gage, 1998; Morrow et Gage, 2001; Kondracki et al.,
2005; Malo et al., 2006; Aggarwal et al., 2007; Brito et al., 2010; Kondracki et
al., 2011). Co se tyce délky biciku, tak 1 zde byla prokazana pozitivni korelace
s rychlosti pohybu (Malo et al., 2006). Noorafshan et Karbalay-Doust (2010)
pozorovali piitomnost spermii s krat§imi bi¢iky ve vzorcich spermatu s nizkou
pohyblivosti v porovnani se spermatem, obsahujicim vysoké procento progresivné
motilnich spermii.

Morfometrické vysledky se mohou liSit v zavislosti na rtznych vnitfnich
a vn¢jsich faktorech.

Vnitini faktory mohou zahrnovat naptiklad genetické faktory, vék a pohlavni
dospélost. Uginky genotypu ovliviiuji strukturu spermii, je proto pravdépodobné,
ze odchylky v morfologii spermii vznikaji v pribéhu spermatogeneze (Marti et al.,
2011a). Kone¢na morfologie spermii je definovana béhem prichodu nadvarlaty, kde
zrani buneék zahrnuje zmény ve slozeni membrany, DNA a struktury akrozomu
(Yeung et al., 1997; Tablado et al., 1998; Gago et al., 2000; Oberpenning et al.,
2000) a dale ptitomnost cytoplazmatickych kapek (Cooper, 2011). Vné;si faktory
zahrnuji environmentalni faktory, dale faktory souvisejici se zpracovanim vzorku
(ptiprava vzorku, fixace a barveni spermii) a samotnou morfometrickou analyzu
(Yaniz et al., 2015). N¢kolik studii se také zabyvalo hodnocenim vlivu vyzivy
na morfometrii spermii. Obecné se piredpokladd, ze suSeni, fixace a barveni
vyznamné snizuji rozméry spermii — u hiebci bylo toto snizeni kvantifikovano
na piiblizné 20 % v délce a 13 % v sifce (Ball et Mohammed, 1995).

Vyznamny vliv na morfometrické vysledky muze mit také optika, intenzita
osvétleni, poCet analyzovanych spermii na vzorek, technik a nastaveni analyzatoru

spermii — standardizace pro dany druh. Zavérem je mozné fici, ze vysledky
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morfometrie spermii mohou ovlivnit rizné faktory a ze tato metoda musi byt

standardizovana pro poskytovani spolehlivych vysledki (Yaniz et al., 2015).

2.7 REDENI A KONZERVACE EJAKULATU

Dulezitou otazkou rozvoje umélé inseminace je problém uchovani oplozovaci
schopnosti a zivotnosti spermii mimo organismus po dlouhou dobu. Cilem
konzervace ejakulatu je tedy =zachovat dobrou oplozovaci schopnost
a zivotaschopnost spermii vytvofenim vhodného prostiedi pro spermie a také zvétsit
objem spermatu. Vliv vné¢jsiho prostiedi pfi konzervaci spermatu se projevuje
zejména v tom, ze proti pfirozenym podminkdm musi spermie piekonat teplotni
zmeény, ochlazeni a znovuzahfati, na které nejsou pfipraveny. Hromadénim
a pusobenim vlastnich zplodin latkové vymény dochazi ke zméne pH, k vyCerpani
vyzivnych latek jesté pred zavedenim spermatu do pohlavnich organti samice,
k delsimu nezadoucimu pusobeni semenné plazmy na spermie, ke zméné
metabolickych pochodid pfi zvySovani a snizovani teplot, k rychlejsi ztraté
elektrického naboje a k aglutinaci spermii. Aby konzervace splnila ucel, musi
zachovat charakteristické vlastnosti spermii a pfi vSech probihajicich zménach
zajistit takovou funkci semene, jakou mélo v okamziku odbéru. Ugelem konzervace
je dale omezit metabolické pochody v co nejkratsi dobé na co nejnizsi stupen,
zachovat energeticky potencial spermii a jejich elektricky naboj (Kliment et al.,
1989). Konzervaci se snizuje aktivita intracelularniho vapniku ve spermiich

a dochazi k poruseni bunécné homeostaze (Louda, 2001).

Redéni spermatu

Nedilnou soudasti konzervace je fedéni spermatu. USelem fed&ni spermatu je
predev§im vytvofit vhodné prostiedi pro spermie a zvétSeni objemu semene —
zajisténi podminek pro piezivani spermii mimo organismus (in vitro). Zivotnimi
projevy, jako je dychani spermii, vznikaji v ejakulatu produkty latkové vymeény,
napiiklad kyselina mlécnd. Ta postupné okyseluje prostfedi, zpomaluje pohyb
spermii, navozuje anabiézu a jejich odumfeni (Mutalik et al., 2014). Redidla jsou
dilezitou soucasti programi umélé inseminace, nebot zvySuji Zivotaschopnost
spermii a umoznuji transport a skladovani spermatu nékolik dni (Dietz et al., 2007).

Redidlo musi byt zdrojem energie pro spermie, musi mit dobrou pufrovaci
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schopnost, musi obsahovat malé mnozstvi elektrolyth, musi zajistit pozadovany
osmoticky tlak, stdlou hodnotu pH a nesmi byt pro spermie toxické (Rasul et al.,
2000). Teplota ptidavaného ftedidla 1 fedéného ejakulatu musi byt stejna, aby
se predeslo chladovému Soku (Ball et Peters, 2004). Dal§im cilem fedéni je vyrobit
maximalni pocCet inseminacnich davek, které odpovidaji biologickym pozadavkim
pro zajisténi uspeésného oplozeni (Louda et al., 2001).

Louda et al. (1980) uvadi, ze za ucelem udrzeni oplozovaci schopnosti spermii
se provadi konzervace spermatu, pii které se do ného piidavaji vyzivné latky, jako
napi. vajeény zloutek, jednoduché cukry, citrat sodny a dalsi latky, specifické
pro jednotlivé druhy spermatu a zpisoby konzervace. Soucasné s konzervaci
se provadi 1 snizovani teploty, coz omezuje metabolické pochody ve spermatu, a tim
prodluzuje jeho zivotnost a oplozovaci schopnost.

Zpusob fedéni a zpusob konzervace se vzajemné podminuji. Pfi umélé
inseminaci muzeme pouzit Cerstvé sperma, kratkodobé konzervované sperma,
¢i dlouhodobé konzervované sperma, z ¢ehoz vyplyvaji jednotlivé technologické

postupy (Klimet et al., 1989).

Dlouhodoba konzervace

Dlouhodobé konzervované sperma je konzervované prevazné zmrazenim
a uchovava se v tekutém dusiku. Takto konzervované sperma si zachovava svou
oplozovaci schopnost po desitky let. Redidlo pro zmrazeni spermatu je na rozdil
od redidla pro kratkodobou konzervaci obohaceno o kryoprotektivni latky. Tyto latky
chrani spermie v procesu zmrazeni a rozmrazeni. Jako kryoprotektivum se témeért
vyhradné pifi zmrazeni vyuziva glycerin. Po fedéni se sperma ochladi a poté se
zamrazuje vétSinou v pejetach o obsahu 0,5 — 4 ml nebo v hlinikovych tubach
o0 obsahu 7 — 15 ml (Miiller, 2006). Sperma muze byt mrazeno také do pelet
o velikosti 0,1 cm3, 0,5 cm’ a 1 cm’ pti rozdilné koncentraci glycerinu. Bylo
zkouseno i mrazeni odstfedéného spermatu v pejetach o objemu 5 — 6 cm’ (Louda et
al., 2001).

Rychlost poklesu teploty pii zmrazovani hraje dualezitou roli. Proto se vyuziva
programovatelnych automatickych zmrazovaci. Po zmrazeni se uchovava
inseminacni davka spermatu v kontejnerech s kapalnym dusikem pfi teploté - 196 °C

(Miiller, 2006).
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U hiebct existuji vyrazné individualni rozdily v mrazitelnosti ejakulatu,
s ohledem na oplozovaci schopnost spermii po rozmrazeni. Byl prokéazan vliv
individualniho slozeni semenné plazmy na mrazitelnost spermii. Dale byla zjiSténa,
pomoci elektronové mikroskopie, vyssi frekvence poruseni akrozomu u mrazeného
spermatu hiebct s nizsi oplozovaci schopnosti po rozmrazeni (Louda et al., 2001).

Nasledny proces rozmrazovani je také dilezity pro prezitelnost spermii stejné
jako proces zmrazeni. Rychlost rozmrazovani inseminac¢ni davky vyznamné
ovliviiuje prezitelnost spermii. Je ovlivnéna tfadou faktori jako je typ fedidla,
koncentrace glycerolu, zpisob plnéni pejet a rychlost zmrazovani (Rodriguez et al.,

1975).

Kratkodoba konzervace

Odebrané sperma se fedi v poméru 1:1, pomér fedéni je volen tak, aby v 1 cm®
fedéného spermatu bylo obsazeno minimalné 20 milioni spermii s progresivnim
pohybem vpied. Po fedéni je sperma nasato do jednorazové injekcni stiikacky
v mnozstvi 10 cm® a umisténo do chladnigky o teploté 4 °C na 1 hodinu (Louda et
al., 2001). Sperma urcené pro kratkodobé pouziti se uchovava pii teploté 4 - 6 °C,
kterd je povazovana za optimalni skladovaci teplotu pro udrzeni motility
a oplozovaci schopnosti spermatu a je doporucovana kvuli snizené metabolické
aktivité spermii (Varner et al., 1988; Moran et al., 1992; Love et al., 2002).
Nejkritictéjsim krokem pro spermie je chlazeni na skladovaci teplotu. Chlazeni
snizuje metabolickou aktivitu spermii a redukuje mikrobialni rast a aktivitu (Varner
et al., 1989; Love et al., 2002). Pti chlazeni pisobi na spermie fada nepfiznivych
vlivl, souhrmné nazyvanych jako chladovy Sok, pii kterém dochazi k nevratnym
zmeénam na plazmatické membrané spermie a ztraté progresivniho pohybu (Chantler
et al.,, 2000; Drobnis et al., 1993). Spermie jsou obvykle ochlazovany pomalu
a opatrné, aby se CasteCné zabranilo negativnim vlivim chlazeni. Sperma muze byt
rychle ochlazeno z 37 °C na 20 °C. V teplotni zo6n€ mezi 19 az 8 °C jsou spermie
hiebce citlivé na chladovy Sok a rychlost ochlazovani je tfeba snizit na 0,05 °C/min.
Poranéni spermii se obecné snizuje, pokud je rychlost ochlazovani nizka (< 0.3
°C/min). Rychlé ochlazovani muze byt obnoveno pod teplotou 8 °C (Katila, 1997;
Amann et Pickett, 1987; Louda et al., 2001).
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Zchlazené spermie zistavaji Zivotaschopné jen par dni nebo dokonce hodin
a rychle ztraci fertilizacni schopnost (Moran et al., 1992). Fertilita chlazen¢ho
spermatu neni obvykle zachovéana déle nez 24 — 48 hodin, proto by k inseminaci
mélo dojit nejpozdeji do 12 — 48 hodin po jeho odbéru, pficemz doba je zavisla
na zvoleném pouziti fedidla a technologii zpracovani.

V prabéhu let bylo pro chlazené sperma navrzeno velké mnozstvi fedidel,
kombinujicich rizné komponenty (cukry, elektrolyty, pufry, vajecny zloutek, mléko
a mlécné produkty) (Kliment et al., 1989). VétSina z fedidel je zalozena na bazi
odstredéného mléka a vajecného zloutku (Jasko et al., 1992; Moran et al., 1992;
Bergeron et Manjunath, 2006; Aurich, 2005). Vajecny zloutek obsahuje vyzivné
latky, chrani spermie koloidnim obalem proti neptiznivému vlivu vnéj§iho prostredi.
Syrovy zloutek obsahuje lecitin a lipoidproteinovy komplex, které zvysSuji odolnost
spermii proti chladovému Soku (Kliment et al., 1989). Predpoklada se, ze vajecny
zloutek stabilizuje plazmatickou membranu tim, ze neutralizuje Skodlivé slozky
v semenné plazmé (Aurich, 2005). Redidla na Zloutkové bazi chrani predevsim
povrchové membrany spermii (Miiller, 2006). Mléko a fedidla na bazi mléka jsou
znama jako prakticka a u¢inna pifi ochrané spermii béhem chlazeni a skladovani
pred Al (Michajilov, 1950; Kenney et al., 1975; Palmer, 1984). Mléko se pouziva
jako koloidni prostfedek, ktery stabilizuje elektricky néaboj spermii, zabraiuje
aglutinaci a snizuje nebezpeci chladového Soku. Mlécna bilkovina pusobi jako
ochranny koloid spermii. Aktivni slozky mléka, které se podileji na ochrané
spermatu, jsou kaseinové micely, které zajistuji ochranu proti odstranéni fosfolipidu
a cholesterolu z plazmatické membrany (Kliment et al., 1989). Hlavnim problémem
fedidel na bazi mléka a vajeCného zloutku vsak je, ze mléko i vajecny zloutek jsou
biologické produkty s komplexnim slozenim. Kromé slozek s pfiznivymi ucinky
na cytoplazmatické membrany spermii mohou obsahovat také Skodlivé, nebo
dokonce toxické latky (Batellier et al., 2001). Proto byly vyvinuty rizné modifikace
téchto dvou zakladnich fedidel s 1épe stanovenym slozenim. Z tohoto divodu fedidla
s definovanym slozenim, obsahujici pouze slozky se zfetelné ochrannymi ucinky
na skladované sperma, jsou vyhodou (Aurich, 2005; Lagares et al., 2012).

Neéktera komercni fedidla nahrazuji mléko definovanou mlécénou frakci
(Lagares et al., 2012). Frakcionaci mléka pomoci riznych metod byla umoznéna
ptiprava Cistych proteinovych frakci. Bylo zji§téno, ze nativni fosfokaseinaty (NPPC)

a P-laktoglobuliny jsou nejucinngjsi pro dlouhovékost spermii béhem chlazeni
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a skladovani (Battelier et al., 2001; Pellicer-Rubio et Combarnous, 1998) a jsou
hlavnimi slozkami mléénych fedidel. Redidla obsahujici jen tyto definované
komponenty byla vyvinuta ve Francii (INRA 960, IMV, L’AigleC edex, France).
Batellier et al. (1997) vyvinuli fedidlo INRA 96, coz je chemicky definované
médium s NPPC nahrazujicim odstfedéné mléko.

Dalsi spoleCnosti zkusily vytvorit podobna fedidla, obsahujici jen definované
slozky mléka (napt. EquiPro, Minitiib). V piipadé vaje¢ného zloutku byla uspésné
tato latka nahrazena sojovym lecitinem. Toto fedidlo (AndroMed©, Minitiib) bylo
nejprve vyvinuto pro konzervaci byciho ejakulatu, ovsem modifikace ftedidla
Andromed ukézala slibné vysledky rovnéz pii skladovani chlazeného ejakulatu

hiebcti (Aurich, 2005).
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3. HYPOTEZA

Chov koni v CR je zaméfen vice na sportovni vykonnost, nez na ukazatele
reprodukce ¢i vysledky plodnosti a plodnost se tak stava opomijenou uzitkovou
vlastnosti. Pii vybéru plemenika rozhoduje spiSe jeho vykonnost, pfipadné jeho
charakter, nez reproduk¢ni ukazatele. Tento stav je podpofen také skuteCnosti,
ze vysledky plodnosti a hodnoty reprodukcnich ukazateld nejsou chovatelské
vefejnosti k dispozici. Proto by se reprodukcni ukazatele v chovu koni mély zaradit
mezi zakladni kritéria vybéru plemennych koni. Jednou z moznosti je poskytnout
chovatelim material, ktery bude podavat potfebné informace k vybéru hiebce

z hlediska jeho plodnosti.

Pro zpracovani prace byly formulovany nasledujici hypotézy:

1. Objektivné zpracované informace o kvalité spermatu hiebci by mohly
poskytnout dulezité podklady nejen pro chovatele, ale predevsim
pro chovatelské organizace, které by mohly podle vysledkt kvality spermatu

rozhodovat o vhodnosti hiebce pro zatazeni do plemenitby.

2. Vzhledem ke skuteCnosti, ze byly u hiebci prokazany korelace mezi
morfometrickym hodnocenim hlavicky spermii a plodnosti, by detekce
morfometrickych parametri hlavicek spermii mohla vést k presn€jSimu

ovéteni plodnosti hiebca.

3. Lze predpokladat, ze morfologicky vét§i spermie jsou schopny produkovat
vice energie a mohou tak dosahnout vétsi rychlosti pohybu a zvySeni

parametri motility.
4. Je pravdépodobné, ze kvalitativni parametry chlazeného spermatu mohou byt

vyznamné ovlivnény také jeho zpracovanim, zejména pak vybérem vhodného

fedidla pro vyrobu inseminacnich davek.
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4. CIL PRACE

V souvislosti s vys§im poctem klisen zapousténych umélou inseminaci oproti
pfirozené plemenitbé je dulezita pravidelna kontrola kvality spermatu hiebcu.
U plemennych hiebct je tieba provadét zakladni hodnoceni kvality ejakulatu
pted jejich zarazenim do chovu, pred zaCatkem pfiipoustéci sezony a periodicky
v prubéhu piipoustéci sezony.

Cilem prace bude zpracovat piehled o kvalité spermatu hiebci vyuzivanych

v inseminaci Cerstvym spermatem v Zemském hiebcinci v Pisku.
V navaznosti na formulované hypotézy byly stanoveny nasledujici cile prace:
1. Vyhodnotit zakladni charakteristiky ejakulatu hiebct na zakladé objektivniho

hodnoceni metodou CASA.

2. Posoudit morfometrické parametry spermii na zakladé velikosti a tvaru

hlavic¢ek spermii.

3. Posoudit pohybové charakteristiky spermii v zavislosti na morfometrickém

méfeni hlavidek.

4. Vyhodnotit vliv vybranych fedidel na kvalitativni parametry ejakulatu

(motilitu a zivotaschopnost spermiti).

48



5. MATERIAL A METODIKA

5.1 Material

Sledovani kvalitativnich parametri ejakulatu bylo provedeno na 11 plemennych
hiebcich teplokrevnych plemen, ktefi byli v majetku Zemského hiebcince Pisek. Vék
hiebcii se pohyboval vrozmezi 3 az 22 let. Vsichni hiebci byli vyuzivani
v inseminaci Cerstvym spermatem. Od hiebct byl odebiran ejakulat a nasledné byl
zpracovavan formou kratkodobé konzervovanych inseminacnich davek cerstvého
zchlazeného spermatu. Plemenni hiebci byli ustajeni ve stejnych podminkach (boxy
5 x 5 m). Krmna davka obsahovala 11 kg sena, 1 kg slamy, 3 kg ovsa a pridavek
na doplnéni mineralnich latek a vitamind (PREMIN pro plemenné hiebce,
granulovana krmna smés STARFIT). U mladsich hiebct, zafazenych do sportovni
testace, byl podil jadmé slozky vyssi v zavislosti na vydeji energie pii sportovni

zatézi (pridavek 1 kg granulované smési).

5.2 Metodika

Vzorky ejakulati byly ziskavany za bézného provozu reprodukéniho centra
a prioritou bylo zajisténi potfebného mnozstvi ejakulatu pro vyrobu insemina¢nich
davek, které byly nasledné distribuovany chovatelim.

Vlastni odbéry ejakulatu probihaly v prostorach Zemského hrebcince v Pisku.
Hfebci byli odebirani na fantomu za ptitomnosti klisny. VSichni hiebci méli béhem
pripoustéci sezony stejnou frekvenci odbéru ejakulatu (2 az 3 krat za tyden). Sperma
bylo odebirano do uzaviené umeélé vaginy typu Colorado (obrazek 6), v jejimz

vnitfnim prostoru byl umistén jednorazovy sbérac ejakulatu z PVC folie.

Obrazek 6 Um¢éla vagina typu Colorado
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Bezprostiedné po odbéru byl odebrany ejakulat filtrovan pies sterilni gazu
(z divodu odstranéni gelové frakce) a nasledné€ byl zaznamenan objem ejakulatu
(kalibrovana kadinka temperovana na teplotu 37 °C). Poté bylo sperma nafedéno
predehfatym fedidlem (37 °C) v poméru 1:1-2. Nafedéné vzorky ejakulatu byly 20
minut ekvilibrovany pii pokojové teplot€ bez pristupu svétla a nasledné byly
umistény do chladnicky, kde probehlo zchlazeni na 5 °C. Takto zchlazené vzorky
ejakulatu byly prevezeny do laboratote ZF JU v Ceskych Budg&ovicich, kde byly
vyhodnoceny ostatni parametry pomoci objektivni metody CASA (pocitacové
analyzy spermatu) za pouziti komercniho systému SCA (Sperm Class Analyzer,
Microptic SL, Barcelona, Spané&lsko). Souéasti tohoto systému je opticky mikroskop
(Nikon ECLIPSE E200LED MYV Series) s fazovym kontrastem a vyhfivanym
stolkem (37 °C), digitdlni kamera (Basler Color) zabudovana v mikroskopu

pro zachyceni obrazli a jejich prenosu do pocitace (Genuine Intel Core i5).

5.2.1 Hodnoceni zakladnich charakteristik ejakulatu hiebcu a posouzeni
pohybovych charakteristik spermii v zavislosti na morfometrickém méreni

hlavicek

Vzorky byly ziskdny bé&hem pfipoustécich sezon 2016 a 2017 (duben az
Cervenec). Od 10 hiebct bylo v roce 2016 ziskano celkem 32 vzorka ejakulatu (Ctyfi
odbérové terminy - duben 8, kvéten 9, Cerven 8 a Cervenec 7 vzorkd spermatu) a 36
vzorkt za pripoustéci sezonu 2017 (Ctyfi odbérové terminy - duben 10, kvéten 9,
Cerven 10 a Cervenec 7 vzorku spermatu). U odebranych vzorkl byl sledovan objem
ejakulatu (ml), koncentrace spermii (M/ml), motilita spermii s jednotlivymi
kinematickymi parametry, zivotaschopnost (zivé/mrtvé spermie, %) a morfologie
spermii s morfometrickymi parametry. Pro morfometrickou analyzu bylo
vyhodnoceno celkem 3 200 spermii vroce 2016 a 3200 spermii vroce 2017.
Hodnoceni fertility vychazelo z tidaji za celou piipoustéci sezonu.

Motilita spermii byla objektivné stanovena prostiednictvim modulu Sperm Class
Analyzer® Motility and concentration. Tento modul pro automatickou analyzu
motility a koncentrace spermii je zalozen na analyze 16 na sebe navazujicich
digitalizovanych fotografickych snimku ziskanych z jednoho pole. Téchto 16 po sobé
jdoucich fotografii je pofizeno s odstupem 0,64 s, coz znamena rychlost snimani

obrazu jedné fotografie kazdych 40 ms. Spermie jsou detekovany automaticky.
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Vzorky jsou analyzovany pod negativnim fazovym kontrastem (Ph-) a 10x
objektivem (100x zvétSeni) se zelenym filtrem. Pro analyzu byla ze vzorkt spermatu
odebrana alikvota, ktera byla predehiata na teplotu 37 °C po dobu 10 minut.
Predehiaté Leja podlozni sklicko (4komorové, hloubka 20 mikronit) bylo naplnéno 3
ul natedéného a predehratého spermatu a bylo hodnoceno 10 zornych poli. Finalni
koncentrace spermii po analyzu byla 30 - 50 x 10%ml, pfi¢emZ v jednom zorném poli
bylo analyzovano pfiblizné 100 - 200 spermii. U vzorkl spermatu byly hodnoceny
nasledujici parametry - MOT (celkova motilita, %), PMOT (progresivni motilita, %),
VAP (primérna rychlost, um/s), VCL (kfivoCara rychlost,um/s), VSL (pfimocara
rychlost, um/s), STR (ptfimost, VSL/VAP, %), LIN (linearita, VSL/VCL, %), WOB
(kmitani, VAP/VCL, %), ALH (amplituda bo¢niho pohybu hlavicky, um) a BCF
(frekvence kmitani, Hz). Podle kiivocaré rychlosti (VCL) byly spermie rozliSeny
podle rychlosti pohybu na rychlé (> 90 um/s), sttedné rychlé (45 — 90 um/s), pomalé
(10 — 45 um/s) a statické. Spermie byly povazovany za progresivni pii nejméne 75 %
ptimosti (STR). Ve stejném modulu byla soucasné€ s hodnocenim motility objektivné
stanovena také koncentrace spermii v M/ml

Vitalita (zivotaschopnost) spermii byla systémem Sperm Class Analyzer®
Vitality modul analyzovana za pomoci fluorescen¢niho barveni vzorku ejakulatu,
kdy zivé spermie se pomoci fluorescencnich kit barvi modie a mrtvé nebo oslabené
spermie Cervené. Pro hodnoceni vitality spermii bylo vyuzito vitalni fluorescencni
barveni FluoVit (Microptic SL). Vzorek spermatu (10 ul) byl postupné inkubovan
pii 37 °C nejprve s 1 pl modrého kitu (Hoechst 33342, Trihydrochlorid Trihydrat
330/380) po dobu 5 minut a poté s 1 ul cerveného kitu (Propidium jodid 536/617)
FlouVit po dobu 5 minut. Ztakto vytvofeného vzorku byly poté odebrany 4 pl
spermatu a pozorovany pod mikroskopem. Na mikroskopu byl nastaven DAPI filtr
(EX 330-380, DM 400, BA 420, standardni filtr pro UV), 20x objektiv
a fluorescence. Pro analyzu bylo hodnoceno min. 200 spermii v jednotlivych zornych
polich, z ¢ehoz byl stanoven pocet a procento zivych a mrtvych spermii ve vzorku.

Morfometricka analyza hlavicek spermii byla hodnocena s pouzitim Sperm
Class Analyzer® Morphology module. Preparat byl zhotoven z 20 pl spermatu,
ze kterych byl na podloznim sklicku proveden roztér a po zaschnuti obarven
barvivem SpermBlue (Microptic SL). Po zaschnuti pouzitého barviva byly vzorky
fixovany za pouziti Eukitt mounting media (Microptic SL) a kryciho sklicka.

Pro hodnoceni morfologie byl na mikroskopu nastaven modry filtr, 100x objektiv
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s olejovou imerzi a prochazejici svétlo (A). V kazdém preparatu bylo analyzovano
100 spermii. Spermie byly analyzovany nahodné v riznych oblastech preparatu,
bez prekryvajicich se spermii. Digitalizované bunky byly automaticky segmentovany
na zakladé automatického algoritmu pro definovani kontrastu mezi butikou a polem.
SCA systém detekuje hranici hlavicek spermii a spojovacich casti. Za ucelem ziskani
spravného obrazu musi spermie kontrastovat s pozadim vzorku a nesmi byt pfitomny
zadné castice, které by zasahovaly do zobrazeni spermii. U vSech analyzovanych
spermii bylo automaticky vypocitano osm morfometrickych parametrd, Ctyfi
definujici velikost hlavigky — délka (L, pm), sitka (W, pm), plocha (A, pm?) a obvod
(P, um) hlavicky a ¢tyii derivované parametry pro tvar hlavicky — elipti¢nost (Elip =
L/W), drsnost (Rugo = 47'[A/P2), prodlouzeni (Elong = (L-W)/(L+W)) a pravidelnost
(Regu = tLW/4A). Rozméry jednotlivych spermii byly zaznamenany v programu
Microsoft Exel.

Fertilita byla pro kazdého hiebce vypoctena na zaklade poctu zjisténych brezich
klisen deleného celkovym poctem zapusténych klisen hiebcem a byla vyjadfena

v procentech.

5.2.2 Vliv vybranych redidel na motilitu a Zivotaschopnost spermii

Vzorky byly odebrany pred zacatkem piipoustéci sezony 2018. Od 11 hiebct
bylo odebrano celkem 21 vzorkt ejakulatu. Kazdy odebrany ejakulat byl rozdélen
na 3 alikvoty a ke kazdé alikvoté bylo ptidano jedno ze tfi fedidel (predehraté na
teplotu 37 °C) v poméru 1:1. Celkové tedy bylo pro posouzeni vlivu pouzitého
fedidla hodnoceno 63 vzorku ejakulatu.

Byla testovana dvé komercné dostupna fedidla (INRA 96 a EquiPlus) a jedno
privatné pripravené fedidlo (Kenney).

INRA 96 (Ref. 016441, IMV Technologies, Saint-Ouen-Sur-Iton, Francie) je
chemicky definované tedidlo obsahujici Hanksovi soli, glukozu (67 mM) a laktozu
(126 mM), doplnéné o purifikovanou mlé¢nou frakci a nativni fosfokaseinat (27 g/1).

EquiPlus (Ref. 13570/0202, Minitib, Tiefenbach, Némecko) obsahuje
definované kaseinaty, glukézu, sachardézu, pufr a antibiotika (linkomycin
a spektinomycin). Praskova forma tohoto fedidla byla rozpusténa ve vodé (Double
Distilled Water, pyrogen-free and sterile, Ref. 13570/1000, Minitub, Tiefenbach,
Némecko) podle pokynt vyrobce.
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Redidlo Kenney je zalozeno na bazi glukézy a odtuénéného mléka a obsahuje
2,4 g suSeného odstfedéného mléka, 4,9 g monohydratu glukézy, 100 ml
redestilované vody a antibiotika (0,15 g dihydrostreptomycinu a 0,15 g penicilinu).
Toto fedidlo bylo vytvoreno v laboratofi Pisek - Novy Dvir specialné pro potieby
Zemského hiebcince.

Takto vytvorenych 63 vzorkl ejakulatu bylo po ekvilibraci a zchlazeni na 5 °C
opét transportovano do laboratofe JU v Ceskych Bud&jovicich a nasledn& hodnoceno.
NA SCA analyzatoru byla vySe popsanym zpusobem stanovena motilita spermii
s jednotlivymi kinematickymi parametry a vitalita spermii.

Tyto parametry byly u kazdého vzorku méteny po zchlazeni na 5 °C (2 hodiny)

a nasledné po 24, 48 a 72 hodinach pfti skladovani v této teplote.

5.3 Zpracovani dat

Zpracovani dat bylo provedeno v programech Ms Office a Statistica 12
(StatSoft®). Soubory dat byly testovany pro normalni distribuci pomoci
Kolmogorova-Smirnovova testu. Rozdily mezi hfebci v jednotlivych parametrech
motility a morfometrickych parametrech byly analyzovany pomoci jednofaktorové
ANOVY, vyuzitim Tukeyova testu pro vicenasobné porovnani. Rovnéz ucinek
fedidla na vlastnosti chlazeného spermatu byl hodnocen pomoci analyzy rozptylu
s opakovanym méfenim.

Zavislost mezi morfometrickymi parametry hlavicky (délka, Sitka, obvod,
plocha, prodlouzeni a elipti¢nost hlavicky) a parametry rychlosti spermii (MOT,
PMOT, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, BCF) byla hodnocena pomoci korelacni
a regresni analyzy.

Pro hodnoceni vlivi byla data rozd€lena podle véku a fertility hiebct. Podle
veku byli hiebei rozdéleni do tii skupin: do prvni skupiny (n = 4) byli zatazeni hiebci
do 5 let vCetn€, druhou skupinu (n = 3) tvorili hiebci ve véku 6 - 15 let a do treti
skupiny (n = 3) byli zafazeni hfebci star§i 15 let. Podle fertility pak byli hiebci
rozdéleni do Ctyf skupin. Fertilita ve skupiné 1 (n = 3) byla > 80 %, 69 - 79 %
ve skupiné 2 (n = 2), 60 - 68 % ve skupin€ 3 (n=3) a 50 - 59 % ve skupin€ 4 (n = 2).

Statisticka prukaznost byla hodnocena na hladin€ vyznamnosti P < 0,001 (**%),
P < 0,01 (**)a P <0,05 (*), tendence prukaznosti byla definovano jako 0,05 < P <
0,10 (+).
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Charakteristika dat byla provedena pomoci popisnych statistik, konkrétné byl
uvadén pocCet pozorovani, pramér, minimum, maximum, smérodatna odchylka
a variadni koeficient. Cast dat pak byla prezentovana jako primér + smérodatna

odchylka.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE
6.1 Hodnoceni zakladnich charakteristik ejakulatu hiebcu metodou CASA

Zjisténé primérné hodnoty zakladnich charakteristik ejakulatu hiebcli, véetné
jednotlivych kinematickych parametri motlity a morfometrickych parametrt
hlavicek spermii ve sledovanych pfipoustécich sezonach 2016 a 2017, jsou uvedeny
v tabulkach 1-6.

Tabulky 1 a 2 znazormuji popisné statistiky pro objem ejakulatu, koncentraci
spermii, celkovou motilitu, progresivni motilitu, vitalitu spermii a procento
morfologicky normalnich spermii. V roce 2016 byly u ziskanych vzorkt ejakulatu
zjistény nasledujici primémé hodnoty - objem ejakulatu 49,22 + 31,28 ml,
koncentrace spermii 208,20 + 83,69 M/ml, celkova motilita spermii 82,44 + 11,02 %,
progresivni motilita spermii 37,34 + 16,16 %, vitalita spermii 60,71 + 18,23 %
a morfologicky normalni spermie 75,00 + 15,81 %. V roce 2017 byl zjistén objem
ejakulatu 56,77 + 40,78 ml, koncentrace spermii 222,19 + 96,40 M/ml, celkova
motilita spermii 81,38 + 10,78 %, progresivni motilita spermii 35,46 + 15,82 %,
vitalita spermii 4291 £ 16,76 % a 64,50 = 24,58 % morfologicky normélnich
spermii. Dosazené prumérné hodnoty zakladnich parametrd ejakulatu jsou v souladu
s pozadavky na sperma pro kratkodobou konzervaci a dale také s praci Quintero-
Moreno et al. (2003), kde byl zjistén primémy objem ejakulatu 49,2 ml,
koncentrace spermii 304,8 x 10%ml a celkova motilita 88,9 % a s praci Hidalgo et
al. (2005) (objem ejakulatu 43 ml, koncentrace spermii 169 x 10%ml, celkova
motilita 77 % a 72 % morfologicky normélnich spermii. V praci Florez-Rodriguez
et al. (2014) byly u chlazeného spermatu (5 °C) méfeny stejné parametry, které
se v zavislosti na pouzitém fedidle pohybovaly v nasledujicim rozmezi: celkova
motilita 80,3 az 854 %, progresivni motilita 29,2 az 35,6 %, Ve studii
Rezagholizadeh et al. (2015) byla zjisténa celkové motilita 87,06 %, progresivni
motilita 44,54 %,

55



Tabulka 1 Popisné statistiky zakladnich charakteristik ejakulatu hiebct v roce 2016

Parametr n X Min Max Vi S«
Objem ejakulatu (ml) 32 49,22 | 10,00 | 130,00 | 63,55 | 31,28
Koncentrace spermii (M/ml) 32 208,20 | 53,08 | 371,63 | 40,20 | 83,69
Celkova motilita (MOT, %) 32 82,44 | 62,16 | 98,96 | 13,37 | 11,02
Progresivni motilita (PMOT, %) | 32 37,34 2,96 69,74 | 43,28 | 16,16
Vitalita (%) 32 60,71 17,05 | 84,69 | 30,03 | 18,23
Morfologicky normalni spermie | 32
(%) 75,00 | 31,00 | 92,00 | 21,08 | 15,81
Tabulka 2 Popisné statistiky zakladnich charakteristik ejakulatu hiebcti v roce 2017
Parametr n X Min Max Vi Sk
Objem ejakulatu (ml) 36 56,77 10 200 71,83 | 40,78
Koncentrace spermii (M/ml) 36 222,19 | 73,77 | 397,35 | 43,39 | 96,40
Celkova motilita (MOT, %) 36 81,38 | 42,94 | 97,55 13,25 | 10,78
Progresivni motilita (PMOT, %) | 36 35,46 3,90 66,24 | 44,61 | 15,82
Vitalita (%) 36 4291 15,99 | 72,66 | 39,06 | 16,76
Morfologicky (nqoogmalm spermie | 36 64.50 14 97 38.11 | 24.58

Motilita spermii byla dale charakterizovana jednotlivymi kinematickymi
parametry (tabulka 3 a 4), jejichz primémé hodnoty za rok 2016 a 2017 byly
nasledujici: rychlost na kfivocaré draze (VCL) 62,67 a 60,26 pum/s, piimocara
rychlost (VSL) 32,10 a 27,55 pum/s, pramérna rychlost (VAP) 48,14 a 44,35 um/s,
linearita kiivoCaré drahy (LIN) 50,64 a 44,89 %, linearita primémé drahy (STR)
66,56 a 62,01 %, mira kmitani skutecné drahy kolem primérné drahy (WOB) 75,74
a 72,12 %, amplituda boc¢niho posunu hlavicky po jeji primémé draze (ALH) 2,59
a 2,90 um, frekvence bocnich oscilacnich pohybt hlavicky spermie kolem primérné
dréhy (BCF) 7,32 a 7,49 Hz.

Podobné hodnoty kinematickych parametrii motility byly zjistény autory
Quintero-Moreno et al. (2003) (VAP 40,3 um/s, LIN 56,13 %, WOB 64,7 % a BCF
13,56 Hz) a rovnéz také De la Cueva et al. (1997) (VAP 32,5 pum/s, LIN 47,5 %,
STR 60,8 %, BCF 7,27 Hz). V obou téchto pracich byl pro hodnoceni uvedenych
parametrt vyuzit rovnéz systém SCA.

Ve studii Rezagholizadeh et al. (2015) byly zjistény vyssi hodnoty
kinematickych parametrti, zejména parametra rychlosti pohybu (VCL 189,33 pm/s,
VSL 82,88 um/s, VAP 113,52 um/s, STR 72,20 %, LIN 45,57 %, ALH 6,68 um
a BCF 34,15 Hz). V praci Florez-Rodriguez et al. (2014) byly u chlazené¢ho
spermatu (5 °C) meéfeny stejné parametry, které se v zavislosti na pouzitém fedidle

pohybovaly v nasledujicim rozmezi: VCL 188,7 az 284,5 um/s, VSL 68,6 az 91,8

56



um/s, VAP 97,6 az 151,7 um/s, STR 59,9 az 70,2 %, LIN 34,4 az 39,4 %, ALH 6,7
az 9,1 um a BCF 33,0 az 36,1 Hz. Kinematické parametry motility byly zde
hodnoceny systémem HTM, Hamilton-Thorne Research. V obou zminénych pracich
se prumémé hodnoty pro parametry rychlosti (VCL, VSP, VAP) a parametry ALH
a BCF vyrazné lisily od vysledku zjisténych v této praci (ziskané hodnoty byly nizsi
o vice nez 50 %). Oproti tomu vypoctené parametry, které jsou relativni (STR
a LIN), byly ve vSech studiich porovnatelné.

Rozdilné primémé hodnoty VCL, VSL, VAP, ALH a BCF, které byly v této
praci vyrazn€ nizsi, mohou byt pravdépodobné zpusobeny metodikou analyzy. Jak
uvadi Kraemer et al. (1998), volba snimkové frekvence pii hodnoceni motility
spermii je stale v rozporu, a to nejen v zavislosti na vybaveni, ale souvisi také
s druhem a experimentalnimi podminky. Obecné je pro analyzu pozorovano vice
variaci ruznych poli nez pro opakovanou analyzu téhoz pole, takze ¢im vétsi je pocet
analyzovanych bunék, tim vice je snizen variacni koeficient. V dusledku toho
se presnost vysledkd zvySuje s poctem analyzovanych poli a bunék (Dhurvey et al.,
2012). CASA systémy jsou schopny analyzovat pohybové vlastnosti spermii
vyuzitim digitalnich snimku trati kazdé spermie a jeji zpracovani pomoci algoritma.
Rozdily v primérnych hodnotach VCL, VSL, VAP, ALH a BCF tak mohou byt
zpusobeny rozdilnym nastavenim poctu snimkt za sekundu v CASA systému. Vyssi
pocet snimkid za sekundu (45 a 60 snimku/s) ve studiich Florez-Rodriguez et al.
(2014) a Rezagholizadeh et al. (2015) mohl mit za nasledek vyssi hodnoty VCL,
VSL, VAP, ALH a BCF v porovnani s touto praci, kde byl pocet snimku za sekundu
25. Rozdilné kinematické parametry, zejména parametry rychlosti spermii, proto

mohou byt vysvétleny odlisSnym CASA systémem hodnoceni.

Tabulka 3 Popisné statistiky kinematickych parametrii motility spermii za rok 2016

Parametr n X Min Max Vi S«
VCL (um/s) 32 62,67 34,77 86,01 25,32 15,87
VSL (um/s) 32 32,10 7,53 53,26 31,31 10,05
VAP (um/s) 32 48,14 14,30 72,51 30,72 14,79

LIN (%) 32 50,64 21,64 62,51 15,74 7,97

STR (%) 32 66,56 52,61 76,12 8,74 5,82

WOB (%) 32 75,74 41,14 86,39 10,81 8,19
ALH (um) 32 2,59 1,88 3,71 14,29 0,37
BCF (Hz) 32 7,32 5,54 9,89 12,84 0,94
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Tabulka 4 Popisné statistiky kinematickych parametrti motility spermii za rok 2017

Parametr n X Min Max Vi S«
VCL (um/s) 36 60,26 31,94 92,18 27,45 16,54
VSL (um/s) 36 27,55 7,59 45,58 35,83 9,87
VAP (um/s) 36 44,35 14,00 72,21 34,07 15,11

LIN (%) 36 44,89 23,17 59,75 18,65 8,37

STR (%) 36 62,01 44,37 71,45 10,77 6,68

WOB (%) 36 72,12 42,75 84,18 12,70 9,16
ALH (um) 36 2,90 1,86 443 20,35 0,59
BCF (Hz) 36 7,49 6,09 10,95 13,35 1,00

VCL - kfivocara rychlost, VSL — ptimocara rychlost, VAP — prumérna rychlost, LIN — linearita, STR
— ptimost, WOB — kmitdni, ALH — amplituda bo¢niho posunu hlavicky, BCF - pocet boc¢nich
oscilacnich pohybu hlavicky spermie kolem primérné drahy

6.2 Posouzeni morfometrickych parametru hlavicek spermii

Morfologie spermii byla podrobnéji popsana vybranymi morfometrickymi
parametry hlavicek spermii (tabulka 5 a 6). Zjisténa pramérna délka hlavicky 6,33 +
0,38 a 6,41 + 0,39 odpovida rozmezi 5,33 az 6,62 um, které pro délku hlavicky
spermie uvadi Brito (2007). Tato hodnota je rovnéz ve shodé stvrzenim autoru
Véznik et al. (2004) a Samper (2009), kteti uvadéji délku hlavicky spermie hiebce
6,3 a 6,6 um. Mensi rozméry pro délku hlavicky hiebcd (5,96 um, 5,958 pm, 5,88
um, 5,66 um, 5,49 um a 5,33 um) byly zjistény autory Gravance et al. (1997),
Waheed et al. (2015), Davis et al. (1993), Hidalgo et al. (2005), Gravance et al.
(1996) a Casey et al. (1997).

Primérné hodnoty maximalni Sitky hlavicky 3,01 + 0,20 a 3,11 = 0,24
koresponduji s vysledky Waheed et al. (2015), Davis et al. (1993), Gravance et al.
(1997) a Hidalgo et al. (2005), kde byly naméfeny hodnoty pro §itku hlavicky 3,06
um, 2,97 pum, 2,95 um a 2,85 pum. Brito (2007) uvadi rozmezi pro §itku hlavicky
2,79 az 3,26 um, kterému rovnéz odpovida zjisténa Sitky hlavicky v této praci. Nizsi
pramérna hodnota Sifky hlavi¢ky byla zjisténa v pracich autort Casey et al. (1997)
a Gravance et al. (1996), ato 2,65 a 2,75 pum.

Pramémé hodnoty pro plochu hlavicky 15,65 a 16,37 pm® byly vyssi
nez hodnoty 14,33 um?, 13,42 um?, 13,31 pm?, 13,22 pm?, 11,37 pm* a 11,22 pm?
zjisténé autory Waheed et al. (2015), Hidalgo et al. (2005), Gravance et al. (1997),
Davis et al. (1993), Casey et al. (1997) a Gravance et al. (1996). Zjisténé hodnoty
ovSem koresponduji s praci Brito (2007), kde je uvadéno rozmezi plochy hlavicky

11,43 az 16,28 pm*. Stejné tak pramérny obvod hlavigky 16,26 a 16,55 pum byl vétsi
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nez hodnoty 14,16 um, 14,92 um, 15,54 um, 15,00 um, 13,79 um a 13,64 um
zjisténé v pracich Waheed et al. (2015), Davis et al. (1993), Gravance et al. (1997),
Hidalgo et al. (2005), Casey et al. (1997)a Gravance et al. (1996). Stiedni hodnota
pro obvod hlavicky spermie hiebce, uvadéna Britem (2007), je 13,76 az 15,64 um.

SCA analyzuje zachycené obrazy vytvorenim hranice, kterd odpovida vnéj§imu
obrysu mikroskopického obrazu spermii a vyznaceni hlavicky spermatu. K ziskani
spravného obrazu musi spermie kontrastovat s pozadim. Morfometrické hodnoty,
ziskané SCA systémem, mohou byt ovlivhény metodou barveni. Barvivo,
které poskytuje intenzivnéjsi uroven Sedi (grey-level), zpusobuje zvétSeni bungk,
coz ovliviiuje velikost morfometrickych parametri jako je délka, Sitka, plocha
a obvod hlavicky. Také zvySujici se doba barveni maze zvysit intenzitu a kontrast
snimkt a nasledné vést k vétsim rozmérum spermii (Hidalgo et al., 2005).

Hidalgo et al. (2005) ve své studii prokazali, ze ziskané morfometrické
parametry hlavi¢ek spermii, analyzované SCA systémem, jsou ovlivnény také
pouzitou metodou barveni. Pfi vyuziti metod barveni Diff-Quik (DQ) a Hema-color
(HC) byly ziskany statisticky prukazné vyssi rozméry spermii (P < 0,05) nez pfi
barveni metodou Harris'"Haematoxylin (HH). DQ a HC poskytuji intenzivngjsi Sedy
stuperi, coz ma za nasledek zvétSeni bunek a tim 1 vliv na morfometrické parametry,
jako je délka, Sitka, plocha a obvod hlavicky spermii. Pfi pouziti barviva Diff-Quick
byly zjistény nasledujici morfometrické parametry hlavicky — délka 5,87 um, §irka
3,07 um, plocha 14,72 umz, obvod 15,64 um a prodlouzeni 0,31. Srovnavaci studie
Banazsewské et al. (2015) vsak ukazala, ze rozméry spermii hiebci obarvenych
barvivem SpermBlue byly nejvice podobné rozmérim spermii v neobarvenych
natérech.

Gago et al. (1998) a Sancho et al. (1998) také uvadéji, ze nékteré latky
zpusobuyjici dehydrataci, jako napf. xylen a alkohol, zpasobuji smrs§tovani
zarodeCnych bunék a fixacni prostiedky vyvolavaji zmény rozmeéra hlavicek spermii.
Obecné se predpoklada, ze suseni a fixace vyrazné snizuji rozmery spermii (pfiblizné
0 20 % délky a 13 % Sitky) (Yaniz et al., 2015).

Nizsi hodnoty plochy a obvodu hlavicky, zji§téné v predchozich studiich, mohou
byt vysvétleny také pouzitim prepocitavaciho vzorce, ktery uvadi Swokowski et al.

(1994):
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Plocha hlavicky = 3,14 x (ax b) a=A/2 A...délka hlavicky
Obvod hlavicky = 3,14 x (a+ b) b=B/2 B... sitka hlavicky

Tento vzorec byl pouzit naptiklad v praci Waheed et al. (2015), kde byly plocha
a obvod hlavicky spermii vypocteny podle tohoto vzorce. Pokud by plocha a obvod
hlavicky, zji§téné v této praci, byly vypocitavany podle uvedeného vzorce, zjisténé
hodnoty by byly nizsi a odpovidajici vysledkim v diive publikovanych pracich.
V této praci vSak bylo vSech osm morfometrickych parametri vypocitano

automaticky systémem SCA.

Tabulka 5 Popisné statistiky morfometrickych parametra hlavicky spermii v roce
2016

Parametr n X Min Max Vi S«
Délka hlavicky (pum) 3200 6,33 4,13 8,20 6,00 0,38
Sitka hlavicky (um) 3200 3,01 2,26 3,67 6,65 0.20
Plocha hlavicky (pmz) 3200 15,65 8,33 21,41 9,33 1,46
Obvod hlavicky (um) 3200 16,26 11,39 20,53 5,23 0,85
Prodlouzeni hlavicky 3200 0,36 0,21 0,52 11,11 0,04
Elipti¢nost 3200 2,11 1,53 3,21 8,06 0,17
Drsnost 3200 0,74 0,57 0,84 4,05 0,03
Pravidelnost 3200 0,96 0,94 0,98 0,42 0,004

Tabulka 6 Popisné statistiky morfometrickych parametri hlavicky spermii v roce

2017
Parametr n X Min Max Vi S«
Délka hlavicky (um) 3200 6,41 4,16 7,82 6,08 0,39
Sitka hlavicky (um) 3200 3,11 2,12 4,05 7,72 0,24

Plocha hlavicky (um?) 3200 16,37 9,68 22,60 1045 1,71
Obvod hlavicky (um) 3200 16,55 12,36 19,17 526 0,87
Prodlouzeni hlavicky 3200 0,35 0,15 0,49 1143 0,04

Eliptinost 3200 2,07 1,36 2,91 8,70 0,18
Drsnost 3200 0,75 0,61 0,86 4,00 0,03
Pravidelnost 3200 0,96 0,94 1,04 0,42 0,004

6.3 Posouzeni pohybovych charakteristik spermii v zavislosti
na morfometrickém méreni hlavic¢ek

Je usuzovano, ze morfologicky vétsi spermie jsou schopny produkovat vice
energie a pohybovat se rychleji (Tourmente et al., 2011; Sanchez et al., 2013). Dle
Malo et al. (2006), spermie s vét§im prodlouzenim hlavicky mohou dosahnout vétsi

rychlosti a pfimosti pohybu diky snizenému odporu a vétsi hydrodynamické

60



efektivité. Na zakladé téchto tvrzeni byl proto hodnocen pozitivni vztah mezi
kinematickymi parametry spermii a morfometrickym tvarem hlavic¢ek spermii.

Na zakladé morfometrickych hodnot hlavicek spermii a kinematickych
parametrd spermii, ziskanych ve sledovanych pfipoustécich sezonach 2016 a 2017,
bylo zjisténo, ze motilita a kinematické parametry pozitivné korelovaly s plochou,
délkou, Sitkou a obvodem hlavicky, zatimco negativné korelovaly s prodlouzenim
a elipti¢nosti hlavicky spermie. Podrobné vysledky jsou znazornény v tabulkach 7
a 8. Vriadé pripadd vysSla prikazna zavislost, ale svelmi nizkou hodnotou
korelacniho koeficientu (r < 0,1). Naopak nejvyssi hodnoty korela¢niho koeficientu
byly zaznamenany v pfipadé plochy a Sitky hlavicky. V sezoné 2017 byla plocha
hlavi¢ky pozitivné korelovana s MOT (r = 0,29), PMOT (r = 0,32), VCL (r = 0,33),
VSL (r = 0,36), VAP (r = 0,34) a sitka hlavicky pozitivné korelovala s MOT
(r = 0,32), PMOT (r = 0,36), VCL (r = 0,30), VSL (r = 0,38), VAP (r = 0,31) a LIN
(r=0,32). V ptipadé prodlouzeni a eliptiCnosti spermii byla zjisténa velmi vyznamna
negativni korelace se STR (r = -0,36), LIN (r = - 0,27) a PMOT (r = -0,24). VSechny
morfometrické parametry pak byly negativné korelovany s BCF.

Pozitivni korelace byla také prokdzana mezi morfometrickymi rozméry hlavicek
(délka, sitka, plocha a obvod) a relativnimi parametry WOB, STR a LIN. Tento
vysledek souvisi s pozitivni korelaci parametra rychlosti spermii a morfometrickou
velikosti hlavicky. V pfipad€ parametru WOB, se zvétSujici se velikosti hlavicky
roste VAP rychleji ve srovnani s VCL. To znamend, ze spermie s véts§i velikosti
hlavicky maji pfi pohybu primémou drahou (VAP) mensi amplitudu hlavicky
(ALH) a zaroven mensi pocet bocnich oscila¢nich pohybu (BCF). Tento zavér je
podporen také vyslednou negativni korelaci ALH a BCF s plochou, délkou, Sifkou
a obvodem hlavicky spermie.

V sezén€ 2016 byla tendence korelaci mezi parametry stejnd, pouze s niz§imi
hodnotami korelacnich koeficienta.

Spermie s vétsi plochou a §itkou hlavicky tak mély vétsi MOT, PMOT, VCL,
VSL, VAP, LIN, WOB, STR a mensi ALH a BCF. Naopak niz§i motilitu
a kinematické parametry meély spermie s vét§im prodlouzenim a elipti¢nosti.

Rezagholizadeh et al. (2015) ve své studii naopak zjistili, ze plocha hlavic¢ky
byla pozitivné korelovana s VCL (r = 0,52) a negativné korelovana s PMOT (r =
-0,62), VSL (r = -0,40), STR (r = -0,70) a LIN (r = -0,72). Prodlouzeni hlavi¢ky bylo
oproti tomu pozitivné korelovano s PMOT (r = 0,59), VSL (r = 0,32), STR (r = 0,64)
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a LIN (r = 0,69) a negativn¢ korelovano s VCL (r = -0,55). Spermie s vét§im
prodlouzenim a mensi plochou hlavicky tedy mély vétsi PMOT, VSL, STR a LIN.
Na rozdil od toho spermie s mensim prodlouzenim a vétsi plochou mély vétsi VCL.
Pena et al. (2005) prokézali linearni vztah mezi parametry rychlosti (VAP,
VCL, VSL) a morfometrickymi parametry hlavicek spermii kanct (délka, Sitka,

plocha, elipti¢nost, prodlouzent).

Tabulka 7 Korelacni  koeficienty = pohybovych charakteristik  spermii
a morfometrickych parametra hlavicek spermii v roce 2016

Plocha Prodlouzeni Eliptinost Délka Sitka Obvod
Parametr

(um?) (um»  (um®  (um?)
MOT (%) 0,20 20,11 20,10 0,09 0,22 0,15
PMOT (%) 0,27 0,11 0,11 0,14 0,27 0,21
VCL (um/s) 0,26 -0,08 0,07 0,16 0,24 0,21
VSL (um/s) 0,27 -0,06 -0,05 0,18 0,24 0,23
VAP (um/s) 0,29 -0,06 -0,06 0,19 0,25 0,25
LIN (%) 0,14 0,04 0,04 0,14 0,08 0,15
WOB (%) 0,23 0,03 0,03 0,20 0,15 0,23
STR (%) -0,01 0,03 0,04 0,01 0,03 0,003
ALH (um)  -0,01 0,01 0,01 0,002 -0,01 20,01
BCF (Hz) -0,04 0,25 -0,24 -0,19 0,12 -0,13

Tuéné oznacené hodnoty jsou statisticky prukazné (P < 0,05)

Tabulka 8 Korelacni koeficienty pohybovych  charakteristtk  spermii
a morfometrickych parametra hlavi¢ek spermii v roce 2017

Plocha  Prodlouzeni Eliptinost Délka Sitka Obvod
Parametr

(um?) (um>)  (@m®)  (um?)
MOT (%) 0,29 20,22 20,22 0,09 0,32 0,18
PMOT (%) 0,32 -0,24 -0,24 0,11 0,36 0,22
VCL (um/s) 0,33 0,11 -0,11 0,21 0,30 0,28
VSL (um/s) 0,36 0,23 10,23 0,15 0,38 0,26
VAP (um/s) 0,34 0,12 -0,12 0,21 0,31 0,29
LIN (%) 0,24 0,27 -0,28 0,02 0,32 0,13
WOB (%) 0,27 -0,10 -0,10 0,17 0,24 0,22
STR (%) 0,13 -0,36 -0,36 0,15 0,29 20,02
ALH (um)  -0,20 0,24 0,24 034 -0,002  -028
BCF (Hz) -0,10 0,13 -0,13 017 0004  -013

Tuéné oznacené hodnoty jsou statisticky prukazné (P < 0,05)

V porovnani s praci Rezagholizadeh et al. (2015), parametry rychlosti spermii
pozitivné korelovaly s plochou hlavicky spermie, zatimco v praci zminénych autort
byla plocha hlavicky pozitivné korelovana s VCL, ale negativné s VSL. Z divodu
rozpornych vyslednych korelaci mezi parametry rychlosti spermii a morfometrickym
tvarem hlavicek spermii byly dale doplnény korelace mezi jednotlivymi parametry
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motility, zaméfené predevSim na vztah mezi charakteristikami rychlosti pohybu
spermie (VCL, VSL, VAP) (tabulka 9). Vysledky ukazuji, ze progresivni motilita
byla statisticky vyznamné korelovana se vSemi parametry rychlosti pohybu spermie,
atos VCL (r=0,97, P <0,001), VSL (r = 0,95, P < 0,001) a VAP (r = 0,96, P <
0,001). Kfivocara rychlost (VCL) byla pozitivné korelovana s ptfimocarou rychlosti
(VSL) (r =0,92) i s primeérnou rychlosti (VAP) (r = 0,97). Rovnéz mezi pfimocarou
(VSL) a pramérnou (VAP) rychlosti byla prokazana vysoka korelace (r = 0,96).
Korelace mezi jednotlivymi parametry rychlosti spermie byly na hladiné

vyznamnosti P < 0,001.

Tabulka 9 Korelacni koeficienty mezi jednotlivymi kinematickymi parametry
motility spermii

VCL(um/s) VSL(um/s) VAP(um/s) LIN STR WOB
(%) (%) (%)

PMOT (%) 0,97 0,95 0,96 0,43 0,12 0,60
VCL 0,92 0,97 029  -005 052
(nm/s)
VSL 0,96 0,63 0,31 0,74
(nm/s)
VAP 0,46 0,07 0,69
(nm/s)
LIN (%) 0,85 0,87
STR (%) 0,48

Tuéné¢ oznacené hodnoty jsou statisticky prukazné (P < 0,05, P <0,001)

Rozdily ve velikosti a tvaru normalnich hlavicek hiebcich spermii jsou znacné.
Rozméry spermii jsou velmi variabilni v ramci druhu (Gage et Morrow, 2003;
Downing-Meisner et al., 2005), plemene (Saravia et al., 2007) a rovnéz mezi
jednotlivci jedné populace (Morato-Morales et al., 2010; Thurston et al., 2001).
Uplatriuje se zde tedy vyznamny vliv hiebce (Ball et Mohamed, 1995; Brito, 2007).
To potvrzuji 1 nasledujici vysledky, kdy mezi hiebci byly zjiSt€ny vyznamné
individualni rozdily ve vSech hodnocenych parametrech motility a morfometrickych
parametrech (tabulka 10). Zjisténé rozdily meély hladinu vyznamnosti P < 0,05.
Nejmensi rozdily byly pozorovany v pripadé Sirky hlavicky.

Tyto vysledky jsou v souladu s praci Rezagholizadeh et al. (2015), kde byl
rovnéz zjistén signifikantni rozdil mezi hiebci v totoznych parametrech ejakulatu,
a dale se studiemi Ortega-Ferrusola et al. (2009) (parametry rychlosti spermii)
a Blanchard et al. (2010) (fertilita hiebct).
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Tabulka 10 Primerné hodnoty semennych parametrt pro jednotlivé hiebce

Parametr H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 HS H9 H10
f,}/‘))dn"“ 84,38 74,00 53,80 59,03 89,47 73,68 63,63 61,53 60,78 81,00

() s
MOT (%) 59,06 +11,23"  9438+2.77° 5747+14,53" 76,07+6,16° 92,57+3,54°  7567+440° 81,97+851 8422+449° 7729+880° 86,77+477
PMOT (%) 9,00 + 4,69 4796 +6,13° 1744+£1299° 2392+585% 5788+244° 2647+735" 3429+11,07° 42,08+ 1,15" 26,85+4,98"  4760+8,67°
X&L/s) 34,18+ 1,58"  81,86+9,37° 4898+17,04° 5231+6,09° 77,07+3,33° 5578+10,07° 60,00+11,358 77.05+6,14° 53,13+5,67° 71,04 +8,05"
VSL (um/s) 13,46 +4,65*  36,79+3,91° 2297+1329° 21,19+3,98" 4387+223° 2329+3.84° 2483+477  3137+284% 2848+200"  3535+542
XL‘EES) 20,68 544"  6639+6,28" 3411+16,63° 36,15+542%  62,09+337° 3668+676° 42.16+843" 5855+273% 4327+395  51,60+7,15"
LIN (%) 39,12+ 12,570 4499+ 1,12° 4261+1231° 40,16+3,67* 5693+ 1,43°  42,02+3,19° 4136+232% 4121+6,54% 53,93+412" 49,53 +2338
STR (%) 63,65+6,08"  5534+0,77° 63,41+805" 5828+349° 70,67+0,55° 63,80+321° 5901+3,78  53,87+694°  66,01+3,52" 6836+1,518
WOB (%) 60,29 + 14,65  8130+211° 6580+11,07° 68,81+290° 80,54+ 174> 6577+1,93° 70,14+0,84"  7621+2.62° 81.60+183" 72424197
ALH (um) 2,37+ 0,36 3,55+0,68° 327+0,39¢ 3,11+ 041¢ 2,35+0,11° 2,89 + 0,34° 2,75+ 023" 3,70 £ 0,568 2,31+0,35° 2,88 + 0,09°
BCF (Hz) 8.86 + 1,42° 7,50 + 0,64° 8,72 +0,77° 6,74 +0,59° 7,35+ 0,33" 6,93 +0,11¢ 7,88 + 1,00° 6,74 +0,28° 6,68 + 0,16° 7,69 +0,32°
ProdlouZeni 0,34 +0,03" 0,34+0,03*  0,38+0,03™  0,37+0,03 0,33 +0,03° 0,36 + 0,02¢ 0,32 +0,03° 0,38 +0,03° 0,33 +0,03° 0,31+ 0,03"
Plocha 1539+ 125" 1735+ 1,55 16,58+ 138 1563+ 1,69 16,06+ 1,11° 1585+143% 1487+1.11" 1715+ 1.69%¢ 16,85+ 134 1823+ 131"
(um?)
Délka (um) 6.14 £0.29° 6,55+0,31° 6,68+0,33° 6,44 +0734% 6,26 + 0,28" 6,38 +0,28¢ 5,94 +0,28¢8 6.84 +0,34" 6.41+0,32°  6.49+0730™
Sitka (pum) 3,05+£0,17" 3.23+0,20 3,02 +0,20° 2,95+022° 3,12+0,15¢ 3,02+0,19° 3,04+0,17° 3,06 +0,22° 321+0,18° 3.43+0,19°
Obvod 1598+0,68"  16,99+0,77° 16,96+0,72° 1639+0,85 1631+0,63° 16,34+0,74° 15,56+061° 17,26+082° 16,68+0,68  17,11+0,62™
Eliptiénost 2,02+0,12° 2,03+0,12° 2224017  220+0,14° 2,01+0,11° 2,12 +0,12¢ 1,96 +0,13° 2,25+0,16° 2,00 + 0,14 1,90 +0,14"

MOT - celkova motilita, PMOT - progresivni motilita, VCL — kfivo¢ara rychlost, VSL — pfimocara rychlost, VAP — primérna rychlost, LIN — linearita, STR — ptimost, WOB
— kmitani, ALH — amplituda bo¢niho posunu hlavicky, BCF - pocet bo¢nich oscila¢nich pohybu hlavicky spermie kolem priimérné drahy

a,b,c,d.e.f,gh,i

Hodnoty s riznymi hornimi indexy pimen v fad¢ se prukazné 1isi (P < 0,05)
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Dale existuji domnénky, ze morfometrické rozmeéry hlavicek spermii mohou mit
souvislost s plodnosti (Casey et al., 1997). Na tvaru a velikosti hlavicek spermii
zavisi jejich fertilizaCni schopnost, protoze ovliviluji pribéh akrozomalni reakce
a penetraci spermii do vajicka (Sukcharoen et al., 1998; Brito, 2007; Banaszewska
et al., 2009; Kondracki et al., 2011). Velikost a tvar hlavicky spermie vyplyva
z velikosti a tvaru jadra a akrozomu (Banaszewska et al., 2009).

Z vysledku tabulky 11 a grafi 1 — 5 je patrné, ze se snizujici se plodnosti hiebct
se snizovala 1 progresivni motilita spermii (36,37 %, 37,22 %, 34,40 % a 21,75 %).
Opacny trend vykazovalo procento abnormalit spermii, kdy se snizujici se plodnosti
doslo ke zvySovani procenta abnormalnich spermii v ejakulatu (29,17 %, 34,64 %,
34,83 % a 41, 22 %). Tyto vysledky jsou v souladu se studii Waheed et al. (2015),
kde byli hiebci rozdéleni do totoznych skupin, podle jejich dosazené priameérné
fertility, a jejichz vysledné procento abnormalit bylo podle skupin nasledujici: 33,93
%, 35,60 %, 35,32 a 39,58 %. Vysoké procento morfologickych abnormalit, spojené
s nizkou plodnosti, popisuji také studie Chandler et al. (1988), Jasko et al. (1990)
a Barth et al. (1992).

Co se tyCe morfometrickych parametrt, tak snizujici se procento plodnosti
hiebct vedlo ke snizovani parametrti plochy a §itky hlavi¢ek spermii. Naopak délka
a obvod hlavicek se zvySovaly. U skupiny hiebct s nejvyssi plodnosti bylo tedy
zjisténo nejnizsi procento abnormalit spermii (29,17 %), nejvyssi PMOT (36,37 %),
nejvétsi sitka a plocha hlavicky (3,21 um a 16,61 um?®) a nejmensi délka a obvod
hlavicky (6,30 um a 16,48 pm).

Vztah mezi morfometrii hlavicek spermii a plodnosti u koni naznacily nékteré
studie (Casey et al., 1997). Brito (2007) uvedl, ze rozméry hlavi¢ek spermii hiebct
se snizenou plodnosti se znacné lisi od rozmérd hlavicek spermii plodnych hiebca.
Ve studiich Gravance et al. (1996) a Casey et al. (1997) byly zjistény vyznamné
vyssi hodnoty délky, Sitky, obvodu a plochy hlavi¢ek spermii u subfertilnich hiebca
nez u hiebci plodnych. Spermie subfertilnich hiebci byly také vice zuzené.
Dle Brita (2007) mohou byt vétsi hlavicky spermii, zjisténé u hiebct s nizkou
plodnosti, odrazem poruch spermatogeneze, zahrnujici zejména zmény struktury
chromatinu v pribéhu dozravani spermii a jejich transportu. Avsak je dulezité také
poznamenat, ze u subfertilnich hiebcti byl také zjistén nizsi celkovy pocet spermii,

procento motilnich a normalnich spermii v ejakulatu.
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Waheed et al. (2015) ve své praci uvedli, ze ackoliv se vyssi hodnoty délky

hlavi¢ek spermii zdaji byt zodpovédné za vyznamné rozdily v obvodu hlavicek,

tendence ke zvysovani maximalni Sitky hlavicky ukazala, ze celkové rozméry

hlavicek spermii byly vysoké u hiebct s nizkou plodnosti.

V této praci byly rovnéz zjistény nejvétsi hodnoty délky a obvodu hlavicek

u skupiny hiebcti snejnizs§i plodnosti (6,52 um a 16,58 pm). V rozporu

s predchozimi studiemi jsou ovSem zjisténé rozméry Sitky a plochy hlavicek, které

byly u této skupiny hiebcd nejnizsi (Sitka 2,97 um, plocha 15,94 pm?). Pomér délky

a Sitky hlavicky se tedy postupné€ zvySoval, coz znamena, ze hlavicky spermii hiebct

s nizkou plodnosti byly vice zuzené. Bylo tedy potvrzeno, ze hlavicky spermii

hiebct s niz§i plodnosti mély vétsi délku a obvod hlavicky, a zaroven byly vice

zuzeneé.

Tabulka 11 Progresivni motilita a vybrané morfometrické parametry hlavicek

spermii ve vztahu k plodnosti hiebct

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4
>80 % 69 —79 % 60 — 68 % 50 -59 %

n hiebct (n ejakulata) 3(11) 2 (6) 39 2 (6)
Abnormality spermii 29,17 +2225" 34,64=30,44> 34,83+1566° 41,22+ 26,02°
(%)
Progresivni motilita 3637 +19,99° 3722+ 12,70° 34,40+9.39° 21,75 % 9,40°
(%)
Delka hlavicky (um) 6,30 + 0,33" 6,46+ 031° 6,40 + 0,48° 6,52 + 0,35
Sitka hlavicky (um) 321+024°  3,13+£022°  310+020°  2,97+0,22°
Plocha hlavitky (um*) 16,61 +1,76" 16,60+ 1,67 1629+ 1,73 1594 + 1,65°

Obvod hlavicky (um) 16,48 +0,81° 16,66 +0,82° 16,50 +1,00"

16,58 + 0,85%

abe Hodnoty s riznymi hornimi indexy pimen v fad¢ se priukazng lisi (P < 0,05)
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Graf 1 Vliv plodnosti hi'ebct na progresivni motilitu spermii

Soucasny efekt: F(3, 3195)=141,10, p=0,0000
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 2 Vliv plodnosti hiebcti na $itku hlavicek spermii

Soucasny efekt: F(3, 3195)=151,41, p=0,0000
Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 3 Vliv plodnosti hiebcti na délku hlavicek spermii

Soucasny efekt: F(3, 3195)=51,942, p=0,0000
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 4 Vliv plodnosti hiebcti na plochu hlavicek spermii

Soucasny efekt: F(3, 3195)=23,394, p=,00000
Vertikalni sloupce oznacduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 5 Vliv plodnosti hiebcti na obvod hlavicek spermii

Soudasny efelt: F(3, 3195)=6,6438, p=,00018

Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Dalsi studie uvadi, ze jednou z vyznamnych pfic¢in variability morfologie
spermii a morfometrickych rozméri je v€k hiebci. Rozmeéry a tvar spermii jsou
vyznamné ovlivnény vékem (Quintero-Moreno et al., 2009; Banaszewska et al.,
2011).

Bylo zjisténo, ze sledované parametry se vyznamné liSily (P < 0,05) mezi
jednotlivymi vékovymi skupinami (tabulka 12 a grafy 6 - 9). Nejvétsi procento
abnormalit spermii bylo zjisténo u mladych hiebct do 5 let (50,60 %). Nejmensi
naopak u skupiny hiebct ve véku 6 az 15 let (18 %). Podobné hodnoty byly popsany
u vékovych skupin v praci Waheed et al. (2015) (32,71%, 50,92 % a 38,85 %), kde
bylo ovSem nejvyssi procento abnormalit zjisténo u skupiny hiebct ve véku 10 az 14
let. Vysoké procento abnormalit spermii u mladych hiebcu, zjisténé v této praci,
muze byt vysvétleno testatnim a sportovnim zatizenim této vékové skupiny (od 2 let
véku probiha testovani vykonnosti, u hiebcti konkrétné predvybéry hiebct
do plemenitby, 60-ti denni test hiebct, soutéze KMK a sportovni soutéze). Toto je
podpofeno praci Samper (2009), ktery uvadi, ze u mladych plemennych hiebct,
zatazenych do sportovni testace, miize mit vyznamny dopad na morfologii spermii
absolvovani sportovnich soutézi v horkych letnich mésicich. Morfologie spermii
muize byt ovlivnéna nejen vysokymi teplotami Sourku, ale i dlouhodobym stresem

v prubéhu tréninku a soutéze. Dal§im divodem vysokého procenta abnormalit muze
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byt nezrala spermatogeneze u piili§ mladych hiebct. Studie Dowsett, Knott (1996),
Pickett (1993) a Amann et al. (1979) uvadgji, ze u hfebci mladsich 3 let byla
zjisténa horsi kvalita spermatu, z hlediska celkového pocCtu spermii a abnormalit
spermii.

Zvysené procento abnormalit u skupiny hiebct starSich 15 let (34,88 %) muze
byt zpusobeno testikularni degeneraci spojenou se starnutim hfebcd, kterou
se zabyvali autofi v pfedchozich studiich (Varner, 2008; Samper et al., 2007;
Gehlen et al., 2001; Turner, Zeng, 2012).

Stejny trend vyslednych hodnot byl zaznamenan také v piipad€ progresivni
motility. Nejvyssi hodnota PMOT byla zjiSténa u skupiny nejmladsich hiebct (38,46
%), nejnizsi hodnota naopak u skupiny hiebct 6 az 15 let (27,76 %). Tento vyvoj
hodnot je zajimavy z hlediska zji§ténych abnormalit spermii, jejichz trend vyvoje
by mél byt opacny. Vyvoj hodnot PMOT proto muaze byt spojen s vySe uvedenou
prukaznou pozitivni korelaci mezi PMOT a morfometrickou velikosti hlavicky, kdy
se zvySujicimi se parametry hlavicky dochazi ke zvySeni PMOT (Sitka hlavicky
r= 0,32, plocha hlavi¢ky r = 0,36, obvod hlavicky r = 0,22). Jak je patrné z vysledk,
tak u prvni skupiny hiebct byla s nejvyssi PMOT soucasné zjisténa také nejvetsi
Sitka (3,20 um) a plocha hlavicky spermii (16,87 um?) a s nejnizsi PMOT (27,76 %)
nejnizsi plocha a Sitka hlavicky (3,03 um a 15,66 um?) u druhé skupiny hiebcg.

Trend poklesu rozméra hlavicek spermii mezi prvni a druhou vékovou skupinou
hiebct 1ze porovnat s praci Koyago et al. (2009), ve které autoii zjistili vyznamnou
negativni korelaci véku hiebct s plochou a Sitkou hlavicek spermii (P < 0,05),

piicemz vékové rozmezi sledované skupiny hiebct bylo 4 az 15 let.

Tabulka 12 Vliv véku na progresivni motilitu a vybrané morfometrické parametry

spermii
Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3
<5let 6—15 let > 15 let
n hiebct (n ejakulatt) 4 (13) 3(11) 3(8)

Abnormality spermii 50,60 +27,07" 18,00 £ 12,07° 34,88 +21,71°
(%)

PMOT (%) 3846+ 11,01° 27,76 +20,08" 32,27 + 1538°
Délka hlavicky (um) 6,43 + 0,44 6,28 + 033" 6,52 + 0,33°
Sitka hlavitky (um) 3,20+ 0,25° 3,03+ 0,20° 3,10 £ 0,22°
Plocha hlavicky (um?) 16,87 + 1,84° 15,66 + 1,42 16,59 + 1,60°
Obvod hlavicky (um) 16,69 + 0,94° 16,22 0,76" 16,73 = 0,81°
a,b,c

Hodnoty s riznymi hornimi indexy pimen v fad¢ se priukazng lisi (P < 0,05)
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Graf 6 Vliv veéku hiebcil na progresivni motilitu spermii
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Graf 7 Vliv véku hiebci na délku hlavicek spermii
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Graf 8 Vliv veéku hiebci na §itku hlavicek spermii

Soucasny efekt: F(2, 3196)=177,11, p=0,0000
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Graf 9 Vliv véku hiebci na plochu hlavicek spermii
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6.4 Vliv vybranych redidel na motilitu a zivotaschopnost spermii

Uspé&snost umélé inseminace zavisi na udrzeni fertilizaéni schopnosti spermii
béhem chlazeni a skladovéani. Za timto ucelem bylo vyvinuto nékolik zakladnich
fedidel a jejich modifikaci. Jelikoz chemické slozeni fedidel je jednim z hlavnich
faktori prezitelnosti spermii béhem konzervace, bylo cilem druhé casti prace
posoudit, zda fedidla s obsahem definovanych kaseinati zlepSuji kvalitativni
ukazatele chlazeného spermatu hiebca.

Z tabulky 13 je zfejmé, ze pouzité fedidlo mélo vyznamny vliv na VIT, MOT,
PMOT, VCL, VSL a VAP (P < 0,05). Zaroveil byl prokazan vysoce vyznamny vliv
doby skladovani na vSechny hodnocené parametry (P < 0,001). Interakce doby
skladovani a pouzitého fedidla byla vyznamna pro parametry PMOT a VCL (P <
0,05). Tato zjisténi jsou v souladu s pfedchozimi studiemi, prokazujicimi uUc¢inek
fedidla (Webb et al., 2009; LeFrapper et al., 2010) a doby skladovani (Aurich et
al., 2007; Janett et al., 2012) na parametry spermatu hiebct.

Tabulka 13 Vliv fedidla a doby skladovani na motilitu a vitalitu chlazeného

spermatu hodnocené analyzou variance s opakovanym meétfenim

Parametr fedidlo cas cas*tedidlo
MOT (%) ok skt )
prog M/ml + $oksk _
VCL (um/s) ok oAk *
VSL (um/s) * ek -
VAP (Hm/S) ksk skskok -

MOT, celkova motilita; PMOT, progresivni motilita; prog M/mL, million progresivnich spermii na
mililitr; VAP, primérna rychlost; VCL, kfivocara rychlost; VSL, pfimocara rychlost; VIT, vitalita.
Data byla prezentovana na hladin¢ vyznamnosti P < 0,001 (***), P < 0,01 (**), P < 0,05 (*), tendence
pii P <0,10 (+), P> 0,10 (-).
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Vysledky mnohonédsobného porovnani (tabulka 14) ukazuji, ze celkovy ochranny

ucinek fedidla INRA 96 byl vyznamné lepsi nez u ejakulati fedénych fedidlem
Kenney (P < 0,01). Hodnoty VIT, PMOT, VCL a VAP byly vyssi u vzorka spermatu
fedénych fedidlem INRA 96 (P < 0,05) nez u vzorka fedénych fedidlem EquiPlus.

Mezi tedidly Kenney a EquiPlus nebyl prokdzan zadny rozdil. Rozdily v motilité

spermii mezi pouzitymi fedidly, pozorované v této praci, souhlasi se zjiSténim jinych

autora (Pagl et al., 2006; LeFrapper et al., 2010; Janett et al., 2012; Neuhauser et

al., 2018). Dobré vysledky motility spermii, dosazené pii pouziti fedidla INRA 96,

odpovidaji specialnimu slozeni tohoto fedidla (Pillet et al., 2008). Vyhodou tohoto

fedidla je pouziti nativniho fosfokaseinatu jako ochranného cinidla (da Silva et al.,

2012). Navic 1 dalsi latky, obsazené v tomto fedidle, pomahaji chranit spermie pred

Skodlivymi uc€inky dlouhodobého skladovani pii 5 °C v intervalu 72 hodin.

Tabulka 14 Mnohonasobné porovnani fedidel INRA 96, EquiPlus a Kenney pomoci

Tukeyova HSD testu v ramci hodnocenych parametra

MOT (%) EquiPlus Kenney SERA PMOT (%) EquiPlus Kenney INRA 96
EquiPlus - + EquiPlus - *
Kenney - dx Kenney - ko
INRA 96 + *k INRA 96 * ok

VCL . INRA . INRA
() EquiPlus  Kenney 96 VSL (um/s) EquiPlus Kenney 96
EquiPlus - * EquiPlus - +
Kenney - Hok Kenney - *
INRA 96 * *k INRA 96 + *

Xuﬁlljs) EquiPlus  Kenney INRA 96 | VIT(%) EquiPlus Kenney INRA 96
EquiPlus - * EquiPlus - Hokok
Kenney - Hk Kenney - ke
INRA 96 * Fk INRA 96 Fokok Fokok

MOT, celkova motilita; PMOT, progresivni motilita; VAP, prumérna rychlost; VCL, kfivocara
rychlost; VSL, pifimocara rychlost; VIT, vitalita
Data byla prezentovana na hladin¢ vyznamnosti P < 0,001 (***), P < 0,01 (**), P < 0,05 (*), tendence

pii P < 0,10 (+), P> 0,10 (-).
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Graf 10 Mnohonasobné porovnani fedidel INRA 96, EquiPlus a Kenney pomoci

Tukeyova HSD testu v ramci progresivni motility spermii
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Graf 11 Mnohonasobné porovnani fedidel INRA 96, EquiPlus a Kenney pomoci

Tukeyova HSD testu v ramci vitality spermii
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Pro detailni ilustraci uc¢inku tfi riznych fedidel byly parametry motility spermii
chlazeného spermatu hodnoceny po 2, 24, 48 a 72 hodinach (tabulka 15). Vysledky
ukazuji, ze se jednotlivé parametry vyznamné liSily mezi fedidly. Za sledovanou
dobu byly hodnoty vSech parametri nejvyssi pii pouziti fedidla INRA 96.
Ve sledovaném intervalu 2 hodiny od odbéru spermatu byly zjiStény signifikantné
vy$§i hodnoty PMOT, VCL a VAP u fedidla INRA 96 v porovnani s fedidly
EquiPlus a Kenney. V porovnani s fedidlem Kenney meélo fedidlo INRA 96
vyznamné vys§i parametry prog M/ml a VSL. V intervalech 24 a 48 hodin po odbéru
byla MOT vyznamné vyssi u fedidla INRA 96 nez u fedidla Kenney. PMOT m¢la
mezi témito fedidly tendenci k vyznamnému rozdilu (24 hod, P = 0,06; 48 hod, P =
0,05). Stejné tak prog M/ml (48 hod, P = 0,07). Na konci experimentalniho obdobi
(72 hodin) se MOT nelisila mezi fedidly INRA 96 a Kenney (P = 0,07), zatimco
PMOT a prog M/ml se mezi témito dvéma fedidly vyznamné lisily.

Rozdilné ucinky fedidel na parametry motility spermii béhem konzervace
spermatu, zjisténé v této praci, koresponduji s dfive publikovanymi daty (Pagl et al.,
2006; Aurich et al., 2007; LeFrapper et al., 2010). Hlavnim cilem zpracovani
spermatu, pii pripravé chlazené inseminacni davky, je najit nejlepsi fedidlo, které
zachova uspokojivou kvalitu spermatu béhem piepravy az do doby inseminace
(Heckenbichler et al., 2011). Jelikoz expedice inseminacni davky trva v pripadé
nepravidelné odebiranych hiebct cca 24 hodin, tak podle vyslednych parametrt
motility, hodnocenych v této praci, by z testovanych tfedidel bylo nejlepsi volbou
fedidlo INRA 96. Zjisténé vysledky jsou v souladu s predchozimi studiemi,
ve kterych byla pii pouziti fedidla INRA 96 rovnéz zachovana odpovidajici kvalita
spermatu po dobu 24 hodin od nafedéni (LeFrapper et al., 2010; Ortega-Ferrusola
et al., 2011; Janett et al., 2012; Bolaiios et al., 2014).

Nicméné v nasledujicich intervalech (po 48 a 72 hodinach skladovani pii 5 °C)
se fedidla INRA 96 a EquiPlus vyrovnaly. Tyto vysledky jsou v rozporu s praci
LeFrapper et al. (2010). OvSem potencialni slabinou citované prace jsou chybé&jici
prahové hodnoty CASA a také skuteCnost, ze byli do pokusu zahrnuti pouze dva
hiebci. To muze byt nedostateCny pocet pro pozorovani kvuli individualni variabilité
hiebcd, ktera byla pozorovana v predchozich studiich (Webb et al., 2009; Janett et
al., 2012). Nedostateény pocet pozorovani mohl zptsobit kolisavy vliv na sledované

parametry spermii hiebcti. V této praci byly vzorky spermatu ziskany od 11 klinicky
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zdravych a plodnych hiebct a ucinek fedidla na charakteristiky chlazeného ejakulatu
byl hodnocen pomoci analyzy rozptylu s opakovanym métenim.

Pokud jde o podrobné vysledky parametrd motility, zda se, ze ve srovnani
s kaseinatovymi fedidly je Kenney méné pfiznivou volbou. Tento vysledek je
v souladu s predchozimi studiemi, kde sperma fedéné pomoci fedidla Kenney
doséahlo nizsi kvality in vitro ve srovnani s fedidlem EquiPro (Pagl et al., 2006) nebo
INRA 82, coz je predchozi verze INRA 96 (Ijaz a Ducharme, 1995). Tyto vysledky
byly podpoteny studii in vivo (Batellier et al., 2001). Redidlo Kenney bylo vyvinuto
v roce 1975 (Kenney et al., 1975) a piedstavuje zakladni a levnou moznost
pro chovatele nebo koriskd reprodukéni centra; slozeni je vSak velmi jednoduché.
I kdyz bylo mléko v fedidle Kenney nahrazeno 0,6 % kaseinatem sodnym, celkova
a progresivni motilita, kinematické parametry a procento spermii s neporuSenou
plazmatickou membranou se mezi Kenney a Kenney + 0,6 % kaseinatu
po 24 hodinovém skladovani neliSily (Martins et al., 2016).

Kratkodoba konzervace chlazeného spermatu obvykle zptisobuje jeho snizenou
motilitu a kinematické parametry (Rigby et al., 2001; Pagl et al., 2006; Bolafios et
al., 2014; Love et al., 2015). Také Price et al. (2008) a Webb et al. (2009) popisuji,
ze motilita a rychlost spermii se ¢asto béhem skladovani postupné zhorsuji, coz bylo
potvrzeno u fedidel, jako je INRA 96 a ekvivalentni (Webb et al., 2009). Tato
zjisténi se shoduji s nasimi vysledky, ve kterych je patrny pokles hodnot vsech
hodnocenych parametri. Vysledky Halo et al. (2018) pro motilitu a progresivni
motilitu spermii hiebct ukazaly klesajici trend v kazdém Casovém intervalu. Po Sesti
hodinach vsSak jejich vysledky ukazaly rychly procentualni pokles parametru
spermatu. V této studii si INRA 96 udrzelo nejvyssi PMOT ve srovnani s dalSimi
dvéma fedidly po celou dobu skladovani. Batellier et al. (2001) uvedli, ze INRA 96
je ucinné fedidlo pro zachovani fertilizacniho potencialu spermii po dobu alespon 24
hodin. Zda se také, ze chrani buriky spermii béhem dlouhodobého skladovani s vétsi

ucinnosti nez tradiéni mlécna tfedidla.
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Tabulka 15 Vliv fedidla na parametry motility spermii hiebct (praimeér + SD) v ejakulatech skladovanych pfi teploté 5 °C po dobu 72 hodin

Parametr 2 hours 24 hours
EquiPlus Kenney INRA 96 EquiPlus Kenney INRA 96
MOT (%) 86.86 + 3.39' 82.92 +4.12' 9425 + 1,48’ 65,79 + 5,14**° 5945 + 5,64 79.09 + 4.19"
PMOT (%) 32,40 + 3,78 27.49 + 3,95 47,53 + 3,68™' 12,27 +2,74° 9,94 +2.97° 19.93 + 3,26°
prog M/mL 76,13 + 12,29*™! 65,83+ 11,15 103,68 + 16,06"" 30,89 + 7,547 22,79+ 6,15° 46,50 + 9.64°
VCL (um/s) 60,72 + 3,61 55,05+ 3,87 74,28 +3,62" 39,45 +2,69° 35,98 +2.85° 46,47 +3.17°
VSL (um/s) 28,99 + 220" 26,74 + 224" 35,01 +2,13" 15,05+ 1,55° 13,85 + 1,66° 18.38 + 1,73°
VAP (um/s) 45.45 + 2,99 4134 +3,16" 56,33 +2.89" 25514227 23,35+ 2,49’ 30,85 + 2.64°
LIN (%) 47,52+ 1,79 48,67 + 1,95 4739 + 1,74 37,54 £ 1,52° 3741+ 1,25° 38,89 + 1,49’
STR (%) 6320+ 1,15' 64.47 + 1.41' 62.07+ 1,10' 58,42+ 1,19"° 58.85+ 1,24/ 59.10+ 123"
WOB (%) 74,78 + 1,88’ 75,04 + 1,90’ 76,33 + 1,96 63,95+ 1,65° 63,43 + 1,29’ 65,58 +1,73°
ALH (um) 2,58 +0,11" 2,51+0,11" 2,78 0,12 2,67 +0,10' 2,65 +0,09' 2,66 +0,11"
BCF (Hz) 6.76 + 0,61 6.66 +0,16" 6,90 + 0,10’ 7,76 + 0,39’ 7.98 +0,30° 7.81+027
Parametr 48 hours 72 hours
EquiPlus Kenney INRA 96 EquiPlus Kenney INRA 96

MOT (%) 48,64 + 5,83 34,78 + 4,42*° 59,64 + 502" 2842+ 501" 22,04 + 3,70° 38,90 + 5.55"
PMOT (%) 4,80 1,50 2,72 £ 0,72+ 8.39 +2,04™° 1,87 £ 0,60""" 1,05 + 0,29" 3,92 + 0,88"
prog M/mL 11,28 + 3,46’ 5,73 + 1,34’ 20,98 + 6,46™° 438 + 1,47 2,69 + 0,75 9.07 +2,73"
VCL (um/s) 28,92 +2,03° 26,44 + 1,24° 33,03 + 2,54’ 24,18 + 1,43° 23,16+ 1,12° 28,55+ 1,66
VSL (um/s) 9.58 + (0,82’ 8.61+0,57" 11,15 + 1,05 6.91 + 0,59’ 6.37 + 0,38’ 8.49 + 0,62
VAP (um/s) 16,63 + 1,48’ 15,16 + 0,90’ 19.15 + 1,90’ 13,02 + 1,07 12,19+ 0,61° 15,50 + 1,06
LIN (%) 33,43 + 1,98™ 32,63 + 1,34™° 33,42 + 1,317 28,53 + 1,88° 27,89 + 1,62° 2987 + 1,62°
STR (%) 57.84 + 1,69 56,72 + 1,20"* 58,64 +1,17" 52.88 + 1,58° 52,03+ 1,62° 54,67+ 1,32°
WOB (%) 56,98 + 1,99™ 57,15 + 1,46™ 56,90 + 1,82’ 53,19 + 2,05 52.89 + 1,48’ 54,13 + 1,84°
ALH (um) 2,58 +0,12 2.42+0,19"° 2,60 +0,13' 1,88 £0.25° 1,98 +0,22° 2,49 + 0,20
BCF (Hz) 7,98 +0,41" 6,94 +0,49" 8.25 + 0,40 522 +0,67 5,57 0,72 7.40 +0,56™'

%" Riizné horni indexy v fadé v ramci jednotlivych ¢asovych tisekii nazna¢uji vyznamné rozdily mezi fedidly (P < 0,05)

1234 Riizné horni indexy v fadé oznaluji vyznamné rozdily mezi ¢asovymi tseky v ramci fedidla (P < 0,05)
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Pouze pohyblivé spermie s neporusenou plazmatickou membranou mohou
oplodnit oocyt in vivo (Yanagimachi, 1994), a proto je zajimavé posoudit zmény
téchto parametri v prub€hu Casu béhem skladovani spermatu v riznych fedidlech
(Love, 2012).

V grafu 12 je znazornéno, ze zivotaschopnost spermii se v priabéhu sledovaného
Casu velmi vyrazné¢ liSila mezi fedidly. Ve vsech Ctyfech sledovanych casech po dobu
skladovani byla zivotaschonost spermii vyrazné¢ vyssi u fedidla INRA 96
nez u fedidel EquiPlus a Kenney. V prvnim hodnoceném intervalu (2 hodiny
po odbéru) byla Zivotaschopnost spermii u fedidla INRA 96 prukazné vyssi
nez u fedidel Kenney (o 27,82 %) a EquiPlus (o0 22,06 %). Po 24, 48 a 72 hodinach
skladovani pii 5 °C bylo procento intaktnich spermii vyznamné nizsi ve vzorcich
spermatu fedénych fedidlem Kenney (o 30,9, 29,3 a 28,9 % ) a EquiPlus (o 27,3,
24,8 a 25 %) nez ve vzorcich fedénych fedidlem INRA 96.

Graf 12 Procento vitalnich spermii ve spermatu nafedéném tfemi riznymi fedidly

béhem skladovani pti 5 °C po dobu 72 hodin
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Motilita spermii vysoce koreluje s zivotaschopnosti spermii. Navzdory
individualnim odchylkdam mezi hiebci je tedy 70 — 80 % spermii v Cerstvém
ejakulatu normalniho hiebce ocfekavanych zivotaschopnych (Sieme, 2009).
Teoreticky je kazda pohybliva burika zivotaschopna, ale ne vSechny zivotaschopné
bunky jsou pohyblivé (Nagy et al., 1999). Zatimco integrita plazmatické membrany,
pokryvajici hlavni ¢asti spermii, muze byt hodnocena analyzou motility spermii,
integrita plazmatické membrany, pokryvajici akrozom, je zaméfena na integritu
vngjsi akrozomalni membrany pomoci mikroskopie, fluorometri a pritokové
cytometrie. Fluorescencni barviva se vazou a barvi DNA spermii s defekty
postakrozomalni plazmatické membrany hlavicky spermie. Nezivotaschopné buriky
lze determinovat pomoci membranoveé nepropustnych barviv nukleovych kyselin,
které pronikaji poskozenou plazmatickou membranou a vedou k fluorescencnim
signalim jader mrtvych spermii. Propidium jodid nemuze prochéazet neporusenymi
bunécnymi membranami, ziskava pfistup k jaderné DNA pouze tehdy, kdyz jsou
bunécné membrany poSkozené a nezivotaschopné. Vazany na nukleovou DNA, PI
fluoreskuje Cervené v reakci na excitaci (Sieme, 2009).

Zde pouzité fluorochromy oznacuji DNA v hlavicce spermie, a proto indikuji
pouze stav membrany hlavicky spermie. PoSkozeni membrany spermii obvykle
zac¢ind nad bic¢ikovou subdoménou, proto existuji spermie, které maji intaktni
membranu hlavicky (takze jsou klasifikovany jako zivotaschopné), ale jsou nehybné
kvali poskozené ocasni membrané (Nagy et al, 1999). Nizsi hodnoty vitality
spermii, zji§téné v této studii, nejsou jasné (postup pripravy preparatu pro posouzeni
vitality v modulu SCA byl pfesné dodrzen a byl stejny pro vSechny hodnocené
vzorky, stejné jako analyza vzorkid). Na zakladé nizSiho procenta zivotaschopnych
spermii ve srovnani s procentem pohyblivych spermii muize byt moznym
vysvétlenim Spatna kalibrace modulu vitality SCA pro analyzu zivotaschopnosti,
coz vede k podhodnoceni procenta zivotaschopnych spermii ve vzorku. Dhurvey et
al. (2012) potvrzuji, ze nevyhody CASA souvisi s extrémni potfebou validace,
kontroly kvality a standardizace realizovanych opatieni. Je Zivotné dalezité pouzivat
vhodnou optiku a nejlepsi mozné osvétleni pro zvyseni kontrastu hlavi¢ek spermii,
coz zase usnadriuje manualni vybér prahovych hodnot.

Nicméné zjisténé vysledky jsou vyznamné v relativnim srovnani hodnot

z hlediska vlivu ¢asu a pouzitych tedidel.
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V této studii se zivotaschopnost spermii mezi fedidly v prubéhu ¢asu vyznamné
lisila. Vysledky, tykajici se stavu plazmatické membrany, se lisi ve srovnani s diive
publikovanymi udaji, kde nebyl zjistén zadny vyznamny G¢inek mléénych kaseinata
u pravidelné odebranych hiebct (Pagl et al., 2006; Janett et al., 2012). Situace
se zménila, kdyz bylo sperma pred ochlazenim odstfedéno (Pagl et al., 2006). Po 24
a 72 hodinach skladovani si fedidlo, obsahujici definovany mlécny protein,
zachovalo stav plazmatické membrany na vyznamné vyssi urovni (Pagl et al., 2006).
Pozitivni u€inek fedidla INRA 96 na plazmatickou membranu spermie pii skladovani
by mohl byt disledkem ptsobeni NPPC, kdy tato ¢ast fedidla snizuje odtok (eflux)
cholesterolu a zachovava tak pomeér fosfolipid:cholesterol, dulezity pro udrzeni
spravné fluidity membran spermii (Bergeron et Manjunath, 2006). Tento pozitivni
efekt je velmi dulezity, kdyz je potieba sperma skladovat delsi dobu pfi teploté 5 °C,
aby si zachovalo svou fertilizacni schopnost. Tento pozitivni ucinek NPPC je
podpoten také vysokou koncentraci cukrii piitomnych v INRA 96, které vytvareji
fyzickou ochranu a zdroj energie pro spermatické buriky béhem konzervace (Pillet et
al., 2008). Z tedidel, testovanych v této praci, ma INRA 96 nejlepsi predispozice

pro udrzeni zivotaschopnosti spermatu a pro jeho nasledné pouziti k inseminaci.
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7. ZAVER

Zjisténé vysledky vychazeji z cila prace, které jsou zameéfeny na objektivni
vyhodnoceni zakladnich charakteristik ejakulatu teplokrevnych hiebct vyuzivanych
v inseminaci, na posouzeni morfometrickych parametri ejakulatu na zaklade
velikosti a tvaru hlavi¢ek spermii, posouzeni parametrd pohybu spermii v zavislosti
na morfometrickém meéteni hlavicek a na hodnoceni vlivu tii vybranych fedidel

na kvalitativni parametry ejakulatu.

U ziskanych vzorka ejakulatu byly za sledovana obdobi pfipoustécich sezon
2016 a 2017 zjistény nasledujici primémé hodnoty - objem ejakulatu 49,22 + 31,28
a 56,77 £ 40,78 ml, koncentrace spermii 208,20 + 83,69 a 222,19 + 96,40 M/ml,
celkova motilita spermii 82,44 + 11,02 a 81,38 £ 10,78 %, progresivni motilita
spermii 37,34 £ 16,16 a 35,46 + 15,82 %, vitalita spermii 60,71 + 18,23 a 4291
+16,76 %, morfologicky normalni spermie 75,00 + 15,81 a 64,50 + 24,58 %.
Primémé hodnoty zakladnich charakteristik ejakulatu byly v souladu s pozadavky
na sperma pro kratkodobou konzervaci a zaroven porovnatelné s vysledky

v predchozich studiich.

Motilita spermii byla dale charakterizovana jednotlivymi kinematickymi
parametry, jejichz primérné hodnoty za rok 2016 a 2017 byly nasledujici: rychlost
na kifivocaré draze (VCL) 62,67 a 60,26 um/s, pfimocara rychlost (VSL) 32,10
a 27,55 um/s, primérna rychlost (VAP) 48,14 a 44,35 um/s, linearita kiivoCaré drahy
(LIN) 50,64 a 44,89 %, linearita primérné drahy (STR) 66,56 a 62,01 %, mira
kmitani skute¢né drahy kolem pramérné drahy (WOB) 75,74 a 72,12 %, amplituda
boc¢niho posunu hlavi¢ky po jeji primérné draze (ALH) 2,59 a 2,90 um, frekvence
bocnich oscilacnich pohybu hlavicky spermie kolem primémé drahy (BCF) 7,32
a 7,49 Hz. Na zaklad¢é vyraznych rozdili mezi primérnymi hodnotami parametri
VCL, VSL, VAP, ALH a BCF, zjisténych pouzitim SCA systému v této praci,
v porovnani se studiemi, ve kterych byly kinematické parametry hodnoceny HTM
(Hamilton-Thorne Research) systémem, byl zjistén vliv pouzitého CASA systému
pro hodnoceni. Odlisnost CASA systému je pravdépodobné zptuisobena rozdilnym

nastavenim poctu snimkl za sekundu — vys$si nebo nizsi snimkova frekvence.
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Morfologie spermii byla podrobnéji popsana prostfednictvim velikosti a tvaru
hlavicek spermii, kde bylo analyzovano osm morfometrickych parametru.
V piipoustécich sezonach 2016 a 2017 byla zjisténa primérna délka hlavicky (L)
6,33 + 0,38 a 6,41 = 0,39 um, primérna hodnota maximalni §itky hlavicky (W) 3,01
+ 0,20 a 3,11 £0,24 pum, pramérna plocha hlavicky (A) 15,65 = 1,46 a 16,37 + 1,71
um?’, praimémy obvod hlavicky (P) 16,26 + 0,85 a 16,55 + 0,87 um, prodlouzeni
(Elong) 0,36 £ 0,04 a 0,35 + 0,04, elipticnost (Elip) 2,11 + 0,17 a 2,07 + 0,18,
drsnost (Rugo) 0,74 + 0,03 a 0,75 £ 0,03 a pravidelnost (Regu) 0,96 & 0,004. Zji§téné
prumérné hodnoty, charakterizujici velikost hlavicek (L, W, A, P), odpovidaly
stanovenému rozmezi pro parametry velikosti hlavicky. Primérné hodnoty délky
a Sitky hlavicky byly také ve vétsin€ pripadd shodné i s naméfenymi hodnotami
v pracich jinych autorti. V fadé predchozich studii byly ovSem zjistény pomérné nizsi
hodnoty pro plochu a obvod hlavicky, ve srovnani s touto praci. Pfi vzajemném
porovnani zjisténych vysledkad s vysledky praci jinych autorti a s literaturou byl
zjistén vliv pouzité metody barveni a samotné morfometrické analyzy
na morfometrické parametry hlavi¢ek spermii. Stejné tak byla zjisténa vyznamnost
v podobé prepocitavaciho vzorce pro vypocet plochy a obvodu hlavicky, ktery

se muze v jednotlivych pracich lisit.

Pfi hodnoceni zavislosti charakteristik pohybu spermii na morfometrickém tvaru
hlavicek byla zjiSténa pozitivni korelace motility a kinematickych parametrt
s plochou, délkou, Sitkou a obvodem hlavicky a negativni korelace s prodlouzenim
a elipti¢nosti hlavicky spermie. Nejvyssi hodnoty korelacniho koeficientu byly
zaznamenany v piipadé plochy a Sitky hlavicky v sezoné 2017, kdy byla plocha
hlavi¢ky pozitivné korelovana s MOT (r = 0,29), PMOT (r = 0,32), VCL (r = 0,33),
VSL (r = 0,36), VAP (r = 0,34) a Sitka hlavicky pozitivné korelovala s MOT
(r = 0,32), PMOT (r = 0,36), VCL (r = 0,30), VSL (r = 0,38), VAP (r = 0,31) a LIN
(r = 0,32). V pfipadé prodlouzeni a eliptiCnosti spermie byla zjisténa velmi
vyznamna negativni korelace se STR (r = -0,36), LIN (r = - 0,27) a PMOT
(r = -0,24). VSechny morfometrické parametry pak byly negativné korelovany
s BCF. Spermie s vétsi plochou a Sitkou hlavicky tak mély vétsi MOT, PMOT, VCL,
VSL, VAP, LIN, WOB, STR a mensi ALH a BCF. Naopak niz§i motilitu

a kinematické parametry meély spermie s vét§im prodlouzenim a elipti¢nosti.

83



Mezi charakteristikami pohybu, pfedev§im mezi jednotlivymi rychlostmi
pohybu spermii, byla prokazana pozitivni korelace. Progresivni motilita byla
statisticky vyznamné korelovana s VCL (r = 0,97, P < 0,001), VSL (r = 0,95, P <
0,001) a VAP (= 0,96, P < 0,001). Kfivocara rychlost (VCL) byla pozitivné
korelovana s pfimocarou rychlosti (VSL) (r = 0,92) i s prameérnou rychlosti (VAP)
(r = 0,97) a rovnéz mezi ptimocarou (VSL) a primémou (VAP) rychlosti byla
prokazana vysoka korelace (r = 0,96). To znamena, ze pii zvySujici se progresivni
motilité spermii se zvySuje také rychlost pohybu spermii, se skutecnou (kiivocarou)

rychlosti se souCasné zvySuje i pfimocara a primérna rychlost spermii.

Byl prokazan vyznamny vliv hifebce. Mezi hiebci byly zjistény vyznamné
individudlni rozdily ve vSech hodnocenych morfometrickych parametrech
a parametrech motility.

Morfologie, v¢etné morfometrického méfeni hlavicek spermii hiebcli, a PMOT
byly dale vyznamné ovlivnény veékem a fertilitou hiebcl. Sledované parametry
se vyznamné liSily mezi jednotlivymi vékovymi skupinami. Lepsi kvalita ejakulatu,
z hlediska PMOT, byla zjisténa u mladych hiebct do 5 let (PMOT 38,46 %). Mladi
hiebci méli také nejveétsi rozmeéry Sitky (3,20 um) a plochy hlavicek spermii (16,87
um?). Soudasnd bylo ale u této skupiny hiebcd zjisténo nejvyssi procento
abnormalnich spermii (50,60 %). Opacné hodnoty byly zji§tény u druhé skupiny
hiebci ve véku 6 az 15 let — nejnizs§i PMOT (27,76 %), nejniz§i procento
abnormalnich spermii (18 %) a nejmensi rozméry hlavicek spermii.

Z hlediska vlivu fertility hiebce bylo zjisténo, ze se snizujici se plodnosti hiebct
se snizovala PMOT a hodnoty Sitky a plochy hlavi¢ek a zvySovalo se procento
abnormalnich spermii v ejakulatu a hodnoty délky a obvodu hlavicek spermii.
Na zakladé pomeéru délky a Sitky hlavi¢ky bylo zjisténo, ze spermie hiebca s nizsi

plodnosti byly vice zizené.

Charakteristiky chlazeného spermatu byly ovlivnény pouzitym fedidlem a dobou
skladovani spermatu. Pouzité fedidlo mélo vyznamny vliv na VIT, MOT, PMOT,
VCL, VSL a VAP (P < 0,05). Zaroven byl prokazan vysoce vyznamny vliv doby
skladovani na vSechny hodnocené parametry (P < 0,001). Celkovy ochranny ucinek
fedidla INRA 96 byl vyznamné lepsi nez u ejakulati fedénych fedidlem Kenney (P <
0,01). Hodnoty VIT, PMOT, VCL a VAP byly vyssi u vzorkd spermatu fedénych
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fedidlem INRA 96 (P < 0,05) nez u vzorka fedénych fedidlem EquiPlus. Mezi
fedidly Kenney a EquiPlus nebyl prokazan zadny rozdil.

Redidla s definovanymi kaseinatovymi slozkami (INRA 96 a EquiPlus)
vykazaly pomalejsi pokles PMOT za 48 a 72 hodin skladovani v porovnani
s fedidlem na bazi odstfedéného mléka (Kenney). Navic pii pouziti fedidla INRA 96,
které obsahuje NPPC, byla ve srovnani s ostatnimi fedidly prodlouzena kvalita
spermatu po dobu nejméné 24 hodin po odbéru a natfedéni.

Z ftedidel, testovanych v této praci, ma INRA 96 nejlepsi predispozice
pro udrzeni zivotaschopnosti spermatu a pro jeho nasledné pouziti k inseminaci.
Nejlepsi vysledky, ziskané pouzitim fedidla INRA 96, ukazaly, ze odebrané
ejakulaty mohou byt pouzity pro produkci inseminacnich davek chlazeného spermatu

be&hem prvnich 24 hodin skladovani.
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8. SOUHRN A DOPORUCENI PRO PRAXI

Vysledky plodnosti a hodnoty reprodukénich ukazateld hiebci nejsou

chovatelské verejnosti k dispozici a nelze je tedy pifi vybéru plemennych hiebca

vyuzivat. Je tedy dilezité vytvoftit pro chovatele takovy material, ktery bude podavat

potiebné informace k vybéru hiebce z hlediska jeho plodnosti.

Na zakladé porovnani vySe uvedenych cili a nasledné dosazenych vysledku

préce lze konstatovat, ze:

Objektivnim vyhodnocenim zakladnich charakteristik ejakulatu hiebcu
(objem ejakulatu, koncentrace spermii, motilita spermii s podrobnymi
kinematickymi parametry, morfologie a zivotaschopnost spermii) metodou
CASA byly vytvoteny podminky pro to, aby se nasledné tyto zjiSténé
vysledky mohly promitnout do kvalitné§ich a podrobnéjSich informaci
pro chovatele a nasledné i do kvalitn€js§iho vybéru hiebct do plemenitby.
V neposledni fad¢ je dulezité, aby chovatelé pfi vybéru hiebcti do plemenitby
zohledniovali také jejich vék. Pfili§ mladi nebo naopak pfili§ stafi hiebci by
méli byt v chovu vyuzivani pouze za predpokladu peclivého sledovani kvality
spermatu a kontroly vytizeni hiebce.

Posouzenim morfometrickych parametri na zakladé velikosti a tvaru hlavicek
spermii bylo potvrzeno, Ze tyto parametry souviseji s plodnosti hiebct.
Detekce nepatrnych rozdild v morfometrii hlavi¢ek spermii proto mize vést
k presné€jSimu posouzeni plodnosti hiebct.

Posouzenim  pohybovych  charakteristik  spermii v zavislosti
na morfometrickém meéfeni hlavicek (rozméry hlavicek a jejich tvar) byla
potvrzena hypotéza, ze morfologicky vétsi spermie dosahuji vysSich
parametrd motility a vétsi rychlosti pohybu. Nebylo ov§em potvrzeno, ze by
vySsi motility a vétsi rychlosti pohybu dosahovaly spermie s vétsim
prodlouzenim hlavicky.

Hodnocenim vlivu vybranych fedidel na motilitu a zivotaschopnost spermii
bylo zjisténo, ze sledované parametry chlazeného spermatu byly vyznamné
ovlivnény pouzitym fedidlem a dobou skladovani spermatu. Vybérem
vhodného fedidla lze tedy zlepsit vyslednou kvalitu inseminacni davky

a zvysit tak potencial uspésného zabteznuti klisny.
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